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RESUMO

A doenca de Chagas, doenca tropical negligenciada, tem como agente
etiol6gico o protozoario Trypanosoma cruzi e como um dos principais vetores o
triatomineo hematofago Triatoma infestans. Em sua saliva € possivel encontrar
moléculas biologicamente ativas que viabilizam o repasto sanguineo. Nesse
trabalho, caracterizamos o peptidoma salivar do T. infestans, conjunto de
peptideos secretados na saliva com massa molecular menor que 10 kDa.

A saliva secretada por T. infestans adultos foi coletada na auséncia de
inibidores de proteases. Ap0s a quantificacdo, a integridade proteica das
moléculas foi conferida por eletroforese unidimensional. Em seguida, por
peptide mass fingerprinting, peptideos com massa molecular de até 7.000 Da
foram detectados na saliva. A saliva foi fracionada por centrifugagdo em
microconcentradores com membrana de excluséo molecular de 10 kDa na
presenca de inibidores de proteases, gerando duas fracdes: 1) retida, contendo
os polipeptideos de massa molecular superior a 10 kDa; e 2) filtrada, contendo
os peptideos. A primeira foi analisada por gel eletroforético bidimensional e a
segunda por nanoLC-MS/MS usando LTQ XL-Orbitrap (ThermoFisher
Scientific), sem digestdo triptica in vitro. A analise por nanoLC-MS/MS foi
repetida apos digestao triptica em solucdo e dessalinizacdo em micro-coluna
de C18. Ferramentas de bioinformatica foram usadas para analise das
sequéncias.

No total, foram identificadas 234 proteinas. 164 foram encontradas na
fracdo retida, sendo 130 com funcao ja conhecida na alimentacdo sanguinea.
Na fracdo filtrada, das 70 sequéncias identificadas, oito tém uma massa
molecular predita < 10 kDa e as outras 62 sdo fragmentos da protedlise de
proteinas maiores. Por andlises de bioinformética, observamos que 171 das
proteinas apresentam peptideo sinal de via classica de secrecao, e as demais,
com excecao de trés, sao preditas como secretadas por vias nao classicas.

Para concluir, a primeira analise peptidémica da saliva de triatomineo

mostrou que a saliva de T. infestans é rica em peptideos.

Palavras-chave: triatomineos, saliva, peptidoma, eletroforese 2D,
cromatografia liqguida de alta desempenho, espectrometria de massa.



ABSTRACT

Chagas disease, a Neglected Tropical Disease, is caused by the
protozoan parasite Trypanosoma cruzi, which is transmitted by insect vectors.
Triatoma infestans is one of the main vectors of the disease. As other disease
vectors, it is a hematophagous insect. Feeding behavior implies the production
of biologically active molecules in saliva capable of inhibiting hemostasis,
inflammatory and immune responses. At the present study, we conducted a
broad analysis of the proteome and peptidome, the latter comprises the set of
peptides with a molecular weight under 10 kDa, of the saliva of T. infestans.

Saliva was collected from insect adults in the absence of protease
inhibitors. After protein quantification, the integrity of the proteins were analyzed
by polyacrylamide-SDS gel electrophoresis. After that, by peptide mass
fingerprinting, we detected peptides with molecular weight up to 7.000 Da. The
saliva was then fractionated in the presence of a cocktail of protease inhibitors
using a 10 kDa cut-off membrane. Two fractions were obtained: the retained
(>10 kDa) and the filtrate (<10 kDa) fractions. The first was submitted to 2-DE
electrophoresis, and the latter to nanoLC-MS/MS with reverse-phase high-
performance liquid chromatography coupled with a high throughput LTQ XL-
Orbitrap mass spectrometer (ThermoFisher Scientific), in the absence of tryptic
digestion in vitro. The nanoLC-MS/MS analysis was repeated after in-solution
tryptic digestion and desalinization in C18 microcolumn.

A total of 234 proteins were identified. 164 proteins were found in the
retained fraction, among which 130 have known functions. In the filtrate fraction,
among 70 sequences identified, eight have predicted molecular weight lower
than 10 kDa, and the other 62 were proteolytic fragments of higher molecular
weight proteins. Bioinformatic analysis revealed that 171 proteins present signal
peptides, three were not predicted to be secreted, and the other are secreted
through non-classical pathways.

In conclusion, the first peptidomic analysis of a triatomine bug saliva

showed that T. infestans saliva is plenty of peptides.

Keywords: triatomines, saliva, peptidome, 2D electrophoresis, high-
performance liquid chromatography, mass spectrometry.
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Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo doencas para as quais
ndo ha investimentos importantes em pesquisa e desenvolvimento de novas
drogas e vacinas (Lindoso, et al. 2009). Esse grupo de doencas afeta
principalmente pessoas da classe econdmica baixa nas areas rurais e urbanas,
tendo impacto importante na diminuicdo da qualidade de vida e produtividade
de individuos, familias e comunidades nos paises em desenvolvimento. A
presenca das DTNs entre individuos politcamente marginalizados, que n&o
conseguem influenciar as decisbes administrativas e governamentais que
afetam sua saude, resulta no agravamento da pobreza e cria grandes

obstaculos ao desenvolvimento econdmico(Lindoso, et al. 2009; WHO, 2010).

A maioria das DTNs sdo doencas de facil prevencdo e monitoramento. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classificou essas doencas em trés
categorias baseando-se na emergéncia, controle e disponibilidade de drogas
para o tratamento. A primeira categoria inclui as DTNs emergentes e cujas
transmissdes ndo estdo controladas (dengue, doenca do sono e
leishmanioses). A segunda inclui doencas para as quais ha estratégias de
controle, mas mesmo assim elas persistem (malaria e esquistossomose); e a
terceira inclui doencas para as quais as estratégias de controle tem se
mostrado efetoras. A Doenca de Chagas (DC) esta inserida nesta ultima
categoria, além da hanseniase, filariose linfatica e oncocercose (Lindoso, et al.
2009). Entretanto, a prevencgao e controle das DTNs e seus fatores de risco
nao tem recebido incentivo e alocacado de recursos significativos, o que leva ao

aumento das taxas de contaminacao e de 6bitos (WHO, 2010).

As DTNs afetam aproximadamente 2,6 bilhdes de individuos no mundo
(Hotez, et al. 2007). Os casos de co-infeccdo sdo um problema preocupante,
pois favorece manifestagdes clinicas graves, faléncia terapéutica e o desfecho

é frequentemente fatal (Lindoso, et al. 2009).

No Brasil, as DTNs que apresentam as maiores taxas de prevaléncia

sdo a DC, malaria, leishmanioses, esquisotossomose, dengue, hanseniase,
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oncocercose e filariose linfatica. A prevaléncia de DTNs no pais é elevada nas
regibes norte e nordeste, onde hd os menores indices de desenvolvimento
humano (IDH) (Hotez, et al. 2008).

Em seu primeiro relatério sobre as DTNs, a OMS ressaltou a importancia
de incluir as DTNs nas prioridades em saude por se tratarem de problemas de
salde publica mundiais. E necessario desenvolver novos métodos
diagndsticos, novas drogas e intervencgdes estratégicas para controlar, prevenir
e/ou eliminar as DTNs, como tratamento profilatico, controle dos vetores e dos
reservatorios, saneamento basico e fornecimento de &gua potavel para a
populacdo. Os custos de algumas dessas agOes sdo relativamente baixos se
comparados aos de tratamentos caros como cuidados intensivos, cirurgias,
internacbes sucessivas e prolongadas, necessarios, por exemplo, para
individuos acometidos pela DC (WHO, 2010).

Doenca de Chagas

As caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas, epidemioldgicas, o
agente etiolégico, Trypanosoma cruzi, e o inseto vetor da DC foram descritos
em 1909 por Carlos Chagas (Brener et al., 2000). No final dos anos 70, alta
incidéncia da doenca foi observada no Brasil, com aproximadamente 100.000
novos casos notificados por ano (Secretaria de vigilancia em salde -
Consenso brasileiro de Doenca de Chagas, 2005)

A DC é a doenca parasitaria mais importante da América Latina no que
se refere ao impacto na economia regional, ja que afeta os individuos em sua
fase de vida mais produtiva e leva a O6bito um numero maior de pessoas que
qualquer outra doenca parasitaria, incluindo a malaria(Miles, et al. 2003). E
transmitida através do contato do homem com as fezes do triatomineo
contaminadas com T. cruzi. Esse processo de transmissao ocorre logo apos o
repasto sanguineo (Figura 1), quando o vetor se sacia e defeca.
Consecutivamente essas fezes penetram na mucosa do individuo por meio de
micro-lesdes, até mesmo a causada pela picada do triatomineo, ou por contato
direto com a mucosa oral, nasal ou ocular, veiculada pela prépria vitima (Prata,
2001).

13



CICLO DO Trypanosoma cruzi
EM TRIATOMINEOS

(A

Diferenciacao para formas
tripomastigotas metaciclicas

’\/?. q\'\
Conversio para forma
epimastigota e multiplicacdo

na por¢éo média do intestino

Ingestao de formas
tripomastigotas sanguineas
pelo vetor

R “\

N R

L g

Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina

do triatomineo durante o
repasto sanguineo

k \ //

N\

AN T

Triatomineo se alimenta de
sangue do homem e de
outros mamiferos

r

CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

inoculacdo ’

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
infatica, infectando outras
células @ novamente se
transformendo em
amastigotas intracelulares

@

Amastigotas intracelulares se
transformam em
tripomastigotas e, com o
rompimento das células,
entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Apos penetrarem nas células,
os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
€ se multiplicam

e

Figura 1 Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi (simplificado). Fonte: infografico: Nevicio Ribeiro,

ICICT/Fiocruz.

Embora essa seja a via classica de transmissdo existem outras de

menor incidéncia, tais como: transfusdo sanguinea, transmissdo vertical,

transmissao oral e acidentes laboratoriais (Dias, 2009). Atualmente ocorre uma

maior disseminacdo desta doencga na regido amazébnica devido a mudancas

nas paisagens amazonicas, migracdo de populacdes vindas de &reas

endémicas, diversidade de reservatérios silvestres do T. cruzi, de espécies do

vetor e transmissdo oral por meio de frutas contaminadas com material
infectante advindo de triatomineos silvestres (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE - Vigilancia em Sadde.

2009. Available at: www.saude.gov.br/svs (acessado em julho 2012).
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Os sintomas da DC na fase aguda incluem febre, mal-estar, edema
facial, linfadenopatia generalizada e hepatoesplenomegalia, que podem levar
ao Obito 5% das criancas acometidas. A fase indeterminada ocorre em geral de
forma assintomatica e pode durar anos, nos quais o paciente é transmissor do
parasita. Na fase cronica ocorrem danos principalmente ao coracéo e ao trato
gastrointestinal, sendo os problemas cardiacos os maiores responsaveis pelos
casos de obitos.(Tarleton, et al. 2007).

Um século apds a sua descoberta, essa patologia ainda é considerada
uma DTN pela OMS com cerca de 10 milhdes de pessoas infectadas no
mundo. Em 2008 causou cerca de 11.000 mortes na América Central e
América do Sul. A estimativa do Ministério da Saude € de que 2 a 3 milhdes
dos casos estejam localizados no Brasil (WHO, 2008).

Até 0 momento ndo existem tratamentos eficientes para a doenca de
Chagas. O repertorio de farmacos disponiveis € limitado e inadequado. Dentre
quimioterapicos utilizados de 1936 a 1970, a violeta de genciana € o
antisséptico utilizado como agente profilatico em bancos de sangue
atualmente. Embora no inicio dos anos 70 tenham surgido dois compostos
promissores devido a eficicia de cura na fase aguda (50-70%) e a tolerancia
dos pacientes aos medicamentos, o nifurtimox (Lampit®, da Bayer; 3-metil-4-
(5”-nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6éxido) e o]
benzonidazol (Rochagan®, da Roche; N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida), na
fase cronica da doenca esses farmacos apresentaram menos que 20% de cura
(Dias, 2009).

A DC é considerada prioritaria entre as doencas infecto-parasitarias que
recebem atencdo da OMS por meio do Programa Especial para Pesquisa e
Treinamento em Doencas Tropicais (TDR - Special Programme for Research &
Training in Tropical Diseases), isso se deve a auséncia de vacinas e ao fato de
o controle desta doenca permanecer centrado em tratamentos farmacoldgicos
(Nwaka, et al. 2006). Por isso, o desenvolvimento de novos farmacos é
iminente agora e continuara a ser no futuro, considerando que os parasitos
desenvolvem resisténcia aos quimioterapicos mais usados através de
mecanismos diversos (Andricopulo, et al. 1998; Sealey-Cardona, et al. 2007;
Kola, 2008; McKerrow, et al. 2008; Moreira, et al. 2009; Soeiro, et al. 2009).
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Outra estratégia de tratamento tem sido o uso de células-tronco de
vérias origens em modelos animais e humanos de doencas do coragdo, com
melhora da neovascularizacéo, regeneracdo do musculo cardiaco, aumento da
fracdo de ejecdo e melhora na qualidade de vida dos individuos tratados
(Campos, et al. 2009).

Diante da inexisténcia de vacinas para essa patologia, a principal
estratégia de controle encontra-se na prevencao da transmissédo do seu agente
etiologico, principalmente por meio da eliminacdo dos insetos vetores
domésticos (Schofield, et al. 2006; Dias, et al. 2002), estratégia implantada de
1975 a 1983 com a implementacdo do programa de controle da doenca de
Chagas no Brasil (Silveira, et al. 1984).

Triatomineos vetores da doenca de Chagas

Os vetores da doenca de Chagas sdo triatomineos pertencentes a
ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Triatoma

7

infestans € uma das principais espécies transmissoras do T. cruzi. e sua
localizacdo estende-se do sul da Argentina a regido nordeste do Brasil
(Brener, et al. 2000).

A partir da eclosédo dos ovos, os triatomineos passam por cinco fases de
desenvolvimento, chamadas de ninfa (Figura 2). Todos os estagios de
crescimento da espécie alimentam-se exclusivamente de sangue, processo
que se denomina hematofagia, obtendo assim sua refeicdo diretamente dos

vasos sanguineos de animais vertebrados (Lavoipierre, et al. 1959).

16



Y f Ovo
Adulto \

Ninfa 5

\ Ninfa *
Y

Ninfa 4

Ninfa 3

Figura 2. Ciclo de vida de um barbeiro (Triatoma brasiliensis brasiliensis). Fotos: Rodrigo Méxas,
IOC/Fiocruz. (ARGOLO, 2008).

Esses insetos sdo conhecidos popularmente como barbeiros.
Apresentam a cabeca fusiforme alongada; pescoco nitido, unindo a cabeca ao
térax; e aparelho bucal contendo probdscida, com origem anterior aos olhos,
adaptado a picada e succdo (Neves, et al. 2005). Possuem, ainda, trés pares
de glandulas salivares bem diferenciadas: D1 — anterior ou principal, D2 —
média ou acessoria, e D3 — posterior ou suplementar (Lamcobe, 1999). O par
D1 apresenta aspecto leitoso, D2 amarelado e D3 apresenta-se de forma
translicida, coloragBes resultantes da composicdo da secrecdo no Iumen
(Figura 3) (Lacombe, 1999).
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Figura 3. Anatomia e histologia das glandulas salivares nos triatomineos. (A) T. infestans adulto.
Microscopia, contraste de fase 250X, de glandulas salivares de T. infestans adultos: (B) pares D1 e D2,
(C) glandulas D3, (D) pares D1,D2, e D3. (Fonte: Assumpgéo, et al. 2007).

A andlise do conteado proteico de cada par de glandulas
individualmente, por meio de eletroforese unidimensional, mostrou a presenca
de proteinas na composicao do fluido do par D3 dos T. infestans (Charneau, et
al. 2007). Em seus estudos, Lacombe (1999) e (Reis, et al. 2003) identificaram
estruturas proximas ao par D3 envolvidas no aumento de sua oxigenacao,
sugerindo alta taxa metabdlica, e presenca de valvula de controle de saida de
seu conteudo.

Os barbeiros apresentam, em sua maioria, habitos de vida noturnos, e
detectam suas vitimas pela presenca de altas concentragdes de CO, amonia e
outras moléculas volateis, que indicam a presenca de organismos com sangue
quente (Otélora-Luna, 2006).

O processo de alimentacao se dé através da probdscida do triatomineo,
haste longa e flexivel que transpassa a pele do hospedeiro e atinge o vaso
sanguineo. O repasto dura de 20 a 30 minutos, dependendo de seu estagio de
desenvolvimento bem como da fisiologia do hospedeiro vertebrado (Sant’Anna
et al., 2001). Para facilitd-lo, na saliva desses insetos € possivel encontrar
moléculas com atividades que auxiliam na obtenc¢éo de alimentacdo sanguinea
(Araujo, et al. 2007).
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Saliva e suas propriedades anti-hemostaticas

Durante a hematofagia, a saliva produzida e armazenada nas glandulas
salivares do triatomineo € injetada no tecido e vaso sanguineo local. O contato
da saliva com a mucosa do hospedeiro induz a reacdo do sistema imune
(Isawa, et al. 2007). Assim, 0 sucesso do processo de alimentacdo depende
das propriedades farmacologicas da saliva, que visam se contrapor a
hemostasia, processo fisiolégico que minimiza os danos ao organismo do
hospedeiro e que compreende a vasoconstricdo (reducéao do fluxo sanguineo),
a agregacao plaquetéaria e a coagulacdo sanguinea (Francischetti, et al. 2009);
as reac0es inflamatorias e ao sistema imune (Ribeiro, 1995). Portanto, entre as
atividades anti-hemostéaticas encontradas na saliva dos triatomineos se
destacam a vasodilatadora, a de anti-agregacdo plaquetaria e a de

anticoagulacao.

Vasodilatadores

As células endoteliais liberam substéncias constritoras ou dilatadoras
para modular a resposta dos vasos sanguineos a varios estimulos. O principal
fator vasodilatador € o Oxido nitrico, produzido pela éxido nitrico sintase em
resposta a hormonios, produtos liberados por plaquetas, trombina, autacéides e
danos aos vasos. Ele se difunde para o interior das células da musculatura lisa
vascular e ativa a enzima guanilato ciclase soluvel, desfosforilando guanosina
trifosfato em guanosina monofosfato ciclica (GMPc), segundo mensageiro que
contribui para o relaxamento da musculatura (Sudano, et al. 2006).

Sob condicbes fisiologicas, a vasoconstricdo é induzida durante a picada
dos insetos para restringir a perda de sangue. Entretanto, a saliva dos insetos
hemat6fagos possui moléculas capazes de ativar a resposta vasodilatadora. O
triatomineo Rhodnius prolixus produz quatro tipos de nitroforinas,
hemeproteinas carreadoras de oxido nitrico. Essas proteinas podem ainda se
ligar a histamina liberada pelos mastocitos, prevenindo a resposta inflamatoria
(Montfort, Weichsel et al. 2000). Outros exemplos de proteinas salivares

identificadas com atividade vasodilatadora sédo o peptideo sialocinina isolado
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da saliva de Aedes aegypti, que atua junto ao endotélio induzindo producao de
oxido nitrico (NO) (Champagne, et al. 1994); e a proteina maxadilan,
responsavel pelo eritema no local da picada, descrita na saliva do flebotomineo

Lutzomia longipalpis, transmissor da leishmaniose (Moro, et al. 1997).

Inibidores da coagulacdo sanguinea

Para garantir o sucesso do repasto é necessario que 0 sangue
mantenha-se fluido durante todo o processo de succéo, bem como, no interior
do inseto vetor, caso contrario podera leva-lo a morte. Tal fluidez é garantida
por moléculas anticoagulantes encontradas na saliva. O processo de
coagulacao pode ter inicio pela via intrinseca ou extrinseca, sendo que ambas
convergem para uma via comum iniciada pela formacdo do fator Xa,
responsavel pela ativacdo da protrombina em trombina. Esta cliva o
fibrinogénio em fibrina. Tem-se entdo o principal componente do coagulo
sanguineo, formado também por plaquetas e eritrécitos (Figura 4) (Davie, et al.
1991).

Via Intrinseca

Triafestinale 2

Via Extrinseca

(\ Fator Xa Injaria vascular
/—\Cads ]

Fator Xlla Fator XII Fator Tissular
Fator Vlla Falo;\-"l
inib Trombina Fator Tissular [, o o Fator VII
inibe A Superfige™ Ca*?
Fator XI M Fator IX
Ca"

Fator IX Fator 1Xa

Fator Villa Fator X
Fator X ' 0ot by Fator Xa

/_,/ Fator XIIl

Fator Va

Ca" PL /\
Ca*?

Fator VIl

Pra-trombina Trombina Fibrina
Fator

Fator Xllia

Fibrinogénio  Fibrina Rede de fibrina

Plaquetas

Figura 4. A cascata da coagulagdo sanguinea é um sistema complexo com muitos pontos de regulagéo.
Por meio de duas vias de ativagdo da coagulacéo (intrinseca e extrinseca) pode ocorrer a formacéo da
trombina, que convertera fribinogénio em fibrina, induzindo a adesédo das plaquetas, necessarias para que
ocorra a retragdo do coagulo no local da picada. Adaptado de Davie, 2003.
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Substéancias inibidoras da coagulacdo sanguinea tém sido isoladas da
saliva de varias espécies de triatomineos. As triafestinas 1 e 2 de T. infestans
inibem a via intrinseca, impedindo a conversdo do fator XIl em Xlla (Isawa, et
al. 2007). Essas proteinas apresentam também atividade anti-inflamatoria,
inibindo a bradicinina, e evitam o surgimento de edema, eritema e dor no local
da picada (Isawa, et al. 2007). R. prolixus produz rodniina, um inibidor da
trombina presente nas glandulas salivares e no intestino (Friedrich, et al. 1993;
Noeske-Jungblut, et al. 1995). A nitroforina 2, uma proteina de 20 kDa da
familia das lipocalinas, € um potente inibidor da via intrinseca ao se ligar ao
fator IX ou ao I1Xa (Moreira, et al. 2003). Ortdlogos inibidores da trombina foram
descritos também no intestino das espécies de triatomineos Dipetalogaster
maxima, T. infestans e T. brasiliensis: dipetalogastina (Mende, et al. 1999),
infestina (Campos, et al. 2002) e brasiliensina (Araujo, et al. 2007),
respectivamente.

Na saliva de outros insetos hematéfagos também foram descritas
proteinas com atividade anticoagulante. A anofelina € um peptideo com
atividade anti-trombina do mosquito Anopheles albimanus. Em Cimex
lectularius, uma proteina de 17 kDa inibe a ativacdo do fator X em Xa

(Valenzuela, et al. 1996), este ultimo importante para formacao da trombina.

Inibidores da agregacéo plaquetéaria

Apbs a lesdo nas paredes dos vasos sanguineos, moléculas como ADP,
colageno, trombina, tromboxano A, adrenalina e fator ativador de plaquetas
(PAF) ativam as plaquetas, que inicialmente se aglomeram no local lesionado
visando diminuir a hemorragia (Davie, et al. 1991). Em sua forma inativada as
plaguetas apresentam forma discoide e superficie lisa. Apds ativacdo, emitem
pseuddpodes e secretam o conteldo de seus granulos para recrutar e ativar
outras plaguetas (Jamaludinn, et al. 1991), amplificando sua resposta. Alguns
insetos hematofagos evitam esse processo inibindo a acdo da trombina e do
coldgeno, no entanto o mecanismo mais utilizado para impedir a agregacéo

das plaquetas é a hidrélise de ADP em AMP, por meio da remocéao de fosfato
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inorganico, reacdo catalisada por proteinas da familia das apirases
(Valenzuela, 2002).

Trés familias de apirases tém sido descritas: proteinas da familia
GTPase de levedura/CD39 (Smith, et al. 1999), da familia Cimex (Valenzuela,
et al. 1998) e pertencentes a familia das 5’-nucleotidases (Faudry, et al. 2004;
Ribeiro, et al. 2004; Santos, et al. 2007; Assumpcao, et al. 2008; Bussacos, et
al. 2011). Uma enzima com atividade apirasica e caracteristicas da familia de
apirases Cimex foi descrita em R. prolixus (Sarkis, et al. 1986). Posteriormente,
cinco apirases salivares glicosiladas com massas moleculares de 67 kDa, 68
kDa, 79 kDa, 82 kDa, e 88 kDa foram purificadas da espécie T. infestans
(Faudry, et al. 2004). Atualmente se sabe que existem pelo menos quinze
isoformas apirdsicas na saliva desta espécie, possivelmente produtos de
modificacdes pos-traducionais (Charneau, et al. 2007), o que pode representar
um processo evolutivo, a fim de garantir o sucesso do repasto. A apirase de 79
kDa também esta presente nas secrecdes salivares de T. brasiliensis (Santos,
et al. 2007), T. dimidiata (Kato, et al. 2010), R. prolixus (Ribeiro, et al. 2004),
P. megistus (Bussacos, et al. 2011) e D. maxima (Bussacos, et al. 2011). As
apirases também foram descritas em mosquitos Ae. aegypti (Champagne, et al.
1995), A. gambiae (Arc4a, et al. 1999) e no percevejo de cama C. lectularius
(Valenzuela, et al. 1998).

Outra grande familia de proteinas atuantes na inibicdo da agregacao
plaguetaria sdo as lipocalinas (LPs). As LPs sdo agrupadas em subtipos: a)
RPAIs (inibidoras de agregacéo plaquetaria em Rhodnius) ou somente Als; b)
ABPs (proteinas ligadoras de aminas); c¢) LPs homdlogas de triabina (serino-
proteases de T. pallidipennis); d) palidipina; e e) NPs, citadas anteriormente
(Assumpcéo, et al. 2007).

O primeiro subtipo de inibidores atua por meio de ligacdo ao ADP, o
segundo liga-se a serotonina e a epinefrina liberadas dos granulos
plaguetarios, o terceiro inibe a agregacao plaquetaria por ligar-se de forma néo-
covalente a trombina (Ribeiro, et al. 2004). O quarto bloqueia a via de
transducdo de sinal para liberacdo de ATP por plaguetas, suprimindo a
ativacdo de novas células e o quinto tipo de LPs impede a agregacgdo

plaguetéaria por ligar-se a trombina e prolongar o tempo de coagulacédo, ja que
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diminui a atividade de tromboplastina (Noeske-Jungblut, et al. 1994, Noeske-
Jungblut, et al. 1995).

As atividades anti-hemostaticas que auxiliam na obtencdo de
alimentacdo sanguinea ndo inibem o recrutamento de células fagociticas
mononucleares para o local da picada. Estas séo recrutadas rapidamente ao
local da leséo e, portanto, aumentam a probabilidade de infeccdo do
hospedeiro pelo T. cruzi (Mesquita, et al. 2008).

Em adicdo aos vasodilatadores, anticoagulantes e anti-agregadores de
plaquetas, a saliva dos insetos hematofagos contém outras proteinas que
potencializam a hematofagia, que conferem resisténcia a inseticidas, a
patdgenos, formam poros, entre outras. Essas moléculas poderiam vir a ser
alvos para o desenvolvimento de farmacos, por exemplo, para prevencdo da
picada dos insetos e/ou para tratamentos de patologias humanas especificas
(Assumpcéo, et al. 2011).

Protebmica

Um estudo protedmico é definido como a identificacdo do conjunto de
proteinas expressas em determinado material biolégico, seja em células,
tecidos ou fluido, em um momento delimitado. Essa modalidade de estudo
tornou-se mais atraente as pesquisas cientificas apdés 0 sequenciamento
génico de vérias espécies e, diferentemente do estudo do genoma, apresenta
dinamismo, podendo variar seus resultados se as condicdes do meio ou da
prépria fisiopatologia do organismo sofrerem alteracdes. Trata-se portanto de
uma abordagem dindmica e em significativo crescimento (Lopez, 2007).

A protedmica utiliza técnicas que incluem a eletroforese unidimensional
e bidimensional (2-DE), ambas realizadas em géis de poliacrilamida, SDS-
PAGE, para separacédo das proteinas de acordo com sua massa molecular. A
eletroforese bidimensional possui uma etapa anterior a esta, denominada
focalizacao isoelétrica (IEF), na qual as proteinas sdo pré-separadas de acordo
com seu ponto isoelétrico. Esta etapa € realizada em gel de poliacrilamida com

pH imobilizado e submetido a corrente elétrica. Ao término da eletroforese, as
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proteinas com maior massa molecular podem ser observadas na parte superior
do gel, préximas ao polo negativo, enquanto as de menor massa molecular
encontram-se na parte inferior, proximas ao polo positivo.

Outra técnica utilizada em estudos protebmicos é a cromatografia
liquida. A amostra é submetida a interacdo com as matrizes das colunas e
juntas sdo submetidas a um solvente, no qual a proteina é eluida e coletada
em um microtubo. A eluicdo depende das relacdes estabelecidas entre a
amostra, a matriz da coluna e o solvente (tamanho, hidrofobicidade e
interacdes idnicas).

Eletroforese e cromatografia por si s6 sé@o insuficientes para garantir a
identidade das proteinas analisadas. Por esse motivo seus resultados sao
posteriormente analisados por espectrometria de massa, técnica considerada
central nos estudos protedmicos. As proteinas separadas por eletroforese ou
cromatografia passam por processo de digestao e posterior ionizagéo, podendo
esta ser feita por ESI (eletropulverizacdo) ou MALDI (ionizacdo e dessorcéao a
laser auxiliada por matriz) (Aebersold, et al. 2003). Os dados obtidos séo
comparados aos encontrados em bancos de dados, viabilizando a identificagdo
das proteinas.

Estudos protedmicos de salivas de triatomineos

J4 se tem conhecimento de diversos estudos transcriptbmicos e
protedmicos em amostras salivares de artropodes inclusive de triatomineos. Os
estudos realizados com triatomineos incluem as espécies T. infestans
(Charneau, et al. 2007), T. brasiliensis (Santos, et al. 2007), T. dimidiata (Kato,
et al. 2010), R. brethesi, R. robustus (Bussacos, et al. 2011), R. prolixus
(Ribeiro, et al. 2004), P. megistus (Bussacos, et al. 2011) e Dipetalogaster
maxima (Assumpcdo, et al. 2008). O objetivo desses estudos é a
caracterizacao das salivas desses insetos.

Em 2004, a primeira andlise transcriptobmica e protebmica extensa de
glandulas salivares de triatomineos foi realizada para a espécie R. prolixus.
Essa analise permitiu uma avan¢o no conhecimento a respeito da familia das

lipocalinas, principalmente no que se refere as RPs (Ribeiro, et al. 2004).
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Charneau e colaboradores (2007), realizaram a primeira analise do
proteoma da saliva secretada de T. infestans e detectaram mais de 200
proteinas separadas por eletroforese em 2-DE. Foram identificados 58 spots do
gel, por busca por homologia com sequéncias disponiveis no banco de dados
NCBI, a maioria das quais com funcdes associadas a hematofagia,
principalmente proteinas com fungdo anti-agregacao plaquetaria pertencentes
as familias das apirases e das lipocalinas.

Em seguida, Assumpcdo e colaboradores (2007), sequenciaram
aleatoriamente uma biblioteca de cDNA das glandulas salivares de T. infestans
(Santos, et al. 2007; Assumpcao, et al. 2008; Kato, et al. 2010; Assumpcéo, et
al. 2011). A maioria das proteinas salivares também foi descrita como
lipocalinas. Além disso, andlises transcritbmicas consideraveis de glandulas
salivares foram realizadas para as espécies de T. brasiliensis (Santos, et al.
2007; Bussacos, et al. 2011)T. dimidiata (Kato, et al. 2010), D. maxima
(Assumpcéo, Charneau et al. 2011), R. brethesi e R. robustus (Bussacos, et al.
2011; Costa, et al. 2011), Panstrongylus megistus (Bussacos, et al. 2011), T.
rubida (Assumpcdao, et al. 2012). Os transcritos que codificam para proteinas
de secregcdo putativos correspondeu a lipocalinas como confirmado por
analises protedmicas.

Charneau e colaboradores em 2011, além de demonstrar que 0s
proteomas salivares dos R. brethesi e R. robustus da Amazénia sdo homadlogos
ao proteoma salivar de R. prolixus de acordo com suas semelhancas biologicas
e ricos em lipocalinas, apresentaram a primeira evidéncia experimental de
proteinas da saliva de triatomineos fosforiladas. Investigacdes futuras das
modificacdes pés-traducionais de proteinas da saliva de triatomineos levara a
uma melhor compreenséo da sua diversidade funcional.

Entdo, os estudos protedbmicos permitem validar as anotacdes dos
transcritos previamente identificados nos estudos transcriptdmicos, e também
descobrir novas proteinas e isoformas. Isso ilustra a complementaridade das

diferentes estratégias para a identificacdo de produtos de genes.

Peptiddmica da saliva de artropodes
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Até o momento, foram descritas na saliva de artropodes hemat6fagos
proteinas com atividades anti-hemostaticas, antiinflamatérias e componentes
imunomoduladores que auxiliam na obtencdo de alimentacdo sanguinea,
inibem a resposta imunoldgica, e aumentam a possibilidade de contaminacao
do hospedeiro por micrébios patdgenos. Entretanto, pouca informacédo esta
disponivel a respeito dos peptideos salivares e suas fungdes. O termo peptideo
€ tipicamente utilizado para cadeias de residuos de aminoacidos com massas
moleculares de até 10 kDa (Hu, et al. 2009).

A peptiddmica é uma abordagem interessante para o estudo dos
peptideos salivares. Ela é definida como uma andlise sistematica, holistica,
qualitativa e quantitativa dos peptideos enddégenos e pequenas proteinas em
uma amostra biolégica em um momento definido (Hu, et al. 2009). Como
resultado, obtém-se o peptidoma, fracdo proteica de baixa massa molecular
das amostras biolégicas complexas estudadas, por exemplo, fluidos, lisado
celular e extrato de tecido (Schulz-Knappe, et al. 2001). Nos ultimos anos, foi
mostrado que o peptidoma é um banco rico para a descoberta de novos
biomarcadores de doencas humanas (Schulte, et al. 2005). O peptidoma pode
fornecer informacdes sobre duas classes de peptideos: a) os peptideos
bioativos que exercem funcdes vitais em processos bioldgicos; e b) fragmentos
degradados oriundos de proteinas que refletem atividade proteolitica de

enzimas.

Recentemente alguns peptideos da saliva de espécies de carrapatos,
Ixodes sinensis e Ixodes scapularis, foram descritos como peptideos
antimicrobianos (Yu, et al. 2006; Pichu, et al. 2009). Um estudo peptiddmico da
saliva do carrapato Rhipicephalus sanguineus foi realizado e varios peptideos
com atividade foram identificados. Dois membros relacionados a familia das
disintegrinas, peptideos descritos originalmente em veneno de cobra, foram
descritos na saliva desse carrapato (Anatriello, et al. 2010). Esses peptideos de
aproximadamente 4,7 kDa interagem com as integrinas na superficie das
plaguetas, impedindo sua ligacdo com o fibrinogénio para prevenir a agregagao
plaguetaria (Huang, et al. 2010; Da Silva, et al. 2009). Peptideos putativos
secretados das familias de 8,9 kDa e de 5,3 kDa sem funcéo caracterizada

foram descritos (Anatriello, et al. 2010).
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Nos dipteros Tabanus yao e Simulium guianense foram descritos
peptideos antimicrobianos e vasodilatadores (Xu, et al. 2008). Em
S. guianense, ou mosca negra, por uma abordagem transcritbmica e
protedmica foram encontradas sequéncias completas codificadoras de dois
peptideos antimicrobianos: lisozima e cepropina (Xu, et al. 2008). Essas

familias sdo comumente encontrados em artrépodes hematofagos.

Para varias espécies de artropodes tém sido identificados peptideos
imunoregulatérios em suas salivas. Yan e colaboradores (2008) (Yan, et al.
2008) identificaram e caracterizaram a imunoregulina HA da mosca Hybomitra
atriperoides (Diptera, Tabanidae), peptideo capaz de inibir a secrecdo de IFN-y
e de MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos) e aumenta a secrecao de IL-
10 induzida por LPS em esplendcitos de ratos. A IL-10 € uma citocina
supressora da proliferacdo de células T e pode inibir a producéo de citocinas
pré-inflamatérias. Das glandulas salivares de outra espécie da mesma familia
de moscas, T. pleskei, trés peptideos imunoregulatérios denominados
imunoregulinas TP1-3 foram identificados e caracterizados (Zhao, et al. 2009).
E provavel que esses peptideos facilitem a hematofagia dessas espécies. Do
extrato das glandulas salivares de T. yao foram purificados trés peptideos
antimicrobianos denominados defensina TY1, cecropina TY1 e atactina TY3.
Devido ao comportamento hematofagico dessas moscas, a possibilidade de
infeccdes com micro-organismos é elevada. Esses peptideos podem contribuir
significativamente para a defesa dessas moscas, mantendo o sangue ingerido
estéril e inibindo o crescimento de micro-organismos invasores. Em termos de
co-evolucdo, talvez as moscas tenham desenvolvido mdltiplos fatores
antimicrobianos para proteger seus hospedeiros de infecgbes durante a
hematofagia. Um inibidor de serino-protease denominado tabkunina com
massa molecular predita de 6 kDa foi purificado do mesmo extrato. A tabkunina
apresenta similaridade com outros inibidores de serino-proteases, por exemplo
com boofilina, ixolaris-2 e scapularis-S. Esse peptideo inibe as atividades
hidroliticas da tripsina, trombina, elastase e quimiotripsina sobre substratos

cromogénicos (Xu, et al. 2008).

No que concerne aos triatomineos, Ons e colaboradores (2009)

realizaram o estudo do neuropeptidoma de R. prolixus, uma analise do
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conjunto de proteinas encontradas em amostras neuronais . O grupo identificou
42 neuropeptideos novos da espécie, por exemplo peptideos relacionados com
FMRFamida  (Phe-Met-Arg-Phe  amida), sulfacininas,  miosupressinas,
neuropeptideo F, taquicininas, orcocininas, alatostatinas, alatotropinas,
hormonios diuréticos tipo calcitonina, pirocininas, entre outros. Alguns deles

foram detectados em varias isoformas.

Na saliva de T. infestans, peptideos chamados triatox foram identificados
(Charneau et al. 2007; Assuncdo et al. 2007). As andlises de sequéncias
nucleotidicas de triatox sugerem que eles sdo semelhantes aos peptideos
antimicrobianos associados a imunidade inata do inseto (Charneau, et al. 2007;
Assumpcéo, et al. 2008). No entanto, nenhum estudo peptidémico abrangente

do conteudo peptidico da saliva de triatomineos foi realizado.
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Justificativa

A saliva dos insetos hematofagos certamente assegura o elo
estabelecido pelo habito hematofagico, acoplando os trés principais elementos
de uma cadeia epidemioldgica: o vetor, o parasito e o hospedeiro (Da Silva, et
al. 2009). O conhecimento dos mecanismos moleculares que possibilitam a
interacdo ectoparasito-hospedeiro é de grande relevancia para o entendimento
da transmissao das doencas viabilizada pela hematofagia.

Na saliva do T. infestans encontram-se moléculas com atividades
antihemostaticas, antiinflamatérias e componentes imunomoduladores que
auxiliam no repasto, inibem a resposta imunolégica e aumentam a
possibilidade de contaminacdo do hospedeiro pelo T. cruzi. Entretanto, pouca
informacao esta disponivel a respeito dos peptideos salivares de T. infestans e
suas funcdes, conhecimentos que permitirdo uma compreensao mais profunda
das interagBes moleculares entre o triatomineo e sua vitima e ao mesmo tempo
permitird a descoberta de novos compostos capazes de afetar a hemostasia e
a imunidade desta.

O estudo do peptidoma € de grande interesse biotecnoldgico, pois as
moléculas que atuam no antagonismo da homeostase do hospedeiro poderao
vir a ser utilizadas no tratamento de enfermidades como coagulopatias, bem
como, pode-se encontrar novos alvos farmacoldgicos e, até mesmo,

substancias capazes de compor vacinas.
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Objetivos

O objetivo central deste projeto, que deu seguimento a linha de pesquisa
acerca da saliva de T. infestans, foi caracterizar o peptidoma salivar do T.
infestans por meio do uso de ferramentas prote6micas, complementando, desta
forma, os dados j& publicados do proteoma do extrato salivar da espécie em
guestao.

Para alcancar tais objetivos, as seguintes atividades foram
desenvolvidas:

1. Manutencado da coldnia de T. infestans, visando o aumento do niumero de
individuos;

2. Obtencéo do extrato salivar secretado de T. infestans;

3. Realizacdo do fracionamento da saliva por meio de centrifugacdo em
microconcentradores com membrana de exclusdo molecular (cut-off) de 10
kDa;

4. Verificacdo da integridade da fracdo salivar contendo os polipeptideos de
massa molecular superior a 10 kDa por géis eletroforéticos bidimensionais;

5. ldentificacdo e analise por espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF e LC-MS/MS dos peptideos encontrados na fracdo salivar de
massa molecular inferior a 10 kDa;

6. Inicio da avaliacdo das atividades anti-hemostaticas dos peptideos.
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METODOLOGIA
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Triatomineos e obtencéo da saliva

T. infestans foram mantidos em camara climatizada sob temperatura de
28-30°C e umidade relativa de 70% = 5 em um ciclo claro/escuro de 12/12 h.
Os barbeiros eram mantidos em frascos de polietileno para desenvolvimento e
acasalamento (Silveira, 1984) e alimentados mensalmente em aves (Gallus
domesticus) durante aproximadamente 30 min. Os exemplares desta espécie
foram separados de acordo com seu nivel de desenvolvimento e somente as
ninfas de quinto estadio e os individuos adultos foram utilizados para coleta da
saliva.

As ninfas de quinto estadio e os adultos de T. infestans secretam saliva
espontaneamente quando sdo imobilizados. Portanto, ndo foi necessario
sacrifica-los para coletar sua saliva. A coleta foi realizada uma semana apos a
alimentacdo aproximando uma ponteira com capacidade para até 200 uL de
volume acoplada a uma micropipeta a probdscida dos insetos.
Aproximadamente 1 pyL de saliva contendo as proteinas secretadas era
coletado de cada triatomineo. O conteudo salivar obtido foi transferido
imediatamente para um microtubo plastico de 1,5 mL mantido em baixa

temperatura e estocado a -20°C até o momento do uso.

Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida - SDS (SDS-
PAGE)

A saliva bruta foi diluida em tampéo de amostra (SDS 2% (p/v), glicerol
10% (v/v), Tris HCI 0,125 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,004% (p/v) e fervida
por cinco minutos. O conteudo foi aplicado nos pocos. A eletroforese foi
realizada em gel de poliacrilamida 12% e 0,75 mm de espessura a temperatura
ambiente e voltagem constante de 30 mA no sistema Hoefer®. Os géis foram
corados com nitrato de prata de acordo com protocolo estabelecido por
Blum,1987.
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Quantificacao proteica

A determinacdo da quantidade de proteinas foi realizada utilizando-se o
Kit MicroBCA (PIERCE). A proteina albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada

na preparacao da curva padrao.

Dessalinizacdo em microcoluna Zip-Tip C18 para anélise em
MALDI-TOF/TOF

Dois microlitros de saliva bruta foram diluidos em 10 pL de &gua. Essa
amostra foi dessalinizada em microcoluna C18 Zip-Tip ® Pipette Tips (Millipore)
seguindo as instrucdes do fabricante. TFA foi utilizado para as lavagens e ACN
para a eluigdo. 1 pL desta amostra acidificada foi aplicada numa placa de 600
nm AnchorChip (Bruker Daltonics, Karlsruhe, Alemanha). Ap6s sua secagem
completa, adicionou-se 0,5 mL de 5 pg/uL DHB (2,5-di-hidroxibenzoico) de
matriz em ACN 30% e 0,1% TFA, e se esperou secar completamente. A
analise PMF (Peptide Mass Fingerprinting) foi realizada em espectrometro de
massa MALDI-TOF/TOF (Autoflex Il; Bruker Daltonics), com programa Flex

Control verséo 2.2 (Bruker Daltonics), conforme as instru¢des do fabricante.

Fracionamento da saliva — microconcentradores

A saliva secretada (19 pL) foi diluida em agua (180 pL) contendo um
coquetel de inibidores de proteases sem EDTA (cOmplete Mini®, Roche
Diagnostics, Manheim, Alemanha) e posteriormente centrifugada a 4°C em
membrana de ultrafiltracdo com poro de exclusdo molecular de 10 kDa
(Microcon - Millipore, Billerica, MA, EUA). A amostra filtrada, peptideos < 10
kDa, foi reservada e armazenada a -20°C. A amostra retida, polipeptidios > 10
kDa, foi diluida em 200 puL de tampéo 2D contendo uréia 7 M e tiouréia 2 M. Os

efluentes das duas filtragbes foram utilizados nos experimentos subsequentes.
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Eletroforese bidimensional — 2DE

Eletroforeses bidimensionais foram realizadas usando sistemas IPGphor
Il (GE Healthcare) e Protean Il xi Cell (Biorad). Aproximadamente 50 ug de
amostra retida foram solubilizados em 350 pl de tamp&o 2D [uréia 7M, tiouréia
2M, Triton X-100 2,5%, DTT 85 mM, anfolitos pH 3-10 0,5%, isopropanol 10%
(v/v)] e submetidos a focalizacao isoelétrica em tiras de 18 cm com gradiente
de pH imobilizado linear de 3-10 (IPGs, GE Lifesciences), sob as seguintes
condicles: reidratacéo de 6 h, seguido de 30 V durante 6 h, 500 V (gradiente)
durante 1 h, 1000V por 1 h e 8000 V por 4 h e 30 minutos, totalizando 33680
Vh, com corrente constante de 50 pA/strip.

Antes da segunda dimensao, as tiras de gel foram submetidas a reducéo
das pontes dissulfeto. Esse processo foi realizado por incubacdo em tampéo de
equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8,8, uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2%)
contendo DTT 125 mM por 20 minutos, seguida pela propionamidacédo dos
radicais sulfidrilas em tampédo de equilibrio com acrilamida 300 mM, por 20
minutos. As proteinas foram separadas de acordo com a sua massa molecular
em géis desnaturantes de poliacrilamida 12%, contendo SDS (Laemmli, 1970),
em tampao de corrida [Tris 25 mM pH 8,5, glicina 0,192 M, SDS 0,1% (w/v)]
durante a realizacdo da segunda dimenséo, a 30 mA e voltagem constante.

Como marcador de massa molecular, foi usado Low Molecular Weight
Calibration Kit ( GE Heathcare), composto por: fosforilase B (97 kDa), BSA (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbodnica (30 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). A temperatura foi mantida a 20°C por
circulacdo de agua proveniente de um banho termostatico. Os géis analiticos

foram corados com nitrato de prata segundo Blum e colaboradores (1987).

Identificac&o das proteinas por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC-MS/MS)

Digestao triptica em solucéo
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Aliquotas de 100 ug de proteinas retidas e de 100 pg de proteinas
filtradas provenientes do fracionamento da saliva de T. infestans foram
submetidas a reducdo dos grupos tiois dos residuos de cisteinas em tampéao
NH4CO3; 200 mM pH 8,3, tampao 2D uréia 7M, tiouréia 2M e DTT 5 mM, a 56°C
por 1 h. Subsequentemente, foi realizado o bloqueio desses grupos pela adicdo
e incubagdo em solugcdo de IAA 20 mM, no escuro por 1 h a temperatura
ambiente. Depois da alquilagdo da amostra foram adicionados 3,3 uL de
tripsina (Promega, Madison, WI) e 8 yL de ACN 100% (concentragao final de 10

% v/v). Seguiu-se uma incubacéo a 40 °C durante 14 h.

Dessalinizacdo em Ultra-Micro SpinColumn (C18)

Ap6s a digestdo, as amostras foram dessalinizadas por meio da
utilizacdo de uma coluna Ultra Micro SpinColumn C18 (Harvard Apparatus,
Holliston, USA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, a
coluna foi lavada 3 vezes com 200 yL de ACN 100% e TFA 0,1% por
centrifugacéo a 100 x g, por 1 min; e trés vezes com 200 yL de TFA 0,1%, sob
as mesmas condi¢ces. 100 ug da amostra foram adicionados a coluna. Seguiu-
se uma centrifugacdo a 50 x g por 2 min. Foram realizadas trés lavagens com
200 pL de H,O/TFA 0,1%, por centrifugacdo a 100g, 1 min e os peptideos
tripticos eluidos apods 2 ciclos de lavagem com 70 pL de ACN 80%. As

amostras foram submetidos a secagem em Speed-vac (Savant).

Espectrometria de massa acoplada a cromatografia liguida (LC-MS/MS)

As fracoes filtradas foram dissolvidas em 10 pL de TCA 0,1%, dos quais
4 uL foram aplicados no sistema nano-LC-Ultra system (Eksigent), equipado
com uma coluna do tipo trap (150 pum x 200 mm), cujo empacotamento foi
realizado com particulas C18 Reprosil de 3 pm (Dr. Maich) a um fluxo de 4
pL/min.

Em seguida, os peptideos foram eluidos em uma nano-coluna (15cm x
50 um empacotada com particulas C18 Reprosil de 3um, Dr. Maich). As

solugdes tampdao utilizadas foram: tampédo A (ACN 5% contendo acido férmico
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0,1%) e o tampédo B (ACN 80% contendo acido férmico 0,1 %) O gradiente para
andlise direta em solucéo foi: 5-20% de solvente B em 73 min, 20-50% de
solvente B em 71 min, 50-100% de solvente B em 5 min, 100% de solvente B
por 10 min e de volta a 5% de solvente B em 10 min. A interface entre nanoLC
e 0 espectrdmetro de massa hibrido LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific)
foi feita através do controle automético do equipamento. Os espectros de
MS/MS foram adquiridos em modo Data Dependent Acquisition (DDA) sobre o
controle do software Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher Scientific). O ciclo de DDA
consistiu em um survey scan compreendendo a faixa de m/z 300-1600
realizada sob resolucdo de 60.000 FWHM (Full Width at Half-Maximum) e com
valor alvo de 1E06 ions. O survey scan foi seguido por fragmentacdo MS/MS
dos dez ions precursores com cargas mdultiplas mais abundantes de cada
tempo.

Os espectros foram adquiridos sob energia de colisdo de 35% e valor
alvo de ions igual a 1E04 no ion trap linear (limiar de selecdo de ions de 400
contagens). Foram aplicados parametro de ativacdo q = 0,25 e tempo de
ativacido de 30ms. lons precursores anteriormente fragmentados foram

excluidos de forma dindmica por 90s.

Identificac&o das proteinas

Os arquivos .raw foram convertidos a formato .mgf, (formato genérico do
MASCOT) usando BioWorks 3,2 software (Thermo Elevtron Corporation), os
quais foram submetidos a busca contra o banco de dados de triatomineo no
NCBI gue agrupa Triatoma, Rohdnius, Dipetalogaster e Panstrongylus. Como
parametros de busca foram usados carbamidometilagdo de cisteina, oxidacao
de metioninas e acetilacdo da porcao N-terminal, definidos como modificacdes
variaveis, maximo de um sitio de clivagem perdido pela tripsina e tolerancia de
erro de massa dos ions precursores e dos fragmentos de 10 ppm e 0,8 Da. Os
critérios de confianca para a identificacdo de proteina por SEQUEST foram
fixados condicionalmente sobre o nimero de peptideos encontrados e também

dezenas de ions de peptideos de cada individuo, considerada identificacédo
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positiva se o score total for acima de 50, considerando peptideos com score

individual acima de 20.

Abordagem computacional de andalise dos dados protedmicos
gerados “bottom-up”:

A metodologia adotada foi peptide spectrum matching (PSM) utilizando o
software SEQUEST. Sua principal caracteristica € a comparacdo de espectros
experimentais para aqueles teoricamente gerados a partir de uma base de
dados de sequéncias de proteinas (Junqueira, et al. 2012). O banco de dados
utilizado foi o de cDNA dos géneros Triatoma, Rhodnius Panstrongylus e
Dipetalogaster mais o banco de gDNA do R. prolixus. Para as buscas, foi
considerada uma taxa de deteccdo falsa aceitavel de 1% cut off (False
Discovery Rate - FDR) baseado no banco decoy como descrito (Elias, et al.
2007; Barboza, et al. 2011; Junqueira, et al. 2012).

Analise de sequéncias por bioinforméatica

As proteinas identificadas foram submetidas a analises de bioinformatica
pelo SignalP 4.0 (Nielsen, et al. 1997; Petersen, et al. 2011) que identifica a
presenca de peptideo sinal e sitios de clivagem, busca feita para eucariotos

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/); pelo SecretomeP 2.0 Server

(Bendtsen, et al. 2004) que identifica se a proteina em questdo foi secretada
por via ndo classica, caso tenha score > 0,50 (NN-score), busca feita para
mamiferos, bactérias Gram + e Gram -

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/); TargetP 1.1 Server (Nielsen, et

al. 1997) que identifica a localizacdo subcelular da proteinas eucaritticas,

busca em non-plants (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) e TMHMM 2.0

(Krogh, et al. 2001) que identifica a presenca de dominio de a-hélice
transmembranar na proteina analisada
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/).
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Atividade ADPasica

A caracterizagdo da atividade enzimatica baseou-se no método
colorimétrico que mede a liberacdo de fosfato inorganico (Pi) a partir do
substrato, ADP (Fiske & Subbarow, 1925). O teste foi realizado em microplaca
com 96 pocos e iniciado com a incubacdo de 10 pL das fragOes retida ou
filtrada com o tampéao de atividade (Tris-HCL 50 mM, pH 8,3; NaCl 150 mM;
CaCl, ou MgCl, 5 mM; 0,1 mM EDTA) e ADP 2 mM, por 20 min a 37 °C.

A reacdo foi interrompida por meio de adicdo de TCA 75%, em
concentracdo correspondente a 5% do volume final. Em seguida, foram
adicionados 30 pL de molibdato de aménio 2,5% (m/v) diluido em HCI 2N e 12
pL de &cido aminonaftolsulfénico (Fiske e Subbarow, Sigma), para um volume
final de 200 pL. O resultado foi observado mediante a alteracdo da coloracao
da solucédo. Apds 10 min de incubacéo, fez-se a leitura da absorbancia a 630
nm em leitora de microplaca Tp reader (Thermoplate). Usou-se como controle a
incubacgéo de tampao de atividade e ADP na auséncia de saliva. Cada ensaio

foi realizado em triplicata.
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Figura 5. Fluxograma das etapas realizadas neste estudo da saliva de T. infestans
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Perfil eletroforético da saliva de T. infestans em gel
unidimensional

A saliva bruta, apds a adicdo de um coquetel de inibidores de proteases
sem EDTA, foi submetida a eletroforese unidimensional em gel de
poliacrilamida-SDS, a fim de verificar a integridade das proteinas contidas
nesta. Nota-se na figura 6 um perfil eletroforético tipico desta saliva, com maior
prevaléncia de proteinas distribuidas na faixa de 14 — 45 kDa, que sé&o
principalmente lipocalinas e proteinas da familia das apirases, de 67 kDa e 88
kDa (Charneau, et al. 2007). Quanto maior a quantidade de proteinas aplicadas
no gel (Figura 6, coluna C) mais nitidas se tornam as bandas das proteinas de
massas moleculares inferiores a 10 kDa, ou seja, dos peptideos.

kDa M A B C
070 TN e s L
66,0 B e | N—
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Figura 6. Perfil eletroforético da saliva bruta de T. infestans em SDS-PAGE 12% corado com nitrato de
prata. M - Marcador molecular (LMW-SDS Marker, GE Healthcare. A — 2,5 ug de proteinas, B - 5 ug, e C -
7,5 ug.

Andlise da saliva de T. infestans em MALDI-TOF/TOF

A fim de nos certificar da existéncia de peptideos na saliva de T.
infestans, foi realizado PMF com a saliva bruta utilizando-se um espectrémetro
de massas do tipo MALDI-TOF/TOF (Autoflex Il — Bruker Daltonics). Na figura

7 podemos observar que proteinas até 7 kDa ionizaram.
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Figura 7. A e B. Espectros de massa PMF obtidos em MALDI-TOF/TOF. 2 pyL de saliva bruta
dessalinizada em microcoluna de fase reversa C18 (ZipTip® Pipette Tips - Millipore) foram aplicados na
placa do MALDI em mistura com a matriz DHB (AnchorChip™ targets - Bruker Daltonics) (A) modo
refletido, (B) modo linear.
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Fracionamento da saliva por ultrafiltracdo com base no
tamanho molecular

Apos ultrafiltracdo da amostra de saliva de T. infestans em membrana
com poro de exclusdo molecular de 10 kDa, foram obtidas duas fracdes: 1)
fracao filtrada, de peptideos (proteinas de baixa massa molecular ou < 10 kDa);

e 2) fracao retida, contendo proteinas de massa molecular superior a 10 kDa.

Perfil eletroforético da saliva de T. infestans em gel
bidimensional

Com o intuito de verificar o perfil eletroforético 2-DE da saliva de T.
infestans e comprovar a integridade das proteinas apos ultrafiltracdo, a fracéo
retida foi ressuspendida em tamp&o 2-DE e submetida a eletroforese
bidimensional. A primeira dimensao foi realizada em tira de gel imobilizado,
com gradiente de pH de 3 a 10, segundo técnica otimizada por Charneau e
colaboradores (2007). O mapa 2-DE abrangente foi obtido (Figura 8). Embora
as proteinas alcalinas ndo tenham sido bem resolvidas, o perfil obtido foi
semelhante ao ja publicado. Dessa forma foi possivel continuar a investigacéo

protedmica das fracBes retida e filtrada.
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Figura 8. Mapa 2-DE das proteinas salivares secretadas de T. infestans em ampla faixa de pH. O gel 2-
DE foi realizado em condicdo de desnaturacdo utilizando tiras de IPG de pH 3-10 linear para a IEF,
seguida de eletroforese em SDS-PAGE 12% na segunda dimens&o. Foram utilizados 50 pg de proteinas
da saliva. O gel foi corado com nitrato de prata.

Analise das fracdes proteicas salivares retidas e filtradas de
T. infestans por espectrometria de massas de alto desempenho
(do tipo nanoLC-MS/MS)

Fracdo filtrada de proteinas de massas moleculares < 10 kDa sem
digestado por tripsina

O ultrafiltrado foi dessalinizado e concentrado utilizando microcoluna
C18. Os peptideos ultrafiltrados foram analisados por nanoLC-MS/MS usando
a cromatografia liquida de fase reversa de elevado desempenho acoplado ao
espectrometro de massas LTQ XL-Orbitrap (ThermoFisher Scientific). Assim
confirmou-se a presenca nesta fracdo de peptideos e pequenas proteinas com

massa molecular abaixo de 10 kDa na fragéao filtrada (Figura 9).
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Figura 9. Espectros de massas gerados a partir da fragcdo da saliva filtrada por Microcon. (A)
Cromatograma dos picos iénicos dos peptideos da fragdo retida da saliva de T. infestans adquirido por
nano-LC-MS/MS em um LTQ Orbitrap XL durante um gradiente de 180 min. Os peptideos foram
separados por nano-LC (taxa de fluxo de 200 nL/min) antes de serem pulverizados para o espectrometro
de massas. (B) Espectro MS1 adquirido em 60,000 resolucdo a 15,9 min de tempo de retengdo. A seta
mostra a distribuicdo isotépica do precursor de massa de 786,9030 fragmentado em (11). (C) O espectro
de MSMS de m/z de 786,9030 adquirida em LTQ a 35% de colisdo normalizada em uma aquisi¢cdo de
dados dependente.

Nesta primeira analise peptidémica por nanoLC-MS/MS da fracéo filtrada
sem digestao triptica, uma grande lista de peptidios tripticos com R ou K na
extremidade C-terminal foi identificada (anexo 1). Esses peptideos sao
resultado de uma provavel digestao triptica na saliva no momento da salivacao
imediatamente antes de ser adicionado ao microtubo contendo um coquetel de
inibidores de proteases sem EDTA. Uma tripsina-like foi caracterizada na saliva
de T. infestans, denominada de triapsina (Paddock, et al. 2001). A partir dos
peptideos desta fracdo foram identificadas, pelo programa Sequest, sequéncias
de proteinas conhecidas, cujas massas moleculares sdo maiores que 10 kDa,
pertencentes as familias das lipocalinas, trialisinas, apirases, entre outras

Em decorréncia de nao ter confirmado a presenca de peptideos tripticos
oriundos da digestédo pela triapsina enddégena da saliva de T. infestans, a fim de

obter mais identificagdes, realizou-se uma digestéo triptica das fragdes filtrada
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e retida apds o fracionamento e antes de submeter ao nanoLC-MSMS para
analisar os peptideos contendo R ou K na posi¢cdo C-terminal presentes nestas

fracOes.

Fracdo retida e filtrada de proteinas de massas moleculares < 10 kDa com
digestao por tripsina

No total, foram identificadas 234 proteinas, sendo 164 na fracao retida
(tabela 1), ou seja, proteinas com massa molecular acima de 10 kDa, e 70 na
fracdo filtrada (tabela 2), correspondentes aos peptideos, ou seja, com massa
molecular abaixo de 10 kDa. De fato na fracdo filtrada, 8 sequéncias
identificadas tém uma massa molecular predita < 10 kDa e as outras 62 séo
fragmentos de proteinas. Esse dado mostra que essas proteinas foram
processadas na saliva por protedlise e que os peptideos encontrados sao
resultantes dessa digestdo proteolitica. Na fracdo retida foram encontrados
peptideos com massa molecular predita menor que 10 kDa. Provavelmente
essas proteinas sofreram modificacdes pos-traducionais que levaram ao
aumento da massa acima de 10 kDa, impedindo que as mesmas passassem
através da membrana de exclusdo molecular.

Notavelmente, 130 proteinas salivares identificadas correspondem a
proteinas com funcdo ja conhecida na alimentacdo sanguinea. A maioria
pertence a familia das lipocalinas (83), além de trialisinas (16), citocromo b
(11), triplatinas (4), triatox (2), infestilinas (2), nitroforinas (3), triabinas (3),

apirases (3) e triafestinas (3).
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Tabela 1: Fracgéo retida

Accession® Description®

18920642

149898863
109240371
146199197
149689050
71725070

34421654

149689124
34421656

149689090
149689208
307094974
149689060
149898816
149689054
71725072

149689036
149689148
109240373
149689044
149898801
149898787
149689094
149689058
34481604

149898852
71725068

149689052
149689070
307094846
307094998

trialysin [Triatoma infestans]

trialysin precursor allele [Triatoma infestans]

platelet inhibitor triplatin-1 [Triatoma infestans]
r-trialysin [Triatoma infestans]

lipocalin-like TiLipo39 allele [Triatoma infestans]
triatox [Triatoma infestans]

lipocalin-like TiLipo33 [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

lipocalin-like TiLipo39 [Triatoma infestans]

truncated pallidipin-like lipocalin precursor [T. infestans]
truncated pallidipin-like lipocalin precursor [T. infestans]
trialysin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

infestilin [Triatoma infestans]

short trialysin 1 [Triatoma infestans]

salivary secreted protein [Triatoma infestans]

platelet inhibitor triplatin-2 [Triatoma infestans]

short trialysin 3 [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary secreted protein [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

79 kDa salivary apyrase precursor [Triatoma infestans]
hemolysin-like secreted salivary protein 1 [T. infestans]
triatin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin 4 [Triatoma matogrossensis]

salivary secreted kazaltype proteinase inhibitor [T.mat.]

Score®

1799,03
171491
1052,85
908,28
696,76
691,45
675,81
654,62
515,79
501,72
379,20
328,05
282,76
276,50
230,77
228,10
207,20
188,44
177,53
170,10
155,57
151,75
136,36
116,35
103,24
101,95
97,54
95,69
76,92
71,60
68,96

Coverage® Prot." Pep? PSMs

80,49
63,46
85,16
49,62
61,45
70,59
64,09
80,40
34,08
27,85
32,02
36,96
30,73
69,11
36,31
67,55
48,68
39,90
66,29
48,68
35,16
34,07
51,94
22,91
41,47
71,08
63,55
31,28
62,98
29,61
24,10

R ONUNRRORPRRPRENRRPRPRPIONUUNOWWRRERRENRNALA

23
22
15
20
12
9

10
17

551
520
299
313
213
200
150
182
130
139
101
95
127
93
75
81
71
82
54
49
7
44
42
47
33
27
35
32
26
39
33

h MW
'lkDa]
22,2
28,5
19,8
28,6
19,8
14,8
19,6
22,3
19,8
25,5
26,2
28,2
20,0
214
20,0
17,0
8,5
19,6
19,5
8,4
20,4
20,5
14,6
19,9
62,5
25,1
24,3
19,9
24,3
19,8
9,5

calc.

pl

9,45
8,22
8,24
8,22
8,24
5,50
8,00
9,09
8,81
4,45
4,36
8,51
8,43
7,24
7,97
8,43
4,28
8,40
7,64
4,50
8,75
9,03
9,86
7,97
8,76
8,07
8,38
7,14
9,31
5,50
4,63

SignaIPk SecretomeP'

No

Yes
yes
yes
yes
yes
Yes
Yes
Yes
No

No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes G+/-
Yes G+/-
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

TargetP™ TMHMM"
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

149689068
149898884
149689178
307094984
149898811
307095036
149689138
149689120
149689170
149898911
149689040
307094906
149898926
149689062
149898795
149689042
149689196
307095158
149689106
149898782
307094828
149689164
155029176
149689188
307094860
307095022
149898809
149898822
111379889
307095198
307095038
149689142
111379925
307094844
149689116
307095102
111379915

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

hemolysin-like secreted salivary protein 3 [T. infestans]
salivary protein MYS precursor [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

hemolysin-like secreted salivary protein 2 [T. infestans]
salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [T. infestans]
pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma infestans]
short trialysin 2 [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

truncated pallidipin-like lipocalin precursor [T. infestans]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary secreted protein [Triatoma infestans]
lipocalin-like TiLipo33 allele [Triatoma infestans]
pol-like protein [Triatoma matogrossensis]
heme-binding protein [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

triatin-like salivary lipocalin [Triatoma infestans]
triafestin-1 [Triatoma infestans]

lipocalin-like Ti65 [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

secreted salivary trypsin [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin 3 [Triatoma brasiliensis]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [T. mat.]
salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

secreted salivary trypsin [Triatoma brasiliensis]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

putative elongation factor 1-alpha [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

56,04
50,81
43,88
43,55
43,15
42,95
42,14
42,10
38,12
36,79
36,09
33,14
29,44
29,06
27,38
26,82
26,17
24,83
23,53
23,04
22,43
16,46
16,04
13,49
12,55
12,19
12,11
11,66
11,65
11,40
11,14
10,09
9,33

9,10

8,93

8,79

8,69

53,37
18,13
34,93
10,70
31,19
22,77
42,78
38,96
27,85
18,22
59,21
12,02
8,20

28,73
14,84
30,65
18,68
5,92

40,85
26,37
6,09

19,80
9,71

24,87
10,99
16,17
10,81
15,98
23,41
6,65

5,78

21,83
18,78
11,68
13,85
14,94
11,39
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24,0
22,3
28,1
20,4
22,7
64,1
22,2
254
36,0
30,6
8,6

24,0
29,5
20,0
20,5
33,8
20,0
32,3
16,2
20,4
22,6
22,7
23,7
21,6
20,0
33,2
20,5
21,9
23,5
37,4
64,1
21,9
21,8
24,8
22,5
50,5
17,4

9,10
8,95
4,96
4,82
9,20
8,00
8,85
8,56
9,42
4,51
4,72
9,00
4,49
7,99
8,91
6,58
8,44
6,54
5,95
9,04
8,38
5,73
9,16
9,25
4,88
8,79
8,91
8,87
7,34
7,81
7,30
9,09
8,79
9,11
9,32
8,95
6,99

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
No

No

No
No
No
No
No
Yes G+
No
No
No
No
No
No
Yes G+
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes G-
No
Yes G+
No
No
No
No
No
Yes G-
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69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

149689048
149689032
307094914
149689080
149689100
149689066
149689176
291621795
20451029
11182466
116267191
149689194
270381631
307094940
307095170
149898844
307095148
168830377
307094868
116267181
149689220
307095172
116267189
5051609
149689022
111379897
111379913
255766901
307094894
149689082
33518675
291621799
307094910
307095016
270046176
307095008
116267195

short trialysin 5 [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

putative salivary secreted peptide [Triatoma infestans]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

NADH dehydrogenase subunit | [Triatoma mexicana]
nonstructural protein precursor [Triatoma virus]
NADH dehydrogenase subunit 3 [Triatoma dimidiata]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]
salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]
acetylcholinesterase [Triatoma matogrossensis]
antigen-5-like protein precursor [Triatoma infestans]
lysosomal membrane glycoprotein [Triatoma matogrossensis]
cytochrome b [Triatoma brasiliensis]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

putative salivary secreted protein [Triatoma infestans]
hsp70 family member [Triatoma matogrossensis]
salivary lipocalin 6 [Triatoma brasiliensis]

cytochrome b [Rhodnius pictipes]

salivary secreted protein [Triatoma infestans]

salivary triabin 2 [Triatoma brasiliensis]

salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

cytochrome b [Rhodnius robustus]

salivary triabin 2 [Triatoma matogrossensis]

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 12-like protein [T.inf.]

lipocalin Al-6 precursor [Rhodnius prolixus]

NADH dehydrogenase subunit | [Triatoma rubrovaria]
triabin-like lipocalin precursor [Triatoma matogrossensis]
salivary kazaltype serine protease inhibitor [T. mat.]
unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

salivary kazaltype proteinase inhibitor [T. matogrossensis]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

8,63
8,25
7,04
6,87
6,55
6,34
5,46
5,44
4,64
4,58
4,48
4,41
4,37
4,29
3,99
3,96
3,76
3,36
3,30
3,12
3,07
2,68
2,63
2,56
2,55
2,55
2,50
2,49
2,46
2,46
2,44
2,36
2,32
2,30
2,29
2,23
2,20

30,26
13,85
7,26
13,47
18,38
6,80
18,78
19,87
1,62
21,19
8,57
18,27
9,70
15,96
11,11
6,97
5,03
20,33
5,58
5,36
8,00
7,86
26,06
23,31
10,98
12,71
3,91
13,55
20,88
14,42
12,65
9,12
11,48
37,88
16,24
31,03
8,42
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8,5
22,7
19,9
21,5
15,3
23,7
23,0
35,7
203,9
13,5
19,5
23,8
14,4
21,8
27,6
28,1
32,4
13,9
22,6
18,5
19,9
45,1
21,2
15,3
17,7
20,9
19,6
24,2
20,9
24,8
18,8
35,7
24,4
7,6
22,1
9,8
21,2

4,61
9,00
5,64
8,43
9,76
8,72
6,04
6,51
6,51
7,12
8,98
9,64
5,01
5,29
7,01
9,06
7,01
7,50
8,63
7,99
5,96
5,90
9,14
6,35
9,22
4,92
5,57
9,00
5,06
6,38
9,26
7,43
9,50
4,83
6,74
5,36
8,87

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
No
No
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
Yes
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
No

No

No

No

No

No

No

No

Yes G+
No

Yes G+
Yes G-
No

No

No
YesMM/G-
No

No

Yes MM/G+
No

Yes G+/-
No

No

No

Yes MM/G+
No

No

No

Yes G+
No

No

No

Yes G+
No

No

No

No

Yes G-
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106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

149689174
307095128
295684932
149689206
149689078
307094980
33518705
116267203
270046230
270046238
74837325
270046234
163869630
33518669
71841605
111379929
161019599
38147395
116267199
156891047
307094888
307094858
307094934
307094856
8473626
156891041
33518719
307095202
307095150
307095196
307095048
307095152
111379917
11182469
11182472
116267205
149689074

pallidipin-like salivary lipocalin [Triatoma infestans]
transmembrane emp24 domain trafficking protein 2 [T. mat.]
CAPA receptor variant B [Rhodnius prolixus]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [T. infestans]
salivary lipocalin [Triatoma infestans]

hypothetical secreted salivary protein [T. matogrossensis]
salivary protein MYS1 precursor [Rhodnius prolixus]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

RecName: Full=Nitrophorin-7; Short=NP7; Flags: Precursor
unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

actin [Rhodnius prolixus]

lipocalin Al-3 precursor [Rhodnius prolixus]

serine carboxypeptidase 1 [Triatoma infestans]

pallidipin precursor [Triatoma brasiliensis]
glycerol-3-phosphate dehydrogenase [Triatoma infestans]
cathepsin L-like proteinase [Triatoma infestans]

salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

dorsal 1C [Rhodnius prolixus]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

salivary lipocalin 4 [Triatoma matogrossensis]

RecName: Full=Nitric oxide synthase, salivary gland; Short=NOS
beta-GRP [Rhodnius prolixus]

nitrophorin 3B [Rhodnius prolixus]

hypothetical conserved secreted protein [T. matogrossensis]
hypothetical conserved protein [Triatoma matogrossensis]
tubulin polymerization promoting protein [T. matogrossensis]
methylaccepting chemotaxis sensory transducer-like protein [T.mat.]
hypothetical conserved protein [Triatoma matogrossensis]
lipocalin [Triatoma brasiliensis]

NADH dehydrogenase subunit 5 [Triatoma dimidiata]

NADH dehydrogenase subunit 6 [Triatoma dimidiata]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

DJ-1 [Triatoma infestans]

2,20
2,19
2,12
2,11
2,08
2,05
2,03
2,01
1,87
1,81
1,78
1,76
1,75
1,75
1,74
1,73
1,71
1,71
1,70
1,70
1,70
1,68
1,68
1,68
1,67
1,65
1,63
1,62
1,61
1,61
1,61
1,60
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

6,40
17,71
6,78
5,35
19,43
10,12
13,70
22,84
6,15
7,84
3,41
7,04
13,86
8,09
4,64
8,21
10,42
6,10
12,90
1,90
6,40
3,50
7,41
7,22
1,45
2,95
11,70
8,47
4,90
7,23
2,50
7,47
10,67
5,79
21,56
10,33
20,62

PR RPRRPRPRNRPRRPRPRPREPREPNRPORORPRRPNRRPRPRRPREPREPREPRREPRERRERRENLERLER

NRPRRPRRRRPRPRPRPRPRPRRPRPRRRPRRPRRPRRPRPRPNRPRPRPRPRPRRPRRLRNRPRRLPNERERERESR
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28,7
21,8
40,4
36,8
19,2
29,0
16,0
17,9
22,6
28,9
22,9
22,8
11,5
19,5
53,9
22,2
39,0
36,5
21,3
64,6
22,6
22,8
21,4
19,8
132,3
53,9
20,9
27,9
28,0
18,3
30,1
19,1
20,0
65,0
19,1
20,9
20,4

5,76
5,57
9,25
9,07
8,62
6,47
8,22
9,29
8,53
8,70
8,69
4,89
8,44
8,91
5,34
8,51
6,19
6,54
8,87
6,21
9,04
8,59
8,56
7,65
6,98
6,18
8,06
5,49
5,43
9,44
5,00
5,36
8,31
5,35
9,06
8,84
6,02

Yes
Yes
No
No
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No

No

No

Yes G+
Yes G+/-
No

No

No

Yes G+/-
No

No

No

No

Yes MM
No

Yes G+
No

No

No

No

Yes G+/-
No

No

No

No

No

No

No

No

No
YesMM/G+/-
No

Yes MM
YesMM/G+/-
Yes G+
YesG+
YesMM/G+/-
No
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143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164

149689200
149898939
269969616
270046168
270046172
307094850
307094976
307094986
307095030
307095082
307095156
307095166
307095176
307095194
307095204
3831510
3831525
48256362
3219825
1572727
20385886
122720924

DNA-directed RNA polymerase Il 13.3 kda polypeptide [T.infestans]
actin-related protein Arp2/3 complex subunit ARPC3 [T. infestans]
RecName: Full=40S ribosomal protein S3a

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma matogrossensis]

short trialysin [Triatoma matogrossensis]

salivary secreted protein [Triatoma matogrossensis]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [T. matogrossensis]
hypothetical secreted protein [Triatoma matogrossensis]
hypothetical viral protein [Triatoma matogrossensis]
2-phosphodiesterase [Triatoma matogrossensis]

B-box zinc finger family protein [Triatoma matogrossensis]
cytochrome oxidase subunit 2 [Triatoma matogrossensis]
ATPase H+ transporting lysosomal accessory protein 2 [T. mat.]
cytochrome oxidase subunit | [Triatoma guasayana]

cytochrome oxidase subunit | [Triatoma rubrovaria]

cytochrome oxidase subunit | [Triatoma sp. WCW-2003]
RecName: Full=Nitrophorin-1; Short=NP1; Flags: Precursor
salivary platelet aggregation inhibitor 2 [Rhodnius prolixus]
cytochrome b [Rhodnius robustus]

RP30 [Rhodnius prolixus]

4 Numero de controle das proteinas

® Ntmero de acesso da proteina no NCBI
“Nome da proteina

dscore de identificag&o

¢ percentual de sequéncia de proteina prevista cobertos por consulta combinadas de sequéncias com um contagem de alinhamento superior a 55% através de MASCOT

"ntimero de vezes que a proteina foi identificada

9 numero de peptideos identifcados para determinada proteina
_h peptide sequence matches

'massa molecular da proteina em kDa

' ponto isoelétrico calculado

“pusca de peptideo sinal

'avalia a via de secrecdo ndo-classica, sem peptideo sinal, busca feita para Gram positivos (G+), Gram negativos (G-) e mamiferos (MM)

™ identifica a localizagdo subcelular da proteinas, sendo C ( cloroplasto), M (mitocdndria) e S (secretada)

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

"Busca de a-hélice, mostrando a posicdo de entrada e saida de cada a-hélic

25,64
19,66
13,36
18,08
20,20
11,54
48,68
15,42
7,62

24,10
17,34
5,99

10,18
13,57
10,99
5,81

5,81

6,07

10,63
19,55
15,84
8,18

PR RPRPRPRRPNRRPRPRPREPREPRERNRPRRERPRERRERR®ERLR

P R RPRRPRPRRPRPRPRPRPRRRRRREPRRERENLERLSR

PR NP WORRPRNRPRRPRERPNRRPRRPRERRERRERNNLER

13,5
20,4
29,6
20,0
22,5
29,3
8,4

23,5
35,8
18,4
18,9
37,7
33,0
251
30,0
53,2
53,2
37,4
22,7
19,4
25,0
24,6

6,33
8,35
9,79
8,76
5,60
4,53
4,28
4,55
9,23
7,03
8,91
6,18
4,89
4,92
4,73
6,28
6,28
6,18
7,25
7,99
8,69
7,58

No
No
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
No
No
No
Yes
No
No
No
Yes
Yes
No
No

No

Yes G+
YesMM/G+/-
No

No

No

No

No

No

No

Yes G+

No

Yes G+/-
Yes G+

No

Yes MM/G+
Yes MM/G+
Yes G+

No

No

Yes G+
YesMM/G+/-
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Tabela 2: Fracgéo filtrada

MW calc. kSignaIP Secretlome TargetP
m

Ctrl* Accession” Description® Score® Coverage® Prot.” Pep? PSMs" [kDa] pl’ P TMHMM"
1 34421654 lipocalin-like TiLipo33 [Triatoma infestans] 424,69 28,18 1 2 102 196 8,00 vyes No S

2 18920642 trialysin [Triatoma infestans] 381,13 64,39 3 11 113 222 945 No No

3 149898863 trialysin precursor allele [Triatoma infestans] 336,81 44,23 1 12 94 285 8,22 ves No 5

4 149689050 lipocalin-like TiLipo39 allele [Triatoma infestans] 320,54 31,28 2 4 91 19,8 8,24 vyes No IS

5 149689124  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 315,42 43,22 1 6 75 223 9,09 ves No S

6 71725070 triatox [Triatoma infestans] 267,30 38,24 1 3 67 148 550 vyes No S

7 149689090 truncated pallidipin-like lipocalin precursor [Triatoma infestans] 262,27 21,00 2 3 69 255 445 No Yes G+/-

8 149898852  hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma infestans] 242,69 47,39 1 9 e 251 8,07 ves No g

9 149689040  short trialysin 2 [Triatoma infestans] 166,01 59,21 1 3 83 8,6 472 vYes No S

10 109240371  platelet inhibitor triplatin-1 [Triatoma infestans] 158,53 62,64 1 7 39 19,8 824 ves No IS

11 149689120 hemolysin-like secreted salivary protein 2 [Triatoma infestans] 136,68 27,31 1 5 31 254 856 ves No S

12 149689178 hemolysin-like secreted salivary protein 3 [Triatoma infestans] 97,71 19,12 2 4 41 281 496 ves No S

13 146199197  r-trialysin [Triatoma infestans] 68,38 32,31 1 9 22 28,6 8,22 ves No S

14 149689148  salivary secreted protein [Triatoma infestans] 63,66 47,98 1 5 16 196 840 ves No S

15 149689068  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 4532 1827 1 2 14 240 910 ves No S

16 149689048  short trialysin 5 [Triatoma infestans] 32,90 48,68 1 4 11 8,5 4,61 ves No S

17 149689044  short trialysin 3 [Triatoma infestans] 30,20 14,47 2 1 15 8,4 4,50 vyes No S

18 149689060 salivary lipocalin [Triatoma infestans] 29,97 17,32 1 3 14 20,0 843 ves No S

19 149898787  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 29,39 12,64 1 1 7 205 9,03 ves No S

20 34481604 79 kDa salivary apyrase precursor [Triatoma infestans] 23,90 12,03 2 4 8 625 876 No No S 1
21 307095036 salivary apyrase precursor [Triatoma matogrossensis] 22,16 7,18 2 3 7 64,1 8,00 pNo Yes G+ S 1
22 149689170  salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma infestans] 16,61 15,82 4 3 5 36,0 942 ves No S

23 109240373  platelet inhibitor triplatin-2 [Triatoma infestans] 12,15 24,72 1 3 3 195 7,64 yes No S

24 149689138  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 11,08 29,90 1 2 3 222 885 ves No S

25 149689094  salivary secreted protein [Triatoma infestans] 10,39 19,38 1 1 2 146 9,86 ves No S 1
26 155029176 triafestin-1 [Triatoma infestans] 9,53 10,68 1 2 3 237 916 yes No S

27 155029178 triafestin-2 [Triatoma infestans] 871 485 2 1 3 23,7 872 Yes No S

28 149689106 heme-binding protein [Triatoma infestans] 7,77 13,38 2 1 2 16,2 595 vyes No S

29 149898816  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 6,51 23,04 1 2 2 214 724  vYes No S

30 307094992  hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma matogrossensis] 6,18 14,34 1 2 2 26,0 9,09 ves No S

31 5051623 cytochrome b [Triatoma protracta] 5,87 15,79 1 1 6 152 6,35 pNo Yes MM/ G+ S 2
32 20451029 nonstructural protein precursor [Triatoma virus] 5,83 2,23 1 2 3 203,9 6,51 vyes No S 2
33 149898801  salivary lipocalin [Triatoma infestans] 456 8,79 1 1 2 204 875 Yes No S
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

149689054
307095034
149689036
307095172
57635246

307094828
307095074
270381633
149898795
149898841
111379905
116267185
111379891
149689114
149689174
33518681

90101342

307095212
262071926
11182463

270046246
207083709
307094996
307095202
156891049
34421652

270381627
307094984
307094982
240247221
116267191
270046214
149689084
149689206
149689200
71725072

270046222

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma matogrossensis]
short trialysin 1 [Triatoma infestans]

hsp70 family member [Triatoma matogrossensis]

cytochrome b [Triatoma rubida]

salivary lipocalin [Triatoma matogrossensis]

hypothetical insect conserved secreted peptide precursor [T. matogrossensis]
unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

salivary lipocalin [Triatoma infestans]

salivary kazal-type proteinase inhibitor [Triatoma infestans]

pallidipin 2 [Triatoma brasiliensis]

salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

salivary triabin 1 [Triatoma brasiliensis]

cytochrome c oxidase [Triatoma infestans]

pallidipin-like salivary lipocalin [Triatoma infestans]

triabin-like lipocalin 3 precursor [Rhodnius prolixus]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Rhodnius prolixus]
protein disulfide isomerase [Triatoma matogrossensis]

adipokinetic hormone precursor [Rhodnius prolixus]

NADH dehydrogenase subunit 2 [Triatoma dimidiata]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

calreticulin [Rhodnius prolixus]

hemolysin-like secreted salivary protein 1 [Triatoma matogrossensis]
hypothetical conserved secreted protein [Triatoma matogrossensis]
transferrin [Rhodnius prolixus]

lipocalin-like TiLipo37 [Triatoma infestans]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

salivary protein MYS precursor [Triatoma matogrossensis]

31 salivary protein MYS precursor [Triatoma matogrossensis]
odorant-binding protein RproOBP4 precursor [Rhodnius prolixus]
salivary lipocalin [Triatoma brasiliensis]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

60S ribosomal protein L8 [Triatoma infestans]

salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase [Triatoma infestans]
DNA-directed RNA polymerase Il 13.3 kda polypeptide [Triatoma infestans]
infestilin [Triatoma infestans]

unnamed protein product [Triatoma dimidiata]

4,45
4,10
3,87
3,82
3,14
2,64
2,60
2,53
2,46
2,40
2,35
2,30
2,26
2,25
2,23
2,22
2,22
2,20
2,17
2,15
2,15
2,13
2,10
2,09
2,09
2,08
2,08
1,99
1,95
1,93
1,91
1,87
1,86
1,81
1,77
1,75
1,72

18,44
11,39
48,68
12,04
20,19
6,09
33,33
25,19
4,95
25,93
17,22
20,48
19,63
28,95
6,40
13,33
8,10
10,88
15,63
6,02
7,18
7,67
20,30
8,47
2,74
12,36
11,95
10,70
10,75
14,09
571
11,82
7,36
3,46
15,38
8,61
7,95

PR R RARRRPRPRRPRRRRPRPRRPRPREPREPRPRRPRPREPREPRPRPRPRENRPRPREPRENOOREREAMLER
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P RPRPNRPRPNONNRRRRRPRRPRRLRORPRRPRPEPORPNAERNRRLROOR, WNIEREWLR

20,0
35,9
8,5

45,1
11,7
22,6
8,0

15,0
20,5
8,9

19,7
18,5
18,8
8,6

28,7
18,7
36,5
33,2
11,0
37,7
21,2
46,6
19,4
27,9
72,8
19,8
25,6
20,4
20,3
16,7
19,5
23,7
28,1
36,8
13,5
17,0
19,6

7,97
9,19
4,28
5,90
6,67
8,38
5,94
7,09
8,91
7,96
8,09
6,11
5,59
9,92
5,76
9,64
8,84
5,38
8,91
8,84
4,91
4,55
6,79
5,49
7,46
7,97
8,10
4,82
4,60
8,25
8,98
5,44
10,98
9,07
6,33
8,43
8,73

Yes
Yes
Yes
No

No

No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
No

Yes

Yes
Yes

No

No

No

No

Yes G+
Yes G+
No

No

No

No

No

Yes G+/-
No

Yes G+
No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No
YesMM/G+/-
No
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No

No
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4 Ntmero de controle das proteinas

® NGmero de acesso da proteina no NCBI

“Nome da proteina

score de identificacéo

¢ percentual de sequéncia de proteina prevista cobertos por consulta combinadas de sequéncias com um contagem de alinhamento superior a 55% através de MASCOT

"ntimero de vezes que a proteina foi identificada

9 numero de peptideos identifcados para determinada proteina
_hpeptide sequence matches

'massa molecular da proteina em kDa

Jponto isoelétrico calculado

¥pusca de peptideo sinal
'avalia a via de secrecéo ndo-classica, sem peptideo sinal, busca feita para Gram positivos (G+), Gram negativos (G-) e mamiferos (MM)

™ identifica a localizagdo subcelular da proteinas, sendo C ( cloroplasto), M (mitocdndria) e S (secretada)
"Busca de a-hélice, mostrando a posicdo de entrada e saida de cada a-hélic
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Andlise de bioinformatica

Os dados obtidos foram submetidos a andlises in silico de sequéncias
em softwares disponiveis online. A andlise por SignalP visou identificar a
presenca de peptideo sinal em cada uma das proteinas analisadas. Quando
presente, indica que as proteinas sdo secretadas pela via classica de secrecéo.
A busca foi realizada em banco de dados para eucariotos.

Como as glandulas de triatomineos utilizam a via de secrecao classica, a
maioria das proteinas secretadas deve possuir uma extensdo N-terminal
(peptideo de transito). SignalP é atualmente o software mais popular para
prever a presenca de um peptideo sinal de transito em N-terminal e o local de
clivagem associado (Dyrlov, 2004). Dentre as proteinas identificadas, utilizando
o SignalP, observamos que 171 proteinas apresentam peptideo sinal, sendo
114 na fracao retida e 57 na fragao filtrada, o que corresponde a 73% das
proteinas identificadas (Figura 10).

Analise por SignalP

120
100
80
60
40
20

® Com peptideo sinal
B Sem peptideo sinal

NUmero de Proteinas

o

P = 10kDa P < 10kDa

Figura 10. Identificagdo de peptideo sinal em cada uma das proteinas. Gréafico apresenta o nimero de
proteinas das tabelas 1, massa molecular = 10kDa, e tabela 2, massa molecular < 10kDa, que
apresentam ou nao peptideo sinal.
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Apesar de ndo serem secretadas pela via de secrecdo classica, as
proteinas desprovidas de peptideo sinal na por¢do N-terminal também podem
ser secretadas. Utilizou-se o software SecretomeP (Dyrlov, 2004) para prever
tais proteinas nas fragcdes > e < a 10 kDa, a fim de determinar quais eram
secretadas por vias de secrecdo nao classicas. As buscas foram feitas nos
bancos de dados para mamiferos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Andlise por SecretomeP

)

@

£ 150 -+

9

o

% 100 - B Secretada por via ndo
S classica

o i ~ -
5 50 ® Nao secretada por via
g nao classica

z 0

P = 10kDa P <10kDa
Proteinas secretadas por via ndo Classica

Figura 11: Identificou-se por meio de Secretome P as proteinas secretadas na auséncia de
peptideo sinal, por via ndo-classica. Grafico apresenta o nimero de proteinas das tabelas 1,
massa molecular > 10kDa, e tabela 2, massa molecular < 10kDa, que séo secretadas por via
nao-classica, sendo o resultado considerado afirmativo para score = 0.5.

Para predizer a localizacdo subcelular de cada proteina, foi utilizado o
software TargetP, empregado para proteinas de organismos eucariotos néo
vegetais. Essa analise feita foi para todas as sequéncias identificadas. Todas
as sequéncias preditas como secretadas pela via classica por signalP e por
vias ndo classicas pelo secretomeP, foram confirmadas como secretadas pelo
TargetP, a excecdo das apirases que sdo preditas secretadas somente por
TargetP. De fato, as apirases de T. infestans foram bastante estudadas e é
conhecido que elas séo secretadas (Faudry, et al. 2004). A sequéncia do fator
de elongagdo 1a putativo (putative elongation factor 1-alpha; T.
matogrossensis) (Tabela 1, n. 67) ndo permitiu predizer se ele é secretado.
Somente 2 proteinas identificadas como proteina ribossomal L8 60S (ribosomal
protein L8, T. infestans) (n. 47 da tabela 2) e citocromo ¢ oxidase (T. infestans)
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(Tabela 2 n. 66) foram preditas como mitocondriais. Essas proteinas foram

encontradas na fragao filtrada e ndo na fragéo retida.

Analise por TargetP

0

S 150 - ® (-) outro local
5

@)

a 100 - ® (S) Secretora
S

o (M)

2 30 - Mitocondria
DO

< 0 . .

P = 10kDa P < 10kDa

Localizagcao Subcelular

Figura 12: Andlise feita por TargetP identificou a localizagcdo subcelular de cada proteina, confirmando a
origem secretdria da grande maioria. Gréfico apresenta a localizacdo subcelular em eucariotos das
proteinas das tabelas 1, massa molecular = 10kDa, e tabela 2, massa molecular < 10kDa, onde (S) refere-
se a secretora, (M) mitocdndria, (-) outro local. Resultado afirmativo para score = 0.5 em uma das opgdes
disponiveis.

Para se concentrar especificamente sobre as proteinas secretadas, ou
seja, ainda avaliamos a ocorréncia de dominios transmembranares usando o
preditor de dominio transmembranar TMHMM (topologia transmembrana
proteina com um modelo oculto de Markov) (Krogh, et al. 2001). A analise por
TMHMM destinou-se a identificagao de a-hélices em cada uma das sequéncias
proteicas salivares (Figura 13). Evidentemente, a grande maioria das proteinas
identificadas nas duas fracdes da saliva ndo possuem dominios preditos de a—
hélice, ja que estes ndo sdo comuns em proteinas secretadas. Somente 20%
de sequéncias das respectivas fragbes retida e filtrada possuem dominios de
a—hélice preditos, podendo tratar-se de moléculas anfipaticas, possuindo uma

face hidrofébica e outra hidrofilica .
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Analise por TMHMM

©

£ 150 -

9

o

a 100 -

% E Com a-hélice

g 50 - ® Sem a-héliceNao
£

=z 0

P = 10kDa P < 10kDa
Presenca de a-hélice

Figura 13. Andlise por TMHMM identificou e localizou a-hélice em diversas proteinas. Grafico
apresenta o nimero de proteinas das tabelas 1, massa molecular > 10kDa, e tabela 2, massa
molecular < 10kDa, que apresentam ou ndo a-hélice.

Diante das analises realizadas pode-se constatar a natureza secretoria
das proteinas identificadas. Apenas 2 das proteinas identificadas foram
descritas como mitocondrias, todas as outras de uma forma ou de outra
apresentaram-se como secretdrias. Do total de 234 identificacdes, 73% foram
consideradas secretérias por apresentarem pepetideo sinal, sendo portanto
secretadas por via classica de secrecdo, 20,5% por serem secretadas por via
nao classicas, 82,5% por terem localizacéo subcelular definida como secretoria
e ainda 80% pela auséncia de dominios trans-membrana (Tabela 3). Nota-se,
pelos resultados, que algumas proteinas obtiveram andlise positiva com
relacdo a natureza secretéria em mais de uma analise in silico por meio de

softwares.

Tabela 3: Proteinas secretadas

Descricao N° de proteinas %

Total de proteinas 234 100%
Secretadas por via classica (signalP) 171 73%
Secretadas por via ndo classica 48 20,50%
(SecretomeP)

Secretadas (TargetP) 193 82,50%
Secretadas, sem a-hélice (TMHMM) 187 80%
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Atividade ADPasica

Com o objetivo de determinar se a fracdo peptidica apresentava

atividade anti-hemostatica, ensaios de atividade ADPasica foram realizados

(Figura 14) a partir da saliva total, fracéo retida (P>10kDa) com concentragéo

de 1/10, fracdo retida com concentracédo de 1/20 (P>20kDa) e fracao filtrada

(P<10kDa). Apos a leitura das absorbancias, pdde-se constatar a existéncia de

atividade enzimatica para as amostras contendo a porcéao dretida de proteinas,

e a ndo existéncia da mesma na fracao filtrada.

Atividade ADPasica

0,8 -

<E: 0,6 T

D
0,4 - E Absorbancia
0’2 l

saliva P2 P= P < Branco
total 10kDa 10kDa 10kDa
1/10 1/20

Figura 14: Atividade ADPésica da saliva de T. infestans. Realizado conforme material e métodos.
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DISCUSSAO
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Os barbeiros domeésticos T. infestans, da tribo Triatomini, eram
considerados, até recentemente, os vetores mais relevantes na epidemiologia
da doenca de Chagas em alguns ecossistemas da Ameérica do Sul,
notadamente no Brasil (Pereira, et al. 2006). Por conseguinte, € uma das
espécies mais bem estudadas (Dias, et al. 2002). Em 2007, a primeira
investigagcdo protedmica de saliva de barbeiro foi realizada a partir da espécie
T. infestans relatando mais de 200 proteinas salivares secretadas por 2-DE,
com uma presenca significativa de isoformas (Charneau, et al. 2007). Além
disso, a maioria das proteinas identificadas esta potencialmente envolvida na
inibicdo da agregacao de plaquetas e pertencem as familias das lipocalinas ou
das apirases. No mesmo ano, uma analise transcriptdmica consideravel das
glandulas salivares foi realizada e observou-se que 55% do banco de cDNA era
constituido de proteinas salivares preditas variantes da familia lipocalina
(Assumpcéo, et al. 2008).

Apesar das vantagens de se ter um mapa protedmico abrangente e de
detectar isoformas, na segunda dimensédo o SDS-PAGE tipicamente exclui o
proteoma de baixa massa molecular, ou seja, os peptideos. Essa denominacéao
€ tipicamente utilizada para polipeptideos de massa molecular até
aproximadamente 10 kDa (Hu, et al. 2009). O termo peptideo tem como raiz
grega ‘peptos’ que significa digestivel, indicando que os peptideos sao
geralmente os produtos de proteinas que sofreram clivagem proteolitica (Hu, et
al. 2009).

O peptidoma se refere ao conjunto de peptideos enddégenos e de
pequenas proteinas de amostra biolégica como fluido, lisado de células,
extratos de tecidos ou micro-organismos (Hu, et al. 2009). Assim o peptidoma
era considerado o lixo bioloégico resultado do alto nivel de proteases ativas.

Hoje é considerado reflexo de eventos biolégicos (Hu, et al. 2009).

Os peptideos no peptidoma podem ser divididos em 2 classes: 1)
peptideos bioativos que exercem fungdes vitais em processos biolégicos, como
horménios, citocinas, fatores de crescimento, peptideos do MHC de classe 1; e
2) fragmentos da degradacédo de proteinas, o que reflete a atividade enzimatica

proteolitica.
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Neste trabalho, usando abordagens convencionais de separacao pela
massa molecular por ultrafiltragdo em membrana de exclusdo molecular de 10
kDa, em conjunto com a identificacdo por nanoLC-MSMS dos produtos das
fracOes filtrada e retida, complementamos a analise protedmica mais bem
caracterizada da saliva de triatomineos vetores da doenca de Chagas, a de T.

infestans.

No geral, nas fragdes salivares retida e filtrada foram encontradas 164 e
70 proteinas, respetivamente, apOs digestdo triptica. Quase todas foram
confirmadas como secretadas por vias classica ou ndo classicas de secrecéo
(signalP + secretomeP + targetP). Todas as identificagcbes correspondem a
proteinas, ou seja, todos 0s peptideos e pequenas proteinas filtradas sao
produtos da protedlise fisioldégica no limen da glandula ou na hora da picada.
De fato achamos uma catepsina-| like na saliva de T.infestans que até hoje nédo
foi caracterizada. Também existe uma tripsina-like chamada de triapsina que foi
caracterizada por Amino e colaboradores em 2001. Esta triapsina € uma
serino-protease que é estocada na forma de zimogénio no limen da glandula
D2 e que é ativada durante a picada. Ela é provavelmente inativa no limen
pela presenca de diversos inibidores de serino-proteases enddgenos presentes
e identificados na saliva. Amino e colaboradores sugeriram que a triapsina tem
um papel no repasto sanguineo por ser liberada na sua forma ativa no
momento da picada. Como todos os peptideos enriquecidos aqui permitiram
identificar somente proteinas acima de 8 kDa, podemos supor que a funcdo
desta triapsina seria a de produzir peptideos ativos importantes para o repasto.
Por isso tentamos demonstrar uma atividade anti-hemostética na fracdo que
continha os peptideos. Entretanto, nas condi¢cdes experimentais usadas, o
teste de atividade ADPasica, ndo foi positivo. Novos testes deverdo ser
realizados para avaliar a atividade anti-hemostatica nessa fragéao.

Algumas proteinas identificadas na saliva ndo foram preditas como
secretadas por via classica ou ndo classica de secrecdo. Estas sao
potencialmente intracelulares. Embora todas as trés glandulas salivares de T.
infestans apresentem secrecdo merocrina (exocitose dos componentes da
saliva para o lumen), como descrito anteriormente, em algumas ocasifes as

vesiculas que brotam das células glandulares contendo grande volume de
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componentes intracelulares sao libertadas no limen, o que corresponde a
secrecdo apocrina (Reis, et al. 2003). Portanto, a presenca de proteinas
intracelulares no proteoma salivar é o resultado do processo fisiologico da

secrecdo como ja discutido por Charneau e colaboradores, 2007.

Entre as proteinas identificadas, as mais bem estudadas pertencem as
familias das lipocalinas ou das apirases. Das 234 proteinas identificadas, 83
pertencem a primeira familia, que desempenham vérias funcdes, por exemplo,
ligacdo a histamina e serotonina (Paensen, et al. 2000). Essas proteinas tém
sido amplamente encontradas em triatomineos, por exemplo, a triabina
(Noeske-Jungblut, et al. 1994; Noeske-Jungblut, et al. 1995) palidipina
(Noeske-Jungblut, et al. 1994) e procalina (Paddock, et al. 2001) nas glandulas
salivares de R. prolixus (Ribeiro, et al. 2004), T. brasiliensis (Santos, et al.
2007) e T. infestans.

Identificamos também proteinas da familia das apirases, responsaveis
pela hidrolise de ATP e ADP, agentes agregadores, em AMP. Logo, a
diminuicAo de suas concentracdes no tecido afetado gera inibicdo da
agregacao plaquetaria (de Araujo, et al. 2012). Neste estudo identificamos trés
exemplares de proteinas com atividade apirasica, embora estudos anteriores
citem a presenca de cinco proteinas com esse tipo de atividade na saliva de T.
infestans, sendo que somente uma possui sequéncia armazenada nos bancos
de dados, a apirase de 79 kDa (Faudry, et al. 2004).

Os estudos do sialoma de triatomineos mostram que essa familia de
proteinas é encontrada em praticamente todas as espécies analisadas, com
excecdo de R. prolixus. Embora na saliva dessa espécie se observe atividade
apirasica, nao ha transcritos de apirases identificados. Sequéncias de inositol
fosfatase similares a apirase foram identificadas (Ribeiro, et al. 2004).

As apirases foram inicialmente identificadas na saliva de T. infestans
(Ribeiro, et al. 1998). Sua caracterizacdo mostrou estarem associadas em
oligbmeros e que, no caso desta espécie, pertencem a familia 5’-nucleotidase
das apirases (Faudry, et al. 2004). As proteinas salivares sédo produzidas por
uma camada de células epiteliais e secretadas para o lumen das glandulas,
cujos conteudos misturam-se antes da salivacdo. Portanto, para cada par de

glandulas ha um conjunto diferente de apirases, sendo D1 semelhante ao
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padrdo da saliva total, com apirases de 88, 82, 79, 68,e 67 kDa; e D2 e D3
apresentam as espécies de 82 e 79 kDa (Faudry, et al. 2004). E provavel que
as varias apirases encontradas ndo representem modificacdes pés-traducionais
de uma Unica proteina, ja que apresentam alguns aminoacidos diferentes nas
sequéncias de peptideos analisados (Faudry, et al. 2004) como foi confirmado
depois por sequenciamento de novo de cada spots de isoformas de apirases
em gel 2-DE (Charneau, et al. 2007). Das cinco apirases encontradas na saliva
de T. infestans, aproximadamente 50% sé&o utilizadas durante uma refeicao de
sangue, sendo reestabelecido este nivel apds repasto, por aumento da taxa de
transcricdo (Faudry, et al. 2004). Essa reducdo do nivel de apirases apés a
alimentacdo também é observada em Aedes aegypti (46%) (Marinotti, et al.
1990), Anopheles (varia de 24% a 56%) (Valenzuela, et al. 1996), e
Phlebotomus papatasi, reduzidas em 75 a 80% (Ribeiro, et al. 1999).

Proteases, sialidases e atividades de proteinas formadoras de poros ja
haviam sido descritas na saliva de T. infestans (Amino, et al. 1998; Amino, et
al. 2001; Amino, et al. 2002), mas a sua relevancia para a alimentacdo
hematéfaga néo era clara. Além disso a presenca de proteinas membranares
reforca a ideia da presenca de vesiculas de secrecdo apoécrina. No entanto as
funcdes dessas proteinas ainda precisam ser estudadas, para que além de
identificalas seja possivel estabelecer seu papel no repasto sanguineo, cosa
exista.

Por fim, os peptideos encontrados nas glandulas salivares do T.
infestans poderdo ser avaliados quanto as suas funcdes na hemostasia,
inflamacdo e na resposta imune do hospedeiro, poderdo ser Uteis para
identificar fatores chaves para o sucesso da hematofagia e para facilitar o
processo de transmissdo do T. cruzi, bem como quanto as suas atividades
antimicrobianas contra organismos invasores nesse inseto. Esse conhecimento
cientifico pode ajudar, por exemplo, a identificar alvos para intensificar as
barreiras a alimentacdo sanguinea, e desta forma, impedir a transmisséao do T.

cruzi, entre outras aplicacoes.
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As técnicas protedbmicas sdo ferramentas importantes para a producao
de dados sobre a saliva dos insetos hemato6fagos, principalmente vetores de
DTNSs, como a doenca de Chagas. Esse estudo contribui para a caracterizacao
da saliva de T. infestans, um dos principais vetores desta doenca, em dois
aspectos principais: primeiro, por ser a primeira analise protebmica tao
abrangente da saliva de um triatomineo, ja que fez uso de nanoLC-MS/MS sem
separacdo por SDS-PAGE ou 2D-PAGE, que podem resultar em perda do
material proteico na malha dos géis; segundo, por ser a primeira analise

peptiddmica de saliva de uma espécie de triatomineo.

A saliva de T. infestans é rica em peptideos, conforme foi demonstrado.
A interacdo desses peptideos com substratos especificos no hospedeiro
contrapde sua hemostasia, processo importante para o sucesso do repasto
sanguineo e indiretamente para a transmissdo da doenca de Chagas. Esse
acumulo de conhecimento sobre a saliva do T. infestans é importante para
preencher as lacunas sobre a fisiopatologia da picada desses insetos. Ainda, a
presenca de peptideos farmacologicamente ativos na saliva podera contribuir
para o desenvolvimento de novas drogas e facilitar futuros estudos

peptiddmicos das salivas de triatomineos de outras espécies.
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