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RESUMO

Rhodnius neglectus (Hemiptera: Reduviidae) é um vetor potencial do
Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas. Ele apresenta em
suas g¢landulas salivares moléculas importantes que neutralizam o0s
mecanismos hemostaticos do hospedeiro, auxiliam na alimentacdo sanguinea
e, de forma indireta, na transmisséo do T. cruzi. Assim, a saliva desse inseto
hematofago se torna um relevante alvo de pesquisas devido a presenca de
moléculas com elevado potencial farmacolégico. Este estudo teve por
objetivos, a expressdo heter6loga de membros das familias de proteinas
salivares triabina e antigeno 5 e a avaliacdo da atividade apirasica salivar de R.
neglectus. As sequéncias nucleotidicas das proteinas foram obtidas a partir do
transcriptoma de R. neglectus, clonadas no vetor pET100/D-TOPO e expressas
em bactérias Escherichia coli da linhagem BL21(DE3). Ambas as proteinas
recombinantes, triabina e antigeno 5, foram observadas na fragdo insolivel
apos a lise das bactérias. Essas foram purificadas por cromatografia de
afinidade e wusadas para a producdo de anticorpos policlonais em
camundongos, 0s quais reagiram cruzadamente com antigenos das salivas das
espécies R. prolixus e T. infestans. ApGs a otimizacdo do protocolo de
expressdo, somente a triabina foi expressa na fracdo soluvel do lisado
bacteriano. A atividade apirasica também foi avaliada na saliva de R. neglectus
em solucdo e por zimografia em gel. As proteinas salivares com atividade
apirasica foram identificadas por espectrometria de massas das bandas
excisadas do zimograma contendo ADP como substrato. Os anticorpos anti-
apirase de R. prolixus reagiram cruzadamente com antigenos da saliva de R.
neglectus. Os resultados mostram que ha espécies nas tribos Rhodniini e
Triatomini que compartilham epitopos semelhantes de triabina, antigeno 5 e
apirase. Como perspectiva, a triabina recombinante sollvel podera ser avaliada
como potencial marcador de exposicdo aos triatomineos, bem como ter
determinadas as suas potenciais atividades farmacolégicas e contribuir na

compreensao das interacdes dinamicas hospedeiro-vetor.

Palavras-chaves: Triatomineo, proteinas salivares, triabina, antigeno 5,

apirase.



ABSTRACT

Rhodnius neglectus (Hemiptera: Reduviidae) is a potential vector for
Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease. It presents in its
salivary glands important molecules that neutralize the hemostatic mechanisms
of the host, assist in the blood supply and in T. cruzi transmission. The saliva of
this hematophagous insect is, therefore, a research target due to the presence
of molecules with pharmacological potential. In this study, the heterologous
expression of members from triabin and antigen 5 families and the evaluation of
R. neglectus salivary apyrase activity are reported. Protein nucleotide
sequences were selected from R. neglectus transcriptome, cloned into
PET100/D-TOPO vector and expressed in Escherichia coli strain BL21(DE3).
Both recombinant proteins, triabin and antigen 5, were observed in the insoluble
fraction after bacterial lysis. They were purified by affinity chromatography and
used to raise polyclonal antibodies in mice, which cross-reacted with antigens
from saliva of R. prolixus and Triatoma infestans. After optimization of the
expression protocol, only triabin was expressed in the bacterial soluble fraction.
Apyrase activity was also evaluated in R. neglectus saliva, both in solution and
by in gel zymography. Salivary proteins with apyrase activity were identified by
mass spectrometry of bands excised from the zymogram containing ADP as
substrate. R. prolixus anti-apyrase antibodies cross-reacted with R. neglectus
salivary antigens. Results show that species from both Rhodniini and Triatomini
tribes share similar antigen 5, triabin, and apyrase epitopes. As a perspective,
soluble recombinant triabin can be evaluated as biomarker candidate to
triatomine exposure, for potential pharmacological activities and may contribute

in the understanding of host-vector dynamic interactions.

Keywords: Triatomine, salivary proteins, triabin, antigen 5, apyrase.



1. INTRODUCAO

1.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas (DTNSs) representam um conjunto
de 17 doencas infecciosas que historicamente ndo tém recebido atencéo
adequada nos niveis local, nacional e internacional, 0 que resulta em falta de
investimento no desenvolvimento de drogas, vacinas e programas para seu
tratamento e prevencgdo. Elas impactam principalmente as populacdes da faixa
tropical do planeta, concentradas em regides de menor progresso
socioeconémico (WHO, 2013), e sdo uma barreira para o desenvolvimento de
esfor¢os que visam aliviar a pobreza e melhorar a satde humana nessa regido
(MACKEY et al., 2014). Além disso, moradias inadequadas, desnutricdo, falta
de agua tratada, de saneamento basico e de servicos de saude sédo fatores que
aceleram a disseminacéo dessas doencas (LINDOSO & LINDOSO, 2009).

Aproximadamente 1 bilhdo de pessoas sé&o afetadas por uma ou mais
DTNs (dengue, raiva, tracoma, Ulcera buruli, treponematose endémica, lepra,
doenca de Chagas, tripanossomiase africana humana, leishmaniose,
esquistossomose, teniase/cisticercose, filariose linfatica, entre outras). Essas
DTNs sdo causadas por virus, bactérias, protozoarios ou helmintos e matam
cerca de 500 mil pessoas a cada ano no mundo, além de enfraquecer e
incapacitar outras tantas, resultando em efeitos negativos na qualidade de vida
e na produtividade do trabalhador, com impacto social e econdmico significativo
nos paises (WHO, 2006).

Muitas dessas DTNs s&o zoonoses e/ou doencas transmitidas por
vetores. O controle da exposicdo humana aos vetores e aos animais
reservatorios pode quebrar o ciclo das doencas e proteger as populacées
susceptiveis, sendo uma estratégia critica de prevencdo na auséncia de
vacinas e tratamento efetores (WHO, 2010). Porém, as habitacbes precarias
nos paises endémicos para as DTNs podem servir de habitat para os vetores,
sendo um determinante de risco importante para a transmissdo de algumas
dessas doencas, além de dificultar as tentativas de controle vetorial, levando ao

aumento da exposicdo (HOTEZ et al., 2008). O controle vetorial deve ser



iniciado pela vigilancia da populacado de vetores, que inclui também o estudo de
sua biologia.

Nesse cenario, o presente trabalho traz conhecimentos acerca de
proteinas salivares de Rhodnius neglectus, um dos triatomineos vetores da
doenca de Chagas. Esta doenca € uma das principais DTNs encontradas no
Brasil, uma doenca infecciosa emergente e reemergente devido aos desafios
associados com sua prevencao, sua expansao geografica e ao seu impacto

negativo para o progresso econdémico e social (MACKEY & LIANG, 2012).

1.2 ADOENCA DE CHAGAS

1.2.1 A descoberta da doencga e suas formas de transmissao

Em 1907, o médico Carlos Chagas, a pedido do sanitarista Oswaldo
Cruz, viajou para o norte de Minas Gerais para controlar um surto de malaria.
Apds um ano de sua presenca, jA com o surto controlado, Carlos Chagas
percebeu a presenca de um inseto hematéfago com hébitos noturnos,
chamado de “barbeiro”, no interior das habitagées humanas e decidiu investiga-
los. No intestino desses insetos, encontrou formas flageladas identificadas
como Schizotrypanum cruzi na Fundacdo Oswaldo Cruz. Entre 1909 e 1912,
Carlos Chagas levou ao conhecimento mundial uma nova enfermidade: seu
vetor e seu agente etiolégico. A doenca entdo passou a ser denominada
doenca de Chagas (CHAGAS, 1909).

A descoberta dessa doenca foi considerada um dos mais relevantes
acontecimentos médicos nas Américas (SCHMUNIS, 1997) e da histéria da
medicina tropical (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010). A doenca de Chagas,
também chamada tripanossomiase americana, é causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). E uma zoonose endémica em 21 paises do
continente americano, onde 8 milhdes de pessoas podem estar infectadas por
esse parasito, e causa a morte de aproximadamente 10 mil individuos
anualmente (WHO, 2018), destacando que a disseminagao da doenca tem sido
observada também em regifes ndo endémicas (NUNES et al, 2013).

O protozoario causador dessa doenca infecta animais silvestres e
domeésticos, sendo transmitido principalmente pelas fezes contaminadas de

insetos hemipteros da subfamilia Triatominae, encontrados naturalmente nas
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Américas e que se alimentam do sangue de animais vertebrados. Existem trés
ciclos de transmissao vetorial na natureza: o selvagem, o peridoméstico e o
domeéstico. O ciclo selvagem € enzodtico, ou seja, endémico em uma
determinada area, mantido por triatomineos e animais silvestres contaminados
pelo T. cruzi. O peridomeéstico € originado a partir do ciclo selvagem, mantendo
a infeccdo entre os animais domésticos em areas préximas as habitacdes
humanas. E o doméstico é mantido por triatomineos adaptados ao ambiente
humano, transmitindo a infeccdo aos animais domeésticos e eventualmente ao
homem (COURA & DIAS, 2009).

A doenca pode ser transmitida também por consumo de alimentos
contaminados, transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, transmissao
vertical ou congénita, via sexual e acidentes laboratoriais (WHO, 2017; RASSI
J.; RASSI; REZENDE, 2012; RIBEIRO, 2016). Cerca de 10% dos individuos
infectados desenvolvem infeccdo cronica que pode resultar em danos
organicos severos e levar a ma-nutricdo, morte subita, cardiomiopatia e
sindromes digestivas com desenvolvimento de megas (RASSI J.; RASSI;
MARIN-NETO, 2010).

Os barbeiros se adaptaram com sucesso aos ambientes domiciliares
humanos, reproduzindo-se neles e alimentando-se do sangue de seus
moradores, ocasionando transmissdo do agente etiologico da doenca de
Chagas pela via tradicional de propagacdo da infeccdo. Além disso, a
expansdo humana e urbanizacdo na mata, contribuiram para o deslocamento e
colonizacéo de insetos silvestres em areas peridomésticas (BELLO CORASSA
et al., 2016), com isso a doenca foi progressivamente se alastrando em
populacdes rurais, causando morbidade e se tornando um fator preocupante de

saude publica e social.

1.2.2 O agente causador, seu ciclo de vida e as fases da doenca

O protozoario T. cruzi é um organismo eucarioto, do filo Euglenozoa,
classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae
(SMITH-CAVALIER, 2016). Possui um flagelo e sua mitocondria possui o
cinetoplasto, uma estrutura contendo DNA extra-nuclear, localizado perto do
corpo basal. Este protozoario é heteroxénico, uma vez que necessita passar

por dois hospedeiros diferentes para completar seu ciclo de vida. Sendo eles,
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um hospedeiro invertebrado, o triatomineo, e outro vertebrado (NEVES, 2005).
Portanto, apresenta grande diversidade adaptativa durante todo seu ciclo de
vida que esta representado na Figura 1.

O ciclo se inicia quando o barbeiro, ao se alimentar do sangue de um
mamifero infectado, suga formas tripomastigotas infectivas presentes na
circulagcdo (1). Muitas dessas formas morrem durante o processo digestivo,
mas ainda assim, alguns parasitos sobreviventes se diferenciam em formas
proliferativas no vetor, mas ndo infectivas, denominadas epimastigotas (2). Ao
atingirem o intestino posterior do barbeiro, sofrem metaciclogénese, em que
mudam de formas epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos, formas
infectivas e néo replicativas presente nas fezes do inseto (3-4) (DE SOUZA; DE
CARVALHO; BARRIAS, 2010). Durante o repasto sanguineo, o barbeiro possui
um comportamento de deposicdo de fezes proximas a regido onde inseriu a
probdéscide. O hospedeiro ao se cogar, promove a entrada dos tripomastigotas
metaciclicos presentes nas fezes pelo local da picada, os quais se difundem
pela corrente sanguinea do hospedeiro.

Ainda na Figura 1, as formas tripomastigotas metaciclicos invadem
diferentes tipos celulares (5), onde se transformam em amastigotas
proliferativas (6), que preenchem o citoplasma das células hospedeiras e, apos
90 a 120 horas, sdo novamente liberados na corrente sanguinea na forma
tripomastigotas infectivas (7-8). A partir de novos eventos de repasto
sanguineo, os triatomineos podem se contaminar e disseminar a infeccéo
(BERN, 2011; RASSI J.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

No local da picada, pode ocorrer o desenvolvimento de um processo
inflamatoério denominado chagoma de inoculacdo, descrito pela primeira vez
por Mazza e Freire (1940), e caracterizado como uma lesdo cutanea redonda
avermelhada, endurecida, indolor ou pouco dolorosa e que pode ou néo

ulcerar.
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Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. (1) No momento do repasto sanguineo, o triatomineo ingere
tripomastigotas presentes na circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado. (2) No intestino
médio do inseto, as formas tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e multiplicam-se.
(3-4) Ja no intestino posterior, ocorre a transformacéo em tripomastigotas metaciclicos, formas
infectantes que séo eliminadas junto com as fezes, e estes entram pelo local da picada ou
mucosas do hospedeiro. (5) Os tripomastigotas metaciclicos penetram em varios tipos
celulares. (6) Eles se diferenciam em amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria nas
células infectadas (7-8) Os amastigotas se transformam em tripomastigotas sanguineos,
rompem a membrana celular, caem na corrente sanguinea e podem invadir novas células.
Quando ingeridos pelos barbeiros, iniciam um novo ciclo. Fonte: BERN, 2011 (modificado).

AN

Se a picada do inseto for proximo aos olhos, os tripomastigotas podem
penetrar através da mucosa visual e o individuo pode vir a desenvolver um
edema bipalpebral unilateral, denominado sinal de Romafia (RASSI J.; RASSI;
MARIN-NETO, 2010). O chagoma de inoculacdo e o sinal de Romafa sao
sinais que ocorrem na fase aguda da infeccdo. Essa fase se inicia de seis a
dez dias apds infeccdo, podendo durar aproximadamente oito semanas
(STEVERDING, 2014).

Na fase aguda, os individuos infectados podem apresentar sintomas
inespecificos ou leves como mal-estar, febre, dor no corpo, dor de cabeca,
aumento dos linfonodos, dificuldade em respirar, e outros (BERN, 2011). Entre

0s sintomas clinicos, pode ocorrer disfungdo ventricular com perda da ejecdo
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sanguinea em 50% (insuficiéncia cardiaca sistélica), desenvolvimento de
arritmia, adenomegalia, conjuntivite e diarréia (ANTUNES et al., 2016; WHO,
2017; STEVERDING, 2014). Essa fase é caracterizada pela alta taxa de
parasitos presentes na circulacdo (BRENER, 1997). Segundo Rassi J.; Rassi;
Marin-Neto (2012), existem diferen¢as no tempo do inicio do aparecimento dos
sintomas, se a infecgdo for por meio do vetor, os sintomas geralmente
comecam a aparecer em cerca de uma a duas semanas, e se a infecgao tiver
origem pela doacdo de sangue infectado, os sintomas aparecerdo alguns
meses mais tarde.

Os pacientes que evoluiram para a fase crénica, mas com auséncia de
sintomas clinicos, radioldgicos, eletrocardiograficos, acometimentos digestivos
e cardiacos, sdo considerados pacientes na fase indeterminada, possuem
baixa parasitemia que pode durar a vida inteira. Porém, nessa fase, apds 10-30
anos de infeccdo, 30% a 40% dos pacientes podem desenvolver formas
determinadas com anormalidades cardiovasculares, alteracbes no trato
digestivo, no sistema nervoso ou mistas (PRATA, 2001).

Na fase cronica, a forma de apresentacao clinica cardiaca da doenca
representa a mais importante, dada sua prevaléncia e gravidade no paciente
(NUNES et al., 2013). Os achados mais comuns de pacientes com
cardiomiopatia chagasica crénica sao: hipertrofia do miocardio, dilatacdo das
cavidades cardiacas, formacao de trombos, entre outros (COURA, 2007). Com
iISso, 0 coragcdo aumenta seu tamanho, surgindo arritmias e blogqueios
atrioventriculares, além do tromboembolismo que antecipa a insuficiéncia
cardiaca, considerada a forma mais grave de manifestacdo da doenca
(COURA & BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI J.; RASSI; REZENDE, 2012).

1.2.3 O tratamento
Quando a doenca de Chagas foi descoberta, devido a falta de

medicamentos eficazes contra a doenca e de inseticidas para o controle dos
vetores, a prevencao era baseada na melhoria das habitacdes (DIAS, 2009). O
tratamento preconizado e atualmente validado consiste no uso de tripanocidas,
como o Nifurtimox produzido pelo laboratério Bayer em 1967, ou Benzonidazol
desenvolvido pelo laboratorio Roche em 1972 (BERN, 2011).
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No Brasil, o Benzonidazol é a unica droga disponivel para
comercializagao. Desde 1980, o Nifurtimox saiu do mercado brasileiro e depois
em outros paises da América do Sul, possivelmente em razdo do efeito
tripanocida menor em algumas regiées endémicas (COURA & CASTRO, 2002).

O uso desses medicamentos pode resultar na cura da doenca, caso ela
seja tratada logo no inicio da infec¢do. No entanto, a eficacia das duas drogas
diminui durante a fase crbénica e 40% dos pacientes, se tratados por mais de
dois meses, podem desencadear reacdes adversas como: nheuropatia
periférica, fraqueza muscular, cefaleia, bem como disturbios visuais e neurais
(WHO, 2017). Além disso, o abandono do tratamento pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia pelo parasito aos medicamentos (APT &
ZULANTAY, 2011).

O paciente pode ser diagnosticado pela presenca de parasitos
circulantes em exames parasitolégicos de sangue periférico, por sorologia
quantitativa, hemaglutinacdo, imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico
(ELISA), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou xenocultura (CANCADO,
2002).

Devido a eficécia limitada das drogas disponiveis durante a fase crénica
da doenca, aos efeitos colaterais e ao acesso limitado dos pacientes aos
medicamentos, o tratamento da doenca de Chagas € um desafio (DUMONTEIL
& HERRERA, 2017). O estudo BENEFIT, foi realizado por um comité que
reuniu cinco paises para avaliar a interrupcdo da tripanossomiase durante a
fase cronica da doenca de Chagas com o uso do benzonidazol. Os resultados
obtidos demonstraram que a quimioterapia com o medicamento ndo traz
beneficios para a contencdo da progressdo da doenca em pacientes que ja
desenvolveram a cardiomiopatia (RASSI; MARIN-NETO; RASSI, 2017).

Como néo existe uma vacina para a doenca de Chagas, o controle do
vetor, a triagem sorolégica e a higiene alimentar ainda sdo as principais acdes
preventivas (WHO, 2017; DIAS, 2009). Todavia, a grande variedade de
reservatorios naturais do T. cruzi e a diversidade de triatomineos
transmissores, cujo ambiente natural €& continuamente alterado pelo
estabelecimento de atividades humanas, contribuem para a disseminacao.
Assim, deve-se ressaltar a importancia do desenvolvimento de acdes de
vigilancia em saude (OPAS, 2009; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012).
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1.2.4 Epidemiologia
Acredita-se que os ciclos enzooticos de T. cruzi ocorrem ha milhdes de

anos. Auderheide e colaboradores (2004) relatam vestigios de DNA de T. cruzi
em mumias de 9 mil anos na regido norte do Chile e sul do Peru.

Dados epidemiolégicos de pessoas infectadas por T. cruzi sao
conflitantes, apesar de ndo ocupar lugar de destaque nas agendas de saude
publica de muitos paises endémicos, houve uma drastica diminuicdo na
incidéncia de doenca de Chagas desde a década de 1980. Isto se deve a
iniciativas governamentais de controle e prevencdo adotadas por paises
endémicos em 1990. O risco de transmisséo se encontra reduzido devido aos
programas de controle vetorial e a obrigacéo da triagem soroldégica nos bancos
de sangue (WHO, 2013; CORASSA 2017).

No Brasil, o programa de combate a doenca de Chagas evitou 277 mil
novas infec¢des e 85 mil mortes entre 1985 e 1995 (OPS, 2000). A estimativa
mais atual brasileira indica cerca de 4,6 milhdes de pessoas infectadas
(MARTINS-MELO et al.,, 2014). Entretanto, a taxa de mortalidade devido a
doenca de Chagas permanece elevada, com cerca de 6 mil mortes anuais
registradas (MARTINS-MELO et al. 2012).

A Figura 2 mostra a distribuicdo mundial dos casos de infeccdo por T.
cruzi no mundo. Estima-se que aproximadamente 300 mil pessoas estejam
infectadas nos Estados Unidos, devido a intensa migracdo de individuos de
paises latino-americanos para paises desenvolvidos, onde diversos paises
considerados ndo endémicos vém registrando um numero cada vez maior de
casos de doenca de Chagas (BERN, YABSLEY; MONTGOMERY, 2011;
ROBERTS et al., 2014).

Na Europa, a doenca esta presente na Bélgica, Franca, Alemanha, Italia,
Holanda, Portugal, Espanha, Suica, e Reino Unido. Cerca de 4.290 pessoas
foram diagnosticadas nesses paises, na maioria dos casos congénita de bebés
cujas maes eram imigrantes da América Latina. Embora tenham sido
diagnosticados 4.290, estima-se que haja entre 68 mil a 120 mil casos nao
documentados de imigrantes infectados (BASILE et al. 2011).

No Japéao existem cerca de 4,5 mil pessoas infectadas, todos imigrantes
advindos das regides endémicas principalmente do México (SCHMUNIS,
2007).
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A Australia e a Nova Zelandia também tém recebido grande namero de
imigrantes da América Latina. Como ndo ha programas de prevencao
congénita, ndo se tem a estimativa exata de infectados. Nesses paises,
supdem-se, que existem 2,1 mil pessoas infectadas (JACKSON; PINTO; PETT,
2014).

Entre 1950 e 1951, foi realizada a primeira Campanha de Profilaxia da
Doenca de Chagas no Brasil, e em 2006, a Comissdo Internacional da
Organizacdo Pan-Americana de Saude certificou formalmente que o pais
cessou a transmissdo da doenca pelo Triatoma infestans. Ainda foram
encontrados T. infestans nativos, mas a transmisséo foi considerada baixa pela
diminuicdo das populacdes existentes. Apensar disso, € ainda indispensavel a
vigilancia entomoldgica continua (SILVEIRA & DIAS, 2011).

Mamero estimado de casos de infecglo por T, cruzi
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Figura 2: Distribuicdo de casos de infec¢do por T. cruzi, estimativa oficial da OMS entre 2006-
2010. Fonte: Second WHO report on neglected tropical disease / WHO, 2013 (modificado).

As caracteristicas epidemioldgicas da doenca de Chagas nas Américas
podem ser agrupadas em quatro grupos de acordo com os ciclos selvagem,
peridoméstico e domeéstico, a manifestacdo clinica, e a doenca (COURA &
DIAS 2009).
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Grupo | - Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Equador, Paraguai, Peru e
Venezuela. Sao caracterizados pelos trés tipos de ciclos, predominam
manifestacbes clinicas cardiacas e raras, ou nenhuma, digestiva. Nestes
paises houveram programas para eliminacdo do T. infestans e o controle das
transfusGes sanguineas (GORLA et al., 2013).

Grupo Il — Colémbia, Costa Rica e México; possui ciclos peridomésticos
e domésticos. Ha falta de programa para eliminacdo do vetor e as
manifestacdes clinicas sdo caracterizadas pela cardiomiopatia comum na fase
crénica da doenca de Chagas (COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014).

Grupo lll — El Salvador, Guatemala, Nicaragua, Honduras e Panama. Ha
poucas informacdes clinicas sobre 0s casos humanos e as acdes de controles
na Nicaragua e Guatemala, no entanto, tem a presenca dos trés tipos de ciclos
(COURA:; VINAS:; JUNQUEIRA, 2014).

Grupo IV — Antilhas, Bahramas, Belize, Cuba, Estados Unidos, Guiana,
Guiana Francesa, Haiti, Jamaica e Suriname, onde o ciclo predominante é o
selvagem. Ha casos raros, poucas informacbes clinicas, infeccbes de
imigrantes que vivem nos Estados Unidos (SCHMNUNIS, 2007) e casos de
transmiss&o via transfuséo de sangue (ZELEDON et al., 2012).

1.3 OS TRIATOMINEOS VETORES DA DOENCA DE CHAGAS

Os triatomineos sdo insetos pertencentes a familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, ordem Hemiptera, subordem Heteroptera. Encontram-
se 152 espécies distribuidas em 18 géneros como Panstrongylus (15
espécies), Triatoma (73 espécies) e Rhodnius (21 espécies), que sé&o
consideradas epidemiologicamente importantes por transmitirem o T. cruzi,
embora outros 15 géneros (43 espécies) também sejam capazes de transmitir
0 agente etioldgico da doenca de Chagas (POINAR, 2013; GALVAO, 2014;
MENDONCA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; ROSA et al., 2017).

Todos os membros desta subfamilia, independente do estagio e sexo,
sdo hematofagos e, portanto, o repasto sanguineo é fundamental para regular
a muda, o crescimento e a reproducao. Eles apresentam ampla distribuicdo em
diferentes ecotopos naturais nas regides tropicais e subtropicais do continente
americano (LENT & WYGODZINSKY, 1979).
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Esses insetos sdo hemimetabolos, ou seja, passam por cinco estagios
de ninfa, desde a eclosdo do ovo até a fase adulta (Figura 3). O periodo de
desenvolvimento varia de poucos meses a mais de um ano dependendo da
espécie, densidade populacional e parametros externos como a temperatura no
ambiente domeéstico (GORLA & SCHOFIELD, 1985, 1989) e silvestre
(JIMENEZ & PALACIOS, 2002). Eles possuem diversos nomes populares e, no
Brasil, sdo conhecidos como barbeiro devido ao habito de picar a face do
homem durante a noite (SCHOFIELD & GALVAQ, 2009).

Figura 3: Estagios de desenvolvimento do triatomineo da espécie Rhodnius neglectus. Ovos
embrionados e ndo embrionados, (1-5) ninfas de 1° a 5° estagios e o inseto adulto. FONTE:
Martins, 2017.

As principais diferencgas entre as ninfas e os adultos sdo a auséncia de
asas posteriores e de ocelos, carater rudimentar dos hemélitros (pteroteca),

olhos menores que os dos adultos e auséncia de diferenciagdo sexual nas
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ninfas, dificultando o reconhecimento dos sexos antes do quinto estagio
(CARCAVALHO et al., 1998).

E comum encontrar membros dessa subfamilia em tocas, ninhos,
palmeiras, arbustos e pedras, onde vivem associados a diferentes animais
silvestres, como por exemplo, gambds, tatus, aves, morcegos, entre outros
(LENT & WYGODZINSKY, 1979; GURGEL-GONCALVES R. et al.,, 2008;
RODRIGUES et al., 2014; WHO, 2017).

Os triatomineos que se adaptaram ao ambiente humano, no interior ou
na proximidade das casas, alimentam-se do sangue de animais domeésticos,
tais como galinhas, gado, cabras, cées e gatos e, eventualmente, do sangue
humano (CARCAVALHO et al., 1998). Podem ser classificados como
ectoparasitas temporarios, uma vez que mantém contato com o hospedeiro
unicamente durante o repasto sanguineo (GUARNERI et al., 2000).

A distribuicdo de 65 espécies de triatomineos conhecidas em todo
territorio brasileiro foi analisada, e verificou-se que existe uma associacao entre
0os biomas com a presenca de determinadas espécies. A maioria habita
principalmente os biomas: Cerrado, Amazénia e Caatinga. As espécies mais
frequentes nesse estudo pertencem aos géneros Triatoma, Panstrongylus e
Rhodnius (GALVAO, 2014).

No Distrito Federal, as espécies encontradas sdo Psammolestes tertius,
Panstrongylus megistus, Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus diasi,
Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e Rhodnius neglectus, (MAEDA et
al., 2012; GURGEL-GONCALVES R. et al.,, 2014), essa Ultima € a espécie

estudada nesse trabalho.

1.3.1 Género Rhodnius

O género Rhodnius pertence a tribo Rhodniini e compreende 21
espécies descritas atualmente, 14 sdo brasileiras e, desses, 7 apresentam
maior importancia epidemiolégica, embora todas sejam consideradas
potenciais transmissores deste protozoario (LENT & WYGODZINSKY, 1979;
GALVAO, 2014; ROSA et al., 2017).

As espécies de Rhodnius sdo morfologicamente similares entre si e de
outros triatomineos (GURGEL-GONCALVES et al., 2008). Além disso, eles tém
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como caracteristica a coloragdo vermelha em suas glandulas salivares (Figura
4), 0 que ndo ocorre nas glandulas de outros géneros de triatomineos.

A coloracéo avermelhada se da pela presenca de hemeproteinas, grupo
o qual destacam as nitroforinas, que sado hemeproteinas responsaveis por
muitas atividades anti-hemostaticas da saliva de Rhodnius, como acédo
anticoagulante, anti-histaminica (SOARES et al., 2000) e vasodilatadora pela
liberacdo de 6xido nitrico, este essencial para o desempenho alimentar dos
barbeiros (PAIM et al.,2017).

Figura 4: Par de glandulas salivares principais de R. neglectus. Coloracéo avermelhada pela
presenca de hemeproteinas. FONTE: Martins, 2016.

A identificacdo das espécies do género Rhodnius necessita de analises
morfométricas (SOUZA et al., 2016), assim como métodos de caracterizacao
molecular e de identificacdo das proteinas salivares, na qual vém sendo
desenvolvidas para refinar a descricao das espécies e diferencia-las (SOARES
et al., 2000; HERNANDEZ-VARGAS, 2017).

As espécies R. pallescens e R. prolixus tém se destacado, sendo a
primeira no Panama e a segunda principalmente na Venezuela, Coldmbia e
América Central. (AREVALO, 2007). No Brasil, R. robustus e R. pictipes
habitam mais a regido amazobnica, R. nasutus a Caatinga e R. neglectus
prevalece no Cerrado (GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

A presenca de R. neglectus foi relatada no Distrito Federal, Goias,

Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana,
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Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, S&o Paulo e Tocantins (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; GURGEL-GONCALVES et al., 2012). Esta espécie é
predominantemente silvestre e tem sido encontrada na copa de palmeiras,
como babacu (Orbignya maritima), macaubeira (Acrocomia macrocarpa), buriti
(Mauritia vinifera), aricuri (Scheelea phalerata) e palmeira australiana (Livistona
australis), mas também presente em ninhos de passaros da familia Furnariidae
(Phacellodomus), e de mamiferos como do género Didelphis (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; GURGEL-GONCALVES et al., 2003; CARVALHO et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2014). Apesar de ser considerado um vetor
secundério potencial da doenca de Chagas, ja foi relatada em ambiente intra e
peridomiciliares nos estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Tocantins (OLIVEIRA & SILVA, 2007; ALMEIDA et al., 2008; GURGEL-
GONCALVES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2014). Estudos revelam que
essa espécie tem um importante papel na manutencéo da circulacdo enzodtica
do T. cruzi e do Trypanosoma rangeli no Cerrado brasileiro (GURGEL-
GONCALVES et al., 2004; GURGEL-GONCALVES et al., 2012).

1.4 A DINAMICA DA INTERACAO TRIATOMINEO-HOSPEDEIRO

O calor emitido pelos vertebrados é o principal estimulo para os
triatomineos localizarem seus hospedeiros (BERNAD et al., 1970). A captacao
da fonte térmica se da por receptores concentrados nas antenas e distribuidos
pela superficie corporea do inseto (FLORES & LAZZARI, 1995). Estes, contam
também com a umidade, fluxo de ar, odores e di6xido de carbono, gerados
pelos hospedeiros, além de detectarem baixas radiacdes infravermelhas
(GUERENSTEIN & LAZZARI, 2009).

O repasto sanguineo, dura em média 20 minutos para as ninfas de
quinto estagio e adultos. Quando localizam o hospedeiro, os triatomineos
utilizam sua probdéscide longa e flexivel para alcancar um vaso sanguineo, no
interior do qual, por movimentos coordenados, a saliva é injetada. A lesdo
vascular desencadeia uma rapida resposta fisiologica do hospedeiro com
formacdo de um tampao hemostatico, vasoconstricao, inflamacao, cicatrizacéo
e ativacdo da resposta imune do hospedeiro. Esses mecanismos sao

complexos, redundantes e interligados, representando um obstaculo a
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alimentacdo completa dos hematéfagos. Por esse motivo, para facilitar o fluxo
sanguineo e permitir o repasto, os triatomineos desenvolveram moléculas
salivares com atividades farmacoldgicas que inibem a dor, coceira, hemostasia,
modulam as respostas imunes, a angiogénese e a cicatrizacdo em seus
hospedeiros (RIBEIRO, 1995; CHAMPAGNE, 2004).

Dessa forma, quando o triatomineo ingere quantidade de sangue
suficiente, a distensdo da parede do estdbmago produz um estimulo nervoso
para iniciar a muda para o proOXimo estagio. Se o sangue ingerido estiver
contaminado pelo T. cruzi, o triatomineo estara apto a transmiti-lo para outro
hospedeiro vertebrado, quando estes entrarem em contato com as fezes
contaminadas (NOIREAU & DUJARDIN, 2010).

1.4.1 O impacto da saliva na hemostasia do hospedeiro
A hemostasia € um conjunto de processos fisiolégicos, incluindo a

vasoconstricdo, agregacao plaquetéaria, coagulacdo sanguinea e fibrindlise, que
juntos minimizam a perda sanguinea ap0s a lesdo do endotélio vascular e
promovem a restauracdo de sua arquitetura para permitir o retorno ao fluxo
sanguineo normal. Esses processos sdo desencadeados segundos apds o
dano vascular (HOFFMAN et al., 2009).

Em condi¢bes fisioldgicas normais, o tdnus vascular € mantido pelo
equilibrio endégeno entre mediadores vasodilatadores e vasoconstritores que
regulam a pressao arterial e a perda de calor a partir da pele. Em caso de lesao
fisica, ocorre a vasoconstricdo, um estreitamento do vaso sanguineo devido a
uma resposta contratil da musculatura lisa, reduzindo o fluxo sanguineo (KINI
et al., 2010).

As plaquetas regulam a hemostasia principalmente por alterarem a
fisiologia da parede vascular (BASANOVA et al., 2002). Apés a lesdo do vaso,
as plaquetas reconhecem o VWF (Fator von Willebrand) e o coladgeno por meio
de receptores de superficie, como GPIb (glicoproteina), GPVI e a integrina
A2B1 (VARGA-SZABO, PLEINES & NIESWANDT, 2008), aderem ao tecido
subendotelial exposto e sdo ativadas. A interacdo entre o receptor plaquetario
GPIb e o fator VWF promove a liberacdo de mediadores solluveis, como
adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 (TXA2), recrutando plaquetas

adjacentes para o sitio lesionado. A ligacdo a esses receptores tambéem
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promove a alteragdo conformacional da integrina allb3 que é responsavel pela
ligacdo ao fibrinogénio e ao fator vWF (FURIE & FURIE B. C., 2005; WATSON
et al., 2005). A ligacdo das integrinas a superficie de plaguetas adicionais e a
outros ligantes no tecido subendotelial promove maior ativacdo e agregacao
plaguetéarias, levando a formacdo do tampdo plaquetério para conter o fluxo
sanguineo (RIVERA et al., 2009; VERSTEEG et al., 2013).

Os mediadores soluveis liberados pelas plaquetas ativas, por exemplo,
ADP, serotonina, tromboxano A2, geram multiplas respostas mesmo em
pequenas doses. Além da ativacdo plaquetaria mencionada acima, induzem a
secrecdo de moléculas proé-inflamatérias e contribuem para o processo de
inflamacéo local (COUGHLIN, 2005; JENNINGS, 2009).

A coagulacdo sanguinea ocorre concomitantemente aos processos de
vasoconstricdo e agregacao plaquetaria. O sistema de coagulacao € complexo
e regulado por um conjunto de proteinas plasmaticas que ativam umas as
outras sequencialmente, amplificando a cascata de coagulacdo até a ativacao
da trombina, que converte o fibrinogénio em fibrina para a formacgéo do coagulo
sanguineo. A trombina também regula a atividade de outros fatores do sistema
de coagulacédo (VERSTEEG et al., 2013).

A coagulacéo tem inicio com a exposicao da glicoproteina de membrana
denominada Fator Tecidual (FT), expresso por células endoteliais em
decorréncia de injuria vascular ou por mondcitos estimulados por infec¢des e
citocinas. O FT funciona como um receptor para o fator VIl da coagulagéo, que
guando ativado forma o fator Vlla que ativa os fatores IX e X, 0s quais devem
ser convertidos a fatores IXa e Xa (BAUER et al., 1990; BROZE, 1995). O fator
Xa se liga ao fosfolipidio plaquetario e converte protombrina (fator 1) em
trombina, na presenca de Ca? e do fator V ativado (FVa) (MONROE &
HOFFMAN, 2006). A trombina é o principal agonista plaquetéario, ativa 0s
fatores V, VIIl e Xlll da cascata de coagulacdo e também €& a enzima
responsavel por converter o fibrinogénio (fator I) em mondmeros de fibrina, que
entdo formam polimeros, para estabilizar o tampé&o plaquetario. As ligaces
entre as fibrinas sdo estabilizadas pelo fator XllI ativado formando uma rede
em volta do tampéao plaquetario denominada coagulo (MONROE & HOFFMAN,

2006). As falhas no sistema de coagulacao podem levar a hemorragia ou ao
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desenvolvimento de trombos que podem impedir 0 suprimento sanguineo para
os tecidos (KUMAR et al., 2010).

Os triatomineos produzem em suas glandulas salivares varios
componentes anti-hemostaticos que interferem em diferentes pontos da
hemostasia. Entre as moléculas salivares com atividades farmacoldgicas ativas
foram  descritos  vasodilatadores, anti-agregadores de  plaquetas,
anticoagulantes, anti-histaminicos, bloqueadores de canal de saddio,
anestésicos, imunomoduladores, entre outras (RIBEIRO, 1995; RIBEIRO &
FRANCISCHETTI, 2003; ANDERSEN et al., 2005; CHAMPAGNE, 2005; DE
ARAUJO et al., 2012). Muitas dessas moléculas sdo membros das seguintes
familias de proteinas: lipocalinas, triabinas, apirases, hemolisinas, antigenos 5,
inibidores de proteases, proteases, entre outras (DE ARAUJO et al., 2012;
SANTIAGO, 2016). Algumas dessas moléculas salivares podem agir de forma
redundante, ou seja, apresentarem um mesmo efeito sobre uma mesma
molécula alvo envolvida na hemostasia (RIBEIRO, 1987; RIBEIRO, 1989).
Essas moléculas salivares variam em abundéncia e diversidade de uma
espécie de triatomineo para outra (SANTOS et al., 2007; ASSUMPCAO et al.,
2008).

1.4.1.1 Vasodilatadores e inibidores da vasoconstricao

Algumas moléculas salivares dos triatomineos hemat6fagos podem
induzir a vasodilatacdo local ou sequestrar vasoconstritores endoégenos,
expandindo o calibre do vaso para aumentar o fluxo sanguineo ou
neutralizando a vasoconstricdo no local da picada. Dessa maneira, as
moléculas salivares podem acelerar a aquisicdo de sangue e diminuir o tempo
de contato do triatomineo com o hospedeiro no decorrer do repasto.

Um exemplo de molécula salivar com acdo vasodilatadora sdo as
nitroforinas de R. prolixus, caracterizada por serem hemeproteinas carreadoras
de oxido nitrico (NO). O NO é um gas que se difunde diretamente atraves da
membrana celular e interage com a adenilato ciclase solavel nas células do
musculo liso que circundam o0s vasos sanguineos, causando vasodilatacao
(ANDERSEN & MONTFORT, 2000; DE ARAUJO et al. 2012). As nitroforinas

ainda apresentam atividade de tiol-oxidase que pode levar a inativacdo da
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noradrenalina, interrompendo umas das vias de vasoconstricdo, o que resulta
na potencializagdo do NO (RIBEIRO, 1996).

O sequestro de vasoconstritores enddgenos é outra estratégia utilizada
por R. prolixus. A proteina salivar ligadora de aminas (ABP, amine binding
protein) liga-se eficientemente as aminas biogénicas, mais especificamente, a
serotonina, inibindo a vasoconstricdo local, a norepinefrina e a histamina.
Ainda, as aminas biogénicas atuam como moléculas pro-inflamatérias, dessa
forma a ABP, além de facilitar o repasto ao inibir a vasoconstricdo, também
contém a inflamacdo (ANDERSEN et al., 2003; XU, et al., 2013). Outro
exemplo de molécula inibidora da vasoconstricdo é uma lipocalina encontrada
na saliva do Dipetalogaster maxima, denominada dipetalodipina. Ela impede a
vasoconstricdo pela alta especificidade de ligacdo a prostaglandina F2 alfa
(PGF2a). A dipetalodipina apresenta acgao pleiotropica e € capaz de inibir a

agregacao plaquetaria e a angiogénese (ASSUMPCAO et al., 2011).

1.4.1.2 Inibidores da agregacao plaquetaria

Os inibidores salivares da agregacao plaquetéria interferem na ativacao
das plaquetas via ADP, colageno, trombina, tromboxano A2, epinefrina e fator
de agregacao plaquetaria (PAF). Um dos mecanismos utilizados envolve o uso
de enzimas como as apirases, que hidrolisam ATP (adenosina trifosfato) e ADP
(adenosina difosfato) em AMP (adenosina monofosfato) e Pi (fosfato
inorganico). O ADP é um agonista importante da agregacédo plaquetéria, sendo
também liberado por plaquetas ja ativadas, fazendo assim um “feedback”
positivo (RIBEIRO et al., 1984; FRANCISCHETTI, 2010). As apirases ja foram
descritas na saliva de R. prolixus (SARKIS, GUIMARAES & RIBEIRO, 1986), T.
infestans (FAUDRY et al., 2004; CHARNEAU et al, 2007), T.
brasiliensis (SANTOS, et al, 2007), D. maxima (ASSUMPCAO et al., 2011), P.
megistus (RIBEIRO; SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015), R. neglectus
(SANTIAGO et al., 2016; SANTIAGO, 2016) e T. dimidiata (SANTIAGO, 2016;
SANTIAGO et al., 2017).

R. prolixus exibe outras estratégias para inibir a agregacéo plaquetéria.
A proteina denominada RPAI (Rhodnius platelet aggregation inhibitor)
(FRANCISCHETTI et al.,, 2000) é uma lipocalina que exerce seu efeito
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antiplaquetario devido ao sequestro de baixas concentracbes de ADP in vitro e
in vivo (FRANCISCHETTI; ANDERSEN; RIBEIRO, 2002). Adicionalmente, a
proteina ABP, descrita anteriormente por possuir atividade vasodilatadora,
também inibe a agregacao plaquetaria induzida por uma combinacédo de baixas
concentracdes de ADP ou colageno e serotonina ou epinefrina (ANDERSEN et
al., 2003; XU, et al., 2013).

A palidipina € uma proteina presente na saliva do Triatoma pallidipennis
capaz de interferir na agregacdo plaquetaria inibindo a liberacdo de ATP
(NOESKE-JUNGBLUT et al, 1994). A triplatina e a infestina foram
caracterizadas em T. infestans, e possuem alta similaridade a palidipina. Morita
e colaboradores (2006) sugeriram em seu estudo que a triplatina se liga ao
receptor GPVI e assim inibe a transducédo de sinal necesséria para a ativacao
plaquetaria por colageno. E a infestina ndo so6 inibe a trombina, mas também
interfere no fator Xlla, Xa e plasmina (CAMPOS et al, 2012).

1.4.1.3 Inibidores da cascata de coagulacdao sanguinea

Os anticoagulantes foram descritos nas glandulas salivares de
artropodes hematéfagos pela primeira vez ha mais de 70 anos. Desde entdo, a
diversidade molecular e 0 modo de acdo dessas moléculas tém sido cada vez
mais estudados. Como ja foi mencionado, a formacéo de coagulos no momento
do repasto sanguineo compromete a hematofagia. Para que o hematéfago
consiga se alimentar, € necessério realizar o bloqueio da cascata de
coagulacdo sanguinea. Hellmann & Hawkins (1965) identificaram dois
anticoagulantes em R. prolixus denominados prolixina-S (salivar) e prolixina-G
(intestinal). A prolixina-S, também chamada de nitroforina-2 (NP-2), impede a
ativacdo do fator X da cascata de coagulacdo (ZHANG et al. 1998), enquanto a
prolixina-G inibe a atividade da trombina (RIBEIRO; SCHNEIDER &
GUIMARAES, 1995).

A trombina é uma serino-protease multifuncional, além de ser um
estimulo para a agregacao plaquetaria, € uma protease chave no sistema de
coagulacdo sanguinea. Também promove diversos efeitos celulares como
quimiotaxia, proliferacdo, renovacdo da matriz extracelular e liberagcdo de
citocinas. Essas acdes celulares podem promover a patogénese de diferentes
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doencas, como, por exemplo, trombose arterial e venosa ou arteriosclerose
(GOLDSACK et al., 1998).

1.5 PROTEINAS SALIVARES DE ANIMAIS HEMATOFAGOS E SEU USO NA
PRATICA CLINICA

O conhecimento sobre a composi¢ao salivar dos animais hematofagos
tem crescido com o avanco da ciéncia. Alguns compostos salivares isolados
desses animais ou seus analogos tém mostrado potencial para o
desenvolvimento de drogas para uso nas praticas clinicas (CIPRANDI; HORN;
TERMIGNONI, 2003).

Um exemplo é a proteina hirudina, que foi isolada da sanguessuga
Hirudo medicinalis (MARKWARDT, 1970). A especificidade da trombina frente
a diferentes substratos se da pela presenca de dois sitios de interacao
(exositios) além do sitio ativo da mesma. O exositio | € o sitio de ligagao i6nica
ou de ligacdo ao fibrinogénio, importante na interacdo da trombina com
fibrinogénio (FENTON et al., 1988), receptores plaquetéarios (VU et al., 1991) e
trombomodulina (HOFSTEENGE; BRAUN & STONE, 1988). O exositio Il € 0
sitio de ligacdo a heparina (BODE & HUBER, 2000). Assim, a hirudina se liga a
trombina e a inibe especificamente através da ligagdo ao exositio | (de
fibrinogénio) bloqueando indiretamente o sitio ativo da enzima (GRUTTER et
al., 1990). Em 1990, Maraganore e colaboradores patentearam o farmaco
Hirulog, um peptideo sintético semelhante & hirudina, composto por 20
aminoacidos, usado para tratamento de pacientes com sindromes coronarianas
agudas que serdo submetidos a intervencéo coronariana percutanea.

Outro exemplo é o maxadilan, uma proteina vasodilatadora potente
descoberta por Lerner (1991). O maxadilan contém 61 residuos de
aminoacidos e foi isolado das glandulas salivares do flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, transmissor de leishmanioses. Essa proteina € a
provavel responsavel pelo eritema provocado ap6s a picada desse vetor. Um
estudo recente mostrou que o maxadilan possui alta afinidade de ligacdo ao
receptor PAC1l (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type |
receptor), expresso por insulinomas (tumores derivados das células beta das

ilhotas de Langerhans do péancreas). Nesse contexto, o maxadilan foi
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conjugado em sua por¢cdo C- ou N-terminal a substancia DTPA (diethylene
triamine pentaacetic acid; denominado maxadilan-DPTA ou DTPA-maxadilan,
respectivamente), radiomarcado e se demonstrou eficaz na deteccdo de
células cancerigenas por imagem (JOOSTEN et al, 2017). O inseto simulideo
Simulium vitattum também apresenta uma proteina salivar similar ao maxadilan
(CUPP et al., 1998).

1.6 EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES SALIVARES DE
TRIATOMINEOS VETORES DA DOENGA DE CHAGAS

A tecnologia do DNA recombinante visando a expressao de proteinas
recombinantes € uma abordagem que revolucionou o0s estudos sobre
purificacdo, funcéo, estrutura, e identificacdo de novas proteinas com interesse
biolégico, por exemplo, para o tratamento de doencas humanas e/ou a
producéo de vacinas. Isso se deve ao fato de que, dependendo da proteina de
interesse, € possivel obter a proteina em abundéancia. O sistema mais comum
utilizado para expressao de proteinas heterdlogas € o que utiliza a bactéria
Escherichia coli como célula hospedeira, cuja genética ja& estd bem
caracterizada. Esse sistema é bastante utilizado devido ao baixo custo, cultivo
rapido e facilidade de reproducdo (SORENSEN & MORTENSEN, 2005).

A expressdo de proteinas salivares recombinantes de triatomineos tem
sido descrita na literatura. A sequéncia de uma proteina salivar de Triatoma
dimidiata, denominada dimiconina, foi clonada no vetor pET32b e expressa em
células de E. coli da linhagem BL21(DE3). A dimiconina inibe a ativacdo do
fator Xl em Xlla de maneira dose dependente, consequentemente a via
intrinseca da coagulacao sanguinea (ISHIMARU et al., 2012).

Friedrich et al. (1993) caracterizou um inibidor especifico de trombina na
saliva de R. prolixus, denominado rodniina. Eles verificaram a capacidade do
inibidor em formar um complexo 1:1 com a trombina, apés ter sido purificado
por cromatografia de afinidade. A sequéncia da rodniina foi clonada no vetor
pR2C e a proteina recombinante expressa em células de E. coli Xph62.

De maneira semelhante, a regido codificadora de dipetalogastina de D.
maxima foi clonada no vetor pGEX-5X-1 e expressa em E. coli JM105. Mende

et al. (1999) provou gue a dipetalogastina, além de ser um inibidor especifico
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da trombina, em contraste com hirudina e rodniina, possui a capacidade de
inibir a atividade de tripsina e plasmina em altas concentracdes, tendo,
portanto, atividade anticoagulante.

Utilizando sistema de expressdo eucariotico, a sequéncia que codifica
para a palidipina salivar do Triatoma pallidipennis foi clonada no vetor
PMPSV/CMV, expressa em células de mamiferos BHK (baby hamster kidney
cells) e caracterizada como potente inibidor da agragacdo plaquetaria, por
interferir na liberacdo de ATP (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1994).

A triabina do Triatoma pallidipennis foi clonada no vetor pKK233-2,
expressa em E. coli e caracterizada como um inibidor especifico da trombina
com a qual forma um complexo néo covalente. A interagcdo com a enzima da-se
somente pelo exositio |, inibindo a clivagem do fibrinogénio e a ativacdo da
proteina C por trombina-trombomodulina. No entanto, ndo inibe a atividade
amidolitica sobre os substratos sintéticos pequenos que ocorre no sitio ativo da
enzima (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1995).

As proteinas recombinantes triafestina 1 e 2 presentes a saliva do T.
infestans, foram expressas por meio do sistema baculovirus. Elas interferem
em diferentes fatores da via intrinseca da cascata de coagulagcdo através da
inibicdo do sistema calicreina-cinina, da intervencéo na ativacao do fator Xll e
pré-calicreina (PK) de maneira Zn?* dependente, e consequentemente na
liberacdo de bradicinina (ISAWA et al., 2007).

Nas ultimas duas décadas, os estudos dos sialomas (transcriptoma e
proteoma salivares) de algumas espécies de triatomineos pertencentes aos
géneros Rhodnius (RIBEIRO et al., 2014; SANTIAGO et al., 2016), Triatoma
(SANTOS, et al, 2007; CHARNEAU et al., 2007; SANTIAGO et al, 2018),
Dipetalogaster (ASSUMPCAO et al., 2011) e Panstrongylus (RIBEIRO;
SCHWARZ; FRANCISCHETTI, 2015) tém revelado as familias de genes
salivares presentes nas diferentes espécies. Esses estudos mostram que 0s
triatomineos compartilham um grupo de genes que sdo expressos na saliva
para permitirem a realizacdo do repasto sanguineo (SANTIAGO et al, 2017).
Os sialomas tém dado origem a informacfes que podem ser utilizadas em
diferentes projetos de pesquisa sobre as proteinas salivares, permitindo
selecionar sequéncias génicas de interesse para estudos de expressdo em

sistemas heterologos.
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Esse trabalho teve origem a partir dos dados obtidos no sialoma do R.
neglectus publicado por Santiago e colaboradores (2016). A partir dos dados
do transcriptoma salivar de R. neglectus (SANTIAGO et al.,, 2016), foram
selecionados dois transcritos de interesse: o primeiro codifica uma triabina
putativa de aproximadamente 20 kDa (numero de acesso UniProt
AOAOP4VLV1) e o segundo, um membro da familia de antigenos 5 de
aproximadamente 31 kDa (numero de acesso UniProt AOAOP4VT29).
Adicionalmente, a atividade apirasica no extrato salivar total de R. neglectus foi

avaliada.

1.7 PROTEINAS DE INTERESSE

1.7.1 Triabinas
As triabinas sdo proteinas salivares que foram inicialmente classificadas

na familia das lipocalinas devido a estrutura tridimensional semelhante entre os
membros das duas familias (FUENTES-PRIOR et al., 1997). Posteriormente,
foram classificadas como uma familia distinta fortemente relacionada a das
lipocalinas, mas pertencentes a superfamilia das calicinas. As triabinas diferem
das lipocalinas na direcéo das folhas-beta na conformagéo geral do barril-beta
(FLOWER, NORTH & SANSOM, 2000; HERNANDEZ-VARGAS,
SANTIBANEZ-LOPEZ & CORZO, 2016).

A familia das triabinas é constituida por proteinas que contrapdem a
hemostasia de vertebrados. Fuentes et al (1997) mostraram a estrutura
tridimensional do complexo triabina-trombina. A triabina do Triatoma
pallidipennis ligou-se ao sitio de interacdo da trombina com o fibrinogénio,
envolvendo cerca de 19 residuos da triabina e 13 da trombina (FUENTES-
PRIOR et al.,, 1997). Trés interacdes principais foram visualizadas nesse
complexo: (a) ligacdes de hidrogénio entre Aspl35 e Glul28 de triabina e
Arg77 da trombina; (b) interacdo hidrofébica entre os residuos 11€99, Leul08,
Vall26 e Phel09 de triabina com Leu65 e Met84 da trombina, e (c) interag&o
polar de GIu9 da triabina com a Lys36 e Lys109 da trombina (FUENTES-
PRIOR et al., 1997).

Entre as triabinas, ha proteinas carreadoras de pequenas moléculas,

inibidores de proteases, ligantes de receptores celulares especificos e
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proteinas que formam complexos com macromoléculas. Oito subfamilias foram
propostas baseando-se em analises filogenéticas e na sua caracteriza¢ao
funcional: 1) nitroforina e proteinas ligadoras de aminas, 2) inibidor da
agregagéao de R. prolixus, 3) triafestina, 4) triatina, 5) dipetalodipina e palidipina,
6) triplatina e infestilina, 7) dimiconina e triabina, e 8) procalina. E possivel
ainda a existéncia de triabinas com atividades biolégicas desconhecidas
(HERNANDEZ-VARGAS, SANTIBANEZ-LOPEZ & CORZO, 2016).

1.7.2 Antigeno 5
O antigeno 5 € um alérgeno, membro da superfamilia CAP, que é

composta por proteinas ricas em residuos de cisteina (CRISP - cysteine rich
secretory proteins), Antigeno-5 e proteinas relacionadas a patogenicidade em
plantas (Pathogenesis-related — PR 1) (GIBBS, et. al., 2008). Esse antigeno
estd entre os mais abundantes e imunogénicos presentes nas glandulas
salivares de insetos picadores (KING & SPANGFORT, 2000) e estdo
associados com o desencadeamento de uma forte resposta alérgica em
humanos (KING et al., 1978; KING et al., 1983).

Ele foi descrito inicialmente nos venenos de diferentes espécies de
vespas e formigas (KING & SPANGFORT, 2000). Posteriormente, foi descrito
no intestino de Drosophila melanogaster (KOVALICK et al., 1998) e na saliva
de carrapatos (MANS et al.,, 2008), flebotomineos (CHARLAB et al., 1999),
moscas (AMERI et al, 2008), mosquitos (VALENZUELA et al., 2002; CALVO et
al., 2007) e no sialoma de algumas espécies de triatomineos hematéfagos (DE
ARAUJO et al.,, 2012; SANTIAGO et al, 2016). Em carrapatos, moscas e
mosquitos hematéfagos, essas proteinas podem estar envolvidas na supressao
do sistema imunoldgico do hospedeiro ou na prevencdo da coagulacdo para
prolongar a hematofagia (RIBEIRO & FRANCISCHETTI, 2003).

Nos estudos de Cascone et al. (1995) e Pirpignani et al. (2002), o
antigeno 5 do veneno da vespa Polybia scutellaris rioplatensis foi isolado e
caracterizado estruturalmente. Nesse caso, ele apresenta 207 residuos de
aminoacidos, dos quais 8 séo residuos de cisteina formando 4 pontes de
dissulfeto, massa molecular em torno de 23 kDa, ponto isoelétrico em torno de
9 e fungao bioldgica desconhecida. A estrutura tridimensional do antigeno 5 do

veneno da vespa Vespula vulgaris foi determinada por cristalografia de raio X,
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revelando que a mesma apresenta estrutura secundaria composta por 5
hélices-a e 4 folhas-B (HENRIKSEN et al., 2001).

Sabe-se que o0 sistema imunolégico tem a capacidade de reagir e
distinguir entre um numero enorme de diferentes proteinas, as quais formam a
mais abundante e diversificada classe de antigenos. A interacdo entre um
anticorpo e seu antigeno ocorre de forma especifica e com alta afinidade
(RUBINSTEIN et al., 2008). Sendo assim, a investigacdo dessa interacdo com
alérgenos salivares € um passo fundamental para o conhecimento das bases

moleculares e fisiopatologia da alergia a picada de insetos hemato6fagos.

1.7.3 Apirases
As apirases também s&o chamadas de adenosina difosfatases,

ADPases, ATP-difosfatases e ATP-difosfohidrolases. Em triatomineos, foram
inicialmente identificadas na saliva de T. infestans (RIBEIRO et al., 1998). As
apirases salivares de T. infestans se organizam em oligdbmeros, sé&o
dependentes de ions Ca?* ou de Mg? e pertencem a familia das 5'-
nucleotidases (FAUDRY et al., 2004). Outras duas familias de apirases ja
foram descritas: a familia Cimex, identificada em Cimex lectularius, dependente
exclusivamente de ions Ca?* (VALENZUELA, et al. 1998; FRANCISCHETTI,
2011), e a familia da CD39/GTPase de levedura (SMITH, et al. 1999).

Essas enzimas sdo ubiquas na saliva de animais hemato6fagos, o que
ilustra sua importancia e sugere uma evolugcado convergente entre 0s animais
de habito hematofagico. Além dos triatomineos, as apirases foram descritas
também em mosquitos Ae. aegypti (CHAMPAGNE, et al. 1995), Anopheles
gambiae (ARCA, et al. 1999), no percevejo de cama C. lectularius
(VALENZUELA, et al. 1998), em carrapatos do género Ornithodorus e pulgas
(STUTZER et al, 2009).

A apirase salivar de artropodes hematéfagos interfere na sinalizacéo
nucleotidica entre as plaquetas, o que Ihe confere o carater de anti-agregador
plaquetario (ARAUJO et al., 2012). Seu papel em outros organismos e tecidos
tem sido atribuido ao processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico e
regulacéo das vias de sinalizagao celular (ZIMMERMAN et al. 2012). Charneau
e colaboradores (2007) realizaram a primeira investigagéo prote6mica de saliva

de um barbeiro, T. infestans, e mostraram que a maioria das proteinas
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identificadas pertenciam as familias das lipocalinas ou das apirases. Ao menos
quinze isoformas apirasicas foram observadas, possivelmente produtos de
modificacdes pos-traducionais (CHARNEAU, et al. 2007). A presenca dessas
isoformas pode representar um processo adaptativo/evolutivo para garantir o

sucesso do repasto sanguineo.
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2. JUSTIFICATIVA

Na literatura, o relato de producéo de proteinas salivares recombinantes
de triatomineos ainda é escasso, 0 que torna essa area de estudo relevante.
Assim a expresséao de proteinas por sistemas de expressao heterélogos podera
gerar conhecimento e compreensdo mais profunda sobre as moléculas
salivares de R. neglectus, as interacbes moleculares entre o0 inseto e seu
hospedeiro, e 0 inseto e o0 agente etioldgico da doenca de Chagas, o T. cruzi.
Ao mesmo tempo poderd contribuir para a descoberta de compostos
farmacologicamente ativos capazes de afetar a hemostasia e a imunidade do
hospedeiro, dificultando o repasto satisfatério e a transmissao vetorial do T.
cruzi, bem como servirem como marcadores de exposicdo a picada do inseto.
Além disso, as moléculas salivares podem vir a ser utilizadas para o estudo da
fisiologia vascular e hemostatica, e no desenvolvimento de drogas para o
tratamento de doencas, como as cardiacas e canceres, bem como para o

rastreamento desses Ultimos.
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3. OBJETIVOS

Esse estudo teve como dois objetivos principais: 1) produzir as proteinas

recombinantes triabina e antigeno 5 da saliva do triatomineo R. neglectus,

vetor da doenca de Chagas, em sistema bacteriano; e 2) verificar a presenca

de atividade apirasica na saliva desse triatomineo.

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para alcancar o primeiro objetivo, foram propostas as seguintes

atividades:

Expressao das proteinas recombinantes triabina e antigeno 5 da saliva
de R. neglectus em sistema heterélogo bacteriano;

Purificacdo das proteinas recombinantes pela técnica de cromatografia
de afinidade a ions metalicos;

Producéo de anticorpos policlonais especificos em camundongos; e
Andlise por western blotting da reatividade cruzada dos anticorpos
policlonais produzidos com proteinas dos extratos salivares de outras

espécies de triatomineos.

Para alcancar o segundo objetivo, foram propostas as seguintes atividades:

Coleta da saliva de R. neglectus;

Avaliacdo da estimulacdo, usando pilocarpina, da salivacdo de R.
neglectus;

Analise da atividade apirasica em solugéo e por zimografia em gel;
Identificacdo das proteinas nas bandas do zimograma por
espectrometria de massas;

Andlise por western blotting da reatividade cruzada dos anticorpos
policlonais produzidos anti-apirase de R. prolixus com proteinas da
saliva de R. neglectus;

Testes de inibicdo da agregacao plaquetaria.
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4. METODOLOGIA

4.1 PRODUZIR TRIABINA E ANTIGENO 5 RECOMBINANTES DA SALIVA DE
R. NEGLECTUS

Selegdo dos transcritos a partir do
sialoma do R. neglectus e analise
in silico das sequéncias

/

pET100/D-TOPO_TRI ou pET100/D-

Clonagem no vetor de expressdo ‘
TOPO_AG 5

e cultivo dos clones

LTransformagéo de E. coli, selegdo

Indugdo da expressdo J

lisado bacteriano*

t’urificagéo da fragao insoltuvel do

Imunizagao dos camundongos ‘

(

L Criagdo dos triatomineos

Obtencgao da saliva

Western blotting para avaliagao
de reatividade cruzada

Figura 5: Representacdo esquematica da metodologia empregada para produzir triabina e
antigeno 5 recombinantes da saliva de R. neglectus.
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4.1.1 Selecao e andlise in silico das sequéncias de R. neglectus

Em vista do potencial biotecnoldégico das proteinas salivares de
artropodes hematofagos e a partir dos dados do transcriptoma salivar de R.
neglectus (SANTIAGO et al., 2016), foram selecionados dois transcritos de
interesse: o primeiro codifica uma triabina putativa de aproximadamente 20 kDa
(nimero de acesso UniProt AOAOP4VLV1) e o segundo, um membro da familia
de antigenos 5 de aproximadamente 31 kDa (numero de acesso UniProt
AOAOP4VT29).

Com o objetivo de realizar uma caracterizacdo inicial das proteinas e
definir suas propriedades para iniciar seus estudos, foi realizada uma analise in
silico da sequéncia aminoacidica de antigeno 5 (AG5) e triabina (TRI) salivar
com auxilio de programas especificos. GlycoEP (CHAUHAN; RAO; RAGHAVA,
2013) prediz se proteinas de células eucaribticas recebem modificagcdes pos-
traducionais como N-glicosilacdo, O-glicosilacdo ou C-glicosilacdo e, em caso
positivo, indica as posi¢cdes de glicosilacdo na sequéncia proteica. NetPhos 3.1
(BLOM et al., 2004) prediz se proteinas, de células eucaridticas, recebem
modificacdes pos-traducionais como fosforilacao. TargetP 1.1
(EMANUELSSON et al., 2007) prediz a localizacdo de proteinas no interior de
células eucaridticas, com base na presenca de alguma das sequéncias N-
terminal: peptideo sinal para via secretora (SP), cloroplasto (cTP) ou
mitocondria (mTP). SignalP 4.1 (EMANUELSSON et al., 2007; PETERSEN et
al., 2011) prediz se a proteina é secretada ou ndo por vias classicas e
SecretomeP 2.0 (BENDTSEN, 2005) confirma se a proteina é secretada pela
via nado classica. BepiPred 1.0b (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred-
1.0/output.php) para a predicdo de possiveis epitopos lineares para 0s

linfécitos B.

4.1.2 Sequéncias das proteinas salivares de interesse clonadas

Essas sequéncias foram enviadas a empresa ThermoFisher para sintese
e clonagem no vetor pET100/D-TOPO para expressdo em E. coli regulada pelo
promotor T7. O vetor utilizado, fusiona a proteina de interesse a uma cauda de
6xHis na porcédo N-terminal, que € a responsavel pela diferenca entre os pesos

moleculares observados e esperados de rAG5 (32 kDa) e rTRI (21 kDa).
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Esse vetor possui um sitio RBS responsavel pelo recrutamento
ribossomal durante o inicio da traducdo de proteinas; duas sequéncias que
codificam para caudas de fusdo na porcdo N-terminal (uma com 6 residuos de
histidina — 6xHis, e a outra o epitopo Xpress™), visando a purificagdo e
deteccdo das proteinas recombinantes; um sitio de enteroquinase (EK),
visando a remoc¢ao das caudas apoés a purificacdo da proteina recombinante; e
um marcador de resisténcia ao antibiético ampicilina (Figura 6). As sequéncias
foram clonadas direcionalmente no vetor. As sequéncias da triabina e do

antigeno 5 possuem 523 pb (pares de bases) e 825 pb, respectivamente.

Nde |
Nhel

17 Jlieco ros [AT6 ouve g ex o O Bl o]

Figura 6: Vetor de expressédo pET100/D-TOPO. Fonte: ThermoFisher Scientific.

4.1.3 Linhagens de bactérias utilizadas

Quatro linhagens de bactérias Escherichia coli (E. coli) competentes
foram utilizadas: BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rosetta2(DE3)pLysS e SHuffle.
Todas podem expressar proteinas recombinantes utilizando o promotor T7, que
esta presente no vetor pET100/D-TOPO. O plasmideo pLysS carrega o gene
que codifica para a lisozima T7 que diminui a expressdo basal do gene alvo
antes da adicdo de IPTG (isopropil 3-D-1-tiogalactopiranosideo) ao meio de

cultura. Esse plasmideo induz resisténcia ao cloranfenicol (Promega).
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A linhagem Rosetta2(DE3)pLysS difere das outras por expressar melhor
as proteinas que contém codons raros (KANE, 1995). A linhagem SHuffle é
mais apropriada para a expressao de proteinas com mdltiplas pontes dissulfeto
(BESSETTE et al., 1999).

4.1.4 Transformacéo de E. coli com pET100/D-TOPO _triabina e pET100/D-
TOPO_antigeno 5

As bactérias competentes foram incubadas com 20 ng/uL do vetor
pPET100/D-TOPO _triabina ou pET100/D-TOPO_antigeno 5 por 30 min no gelo.
Apos esse periodo, foram submetidas a um choque térmico a 42°C por 1,5 min,
seguidas de incubacéo no gelo por 2 min. Em seguida, as bactérias cresceram
em 250 pL de meio SOC a 37°C por 1 h sob agitacdo de 250 rpm e foram
plagueadas em meio LB agar contendo 100 ug/mL de ampicilina (e 34 pg/mL
de cloranfenicol, quando a linhagem de E. coli apresentava o pLysS). As placas

foram incubadas em estufa a 37°C por 16 h para crescimento das colbnias.

4.1.5 Inducéo e expressao das proteinas recombinantes

Algumas colonias resultantes da transformacdo foram inoculadas
separadamente em 5 mL de meio LB contendo os antibiéticos especificos e
incubadas a 37°C sob agitacdo constante de 250 rpm por 16 h. Apds esse
periodo, 4 mL de cada cultura foram transferidos para 100 mL ou 1000 mL de
meio LB contendo os antibiéticos especificos. As culturas foram incubadas a
37°C, sob agitacdo constante de 250 rpm, até atingir ODsoo de 0,4 — 0,6 (Leitora
de microplacas Spectra-Max M5, Molecular Devices). A expressdo das
proteinas recombinantes foi induzida pela adicdo de diferentes concentracfes
(0,2 mM a 1 mM) de IPTG. Apés a adicdo do agente indutor, as culturas foram
incubadas variando o tempo (3 a 20 h) e a temperatura (15 a 37°C), sob
agitacao de 250 rpm. As culturas foram centrifugadas em centrifuga CF16RXII
(Hitachi) a 2.000 x g por 20 min a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e
as bactérias sedimentadas foram lisadas em reagente BugBuster® (Novagen)
acrescido de coquetel de inibidores de protease 1X (cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail, Roche) e DNase, seguindo as instru¢des do fabricante. O
lisado foi centrifugado a 16.000 x g por 20 min a 4°C e as fragOes soluvel e
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insoltvel foram obtidas e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

4.1.6 Analise da solubilidade por SDS-PAGE

A fim de analisar o perfil eletroforético unidimensional das fracdes
solavel e insoluvel, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% (para analise da expressdo do antigeno 5 recombinante -
rAG5) ou 15% (para andlise da expressdo da triabina recombinante — rTRI),
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS), sob condi¢cdes desnaturantes e
redutoras, conforme método descrito originalmente por Laemmli (1970).

As amostras foram diluidas em tampé&o de amostra 5x [Tris HCI 50 mM
pH 6,8, glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, B-Mercaptoetanol (3-
ME) 15 mM] e fervidas por 5 min antes de serem aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada em sistema MiniProtean®3 Cell (BioRad), a
temperatura ambiente, com voltagem constante de 90 V durante passagem
pelo gel concentrador e 120 V pelo gel separador, com tampéo de corrida Tris-
Glicina (25 mM Tris HCI, pH 8,8, 250 mM glicina e SDS 0,1%). Como padrao
de massa molecular, foram utilizados os marcadores Bench Mark™ Protein
Ladder (Invitrogen) e Bench Mark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen).
Para visualizacdo das proteinas, o gel foi submerso em solugédo de coloracao
azul de Comassie (metanol 45%, acido acético 10%, Comassie Brilliant Blue R-
250) por 2 h sob agitacdo constante, e posteriormente transferido a solucdo
descorante (acido acético 10% e metanol 10%) sob agitacdo lenta a
temperatura ambiente até a visualizacdo das bandas proteicas.

A eletroforese em SDS-PAGE também foi utilizada para analisar as
fracOes eluidas da cromatografia de afinidade, realizada para purificacdo das

proteinas recombinantes.

4.1.7 Western blotting

Para confirmar a expressao das proteinas recombinantes, foi realizada
analise por western blotting apos separacdo das amostras por SDS-PAGE e
transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran®

Supported 0.45 NC, GE Healthcare). A membrana foi submersa em tampéo
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Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS 0,1% (m/v) e metanol 20% (v/v),
por 10 min antes do inicio da transferéncia. Utilizou-se o sistema resfriado de
wet blotting (Bio-Rad) e uma corrente constante de 350 mA por 1 h. Apés a
transferéncia, as bandas foram visualizadas com solucédo Ponceau (Ponceau S
0,2% plv; acidoacético 1%). A membrana foi bloqgueada em solugdo Tris-
buffered saline (TBS, Tris 50 mM, pH 7.5 e NaCl 150 mM) contendo 5% (m/v)
de leite desnatado por 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada com o
anticorpo primario diluido 1:2000 em TBS contendo 0,1% (v/v) de Tween 20 e
1% (m/v) de leite desnatado por 16 h a 4°C. Apds essa etapa de incubagéo, a
membrana foi lavada quatro vezes por 5 min a temperatura ambiente, sob
agitacdo, com TBS contendo 0,1% de Tween 20 e incubada com o anticorpo
secundério (goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase conjugated) diluido
1:30.000 em TBS, Tween 20 0,1% e leite desnatado 1% (m/v) por 1,5 h. Por
fim, a membrana foi lavada sete vezes com TBS, Tween 20 0,1%. ApGs as
lavagens, as bandas de proteinas imunorreativas foram visualizadas utilizando
0 substrato quimioluminescente de peroxidase (ECL™ Prime Western blotting
detection reagente, GE Healthcare) no equipamento ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare).

A diluicdo do anticorpo variou conforme necessario: 1:2000 anticorpo
anti-His (Sigma Aldrich), 1:100 anticorpo policlonal anti-rAG5, 1:100 anticorpo
policlonal anti-rTRI e 1:100 anticorpo policlonal anti-apirase (avaliado no tépico
4.2). O soro pré-imune dos camundongos foi utilizado como controle negativo
na diluicdo 1:100.

4.1.8 Purificacao

ApoOs a confirmacdo da expressdo das proteinas recombinantes pela
técnica de western blotting, as frac6es do lisado bacteriano que continham as
proteinas recombinantes foram usadas para purificagdo por cromatografia de
afinidade em resina His-Bind (GE Healthcare) carregada com niquel.

Para purificar as proteinas recombinantes (rTRI e rAG5) a partir das
fracBes insoluveis, foram obtidos os corpos de inclusdo utilizando o reagente
BugBuster®. Resumidamente, a fracdo insolivel de cada amostra foi
adicionado o mesmo volume de BugBuster® usado para ressuspender o

primeiro sedimento. As amostras foram homogeneizadas por pipetagem e em
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agitador vortex por 1 min para obtencdo de uma suspensao uniforme.
Adicionou-se lisozima para uma concentracéao final de 200 uyg/mL (20 uL de um
estoque de lisozima 10 mg/mL preparado em agua), homogeneizou-se
novamente em vortex, com posterior incubacdo a temperatura ambiente por 5
min. As amostras foram separadas cada uma em dois microtubos de 1,5 mL e,
foi adicionado 1 mL de BugBuster® diluido em agua Milli-Q (1:10) em cada
amostra, seguida de homogeneizacdo em vortex por 1 min. As amostras foram
centrifugadas a 16.000 x g por 15 min a 4°C, descartou-se o sobrenadante
cuidadosamente. Essa etapa foi repetida por mais duas vezes. Por fim, o
sedimento foi ressuspenso em tampéo de ligagdo 1X (Tris-HCI 20 mM pH 7.9,
NaCl 0,5 M) contendo imidazol 5 mM e uréia 6 M.

As amostras contendo rTRI ou rAG5 foram adicionadas a coluna
contendo a resina His-Bind (GE Healthcare, EUA) carregada com niquel,
previamente equilibrada a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. A coluna foi lavada
com o tampao de ligacdo 1X contendo concentracdes crescentes de imidazol
(5 mM, 20mM, 60 mM e 80 mM) e uréia 6 M. As proteinas recombinantes foram
eluidas com 100 mM, 200 mM e 300 mM de imidazol. As fracdes obtidas da
purificacdo foram analisadas por SDS-PAGE 12% para rAG5 e 15% para rTRI
sob condi¢cbes desnaturantes e redutoras, e western blotting usando anticorpo
anti-His. As fracGes contendo as proteinas recombinantes foram concentradas
em filtro Amicon® 10K (Millipore) a uma velocidade de 5000 x g por 10 min a
4°C, quantificadas no aparelho Qubit 2,0 (Invitrogen, EUA) e estocadas a
-20 °C.

A fracéo soluvel do lisado bacteriano de BL21(DE3) induzida a 15°C por
20 h contendo 0,4 mM IPTG foi submetida ao mesmo processo de purificacao,
no entanto, na auséncia de uréia 6 M. As fracdes eluidas em 80 mM e 100 mM
de imidazol da purificacdo foram unidas e o pool dessalinizado em saco de
didlise, quantificado no aparelho Qubit 2.0 (Invitrogen, EUA) e analisado em
SDS-PAGE e western blotting com anticorpo anti-His. A rTRI foi diluida em

glicerol (1:1) e estocada a -20 °C para realizagédo de ensaios futuros.
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4.1.9 Imunizagdo de camundongos com rAG5 ou rTRI

As proteinas recombinantes rAG5 e rTRI purificadas dos corpos de
inclusdo foram administradas por via intraperitoneal em camundongos machos
Swiss com idade de 8 semanas, mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Brasilia. Os anticorpos policlonais foram obtidos
ao final de um ciclo de 4 imunizagdes intercaladas por 15 dias. Quatro
camundongos foram imunizados com rAG5 e outros quatro com a rTRI. Uma
semana antes da primeira imunizacdo, amostras de sangue foram coletadas
por pungao via retro-orbital com o animal previamente anestesiado com
Cetamina e Xilasina (1:1) por injecdo intramuscular. O soro pré-imune foi
separado, diluido em uma proporcédo 1:1 em glicerol e armazenado a -20 °C.
Na primeira imunizagdo, foram administrados 5 pg de rAG5 ou rTRI
emulsionada em 100 pL de adjuvante completo de Freund (1:1). Nas duas
imunizacdes seguintes, foram administrados 5 pg de rAG5 ou [ITRI
emulsionada em 100 uL adjuvante incompleto de Freund (1:1). Na ultima
imunizagao, 5 ug da rAG5 ou rTRI diluida em 100 pL PBS. Apds sete dias da
dltima imunizagcédo, amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo cardiaca
com o animal previamente anestesiado, o soro imune foi separado, diluido em
uma proporcao 1:1 em glicerol e estocado a -20 °C para utilizacdo no western
blotting, com posterior sacrificio do animal por deslocamento cervical.

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, tendo respaldo no
projeto 27323/2016 (Anexo 1).

4.1.10 Criacdo de triatomineos

Os triatomineos da espécie R. neglectus foram coletados em 1982 em
Itambaraca/Parana. Juntamente com as espécies R. prolixus e T. infestans, as
colénias sdo mantidas no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia, onde s&o conservados a 28 + 2°C, com umidade
relativa de 70 £ 5% e fotoperiodo de 12 h. Ovos, ninfas de 1° ao 5° estagios e
em média 25 adultos mantidos separadamente em frascos de polietileno para
desenvolvimento e acasalamento, e alimentados quinzenalmente em aves
(Gallus gallus domesticus) por 30 minutos estimados. Insetos adultos de ambos

0s sexos foram usados nos experimentos.
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4.1.11 Obtencao da saliva

As glandulas salivares foram extraidas dos insetos adultos de ambos os
sexos escolhidos aleatoriamente. Com o auxilio de um estereomicroscopio,
cada triatomineo foi posicionado ventralmente sobre uma lamina de vidro, a
cabeca foi deslocada cuidadosamente com uma pinga cirdrgica expondo o par
de glandulas. Essas foram recolhidas utilizando uma seringa de 0,3 mm,
armazenadas em um microtubo de 1,5 mL e mantidas em gelo até o término da
coleta, que ocorreu em aproximadamente 25 min. Em seguida, as glandulas
foram perfuradas e o extrato salivar foi centrifugado a 16000 x g por 15 min a
4°C. Apoés a centrifugacdo, a fracdo soluvel foi recolhida e quantificada no
fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante e
utilizada imediatamente. Quando armazenada a -80 °C foi adicionado um
coquetel de inibidores de protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche).

Visto que R. neglectus ndo possui o habito comum de salivacédo
espontanea, a estimulacdo da salivacdo foi realizada por injecdo de 2 uL de
solucdo de Pilocarpina® (Allergan, 10 ng/uL diluida em agua Milli-Q) na regiao
ventral do torax do triatomineo, utilizando uma seringa 0,3 mm, técnica
adaptada de BECHARA, et al. (1988). O inseto foi imobilizado na bancada com
o auxilio de uma fita adesiva branca e a saliva foi coletada por 2 h em
temperatura ambiente diretamente da probdscide fixada a uma ponteira de
plastico. Cada inseto ejetava aproximadamente 1 uyL de saliva, este era
armazenado em um microtubo de 1,5 mL mantido em gelo para utilizacao
imediata, ou quando estocada a -80°C foi acrescentado um coquetel de

inibidores de proteases (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, Roche).

4.1.12 Analise da reatividade cruzada com anticorpos anti-rAG5 e anti-
rTRI de R. neglectus

As glandulas salivares de R. neglectus, R. prolixus e T. infestans foram
extraidas da forma descrita acima e a reatividade cruzada das proteinas
salivares com os anticorpos policlonais produzidos em camundongos anti-rAG5
e anti-rTRI de R. neglectus foi avaliada por western blotting conforme descrito
anteriormente no topico 4.1.7. Os soros imunes anti-rAG5, anti-rTRI e preé-

imune foram utilizados na diluigdo 1:100.
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4.2 VERIFICAR A PRESENCA DE ATIVIDADE APIRASICA NA SALIVA DE
RHODNIUS NEGLECTUS

Criagdo dos
triatomineos

Coleta da saliva

\ b

Teste da atividade Teste de reatividade Teste de inibi¢do da
apirasica cruzada agregacao plaquetaria
) . ™
Em solugdo Zimografia em gel
/ N /!

Identificagdo das
proteinas nas bandas
com atividade por LC-

MS/MS

S/

Figura 7: Representacdo esqueméatica da metodologia empregada para verificar a presenca de
atividade apirasica na saliva de R. neglectus.
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4.2.1 Analise da atividade apirdsica em solucao

Os ensaios para determinacdo da atividade apirasica foram feitos em
microplaca de 96 pocos, com base em método colorimétrico que corresponde a
liberacdo de fosfato inorganico Pi a partir dos substratos ATP, ADP e AMP
(FISKE & SUBBAROW, 1925; RIBEIRO et al., 1989). O ensaio foi realizado em
triplicata e em cada pogo foi aplicada amostra de saliva (1ug -10 ulL/po¢o),128
ML de tampéao de atividade (Tris HCI 200 mM, KCI 10 mM, sacarose 450 mM,
glicose 20 mM, CaCl22 mM, EDTA 0,1 mM) e 10 yL de ATP, ADP ou AMP para
uma concentragao final de 5 mM. O controle negativo foi obtido pela incubacéo
do tampé&o de atividade e ATP, ADP ou AMP na auséncia da amostra de saliva,
nas mesmas condi¢cdes. Apos 20 minutos de incubacdo a 37°C, a reacao
enzimatica foi interrompida com adi¢cao de 10 pL de acido tricloroacético (TCA)
75%, a uma concentragéo de 5% do volume final. A coloracéo foi obtida com a
adicdo de 30 yL de molibdato de aménio 2,5% (m/v) diluido em HCI 2N e 12 yL
de acido aminonaftolsulfénico (Fiske e Subbarow, Sigma) para um volume final
de 200 uL. Apds 5 minutos de incubagao, a absorbancia foi medida a 630 nm
no leitor de microplacas (Leitora de multiplacas Spectra-Max M5, Molecular
Devices). O método pode ser descrito da seguinte forma:

Pi + | Molibdato de amonio 2> Fosfomolibdato de aménio (FMA)
pH acido y.
FMA + . Acido A > Heteropolimolibdénio*
aminonaftolsulfonico

*coloragdo azul

Figura 8: Reacao baseada no método colorimétrico correspondente a liberagdo de fosfato
inorgéanico (Pi) a partir dos substratos ATP, ADP e AMP.

4.2.2 Analise da atividade apirasica por zimografia em gel

As proteinas da glandula salivar de R. neglectus (30 pg) foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE conforme descrito anteriormente,
contudo a temperatura de 4°C. A amostra foi diluida em tampdo de amostra
sem agente redutor e ndo submetida a fervura (condigdo ndo redutora e ndo

desnaturante). Apos a eletroforese, o gel foi submetido a duas lavagens de 20
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min cada com Triton X-100 2,5%, seguidas de outras duas de 20 min com agua
ultra pura, sob agitacdo lenta a temperatura ambiente. Apos as lavagens, o gel
foi incubado em solucédo de atividade (Tris HClI 50 mM, pH 8,3, NaCl 100 mM,
CaCl2 20 mM e ATP ou ADP 5 mM) por 16 h para visualizagdo das bandas de
atividade. A reacéo foi parada com a mesma solucéo de atividade, porém, na
auséncia do nucleotideo.

A atividade apirasica foi determinada pela observacéo de um precipitado
de fosfato de célcio (Cas(POa)2) em algumas bandas do gel. As bandas ativas
foram visualizadas mais facilmente posicionando o gel contra um fundo escuro.
O fosfato de célcio foi formado a partir da ligacdo do fosfato, liberado do ATP
ou ADP na reacdo enzimatica, com o calcio presente na solucao de atividade,
formando um precipitado de cor branca, insoltvel e visivel no gel.

As bandas visualizadas foram enumeradas de um a oito, excisadas do
gel e incubadas em microtubos contendo 200 puL de &gua ultra pura por oito
dias, com uma troca no quarto dia, a 4°C, para retirada do precipitado de
Cas(POa4)2. As proteinas das bandas contendo atividade apirasica foram
identificadas por LC-MS/MS no Laboratério de Bioquimica e Quimica de
Proteinas, Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia.

4.2.3 Preparo de amostras para espectrometria de massas

As proteinas nas bandas com atividade foram reduzidas com 20 mM de
DTT a 56°C por 45 min, alquiladas com 40 mM de iodoacetamida em
temperatura ambiente e no escuro por 60 min, e, em seguida, digeridas por 18
h a 37°C com 1 ug de tripsina (Promega, Madison, USA). Apés a digestdo, as
amostras foram acidificadas com TFA para uma concentragao final de 0,1% e
dessalinizadas com microcolunas em ponteiras de 200 pL contendo resina C18
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) (GOBOM, 1999).

4.2.4 LC-MS/MS e analise dos dados

As amostras dessalinizadas foram ressuspendidas em 1% de acido
férmico e 2 pg (quantificadas em sistema Qubit) de cada foram submetidos a
LC-MS/MS em um sistema DIONEX 3000 nanoUPLC (Thermo Scientific,
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Waltham, USA) acoplado on line a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap
Elite (Thermo Scientific, Waltham, USA).

A cromatografia foi feita em um sistema de duas colunas capilares: (i)
trap column (150 ym de diametro interno e dois cm de comprimento) e (ii)
coluna analitica (75 pm de diametro interno, 15 cm de comprimento),
empacotadas (home made) com resina de fase reversa ReproSil-Pur C18-AQ,
5 um (Dr. Maisch GmbH, Germany) e lavadas por 5 min com 98% de tampéao A
(0.1% &cido formico) e 2% de tampédo B (0.1 % de acido férmico, 95% de
acetonitrila). A eluicéo foi realizada utilizando um gradiente de 2% de tampéao B
para 30% de tampéo B por 90 min, 30% para 98% de tampéao B por 5 min, 98%
de tampdo B por 10 min, voltando para 2% de tampdo B por 1 min e
reequilibrando por 15 min em 2% de tampao B (um total de 121 min e 300
nl/min). Os espectros de massas foram gerados no modo de aquisi¢éo positivo
e data-dependent MS scan. Cada MS scan no orbitrap (intervalo de m/z de
400-1300 e resolucdo de 120.000) foi seguido de MS/MS dos 15 ions mais
intensos. A fragmentacédo foi realizada por colisdo de alta energia (HCD) com
exclusdo dindmica por 15 s dos peptideos ja selecionados uma vez para
fragmentacao por MS/MS. Dados brutos foram visualizados utilizando Xcalibur
v.2.1 (Thermo Scientific, Waltham, USA). O processamento dos dados foi
realizado usando Proteome Discoverer v.1.3 (Thermo Scientific, Waltham,
USA). Os arquivos raw brutos gerados pelo espectrometro foram submetidos a
identificacdo no Proteome Discoverer com algoritimo SequestHT contra o
banco de dados de proteinas do genoma de R. prolixus depositado e disponivel
no Uniprot. As proteinas contaminantes (varios tipos de queratinas humanas,
BSA e tripsina porcina) também foram adicionadas a base de dados, o que
permitiu a remocao manual de todas as proteinas contaminantes da lista de
resultados. As pesquisas foram realizadas com os seguintes parametros: 10
ppms de erro no MS e 0,06 Da de erro no MS/MS, carbamidometilacdo de
cisteinas como modificacdo fixa e deamidagcdo de asparaginas e oxidacdo de

metioninas como modifica¢des variaveis.
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4.2.5 Analise da reatividade cruzada com anticorpos anti-apirase de R.
prolixus

ROSA (2013) produziu anticorpos policlonais anti-apirase de R. prolixus
em camundongos. Esses foram testados, na diluicdo 1:100 pela técnica de
western blotting conforme descrito no item 4.1.7, para verificacdo de
reatividade cruzada entre as apirases das duas espécies de triatomineos, R.

prolixus e R. neglectus.

4.2.6 Inibicdo da agregacéo plaquetéaria

Sangue de trés doadores voluntarios sadios do sexo masculino foi
coletado apés jejum de pelo menos 6 h. Os doadores relataram néao haver feito
uso de nenhum medicamento que pudesse interferir na agregacao plaquetaria
por pelo menos 10 dias. O sangue foi coletado em tubos contendo citrato de
sodio 3,8% e os testes realizados em no maximo 4 h apés a coleta. O método é
baseado na formacdo de agregados plaquetarios apds a exposicdo a um
agente agregante (ADP 5 uM). O plasma rico em plaquetas (PRP) e o pobre
em plaquetas (PPP) foram obtidos pela centrifugacdo do sangue a 100 x g por
10 min e 1500 x g por 15 min, respectivamente, a 4°C (WANG et al, 1996) . O
PRP foi deixado em repouso por 30 min a temperatura ambiente antes do inicio
dos testes.

Em uma placa de 96 pogos, 100 uL de PRP e PPP foram incubados,
separadamente, por 10 min a 37°C e as curvas de agregacdo maxima e
minima determinadas a 600 nm. PRP foi incubado com diferentes
concentracfes da saliva total de R. neglectus por 5 min a 37°C. Terminado
esse periodo, 10 pyL da substancia indutora (ADP 5 uM) foram adicionados aos
pocos e a curva de agregacao plaquetaria foi tragcada durante 5 min. O controle
foi obtido ao incubar PRP com ADP na auséncia de saliva. As reacfes foram
realizadas em leitura de microplacas (SpectraMax M5 - Molecular Devices).
Esse teste foi realizado em triplicata e o procedimento realizado para coleta de
sangue humano foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Humana
(CEP) da Universidade de Brasilia, tendo respaldo no projeto
54822616.7.0000.5558.

O grafico foi gerado a partir do programa Prism (GraphPad) versao 6.0,

com desvio padrdo da média, e analisados estatisticamente através da analise
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de variancia (ANOVA) seguido de um teste de média Scott-Knott (1974) a um
nivel de significancia de 5%. O programa empregado foi (SISVAR) versao 5.6.

5. RESULTADOS

5.1 ANTIGENO 5 E TRIABINA

5.1.1 Andlise in silico das sequéncias do antigeno 5 e da triabina da saliva
de R. neglectus

A sequéncia nucleotidica da triabina (numero de acesso UniProt
AOAOP4VLV1) possui 543 pares de bases e a sequéncia aminoacidica
apresenta 180 residuos de aminoécidos, constituindo uma proteina com
aproximadamente 20 kDa. A segunda sequéncia nucleotidica selecionada
codifica para um membro da familia de antigenos 5 (hnimero de acesso UniProt
AOAOP4VT?29), possui 825 pares de base, 274 residuos de aminoacidos dando
origem a uma proteina com aproximadamente 31 kDa (Figura 09).
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Antigenc 5

(n)

ATGGET TCARTACTGCTCGTTGEAGGT TG TICT GO TGGCCAGCATAGTATTTCTGTICTTICRAATGETGCTEGETTCETCCC
GETCCAAGECCCALGACTGGETTCGEATTCCCT GAGAGRAGTCAGGAGT TCCTGCAAGAATCCTTCARARCARTTTATA
GETITARRR A TATTRATGARALACATRARACAGCTICTGCTARACARGCACARCRAGTACAGGGARRRGGTTGCRGTT
GECARGGRAECCOCCTCAGCCTARAGCGEAGARACATGATTCIGCIGACCTGGEACAGTGATGCAGCGTTRACARGCCARE
GCTTGGEGC ARG T GGG TG TGAT TATGGGCACAACAATCCTGAAATTARAAAGACALAGARARCCARTGEEACAGAATATT
TATATGALR AT TC AR CGAL AL TCGAGGTTTAGAGALALCATTCARMANGTACATACCEGARATGETGARAGGEGTGE
TATGRCGAGETGRAGTTGTACACGTICEGAGATGCCTICTCCGTARRMACAGGTCACTTCACACAGATTGTIGTGGARG
AnCAC T AC TARGETTGET TG GG TATGTATACT TCALRGGAACGTACTGAT TACCAATGET TCAGAGETTATTTGETC
TECARCTACAGCCCAGCAGGEAATAT GEARAGEEEAGGAACCCTATARAGARGGTAGAGGRACCTGTACTGGCAATTTA
GITGCAT CARCTARATATCCACATCTTTGCCARAR A AL AR R A GAR LT A TCATAR AR AR CTTGGACTTTICARGCRA
ATATTTICTTATCAGRATATTATITIATITARCTAALRATTTATTAG

(B)
eSS e c P RE K TGS DS LREVR S SCENPSKQFI GLEN INERDEQL LLNKHNKYREKVAA

GKEFPFPQFKAENMI LLTWDSDAALQAKAWASGCDY GHNNFETKKTKKPMGONIYMKS STENGGLEKTFEKY IPEMVKGW
YDEVELY TFGDAFSVKTGHE TQIVWKNT TKVGCGYVYFRERTDY QWFRGY LVCNY SPAGNMEGEEFYEEGRGTCTGHL
VASTEYPHLCOFEREIIIEELGLFRQIFSYQILEFYLTEIY

Triabina

(c)
ATGATARATCATTGCAGTGACATTTTTAGGACTTTTGGGCCATACATTTGCAGCTGCCGTTACCACTGCACCTCCCTCT
ATGCCTACTGRAATGCCTTGAATTARAGSGTGACATTATGTCARACTTTARAGCTRAATCARTTTTTTRACAGGRGATTGS
TATCTGACTCATGCGAGGARACCCAARACATCCARCACTCTGCCAGARGTACCAAGCTAARCCCALCTTACATCTTACT
TTCRATGERAAATGATGETARGGATGTCACATGCCARGETGCCARAGTGAGT GEARAGGARGGETTCTATTCTTTTGAR
TR CACRA T CAGGTC AR TCTTTCAC TTCAT TTATGGTAGT TG TTGRARACAGACTATGATAATTATGCTTTGCTC
TATAGATGTGEACTT TATGGAAC AT CARC TACTCCAGRAGAT AACTTTTTGTTATTTAACCGARLATCCAGTGGTGAL
ATTCCTACTGAACTARLAGCCAAGTTGAGCCARCTAGATCTGARCACATCCCTCACTAAGCTTGETIGTACTTIGA

(D)

VITAPPSMPTECLELKGDIMSNFHANQFFTGDWY LTHARNFKHEFTLCQKYQAKPNLHLT
FNGNDGKDVTCQGAKVSGHEGEFYSFECTTTEGOSFTSFMVVVETDYDNYALLYRCGLYGTS TTPEDNFE LLFNRKS SGE
IPTELKAKLSQLDLNTSLTELGC

Figura 9: (A) Sequéncia nucleotidica do cDNA de antigeno 5 de R. neglectus, contendo 825
pares de bases. (B) Sequéncia aminoacidica do produto do cDNA de antigeno 5 de R.
neglectus, contendo 274 residuos de aminoacidos. (C) Sequéncia nucleotidica do cDNA de
triabina de R. neglectus, contendo 543 pares de bases. (D) Sequéncia aminoacidica do produto
do cDNA de triabina de R. neglectus, contendo 180 residuos de aminoacidos. Em rosa esta
demarcado o peptidio sinal e em negrito o domineo que de fato as caracterizam como
proteinas antigeno 5 e triabina, respectivamente.

A analise das sequéncias utilizando os programas SignalP, TargetP e
SecretomeP revelou que ambas possuem um peptideo sinal na por¢do N-
terminal e que séo putativamente secretadas pela via classica de secrecdo. O
antigeno 5 apresenta 16 sitios preditos serem fosforilados pelo programa
NetPhos, que séo seis residuos de serina, cinco de treonina e cinco de tirosina.
Segundo o mesmo programa, a triabina apresenta 11 sitios preditos de
fosforilacdo, sendo sete residuos de serina, dois de treonina e dois de tirosina
(Tabela 1).
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Quanto a possivel ocorréncia de modificagBes pds-traducionais, o uso
do programa Glyco EP permitiu verificar a existéncia de potenciais sitios de
glicosilacdo. Na sequéncia do antigeno 5, os residuos de treonina nas posicdes
136, 177, 229 e 238 sdo sitios potenciais de O-glicosilagédo, e os residuos de
prolina na posigédo 46, treonina na posi¢ao 183 e tirosina na posi¢do 210 sao
sitios potenciais de N-glicosilacdo. Na sequéncia da triabina, os residuos de
treonina nas posicdes 7, 15, 21, 22, 29, 106, 107, 108, 114, 172, 175 e 180 sé&o
sitios potenciais de O-glicosilacdo, enquanto o residuo de treonina na posi¢ao
171 é um sitio potencial de N-glicosilacdo. Em ambas as proteinas ndo foram
preditos sitios potenciais de C-glicosilacdo (Tabela 1).

Em seguida, a presenca de epitopos lineares para células B foi avaliada
utilizando o programa Bepipred 1.0b. Sessenta e dois residuos de aminoacidos
na sequéncia do antigeno 5, e sessenta e seis na sequéncia da triabina podem
fazer parte de possiveis epitopos lineares para as células B (Tabela 1, Anexos
2e3).
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Tabela 1: Andlise in silico das sequencias aminoacidica de antigeno 5 e triabina.

Antigeno 5 Triabina
SignalP 1-26 aa 1-17 aa
TargetP Via classica Via classica
SecretomeP Nao classificado Né&o classificado
NetPhos 6 serina 7 serina
5 treonina 2 treonina
5 tirosina 2 tirosina
O-glicosilagédo Treonina nas posi¢gdes 136, Treonina nas posi¢cdes 7, 15,
177,229 e 238 21, 22, 29, 106, 107, 108,

114,172,175 e 180

N-glicosilacéo Prolina na posicdo 46, Treonina (171)
treonina (183) e tirosina
(210)

C-glicosilacéo Ndo foram preditos sitios N&o foram preditos sitios
potenciais potenciais

Bepipred 1.0b 62 residuos de aa 66 residuos de aa

5.1.2 Expressdao das proteinas recombinantes rAG5 e rTRI

N&o foi possivel obter producdo de nenhuma das duas proteinas
recombinantes com BL21(DE3)pLysS e SHuffle. No entanto, rAG5 e rTRI foram
expressas na fracao insoltvel de Rosetta2(DE3)pLysS (Figura 10), e em maior
quantidade em BL21(DE3) (Figura 11), ap6s a inducdo com 1 mM de IPTG por
3 h a 37°C. Nestas condi¢cdes, ambas as proteinas recombinantes foram
expressas somente em corpos de inclusdo (Figuras 10-11). As diferencas nos
géis SDS-PAGE podem ser claramente visualizadas antes e apos a inducéo
das células. rAG5 (32 kDa) e rTRI (21 kDa) foram os principais produtos
expressos apos a inducdo com IPTG. Western blotting usando um anticorpo
anti-histidina revelou sinais positivos, indicando a presenca de rAG5 e rTRI

fusionadas com a cauda de histidina. Esses resultados mostram a expressao
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das proteinas recombinantes fusionadas a 6xHis usando o sistema de

expressao bacteriano E. coli.

rAG5 rTRI

A B C D
kba M FS FI FS FI FS FI FS F

33
30>
25>
20>

15>

Figura 10: Analise da expressao das proteinas recombinantes rAG5 e rTRI na fragéo insoltvel
de Rosetta2(DE3)pLysS induzidas a 37°C por 3 h com 1 mM IPTG. Amostra de 10 uL foi
aplicada em cada poco. A- Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie Blue. (M)
marcador (kDa) BenchMarkTM Protein Ladder — Invitrogen, (FS) fragdo soltvel, (FI) fracdo
insoltvel. B- Western blotting. (FS) fracéo soltvel, (FI) frac&@o insoltvel. C- Gel de poliacrilamida
15% corado com azul de Coomassie Blue. (FS) fracéo solavel, (FI) fracdo insoltvel. D- Western
blotting (FS) fracao soluvel, (FI) fracao insolavel.

rAG5 rTRI
A B C D
kba ™M Al FS FI FS FI kDa M
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Figura 11: Analise da expresséo das proteinas recombinantes rAG5 e rTRI na fragéo insolavel
de BL21(DES3) induzidas a 37°C por 3 h com 1 mM IPTG. Amostra de 10 pL foi aplicada em
cada poco. A- Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (M) marcador
(kDa) BenchMarkTM Prestained Protein Ladder — Invitrogen, (Al) antes da inducdao, (FS) fracédo
solavel, (FI) fragdo insoluvel. B- Western blotting (FS) fragdo solavel, (FI) fragdo insoluvel. C-
Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (M) marcador (kDa)
BenchMarkTM Protein Ladder — Invitrogen, (FS) fracdo soltvel, (FI) fracdo insoluvel. D-
Western blotting. (FS) fracéo solavel, (FI) fracdo insoltvel.
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Apenas a rTRI foi expressa em ambas as frages, soluvel e insoltvel, de
BL21(DE3), apds inducdo com 0,4 mM de IPTG por 20 h a 15°C (Figura 12).
Embora nédo tenha sido visualizada diferenca de expressao na altura de 21 kDa
em ambas as fragdes, a expressao foi confirmada por western blotting (Figura
12B).

50 >

40>

30>
20>

15>

Figura 12: Andlise da expressdo da proteina recombinante rTRI na fragdo solavel de
BL21(DE3) induzida a 15°C por 20 h com 0,4 mM IPTG. Amostra de 10 pL foi aplicada em
cada poco. A- Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (FS) fracédo
soluvel, (FI) fracé@o insolavel. B- Western blotting. (M) marcador (kDa) BenchMarkTM Protein
Ladder — Invitrogen, (FS) fracé@o soluvel, (FI) fracéo insoltvel.

5.1.3 Purificacdo de rAG5, rTRI e producao de anticorpos policlonais
contra as proteinas recombinantes

Nas Figuras 13 e 14, as proteinas recombinantes foram eluidas a partir
das concentracdes 100, 200 e 300 mM de imidazol, podem ser visualizadas na
presenca de poucas proteinas, indicando pureza quase total. As fracdes
contendo as proteinas recombinantes foram reunidas, identificadas por western
blotting (Figura 15) e concentradas. O rendimento da producé@o das proteinas
recombinantes a partir de 100 mL de cada cultura, ap6s a purificacdo e
concentragao, foi 165 ug de rAG5 e 201 ug de rTRI.
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Figura 13: Purificacdo da fracdo insoltvel de rAG5 por cromatografia de afinidade em niquel,
utilizando His-tag. Em cada pogo do gel foi aplicado 10 pyL de cada amostra. Gel de
poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (M) marcador (kDa) BenchMarkTM
Protein Ladder — Invitrogen, (FS) fracao solGvel, (Al) antes da indugao, (Cl) corpos de inclusédo
(NL) fracéo néo ligada, (5-300 mM imidazol).
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Figura 14: Purificacdo da fragdo insolivel de rTRI por cromatografia de afinidade em niquel,
utilizando His-tag. Em cada poco do gel foi aplicado 10 yL de cada amostra. Gel de
poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie Blue. (M) marcador (kDa) BenchMark™
Protein Ladder — Invitrogen, (FS) fracdo soltvel, (Al) antes da inducéo, (Cl) corpos de incluséo,
(NL) fragcdo nao ligada, (5-300 mM imidazol).
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Figura 15: Western blotting de rAG5 e rTRI purificadas e concentradas em filtro Amicon® 10K
(Millipore). Foi aplicado 10 yL de cada amostra. (AP) antes da purificagdo, (P) purificada e
concentrada.

As proteinas recombinantes concentradas foram utilizadas para a
producdo de anticorpos policlonais em camundongos. Todos os camundongos
produziram anticorpos especificos para a proteina recombinante com a qual
foram imunizados. Nao se observou nenhuma marcacdo quando 0s soros pré-
imunes foram utilizados. A Figura 16 mostra os resultados referente aos
camundongos 3. Nos pocos 3 e 7 uma forte marcacdo da rAG5 na altura

esperada de 32 kDa e de rTRI na altura de 21 kDa, respectivamente.
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Figura 16: Western blotting dos soros pré-imune e imune anti-rAG5 e anti-rTRI produzidos
pelos camundongos 3, diluidos 1:100. Foram utilizados 5 pug de rAG5 e rTRI e 30 ug de saliva
total de R. neglectus.

5.1.4 Antigeno 5 e triabina de R. prolixus e T. infestans detectados por
anticorpos anti-rAG5 e anti-rTRI de R. neglectus

N&do foi observada nenhuma marcacdo de bandas nas tiras de
nitrocelulose incubadas com o0s soros pré-imunes dos camundongos (Figura
17). Quando incubadas com o0s soros imunes, houve reatividade com
antigeno(s) com peso molecular de aproximadamente 32 kDa, conforme
esperado e observado para o AG 5 salivar de R. neglectus, e com antigenos de
aproximadamente 21 kDa, conforme esperado e observado para a triabina
salivar de R. neglectus. Em ambos os casos, pode se observar uma variagéo
guantitativa nos antigenos nas amostras de saliva das espécies do género
Rhodnius em relacdo ao T. infestans, visualizada como uma marcacdo mais

fraca nessa Ultima espécie.
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Figura 17: Western blotting dos soros pré-imune e imune dos anticorpos policlonais anti-AG5 e
anti-TRI produzidos pelos camundongos 3, diluidos 1:100. Foram utilizados 10 ug de extrato
salivar em cada pogo respectivo as espécies.

5.1.5 Producdo e purificacdo de rTRI da fracdo soluvel de E. coli
BL21(DE3)

A Figura 18 mostra os resultados da purificacdo da fracdo soluvel do
lisado bacteriano, apos otimizacdo da expressao (0,4 mM IPTG por 20 h a
15°C). Como pode-se observar, a rTRI foi eluida nas fracées contendo 80 mM
e 100 mM de imidazol. Na Figura 19 é possivel visualizar o resultado do
western blotting das fracdes eluidas que foram reunidas e dessalinizadas em
saco de didlise. O rendimento da producdo da rTRI a partir de 1000 mL de
cultura, apdés a purificacdo e dessalinizacdo, foi 0,5 mg/mL de rTRI. Essas

triabinas recombinantes foram estocadas para utilizacao futura.
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Figura 18: Purificacdo da fracdo solavel de rTRI do lisado de E. coli BL21(DE3) por
cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando His-tag. Em cada poco do gel foram aplicados
10 pl de cada fragdo. Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (M)
marcador (kDa) BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen, (ET) extrato total, (NL) fracdo ndo

ligada, (5-300 mM de imidazol).
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Figura 19: Analise em SDS-PAGE e western blotting da rTRI purificada da fracdo soltvel do
lisado de E. coli BL21(DE3) e dessalinizado em saco de didlise. Foram aplicados 5 ug da rTRI.
A- Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (M) marcador (kDa)
BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen, (1) rTRI. B- Western blotting utilizando anticorpo

primario anti-His.

5.1.6 Estimulacao da salivacdo com pilocarpina
O perfil protéico da saliva ejetada apds a estimulacdo foi comparado

com o perfil protéico da saliva extraida por dissecacdo das glandulas salivares
(Figura 20). O uso da pilocarpina néo resultou em um aumento substancial da
saliva coletada, no entanto é possivel observar possiveis diferencas no perfil
eletroforético das proteinas salivares coletadas pelos dois métodos distintos,

principalmente na faixa de peso molecular entre 15 kDa e 20 kDa.
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Figura 20: Analise do perfil protéico da saliva de R. neglectus apds estimulacdo da salivagao
com pilocarpina. SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie. (M) marcador de peso
molecular (kDa; BenchMark™ Protein Ladder — Invitrogen), (1) 5 ug de proteinas apoés
dissecagcdo de um par de glandulas salivares, (2) 5 ug de proteinas da saliva ejetada apo6s
injecdo de pilocarpina.

5.2 ATIVIDADE APIRASICA DA SALIVA DE R. NEGLECTUS

5.2.1 Anélise da atividade apirasica da saliva de R. neglectus in vitro
A quantidade de Pi liberada nas reacfes foi quantificada a partir da
comparacao de absorbéancia na curva de calibragéo feita com Pi. Uma unidade

de atividade apirasica corresponde a 1,0 umol de Pi liberado/min a 37°C.

600 Curva de Pi
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[
@ 400
é 300
2 200 y = 946,2x - 15,387
o
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<

0.2 bj liberado %% 0.6

Figura 21: Curva de fosfato inorganico (Pi).
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A saliva de R. neglectus apresentou atividade apirasica in vitro, na

presenca dos substratos ATP e ADP, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Atividade apirasica in vitro da saliva de R. neglectus.

Atividade de Hidrolise de ATP/ADP na presenca de Ca**
ATP ADP AMP

Atividade Especifica

(uM de Pi liberado/ug proteina/min)

R. neglectus  432,7 363,4 N.D.

N.D.: ndo detectado. Desvio padrdo menor que 8%.

Ensaios realizados em triplicata.

5.2.2 Andlise da atividade apirasica da saliva de R. neglectus por
zimografia em gel e identificacdo das proteinas por espectrometria de
massas

A atividade apirasica da saliva de R. neglectus foi determinada por
zimografia em gel. Oito bandas entre 35 kDa e 170 kDa com atividade foram
visualizadas no zimograma, indicando a presenca de apirases/fosfatases na
saliva desse triatomineo. Essas bandas foram numeradas, excisadas e

estocadas a 4 °C para identificacdo por espectrometria de massas (Figura 22).
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Figura 22: Zimografia em gel. Gel poliacrilamida 10% incubado por 16 h em solucdo de
atividade contendo ADP e ATP. Ambos com 30 ug de extrato salivar de R. neglectus. Os (*)
representam as bandas numeradas em 4, 5 e 6 excisadas para identificacdo por
espectrometria.

Até o momento foram identificadas as proteinas das bandas 4, 5 e 6 do
gel incubado em solucdo de atividade contendo ADP. No total foram
identificados 143, 133 e 295 peptideos nas bandas 4, 5 e 6, respectivamente
(Anexo 4). Além dos dominios das apirases identificados, listados na Tabela 3,
também foram identificados peptideos de outras familias de proteinas
salivares, por exemplo de nitroforina, triabina, lipocalina, antigeno 5, entre

outras (Anexo 4).
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Tabela 3: Apirases das bandas 4, 5 e 6 do zimograma identificadas por LC-MS/MS.

Amostra Identificacéo Funcao molecular Dominio MassakDa

Atividade nucleosideo-difosfato

. .
Rn4 T1HHF3 dependente de calcio Apirase 20.52
RN5 T1HHE3 Atividade nucle03|deo:dlfosfato Apirase 20.52
dependente de calcio
- . . 20.52
T1HHE3 Atividade nucle03|deo:dlfosfato Apirase
dependente de calcio
Rn6 Atividade nucleosideo-difosfato 39.7
T1H8D6 o Apirase
dependente de calcio
T1H852 Atividade nucleosideo-difosfato Apirase 46.89

dependente de calcio

*Rn4 = R. neglectus banda 4.

5.2.3 Apirase de R. neglectus detectada por anticorpos policlonais anti-
apirase de R. prolixus

Os anticorpos policlonais anti-apirase de R. prolixus reagiram
cruzadamente com as proteinas salivares de R. neglectus com pesos
moleculares semelhantes aos das proteinas reconhecidas na saliva da primeira
espécie. Uma banda forte foi marcada na altura de 60 kDa, referente a apirase
submetida a eletroforese em condicbes redutoras e desnaturantes nas duas

espécies do género Rhodnius.

Figura 23: Analise da reatividade cruzada do soro anti-apirase de R. prolixus com a apirase de
R. neglectus. Western blotting. Foram aplicados 10 ug de saliva total em cada pogo e 0 soro
imune diluido 1:100.
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5.2.4 Inibicdo da agregacao plaquetaria

Aproximadamente 50% de inibicdo da agregacdo plaquetéria induzida
por ADP foi atingida na presenca de 08 pg de proteinas salivares de R.
neglectus (Figura 24). Esse resultado mostra a existéncia de moléculas

inibidoras da agregacao plaquetaria na saliva dessa espécie.

Inibicao da agregacao plaquetaria
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Figura 24: Inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida por ADP. Diferentes concentracbes de
proteinas de R. neglectus (2, 4, 6, 8 e 10 ug/uL) foram incubadas com plasma rico em
plaguetas (PRP) a 37 °C por 5 min antes da adi¢cdo de 5 yM ADP. A absorbancia foi medida
durante 5 min. O controle consistiu de incubagdo de PRP na auséncia de saliva. Ensaios feitos
em triplicata. p < 0.0001 com ANOVA, seguido de um teste de média a um nivel de
significancia de 5%. (A letra “e” significa que ndo houve diferencia significativa entre as
médias).
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6. DISCUSSAO

6.1 EXPRESSAO DE ANTIGENOS SALIVARES DE R. NEGLECTUS EM
SISTEMA DE EXPRESSAO BACTERIANO

Na saliva, sdo encontradas moléculas que tém propriedades bioquimicas
com potencial para diversas aplicacbes biotecnologicas. Por exemplo,
reduvideos predadores usam toxinas salivares para paralisar suas presas.
Concomitantemente, injetam agentes difusores e enzimas digestivas para
facilitar a ingestédo e a absor¢cédo de alimentos (EDWARDS, 1961). Além disso,
moléculas bactericidas também foram encontradas em saliva de diferentes
espécies (SAHAYARAJ et al., 2006). Logo, o potencial destas moléculas pode
ser grande e de interesse tanto para a compreensdo da biologia do animal
guanto para o uso em pesquisa e desenvolvimento de novas drogas.

Nas ultimas décadas, foram descritas diversas proteinas salivares de
triatomineos que tem ajudado a compreender os mecanismos fisioldgicos
envolvidos no processo biolégico da hematofagia, pois se associa a
microrganismos que produzem doencgas de interesse médico e veterinario. O
dificil combate as doencas transmitidas por insetos hemat6fagos depende da
aguisicdo de conhecimentos sobre os mecanismos que sustentam o ciclo de
vida desses animais (MARCONDES, 2001).

Muitas triabinas e membros da familia de antigenos 5 tém sido descritos
nas salivas de artropodes hematéfagos (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1994;
MORITA et al, 2006; FUENTES-PRIOR et al., 1997). Membros da familia de
antigenos 5 foram encontrados na saliva dos triatomineos D. maxima (DMAV)
e T. infestans (TIAV). Esses antigenos foram expressos e apresentaram
atividade antioxidante, inibiram a agregacao plaquetaria induzida por colageno
e 0 estresse oxidativo em neutréfilos. Os resultados revelaram uma nova
familia de enzimas antioxidantes, importante para atenuar 0s eventos pro-
inflamatodrios associados com a producdo desregulada de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na microcirculagdo, e capazes de beneficiar 0s insetos
hematofagos a se alimentarem satisfatoriamente do sangue do hospedeiro
(ASSUMPCAO et al., 2013).
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Em vista do potencial biotecnol6gico dessas moléculas, se propbs a
expressdo de uma triabina e um antigeno 5 da saliva de R. neglectus,
recombinantes em sistema de expressao procariotico. Foi realizada a analise in
silico das sequéncias dessas proteinas selecionadas do transcriptoma de R.
neglectus (Santiago et al., 2016), que sugerem que: 1) ambas as proteinas
possuem peptideo sinal e sdo possivelmente secretadas pela via classica de
secrecdo, 2) que podem ocorrer modificagbes pods-traducionais como O- e N-
glicosilacao, e fosforilacdes, e 3) a predicdo de residuos de aminoacidos, que
podem estar presentes em possiveis epitopos lineares para células B. Essa
dltima andlise é importante, visto que as proteinas da familia do antigeno 5 sé@o
alérgenos ja caracterizados em outras espécies de artropodes (KING et al.,
1983; FANG et al.,, 1988; HOFFMAN, 1993; BARRAL et al., 2000). Nesse
contexto, o antigeno 5 recombinante, bem como a triabina recombinante de R.
neglectus poderiam vir a serem utilizados como possiveis marcadores de
exposicao a picada de triatomineos.

As bactérias que carregam um determinado gene clonado em um
plasmideo sdo capazes de multiplicar essa sequéncia de DNA em vérias
cOpias, bem como traduzir em proteina. A nivel industrial, foram descritas
expressdes em bactérias de insulina (JOHSON, 1983), horménio de
crescimento (TRITOS & MANTZOROS, 1998), antigeno da vacina contra a
hepatite B (LANCASTER; ELAM; KAISER, 1989), entre outras proteinas. A
producdo de proteinas recombinantes em sistema bacteriano é geralmente
simples, eficiente, e de baixo custo financeiro, podendo suprir de imediato as
necessidades da pesquisa basica. Espera-se que a proteina de interesse seja
estavel, ndo seja toxica para a bactéria, solavel, produzida em grande
guantidade e possa ser facilmente purificada. Mas, esse processo nem sempre
€ atingido. Ha relatos de proteinas recombinantes que ndo sdo expressas, ou,
guando expressas, ndo sdo solaveis; as vezes sdo expressas em baixas
concentracdes e que podem formar agregados insollveis, mesmo na presenca
de agentes redutores (BANEYX, 1999).

Numa tentativa de circunvir essas limitacdes, as sequéncias da triabina e
do antigeno 5 de R. neglectus foram otimizadas para clonagem no vetor de
expressao pET100/D-TOPO para permitir altas taxas de expressdo e

estabilidade das proteinas recombinantes em E. coli, adaptando os cdédons ao
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hospedeiro bacteriano. Mesmo apds varias tentativas de otimizacdo do
protocolo de expressao, variando as linhagens de E. coli, temperatura e tempo
de cultivo, e concentracdo do indutor de expresséo, foi possivel obter apenas
triabina recombinante soltuvel no lisado bacteriano. Essa triabina recombinante
soluvel sera utilizada para caracterizacdo funcional futura. Os possiveis
multiplos sitios de glicosilacao e fosforilagdo em ambas as sequéncias podem
ter contribuido para a dificuldade de otimizacdo do protocolo de expresséao.
Uma alternativa que pode ser considerada é a utilizacdo de sistemas de
expressdo em células de eucariotos como leveduras do tipo Pichia pastoris
(CREGG et al, 2000) ou Saccharomyces cerevisiae (EVANS et al, 2010),
insetos, usando o sistema de baculovirus, plantas ou outros organismos
complexos (TROWITZSCH et al, 2010). A habilidade para expressar e purificar
a triabina e o antigeno 5 da saliva de R. neglectus podera auxiliar a aprofundar
0 conhecimento sobre a funcdo dessas proteinas durante o repasto sanguineo
e a transmissao de T. cruzi para o hospedeiro vertebrado.

Ambas as proteinas recombinantes purificadas das fragdes insollveis
bacterianas foram usadas para imunizar camundongos e produzir anticorpos
policlonais, que reagiram cruzadamente com o antigeno 5 e a triabina na saliva
de R. prolixus e T. infestans. As imunodetec¢des observadas nesse trabalho
indicam a existéncia de epitopos similares entre os antigenos 5 e as triabinas
salivares das espécies R. neglectus, R. prolixus e T. infestans. Schwarz e
colaboradores (2009) mostraram que o0 soro de aves expostas a quatro
espécies de triatomineos, Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida, R. prolixus, e
P. megistus, reconheceram uma proteina recombinante de 14,6 kDa da saliva
de T. infestans (rTiSP14.6), indicando reatividade cruzada entre as espécies
(SCHWARZ et al, 2009).

Numa tentativa de estimular a salivacdo de R. neglectus, foi utilizada a
pilocarpina - um alcaléide parassimpaticomimético extraido das folhas do
jaborandi (Pilocarpus microphyllus), conforme descrtio por BECHARA et al.,
(1988). Embora a quantidade de saliva coletada de R. neglectus ap6s a
inducdo ndo tenha sido muito elevada, o método permitiu notar possiveis
diferencas no perfil eletroforético das proteinas salivares obtidas por salivacédo
quando comparado com o das proteinas obtidas por dissecacdo das glandulas

salivares. Isso pode ser devido ao 1) processamento de proteinas salivares
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precursoras no momento da salivacdo, e 2) contaminagdo das proteinas
salivares com proteinas citosolicas / de organelas / membranares das células
glandulares, durante a dissecacdo e perfuracdo perfuracdo das glandulas

salivares.

6.2 ATIVIDADE APIRASICA SALIVAR DE R. NEGLECTUS

A apirase salivar de insetos € sabidamente um inibidor de agregacédo
plaquetaria, funcdo importante para o sucesso da alimentacdo dos
hematofagos. Por isso, ha interesse crescente em estudar essa atividade nas
glandulas salivares de R neglectus, ja que essas enzimas tém sido descritas
em diversos triatomineos, por exemplo na saliva de T. infestans (FAUDRY et
al, 2004; FAUDRY et al, 2006).

As apirases convertem adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato
(ADP) em adenosina monofosfato (AMP) e fosfato inorganico (Pi) pela hidrélise
das ligacbes fosfato (JOHNSTON-COX & RAVID, 2011). ADP e ATP séo
agonistas da ativagcao e agregacao de plaquetas (BORN, 1985). Eles compdem
a sinalizacado purinérgica de processos inflamatorios e hemostaticos com
efeitos em células endoteliais, leucdcitos e plaquetas (LUTHJE, 1989).

Nesse estudo, a atividade apirasica da saliva total de R. neglectus foi
avaliada em solucao, por zimografia em gel e através de ensaios de inibicdo da
agregacao plaquetéaria induzida por ADP ou ATP. As proteinas nas bandas do
zimograma que apresentaram atividade foram identificadas por espectrometria
de massas e revelaram a presenca de trés domineos de apirases. Houve
também a identificacdo de peptideos de outras familias de proteinas salivares.
Esse encontro pode ser devido ao fato de que as bandas foram excisadas de
gel SDS-PAGE unidimensional e que numa mesma banda é possivel observar
proteinas com o mesmo peso molecular, além de oligdbmeros. As apirases sao,
em geral, proteinas glicosiladas e algumas se organizam em oligdmeros
(FAUDRY et al, 2006).

A observacédo neste estudo de varias bandas com atividade apirasica no
zimograma levou a sugestao de que também em R. neglectus a apirase salivar
forma complexos e que essa oligomerizagcao € importante para sua atividade. A

formacdo de complexos proteicos pode dificultar a analise por espectrometria
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de massa, jA& que alguns peptideos resultantes da fragmentacdo destes
complexos podem conter sequéncias de mais de uma proteina e nao serem
compativeis com nenhuma sequéncia presente no banco de dados.

Demonstrou-se ainda a reatividade cruzada entre anticorpos produzidos
contra as apirases de R. prolixus (ROSA, 2013) com possiveis apirases
salivares de R. neglectus.

O teste da agregacdo plaquetaria induzida por ADP, agonista que
estimula a adesé@o e aderéncia entre as plaguetas, pode ser realizado em um
agregbmetro (WANG et al., 1996). Nesse estudo, a técnica foi adaptada para
utilizacao na leitora de microplacas (Spectramax-Molecular Devices) seguindo
0S mesmos principios do agregbmetro. Esse teste afirmou a presenca de
proteinas na saliva de R. neglectus que atuam na inibicdo da agregacédo
plaquetaria induzida por uma concentragéo final de 5 uM de ADP, revelando a
complexidade molecular da saliva e a importancia de proteinas que atuam
durante o repasto sanguineo impedindo a coagulacdo do sangue e facilitando a
alimentacdo sanguinea por tempo prolongado. O estudo das apirases salivares
de triatomineos é importante também devido ao fato de que poderia vir a ser
utilizado na pratica clinica.

Por fim, o conhecimento das proteinas salivares de R. neglectus pode
contribuir para informacdes sobre as interacdes inseto-hospedeiro e inseto-
patébgeno e auxiliar na compreensdo de processos biolégicos fundamentais
como a sobrevivéncia e a adaptacdo de vetores e na transmissao de agentes

infecciosos.
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7. CONCLUSOES

Neste estudo foram produzidos as proteinas recombinantes triabina
(rTRI) e antigeno 5 (rAG5) da saliva de R. neglectus em sistema de expressao
procariotico utilizando E. coli BL21(DE3), purificadas de corpos de inclusédo e
produzidos anticorpos policlonais contra os mesmos em camundongos. A
reatividade cruzada desses anticorpos com as proteinas salivares de outras
duas espécies de triatomineos foi demonstrada. Além disso, foi realizada a
expressao da rTRI solavel.

Ainda, foi observado possiveis diferencas no perfil proteico da saliva
ejetada apos o tratamento dos insetos com pilocarpina, comparado ao da saliva
obtida apés a dissecacédo das glandulas salivares. Essas diferencas indicam o
possivel processamento de proteinas precursoras no momento da salivacao.
Ainda, a ruptura das células glandulares pode resultar na liberacdo de
proteinas contaminantes, ou seja, que ndo SA0 nhecessariamente
salivares/secretadas.

Por fim, os resultados obtidos nesse estudo, também verificaram a
presenca de apirases salivares em R. neglectus, cuja atividade foi demonstrada
em solucdo, em gel e funcionalmente pela inibicdo da agregacdo plaguetaria
induzida pelo agonista ADP. Trés domineos de apirases foram identificados por
espectrometria de massas nas bandas que apresentaram atividade apirasica

excisadas do zimograma.
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8. PERSPECTIVAS

e Avaliacdo da rTRI soluvel como potencial marcador de exposicdo a
picada dos triatomineos;

e Caracterizacao funcional da rTRI solavel;

e Otimizar a técnica para estimular a salivagdo usando pilocarpina em
triatomineos;

e Comparar os perfis, por meio de géis bidimensionais, das salivas obtidas
por estimulacdo por pilocarpina e por dissecacdo das glandulas
salivares;

e Expressar, purificar e testar a apirase salivar de R. neglectus.
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ANEXOS

ANEXO 1: Aprovacdo do comité de ética para utilizacdo de camundongos
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ANEXO 2: Anédlise in silico da sequéncia aminoacidica de antigeno 5

15072018 SignalP 4.1 Server - rediction results

ﬁ%ﬁf%iﬁ’. SignalP 4.1 Server - prediction results
CALSEQU
ENCEANAT  Technical University of Denmark
LYSIS CBS

# SignalP-4.1 euk predictions

>Sequence
SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
' ) ) ' C-score ——
10 ¢ Sscore ——— 1
Y-SCOMe
08 ~ E
WA
;.l '\_/"/\ P
!
06 { 4
!
@ ]
= i
@ 04t :

02 |

I e

MYOYCS LEVGLLAS IVFLSSNVLVRA PGPRP KT GSDSLAEVAS SC KN PS KOF IGLKN IN EKDKGLL LN KH N

0 10 20 30 40 50 &0 70
Position
# Measure Position Value Cutoff =ignal peptide?
max. © a7 0.199
max. ¥ 27 0.362
max. 3 17 0.802
mean 5 1-26 0.853
D 1-26 0.519 0.450 YES

Name=Sequence SP='YES' Cleavage =ite between pos. 26 and 27: VRP-GP D=0.519 D-cutoff=0.450 Networks=35ignalP-noTH
# dazas
# gnuplov script

Fignal peptides: 1
# pro Iazta encrie
¥ aff file of pr d encri

Please cite:
SignalP 4.0: discriminating signal peptides from transmembrane regions
Petersen TN., Brunak S., von Heijne G. & Nielsen H.

Nature Hechods, §:785-786, 2011

Explain the output. Go back.

Ptz chs ctu dkcgi- bidwebfac £2 fogi 7 ot d=5A8543A00000398 34C FEASF D8wait=20 111
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AS02018 TargetP 1.1 Serwer - prediction resulEe

TargetP 1.1 Server - prediction results

e Technical University of Denmark

Hit targetp vl.1 prediction results HHHHHHEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHBHEHEE
Humber of gquery sequences: 1

Cleavage site predictions not included.
Using HOH-PLAHT networks.

Hame Len mIP 5F other Loc RC
Segquence 274 0.069 0.838 0.058 s 1
cutoff 0.000 O.000 O.000

Explain the output. Go back.

hitptdrnan cbe diu.dieg | binduebf ace fog i obid= SASSAT 1E0000E0B 121721 BSF Zpait= 20

U1
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AS0A01E SecretomeP 20a Server - prediction results

SecretomeP 2.0a Server - prediction results

e Technical University of Denmark

Mon-classically secreted protemns should obtan an MNMN-score / SecP
score exceeding the threshold, but not at the same tune be predicted to
contain a signal peptide.

The recommended thresholds are 0.5 for bacterial sequences and 0.6 for
marnmalian sequences.

Network 1 Network Z Network 3 J3ecP score

Sequence nate

0.940811 0.910438 0.886753 0.91z2667

Explain the output. Go back.

it pfdrunmn cbs dtu.dicg F binfebf acel feqi obid= SARSAERAD0OEEA [ E2AGOEINE wai =20

Sequence

U1
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1amama MetPhos 20 Sarer - preddion resuts

NetPhos 2.0 Server - prediction results

e Technical University of Denmark

274 Sequence

MyOTCSLEVGLLAS INFLSSMVLVRPGPRPETGSDALREVESSCENPSKQF IGLFEN INEKDEQLLLNEHNEYREEWALGE g0
EFPFOPKAENMILLTWDSD AALQAKAWASGCDYGHNNPE IKKTEKPMGON I YTHES S TENGGLEETFEEY IPEMVEGUYDEY 160
KELYTFGDAFSVETGHF TOIVUENTTEVGCGTWYFEERTD TONF RGYLVCH Y SF AGNNEGEEP YEEGRGTC TGHNLWVASTEY 40
PHLCOEEKEIIIEELGLFEQIFSYOILFYLTELY 320
e T...53...... i i it e a e e s e g0
........................... e e e 160
......... T L e T D T A~ 240
.................................. 320
Phosphorylation sites predicted: Jer: & Thr: § Twr: S

Serine predictions

Narne Pos Context Soore  Pred
W
Sequence [ VOYCILEVG 0.166
Sedquence 14 GLLASTVFL 0O.004
Sedquence 19 IVFLSSMVL 0.017
Sedquence 20 VFLSSMVLY 0.022
Sequence 34 PETGSDELE 0.234
Zequence 36 TGEDSLREY 0.996 #3%
Sequence 42 EEVESSCEN 0.332 .
SJequence 43 EVESSCENF 0.995 3%
Sequence 45 CENPSEQFI 0.060
Sequence 97 LTWDSDAAL 0O.004
Jequence 105 ELWASGCDY 0.872 *+3*
Sequence 154 I¥MESSTEN 0.091
SJequence 135 THESSTEMG 0.990 +3*
SJequence 170 GDAFSVETG 0.940 +3*
Sequence 212 VCHNYSIPAGN 0O.027
Sequence 237 NLVASTEYP 0.891 *3+¥
Sequence 263 EQIFSYQIL 0.00%
~

Threonine predictions

Narne Pos Context Soore  Pred
W

Sequence 32 PRPETGSDS 0.907 *T%*
Sedquence 94 MILLTWDSD 0O.056
Sequence izz EIEKTEKFM 0.533 *T%
Sequence 136 MESSTEMGS 0.030
Zequence 144 GLEKTFEEY 0.569 #T%
Sequence 164 VELYTFGDA 0.051
Sequence 173 FSVETGHFT 0.054
Sequence 177 TGHFTQIVW 0.045
Iequence 154 VWENTTEVG 0.895 *T*
Sequence 155 WENTTEVGZ 0.353
Sequence 198 FEERTDYOW 0.071
Zequence zz9 EGRGTCTSM 0.602 *T*
Sequence 231 RGTCTGHMLY  0.112
Sequence 238 LVASTEYPH 0.2:29

hittg fwwrenackrz i clkocoi - ntvebdace o i jobic=2A05 A 2E00 002 228 75 5E 4354 Sweit= 20 12



15/02/2018 NetPhos 2.0 Server - prediction results
Sequence 271 LEYLTKIY- 0.012

S

Tyrosine predictions

Name Pos Context Score Pred
\'4

Sequence 4 -MVQYCSLE 0.529 *Y*
Sequence 72 KHNKYREKV 0.141
Sequence 112 SGCDYGHNN 0,809 *Yy*
Sequence 131 GONIYMKSS 0.165
Sequence 148 TFKKYIPEM 0.027 .
Sequence 157 VKGWYDEVK 0.571 *Y*
Sequence 163 EVKLYTFGD 0.113
Sequence 191 VGCGYVYFK 0.268
Sequence 193 CGYVYFKER 0.019
Sequence 200 ERTDYQWFR 0.843 *y*
Sequence 206 WFRGYLVCN 0.027
Sequence 211 LVCNYSPAG 0.011
Sequence 223 GEEPYKEGR 0.958 *Y*
Sequence 240 ASTKYPHLC 0.451
Sequence 264 QIFSYQILF 0.015
Sequence 269 QILFYLTKI 0.007
Sequence 274 LTKIY---- 0.019

A

ez

Explain the output. Go back.

http:/Amew.cbs.ctu.dicgi-biniwebface?2 fcgi ?jobi d=5A85A826000022AB763E43648wait=20



15/02/2018 Prediction result for job No:9430

GlYCOEP: Prediction of Glycosylation site Result

[ _iewe s [ copeace [ zean [ e Jacnay]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq Length = 274
Potential O-Linked Glycosylated Sites:

MVQYCSLEVGLLASI VFLESMYVLVRPGPRPKIGEDSLREVRESCKN PSKOF IGLKNINEKDKQLLLNKHNKY REKVARGKE PPQPKAENMI LLTWD SDAA

LOAKAWASGCDYGHNNPEIKKTKKPMGONI Y MESSTENGGLEKTFEKY I PEMVEGWYDEVELY TFGDAFSVEKIGHFIQIVWENTTKVGCGY VY FKERTD

YQWFRGYLVCNY SPAGNMEGEEPYKEGRGICIGNLVASTKY PHLCQKKKETI ITKKLGLFKQIFSYQILFYLIKIY

Position Residue Score Prediction

3 S -0.35121235 Non-glycosylated
14 s -0.42597413 Non-glycosylated
19 S -0.36217842 Non-glycosylated
20 s -0.38147348 Non-glycosylated
32 I -0.16774317 Non-glycosylated
34 s -0.1608282¢6 Non-glycosylated
36 s —-0.478%3778 Non-glycosylated
4z s -0.41723%07 Non-glycosylated
a3 S -0.15033922 Non-glycosylated
48 s -0.54113561 Non-glycosylated
94 I -0.2924931 Non-glycosylated
97 s -0.3614465%4 Non-glycosylated
108 s -0.19629973 Non-glycosylated
122 I -0.035284295 Non-glycosylated
134 s -0.34379481 Non-glycosylated
135 s -0.40488931 Non-glycosylated
136 T 0.0092627823 Potential Glyceosylated
144 T -0.2732979% Non-glycosylated
164 I -0.24639116 Non-glycosylated
170 s -0.34840339 Non-glycosylated
173 T -0.071098535 Non-glycosylated
177 T 0.071413557 Potential Glycosylated

hitp:/fer dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/glyechk? ob=94308tim=30
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15/02/2018
184

185

198

212

229

231

237

238

263

271

(=]

=]

[

m H K H

=]

-0.18517504

-0.049371419

-0.17514647

-0.37011514

0.086100368

-0.0841513%06

-0.26323322

0.069356901

-0.51006681

-0.0024960576

Prediction result for job No:9430
Non-glycosylated

Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated

Non-glycosylated

B b e T S

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?j ob=94308tim=30
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15/02/2018 Prediction result for job No:9327

GlYCOEPZ Prediction of Glycosylation site Result

Il Home " Submit " Contact " Team " Help |lraghaval]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq Length = 274

Potential N-Linked Glycosylated Sites:

MVQYCSLEVGLLASIVFLSSMVLVRPGPRPKTGSDSLREVRSSCKNPSKQF IGLKNINEKDKQ LLLNKHNKY REKVAAGKEPPQPKAENMILLTWDSDAA
LQAKAWASGCDYGHNNPEIKKTKKPMGONIYMKSSTENGGLEKTFKKY IPEMVKGWY DEVKLY TFGDAF SVKTGHFTQIVWKNTTKVGCGYVYFKERTD

YOWFRGY LVCNY SPAGNMEGEE PYKEGRGTC TGNLVASTKY PHLCOKKKEI IIKKLGLFKQIF SYQILFYLTKIY

Position Residue Score Prediction

46 NPS 0.15730083 Potential Glycosylated
56 NIN -1.2037684 Non-glycosylated

58 NEK -1.0031091 Non-glycosylated

67 NKH -1.2246447 Non-glycosylated

70 NKY -1.114739 Non-glycosylated

89 NMT -0.88897018 Non-glycosylated

115 NNP -1.3148763 Non-glycosylated

116 NPE -1.0569399 Non-glycosylated

129 NIY -0.97918589 Non-glycosylated

138 NGG -1.1314634 Non-glycosylated

183 NTT 0.95672177 Potential Glycosylated
210 NYS 0.84934248 Potential Glycosylated
216 NME -1.1617924 Non-glycosylated

233 NLV -1.093%288 Non-glycosylated

Sk ok ko ko ko ok ko ok ok ok ko kb ok ko ok ok

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?j ob=93278tim=15 1M
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15/02/2018

GlYCOEPZ Prediction of

Prediction result for job No:7591

Glycosylation site Result

Il Home " Submit

" Contact

" Team " Help |lraghaval]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq Length = 274

Potential C-Linked Glycosylated Sites:

MVQYCSLEVGLLASIVFLSSMVLVRPGPRPKTGSDSLREVRSSCKNPSKQF IGLKNINEKDKQLLLNKHNKY REKVAAGK EPPQPKAENMILLTWDSDAA

LQAKAWASGCDYGHNNPEIKKTKKPMGONIYMKSSTENGGLEKTFKKY IPEMVKGWY DEVKLY TFGDAF SVKTGHFTQIVWKNTTKVGCGYVYFKERTD

YOWFRGY LVCNY SPAGNMEGEEPYKEGRGTC TGNLVASTKY PHLCOKKKEI IIKKLGLFKQIF SYQILFYLTKIY

Position Residue Score Prediction
95 w -0.65470521 Non-glycosylated
106 w -0.67995485 Non-glycosylated
156 W -0.82539719 Non-glycosylated
181 w -0.65605374 Non-glycosylated
202 W -0.68391209 Non-glycosylated

B R R R R R T T T e

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?job=7591
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AR08

CBS

HHgLf-version

BepiPred 10b Serer - prediction resulEe

BepiPred 1.0b Server - prediction results

Technical University of Denmark

2

fifsource—-ver=sion bepipred-1.0h
figdate 2015-02-15
##Type Protein Sequence

##Protein 3egquence cat seq.l.fsa

HEMVOVCELEVGLLAS IVFLESMVLVREPGPRPETGS DS LREVRESSCENP SKQF IGLFEN INEKD EQLLLNEHNEYREEVAAGE
HHEPPOPEAENMILLTUDSDAALQAKAVASGCDYGHNNPE IKETEKPHGON IVHES S TENGGLEKTFKKY IPENVEGUYDEV
HEELVYTFGDAFSVETGHF T IV TTEN GGV TFEERTD TOWF RGYLVCH Y SPAGHNEGEEF YEEGRGTC TGLVAS TEY
HAPHLCQEKKEITIIKKLGLFEQIFSTQILFYLTEIY

#fiend-Frotein

# segname Source feature start end score N/SA ?
.

Sequence bepipred-1.0b epitope 1 1 -1.216 H|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope z 2 -0.9885 V.
Sequence bepipred-1.0b epitope 3 3 -1.287 Q.
Sequence bepipred-1.0b epitope 4 4 -0.930 Tl .
Sequence bepipred-1.0b epitope 5 5 -1.068 cl.
Sequence bepipred-1.0b epitope G 6 -0.877 3.
Seguence bepipred-1.0b epitope 7 7 -1.007% L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope =] g -1.z207 E|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope =] 9 -1.198 V.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 10 10 -1.093 G| .
Sequence bepipred-1.0b epitope 11 11 -1.3897 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 1z 1z -1.33¢6 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 13 13 -1.5841 L.
Seguence bepipred-1.0b epitope 14 14 -1.975 3.
Sequence bepipred-1.0b epitope 15 15 -1.988 I
SJequence bepipred-1.0kb epitope 16 16 -1.870 V.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 17 17 -1.830 F|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 15 15 -1.758 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 15 19 -2.168 3.
Sequence bepipred-1.0b epitope 20 20 -2.011 3.
Sequence bepipred-1.0b epitope 21 21 -1.838 H|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 2z 22 -1.0z2Z8 V.
SJequence bepipred-1.0kb epitope Z3 23 -0.381 L|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 4 24 -0.001 V.
Sequence bepipred-1.0b epitope Z5 25 0.311 E|.
Sequence bepipred-1.0b epitope Z6 26 0.782 F|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 27 27 1.297 G| E
Sequence bepipred-1.0b epitope 28 28 1.991 P|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 29 29 2.346 R|E
SJequence bepipred-1.0kb epitope 30 30 2.497 P|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 31 31 2.517 KE|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 32 32 Z.304 TIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 33 33 i1.7zz2 G| E
Sequence bepipred-1.0b epitope 34 34 1.409 S|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 35 35 1.z201 DIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 36 36 0.543 S|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 37 37 0.647 L|E
Sequence kbepipred-1.0k epitope 38 358 0.463 RIE

it pidrunmn cbe . dtu.duicg  binfwebf ace2 fegi obid= SAR5AEF ADONNE2ABF 2C ZBG2D Spait=20
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15/02/2018 BepiPred 1.0b Server - prediction results

Seguence bepipred-1.0b epitope 39 39 0.295 . . E|

Sequence bepipred-1.0b epitope 40 40 0.047 . . V.
Seguence bepipred-1.0b epitope 41 41 0.106 . . R .
Sequence bepipred-1.0b epitope 42 42 0.507 . . SIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 43 43 0.683 . . S|E
Seguence bepipred-1.0b epitope 44 44 0.913 . . ClIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 45 45 1.220 . . KIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 46 46 1.177 . . N|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 47 47 0.889 . . PIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 48 48 0.521 . . SIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 49 49 0.513 . . KIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 50 50 0.084 . . Ql .
Seguence bepipred-1.0b epitope 51 51 =-0.056 . . Fl

Seguence bepipred-1.0b epitope 52 52 -0.182 . . T

Seguence bepipred-1.0b epitope 53 53 -0.629 . . G|

Seguence bepipred-1.0b epitope 54 54 -0.688 . . L.
Seguence bepipred-1.0b epitope 55 55 -0.554 . . K|

Sequence bepipred-1.0b epitope 56 56 -0.118 . . N|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 57 57 0.442 . . IIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 58 58 0.548 . . NIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 59 59 0.845 . . E|IE
Seguence bepipred-1.0b epitope 60 60 0.420 . . KIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 61 61 0.006 . . DI

Seguence bepipred-1.0b epitope 62 62 -0.193 . . K|

Seguence bepipred-1.0b epitope 63 63 -0.316 . . Ql .
Seguence bepipred-1.0b epitope 64 64 -0.431 . . L.
Seguence bepipred-1.0b epitope 65 65 -0.561 . . L.
Sequence bepipred-1.0b epitope 66 66 -0.712 . . L.
Sequence bepipred-1.0b epitope 67 67 -0.737 . . N .
Seguence bepipred-1.0b epitope 68 68 -0.815 . . K|

Sequence bepipred-1.0b epitope 69 69 -0.371 . . HI.
Sequence bepipred-1.0b epitope 70 70 0.098 . . N .
Sequence bepipred-1.0b epitope 71 71 0.556 . . KIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 72 72 0.461 . . YIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 73 73 0.432 . . RIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 74 74 0.416 . . EIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 75 75 0.493 . . KIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 76 76 0.706 . . VIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 77 77 1.166 . . AlE
Sequence bepipred-1.0b epitope 78 78 1.365 . . AlE
Sequence bepipred-1.0b epitope 79 79 1.635 . . G|E
Seguence bepipred-1.0b epitope 80 80 1.990 . . KIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 81 81 2.346 . . EIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 82 82 2.578 . . PIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 83 83 2.712 . . PIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 84 84 2.666 . . QIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 85 85 2.451 . . PIE
Seguence bepipred-1.0b epitope 86 86 1.802 . . KIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 87 87 1.137 . . AlE
Seguence bepipred-1.0b epitope 88 88 0.340 . . E|

Sequence bepipred-1.0b epitope 89 89 -0.469 . . N|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 90 90 -0.722 . . M| .
Seguence bepipred-1.0b epitope 91 91 -1.184 . . T

Sequence bepipred-1.0b epitope 92 92 -1.068 . . L.
Sequence bepipred-1.0b epitope 93 93 -1.007 . . L.
Sequence bepipred-1.0b epitope 94 94 -0.783 . . T|

Seguence bepipred-1.0b epitope 95 95 -0.538 . . Wl .
Seguence bepipred-1.0b epitope 96 96 -0.132 . . DI

Sequence bepipred-1.0b epitope 97 97 0.063 . . S|

Seguence bepipred-1.0b epitope 98 98 0.519 . . DIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 99 99 0.489 . . AIE

http:/Awvww.cbs dtu.dk/cgi-binAwebface2 fegi ?jobid=5A85A8F AOO0022ABF 8C 2B63D 8wait=20
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Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.

BepiPred 1.0b Server - prediction results

Ob
Ob
Ob
Ob
0b
Ob
Ob
0b
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob
0b
Ob
Ob
Ob
Ob
Ob

epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
epitope
ep

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

FRERERPRPRRPRPRPRPRPRPROO0O0O0O0O0O0O0O0OOCO

.836
.590
.215
.002
.094
.216
. 459
.582
. 497
.501
.525
L9717
.1le4
.185
.293
.189
.076
.248
.229
.398
.282
L1398

AIE
LIE
Ql.
Al.
K.
Al.
WIE
A|E
SIE
GIE
ClE
DIE
YIE
GIE
HIE
NIE
NIE
PIE
EIE
I|E
KIE
KIE
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ANEXO 3: Andlise in silico da sequéncia aminoacidica de triabina

TH0XA018 SignalP 4.1 Server - prediciion results
SignalP 4.1 Server - prediction results
e Technical University of Denmark

# SignalP-4.1 euk predictions

>Sequence
SignalP-4 1 prediction (euk networks): Sequence
Cscore ——
1.0 ¢ Sscore ——— T
ML\ Yoscare
0.8 1
0.6 1
@ 4
3
wn 04 1
02+ 1
oo [T ‘ U
MI1IAYT FLGLLGHT FAAAVT TAPPSMPT ECL EL KGD | MSH F KA NQFFT GDWY LT HARNP KH PT LCQKY
0 10 20 30 40 50 50 70
Pasition
# Measure Position Value cutoff signal peptide?
max. C 13 0.703
max. ¥ 15 0.817
max. 3 11 0.976
mean 3 1-17 0.95z
D 1-17 0.590 0.450 ¥ES
Hame=3egquence SP='YE3' Cleavage site between pos. 17 and 18: TFA-AL D=0.850 D-cutoff=0.450 Networks=3ignalP-noTH
# data

# :

Signal peptides: 1
# progessed fasta entries
# wff file of procgessed entries

Please cite:
SignalFP 4.0:
Petersen TH.,
Nature Methods,

discriminating signal peptides from transmerbrane regions
EBrunak 5., won Heijne G. & Nielsen H.
8:785-756, 2011

Explain the output. Go back.

it/ Aweai.ChS dtu dkCg i-hinfwebface2 fogi?) o d=5A8244 860000224 CF YESABDD Swat=20 141
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AS0A01E TargetP 1.1 Serwer - prediction resulEe

TargetP 1.1 Server - prediction results

e Technical University of Denmark

### targetp vl.1 prediction results {HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHBHEHEHE
Humber of gquery segquences: 1

Cleavage site predictions not included.
Using HOH-PLAHT networks.

Hame Len mIP EF other Loc ERC
Segquence 130 0.028 0.964 0D.049 s 1
cutoff 0.000 O0.000 O.000

Explain the output. Go back.

it pfdrunmn cbs dtu.dicg F binfuebf ace? feqi obid= SA5AF 0000 A CETIOBE 38 mai =20 h
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AS0A01E SecretomeP 20a Server - prediction results

SecretomeP 2.0a Server - prediction results

e Technical University of Denmark

Mon-classically secreted protemns should obtan an MNMN-score / SecP
score exceeding the threshold, but not at the same tune be predicted to
contain a signal peptide.

The recommended thresholds are 0.5 for bacterial sequences and 0.6 for
marnmalian sequences.

Network 1 Network Z Network 3 J3ecP score

Sequence nate

0.9z4072 0.9596951 0.873139 0.931387

Explain the output. Go back.

it pfdunmn cbs dtu.dicg  binfmebf aceZ fegi obid= SA5AGC FOOOOETEF QAT BEOF Afanait= 20

Sequence

U1
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1amama

CBS

180 Seguence

MIIIAVTFLGLLGHTFALAVTTAPPIMPTECLELEGD INSNF KANQF FTGDUWYLTHARNPEHF TLCOKYQAKPNLHLTFI

GNDGEDVTCOG AV SGKEGF Y 3FECTTTIGOSF TAFMVVVE TD Y DN Y ALLYRCGLYGTSTTPEDNFLLFNRESSGEIFTE
LEAKLIQLDLNTSLTELGCT

NetPhos 2.0 Server - prediction results

MetPbos 2.0 Serer - preddion resuts

Technical University of Denmark

Phosphorylation sites predicted: Ser
Serine predictions

Warne Pos Context Soore Pred

W
Sequence 26 TAPPSMPTE 0.757 *3+
Sequence 40 GDIMSNFEA 0.005
Sequence a5 GAEVSGKEG 0.9393 *3+
Sequence 10z EGFYSFECT 0.877 #35%
Sequence 109 CTTTSGQSF 0.019
Sequence 11z TIGOSFTSF  0.573  +5%
Sequence 115 QIFTSFMVY  0.024
Sequence 139 LYGTSTTPE 0O.102
Zequence 153 FNEES3GEI 0.958 #3%
Zequence 154 WRE33IGEIF 0.995 #3*
Sequence 166 ERKLSQLDL 0.659 3%
Sequence 173 DLWTSLTEL 0O.023

~

Threonine predictions

Name Fos Context doore Pred

W
SJequence 7 ITAVTFLGL 0.015
Sequence 15 LLGHTFAZR 0O.007
Sequence 21 LAAVTTAPP 0.163
Sequence 22 LAVTTAPPS 0.304
Sequence 29 PSMPTECLE 0.469
Segquence 49 NOQFFTGDWY 0,057
Sequence 55 DWYLTHARM 0.255
Sequence 651 PEHPTLCOE 0O.444
Sedquence 78 NLHLTFMNGN 0O.024
Sequence 88 GEDVTCQGA 0.029
Sequence 106 SFECTTTSG 0.128
Sequence 107 FECTTT3G2 0.115
Sequence 108 ECTTT3GOS 0.455
Sequence 114 GOIFTSFMY  0.065
Sequence 122 VUJETDYDN 0.272
Sequence 1358 GLYGTSTTE 0.045
Iequence 140 ¥TGTITTPED 0.591 *T*
Iequence 141 GTSTTPELN 0.5939 *T*
Sequence 159 GEIPTELELZ 0O.161
Sequence 172 LOLWNTSLTE 0.011
Sequence 175 NTSLTELSC 0O.060

hittp dfwarenackrz o clkocoi - nvebiace fon i Fjobid=0A00A7 F 0000 Z2AE S0ET Ba08 vait= 20

j=1a]
160
Z40
j=1a]
160
Z40

12
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NetPhos 2.0 Server - prediction results

Sequence 180 KLGCT---- 0.013

~

Tyrosine predictions

Name Pos Context Score Pred

\'4
Sequence 53 TGDWYLTHA 0.596 *Y*
Sequence 69 LCOKYQAKP 0.280
Sequence 101 KEGFYSFEC 0.484
Sequence 124 VETDYDNYA 0.986 *Yv*
Sequence 127 DYDNYALLY 0.483
Sequence 131 YALLYRCGL 0.033
Sequence 136 RCGLYGTST 0.497

~
e

Explain the output. Go back.

http:/Amew.cbs.ctu.dicgi-biniwebface?2 fcgi ?jobi d=5A85ATF 7000022AE9087B9A0Swait= 20

104



15/02/2018

GlYCOEP: Prediction of Glycosylation site Result

Prediction result for job No:2850

[ _iewe s [ copeace [ zean [ e Jacnay]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq

Length

180

Potential O-Linked Glycosylated Sites:

MITIAVIFLGLLGHTFAAAVTITAPPSMPTECLELKGDIMEN FKANQF FTGDWY LTHARN PKHPILCQKY QAKPNLHLTFNGNDGKDVICQGAKYSGKEGE

YSFECTTTSGOSFTS FMVVVETDYDNYALLY RCGLYGTSTTPEDNFL LENRKSSGET PTELKAKLSQLOLNTSLTKLGCT

Residue Score

15

21

22

26

29

40

a9

55

64

78

88

EE]

102

106

107

108

109

112

114

115

1zz

138

]

| T - B T = B |

£}

(5]

[T I ]

5]

H ok Bk e |3

1

0.10429186

0.16685669

0.62485171

0.50407931

-0.1327834¢

0.16489886

-0.41414825

—-0.1551752%9

-0.060148286

-0.24748013

—0.14632278

-0.21255386

-0.27153884

-0.022758143

0.2011085

0.055546572

0.28926134

—0.15084547

—-0.138%8417

0.30645938

~-0.1087074

-0.27567473

-0.19377289

Potential Glycosylated
Potential Glycosylated
Potential Glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Potential Glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated

Non-glycosylated

http://er dd.osdd.net/cgibin/glycoep/gl yechk?job=2890
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139

140

141

153

154

159

166

172

173

175

180

HoL3

[

1= [} 1 L] =]

X

o

-0.1594064

-0.23449281

-0.16326666

|
o

.35155779

-0.194239%4

o

.18369574

-0.198510783

0.0014217644

-0.23446846

0.18477158

0.25607146

Prediction result for job No:2890
Non-glycosylated

Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated
Non-glycosylated
Potential Glycosylated

Potential Glycosylated

S s e RS R RS T

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?job=2890
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15/02/2018 Prediction result for job No:2876

GlYCOEPZ Prediction of Glycosylation site Result

Il Home " Submit " Contact " Team " Help |lraghaval]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq Length = 180
Potential N-Linked Glycosylated Sites:
MIIIAVTFLGLLGHTFAAAVTTAPPSMPTEC LELKGDIMSNFKANQF FTGDWYLTHARNPKHPTLCOKY QAKPNLHLTFNGNDGKDVTCQGAKVSGKEGE

YSFECTTTSGQSFTSFMVVVETDYDNYALLYRCGLYGTSTTPEDNFLLFNRKSSGEI PTELKAKLSQLDLNTSLTKLGCT

Position Residue Score Prediction

41 NFK -1.1873368 Non-glycosylated
45 NOQF -1.0498752 Non-glycosylated
5% NPK -1.2200828 Non-glycosylated
74 NLH -1.1410209 Non-glycosylated
80 NGN -0.759101%4 Non-glycosylated
82 NDG -1.1185516 Non-glycosylated
126 NYA -1.0534919 Non-glycosylated
145 NFL -1.1525011 Non-glycosylated
150 NRK -0.86311821 Non-glycosylated
171 NTS 0.95366549 Potential Glycosylated

B e b =

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?job=2876 1M
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15/02/2018 Prediction result for job No:6181

GlYCOEPZ Prediction of Glycosylation site Result

Il Home " Submit " Contact " Team " Help |lraghaval]

No of sequences=1

Threshold Selected: 0.0

>seq Length = 180
Potential C-Linked Glycosylated Sites:
MIIIAVTFLGLLGHTFAAAVTTAPPSMPTEC LELKGDIMSNFKANQF FTGDWY LTHARNPKHPTLCOKY QAKPNLHLTFNGNDGKDVTCQGAKVSGKEGE

YSFECTTTSGQRSEFTSFMVVVETDYDNYALLYRCGLYGTSTTPEDNFLLFNRKSSGEI PTELKAKLSQLDLNTSLTKLGCT

Position Residue Score Prediction

52

1=

-0.70965514 Non-glycosylated

F A AR A AR R A EFF R A AR A AR E AR F A F A A FFE

http:/fcr dd.osdd.net/cgibin/g lycoep/gl yechk?job=61818tim=30 1M

108



AR08

CBS

HHgLf-version

BepiPred 10b Serer - prediction resulEe

BepiPred 1.0b Server - prediction results

Technical University of Denmark

2

fifsource—-ver=sion bepipred-1.0h
figdate 2015-02-15
##Type Protein Sequence

##Protein 3egquence cat seq.l.fsa

HENITIAVTFLGLLGHTF ALAVTTAPP SMPTECLELEGD IMSNFEANQFF TGD WYL THARNPEHP TLCQEYQAKPNLHL TFN

HEGNDGEDVTCOGARKVSGKEGF YSFEC TTTSGOSF TS F VWV VETD VDN YALLYRCGLYG TS TTPEDNFLLFNRESSGEIFPTE

HHLEAKLSOLDLNTSLTELGCT

##end-Frotein

# segname source feature start end score NSA 2
.

Seguence bepipred-1.0b epitope 1 1 -z2.699 H|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 2 2 -—-2.558 I
SJequence bepipred-1.0kb epitope 3 3 -2.229 I|
SJequence bepipred-1.0kb epitope 4 4 -Z2.289 I|
Sequence bepipred-1.0b epitope 5 5 -=Z.366 L.
Sequence bepipred-1.0b epitope G 6 =Z.130 .
Sequence bepipred-1.0b epitope 7 7T -2.113 T .
Seguence bepipred-1.0b epitope =] 8 -2.000 F|.
Sequence bepipred-1.0b epitope =] 9 -1.813 L|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 10 10 -1.545 G| .
SJequence bepipred-1.0kb epitope 11 11 -1.249 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 1z 1z -1.452 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 13 13 -1.150 =) .
Sequence bepipred-1.0b epitope 14 14 -0.865 H| .
Seguence bepipred-1.0b epitope 15 15 -0.763 T| .
Sequence bepipred-1.0b epitope 16 16 -0.524 F|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 17 17 -0.151 Ll.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 15 15 o.0z26 Ll.
Sequence bepipred-1.0b epitope 15 1a 0.315 L.
Sequence bepipred-1.0b epitope z0 20 0.433 VIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 21 21 0.947 TIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 2z 22 1.345 TIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 23 23 1.483 L|E
SJequence bepipred-1.0kb epitope 4 24 1.603 P|E
SJequence bepipred-1.0kb epitope Z5 25 1.79z2 P|E
Sequence bepipred-1.0b epitope Z6 26 1.547 3| E
Sequence bepipred-1.0b epitope 27 27 1.5585 H|E
Sequence bepipred-1.0b epitope 28 28 0.982 F|IE
Sequence bepipred-1.0b epitope 29 29 0.690 TIE
Sequence bepipred-1.0b epitope 30 30 0.208 E|.
SJequence bepipred-1.0kb epitope 31 31 -0.050 [
Sequence bepipred-1.0b epitope 3z 32 -0.070 L|
Sequence bepipred-1.0b epitope 33 33 -0.040 E|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 34 34 -0.342 L|.
Sequence bepipred-1.0b epitope 35 35 -0.644 K| .
Sequence bepipred-1.0b epitope 36 36 -0.587 G .
Sequence bepipred-1.0b epitope 37 37 -0.168 Dl.
Sequence bepipred-1.0b epitope 38 38 -0.358 I
Sequence kbepipred-1.0k epitope 39 39 0.003 H|.

it pfdrunmn cbs dtu.duicg  binfwebf ace? fegi obid= 5A5A8D DOODOE0AF 7180 20 EF Zanait=20
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Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

http:/Awvww.cbs dtu.dk/cgi-binfwebface2 fegi ?jobi d=5A85A8D 0000039AF 718D 2DE7 &wait=20

bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
bepipred-1.
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ANEXO 4: Proteinas identificadas por espectrometria de massa referente as bandas 4, 5 e 6 da zimografia

Rn4

Protein Protei Accession - Coverag #Pept P Ma Description
2 1 R4G408|R4G408 RHOPR 24 44 37 Y 8 Aconitate hydratase mitochondrial OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
3 2 R4FMH8|R4FMH8_RHOPR 24 39 40 [ 8 Putative hsp90 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
1 4 T1HUO8|T1HUO8_RHOPR 24 43 45 ¢ 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
4 6 R4G483|R4G483_RHOPR 21 35 31 [ 6 Putative radixin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
6 5 T1HDKS5|T1IHDK5_RHOPR 20 22 25 Y 9 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
5 3 T11111|T11111_RHOPR 20 31 21 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
9 32 Q26239INP1_RHOPR 20 48 15 6 Y 2 Nitrophorin-1 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
13 8 T1HX75|T1IHX75_RHOPR 19 26 20 Y 9 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
23 9 T11044|T11044_RHOPR 18 22 15 1Y 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P! Sv=1
14 10 T1HB40|T1HB40_RHOPR 18 19 20 1Y 9 Aconitate hydratase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
15 13 T1HSA9|TIHSA9_RHOPR 18 26 16 1Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
12 16 T1HFPY|T1IHFP9_RHOPR 18 27 22 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
16 11 R4FQ90|R4FQ90_RHOPR 18 42 14 1Y 4 Putative actin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
7 45 T1H7P5|T1H7P5_RHOPR 18 52 13 3 Y 2 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
7 46 Q94734|NP4_RHOPR 18 51 13 3 Y 2 Nitrophorin-4 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
20 15 T1H8H9|T1H8H9_RHOPR 17 26 15 1Y 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
22 14 B8LJ43|B8LI43_RHOPR 17 26 16 1Y 7 Transferrin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
22 12 R4G8W6|R4G8W6E_RHOPR 17 27 16 1Y 7 Putative transferrin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
26 63 Q7YT15|Q7YT15_RHOPR 17 40 11 5 Y 2 Nitrophorin 4A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
8 33 R4FPG4|R4FPG4_RHOPR 17 58 16 1Y 1 Putative salivary platelet aggregation inhibitor 1 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
8 34 Q94731|Q94731_RHOPR 17 58 16 1Y 1 Salivary platelet aggregation inhibitor 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
24 18 T1HKY3|T1HKY3_RHOPR 17 18 14 1Y 10 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
28 25 T1HRT1TIHRT1_RHOPR 17 20 11 1Y 6 Uncharacterized protein O hodnius prolixus P S
40 70 T1HZP3|T1HZP3_RHOPR 16 29 9 9 Y 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P! Sv=1
40 71 Q95041|Q95041_RHOPR 16 29 9 9 Y 3 Salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=2
25 17 T1HE95|TIHE95_RHOPR 16 20 14 1Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
27 20 T1HZUS5|T1HZU5_RHOPR 16 11 12 1Y 13 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
34 30 T1HFS7|T1HFS7_RHOPR 15 17 11 1Y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
37 29 AOAODAWUY9JAOAODAWUY9_RH 15 14 10 1Y 8 Relish OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
39 26 T11B60|T1IB60_RHOPR 15 30 10 1Y 4 Flavin-containing monooxygenase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
21 31 T1HRS2|T1IHRS2_RHOPR 15 18 15 1Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
29 37 T11B40|T11B40_RHOPR 15 6 10 1Y 20 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
29 38 R4G3Y1|R4G3Y1_RHOPR 15 6 10 1Y 20 Putative vitellogenin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
43 47 T1HW22|T1IHW22_RHOPR 14 12 9 5 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
32 35 T1IBW5|T1IBW5_RHOPR 14 17 11 1Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
47 61 T11625|T11625_RHOPR 14 10 7 7 Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
46 56 T1HW62|TIHW62_RHOPR 14 11 8 4 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
46 57 AOA1B2G381|A0A1B2G381_RHO 14 11 8 4 N 8 Phenol oxidase 2 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
33 48 T1IFN4|T1IFN4_RHOPR 14 16 10 7 N 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
57 67 R4G4X2|R4G4X2_RHOPR 13 11 6 6 Y 6 Putative aicar transfor p ylglyoxal synthase OS=Rhodnius prolixus PE=2
41 49 T1IBT2|T1IBT2_RHOPR 13 14 10 1Y 7 Glycogen [starch] synthase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
52 58 T1HI54[T1HI54_RHOPR 13 12 7 7Y 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
17 68 T1I9F9|T1I9F9_RHOPR 13 13 13 1Y 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=:
60 75 T11B95|T1IB95_RHOPR 13 29 5 5 Y 2 Flavin-containing monooxygenase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
30 59 T1H7Y9|T1H7Y9_RHOPR 13 15 10 1Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
50 69 T1HB68|T1HB68_RHOPR 13 10 6 6 Y 7 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
45 73 Q26241|NP2_RHOPR 13 39 7 4 Y 2 Nitrophorin-2 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
68 84 T1HAC7|T1IHAC7_RHOPR 13 9 5 5 Y 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
70 81 T1HBM4|T1IHBM4_RHOPR 12 12 5 5 Y 4 Uncharacterized protein O hodnius prolixus P| S
36 51 T1I7V8|T117V8_RHOPR 12 12 9 6 Y 7 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P! Sv=1
36 52 AOA1B2G385|A0A1B2G385_RHO 12 12 9 6 Y 8 Phenol oxidase 1 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
59 72 T1HA59|T1IHA59_RHOPR 12 29 6 6 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
49 85 T111C5|T111C5_RHOPR 12 20 7 7 N 2 Metalloendopeptidase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
44 64 R4G8S8|R4G8S8_RHOPR 12 14 7 6 Y 5 Elongation factor 1-alpha OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
73 1  QB86PT9|Q86PT9_RHOPR 12 17 5 3 N 2 Biogenic amine-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
73 1 R4FLH5|R4FLH5_RHOPR 12 17 5 3 N 2 Putative biogenic amine-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
48 60 T1I3Q3|T1I3Q3_RHOPR 12 12 7 7 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
64 80 T114U6|T114U6_RHOPR 12 30 5 5 Y 1 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
54 62 R4FNJO|R4FNJO_RHOPR 12 13 7 7 N 6 Putative xaa-pro aminopeptidase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
58 82 R4G5M1|R4G5M1_RHOPR 1 10 6 3 Y 7 Putative hsp70 family member (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
58 83 T1HJT8|T1IHIT8_RHOPR 1 10 6 3 Y 7 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
66 1 R4FPW7|R4FPW7_RHOPR 1 18 6 4 Y 2 Putative nitrophorin 1a 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
66 1  Q7YT11|Q7YT11l_RHOPR 11 18 6 4 Y 2 Nitrophorin 1A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
51 74 T1HFJ2|T1IHFJ2_RHOPR 11 12 5 5 Y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
61 65 R4FP55|R4FP55_RHOPR 11 26 6 6 Y 2 Putative antigen-5-like protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
71 90 R4G393|R4G393_RHOPR 11 12 5 5 Y 5 Carboxylic ester hydrolase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1



71 91 T1H8Y3|T1H8Y3_RHOPR 11 9 5 5 Y 6 Carboxylic ester hydrolase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
62 78 T1HIL3|T1HIL3_RHOPR 1 6 6 6 Y 11 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
62 79 Q26240|INOS_RHOPR 11 5 6 6 Y 13 Nitric oxide synthase_ salivary gland OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
38 1  Q7YSZ8|Q7YSZ8_RHOPR 11 39 5 5 Y 1 GE-rich protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
53 87 = R4G7Q1|R4G7Q1_RHOPR 11 16 5 5 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
56 92 T1IE11|T1IE11_RHOPR 10 5 6 6 N 11 Uncharacterized protein O hodnius prolixus P S
75 95 T1HHF3|T1IHHF3_RHOPR 10 34 5 3 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
82 1 R4G5Z8|R4G5Z28_RHOPR 10 21 4 4 N 1 Putative biogenic amine-binding protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
82 1  TIHTC8|TIHTC8_RHOPR 10 18 4 4 N 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
79 1 R4G4C9|R4G4C9_RHOPR 10 10 4 4 Y 5 Homogentisate 1_2-dioxygenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
91 99 T1HEA8|TIHEA8_RHOPR 10 8 4 4 N 5 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
85 1  T1I8C2|T1I8C2_RHOPR 10 8 4 4 Y 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
72 93 T1HQVI|TIHQV9_RHOPR 10 9 5 5 Y 7 Protein-serine/threonine kinase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
78 97 T1HVV8|T1HVV8_RHOPR 10 10 5 5 Y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
63 7 T1HG38|T1HG38_RHOPR 10 7 6 6 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
92 1  T1HHZ9|T1HHZ9_RHOPR 9 8 4 4 N 4 Tubulin alpha chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
92 1 T1HWF2|TIHWF2_RHOPR 9 8 4 4 N 4 Tubulin alpha chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
92 1 R4G8S7|R4G8S7_RHOPR 9 8 4 4 N 4 Tubulin alpha chain 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
92 1 R4FNLO|R4FNLO_RHOPR 9 8 4 4 N 4 Tubulin alpha chain 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
65 89 R4FN70|R4FN70_RHOPR 9 30 5 2 Y 1 Putative lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
80 1  TI1HYN4|T1HYN4_RHOPR 9 10 4 4 Y 5 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
80 1 R4FKF9|R4FKF9_RHOPR 9 10 4 4 Y 5 Putative aminopeptidase of the m17 family OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
74 88 R4G561|R4G561_RHOPR 9 7 5 5 N 7 Beta-galactosidase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
81 1  Q7YSZ2|Q7YSZ2_RHOPR 9 32 4 4 Y 1 Putative salivary protein mys1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
113 1  T11836|T11836_RHOPR 9 14 3 3 Y 2 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
69 96 T1HC49|T1HC49_RHOPR 9 10 4 4 Y 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
83 1 R4FQG8|R4FQG8_RHOPR 9 8 5 2 Y 7 Putative hsp70 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
115 1 R4G8M9|R4G8M9_RHOPR 9 15 3 2 Y 2 Putative nitrophorin 1-like OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
116 1  T1H812|T1H812_RHOPR 8 25 3 3 Y 1 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
116 1 R4FPQ1|R4FPQ1_RHOPR 8 20 3 3 Y 2 Putative triabin-like lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
112 1 T1HFV2|T1HFV2_RHOPR 8 11 3 2 N 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
86 1  TIHWY2ITIHWY2_RHOPR 8 7 4 4 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
101 1 TI1EG7|T1IEG7_RHOPR 8 4 3 3 Y 9 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
119 1 T1HVHY|T1IHVH9_RHOPR 8 6 3 3 N 5 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
120 1 R4G4D5|R4G4D5_RHOPR 8 6 3 3 Y 6 Putative thioredoxin reductase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
88 1 R4G8G8|R4G8G8_RHOPR 8 8 4 4 N 6 Putative v-atpase subunit a OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
114 1 R4G4V3|R4G4V3_RHOPR 8 8 3 3 Y 5 Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
122 1  T1l4G8|T114G8_RHOPR 8 5 3 3 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
87 98 T1I3X8|T1I3X8_RHOPR 8 5 4 4 Y 11 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
109 1  G1KOS0|G1KOSO_RHOPR 8 43 3 3 N 9 Ubiquitin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
109 1 R4G4B9|R4G4B9_RHOPR 8 27 3 3 N 1 Putative ribosomal protein 140 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
109 1  T17H5|[T1I7H5_RHOPR 8 12 3 3 N 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
109 1 R4G516|R4G516_RHOPR 8 6 3 3 N 6 Putative polyubiquitin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
102 1  T1I8D5|T118D5_RHOPR 8 12 3 3 Y 3 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
89 1 R7WR04|R7WR04_9NOCA 8 7 3 3 Y 5 Dehydrogenase OS=Rhodococcus rhodnii LMG 5362 GN=Rrhod_0877 PE=3 SV=1
137 1  T1H8F8|T1H8F8_RHOPR 7 12 2 2 Y 2 Uncharacterized protein O hodnius prolixus P! S
130 1 T11875|T11875_RHOPR 7 17 2 2 N 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
90 1 T118U8|T1I8U8_RHOPR 7 6 3 3 Y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
110 1 T1HM48|T1HM48_RHOPR 7 10 3 3 Y 4 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
131 1 T1HPM7|T1HPM7_RHOPR 7 3 2 2 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
123 1 T1HGP5|T1IHGP5_RHOPR 7 12 3 3 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
95 1  T1GL9|T1IGL9_RHOPR 7 4 4 3 Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
117 1 T11356|T1I1356_RHOPR 7 8 3 3 N 4 Uncharactenzed protein OS=| Rhodnlus prolixus PE=4 SV=1
106 1 T1HPWO|TIHPWO_RHOPR 7 4 2 2 N 6 ized protein (Frag ius prolixus PE=4 SV=1
118 1 R4FLF8|R4FLF8_RHOPR 6 21 3 3 Y 1 Putanve lipocalin ai-7 OS=| Rhodnlus prollxus PE=2SV=1
107 1 T1H9Q6|T1H9Q6_RHOPR 6 7 3 3 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
148 2 T1H876|T1H876_RHOPR 6 30 2 2 N 1 Histone H2A (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
148 2 R4FMP4|R4FMP4_RHOPR 6 30 2 2 N 1 Histone H2A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
139 1 R4G3N4|R4G3N4_RHOPR 6 9 2 2 N 3 Putative porphobilinogen synthase pbgs OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
140 1 R4FPS6|R4FPS6_RHOPR 6 21 2 2 Y i Putative lipocalin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
142 i R4G417|R4G417_RHOPR 6 13 2 2 N 2 Putative glutathione s-transferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
104 1 T1HML8|TIHML8_RHOPR 6 4 2 2 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
103 1 T1HRA3|T1IHRA3_RHOPR 6 5 3 3 Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
129 1  ADA1B2G383|A0A1B2G383_RHO 6 6 2 2 N 4 Fumarylacetoacetase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
129 1  R4GBA7|R4G8BA7_RHOPR 6 6 2 2 N 4 Putative fumarylacetoacetate hydrolase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
147 2 R4FQG1|R4FQG1_RHOPR 6 3 2 2 N 5 ATP synthase subunit alpha OS=Rhodnius prolixus P! =
132 1  T1HGLO|TIHGLO_RHOPR 6 3 2 2 N 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=:
108 1 R4G595|R4G595_RHOPR 5 15 3 3 Y 2 Putative nitrophorin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=:
108 1  Q6PQK2|NP7_RHOPR 5 15 3 3 Y 2 Nitrophorin-7 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
143 1 R4FL04|R4FLO4_RHOPR 5 6 2 2 N 5 Putative metallopeptidase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
145 2 TL3T6|TLI3T6_RHOPR 5 1 2 2 N 12 Alpha-1_4 glucan phosphorylase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
144 2 T1HXC8|T1IHXC8_RHOPR 4 4 2 2 N 6 Malic enzyme (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
128 1 R4G2M9|R4G2M9_RHOPR 4 5 2 2 N 5 Protein phosphatase 2a regulatory subunit a (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
128 1 T1H983|T1H983_RHOPR 4 3 2 2 N 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=2
150 2 T1IDX3|T1IDX3_RHOPR 4 7 2 2 Y 5 Uncharacterized protein (Fragment) 0S=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
127 1 T1HI19|T1HI19_RHOPR 4 3 2 2 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) 0S=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
134 2 T1HWC3|T1IHWC3_RHOPR 3 1 2 2 N 26 Spectrin beta chain OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1




Rn5

Protein Protei Accession - Coverag #Pept #Un P
T T TIHUOB[TIHU08_RHOPR 32 72 Y
3 6 B8LJ43|B8LI43_RHOPR 27 61 56 [
3 5 R4GBW6|RAGBWE_RHOPR 27 63 56 £y
2 12 TIHRT1[TIHRT1_RHOPR 26 61 56 £y
5 8 T1HJT8|T1HIT8_RHOPR 26 44 35 oy
5 7 R4G5M1|R4G5M1_RHOPR 26 45 35 zY
6 2 AOA1B2G385|A0A1B2G385_RH 26 52 39 [
4 4 R4G8G8|R4G8G8_RHOPR 25 55 36 [
9 1 TIHW62[T1IHW62_RHOPR 24 43 35 1Y
9 9 AOA1B2G381|A0A1B2G381_RH 24 42 35 1Y
11 10 TIHE95|T1HE95_RHOPR 24 46 31 [

8 14 TIHW22|T1IHW22_RHOPR 23 39 34 Y
10 16 TIHFRS5|T1HFR5_RHOPR 22 47 36 3 Y
13 15 T1HFR9[TIHFR9_RHOPR 22 42 31 5 Y
15 13 T1HDKS|TIHDK5_RHOPR 21 28 22 Y
21 17 T1IBWS5|T1IBW5_RHOPR 20 32 20 Y
25 30 R4FQG8|R4FQG8_RHOPR 20 23 15 8 Y

7 50 T1HZP3|T1HZP3_RHOPR 20 41 29 Y

7 51 Q95041|Q95041_RHOPR 20 41 29 Y
19 18 R4FNJO|R4FNJO_RHOPR 20 32 21 iy
16 22 T1HS98|T1HS98_RHOPR 20 29 20 Y
22 58 Q26239|NP1_RHOPR 20 49 16 5 Y
26 57 Q94734|NP4_RHOPR 19 52 14 2 Y
26 56 T1H7PS|T1H7P5_RHOPR 19 52 14 2 Y
23 25 TIHVV8|T1HVV8_RHOPR 19 27 15 1Y
12 49 TIHW12|TIHW12_RHOPR 18 41 17 1Y
32 31 T1HFJ2|T1HFJ2_RHOPR 18 27 15 1Y
28 26 R4GA4X2|R4GAX2_RHOPR 18 29 15 1Y
43 36 TIHFS7|TIHFS7_RHOPR 18 22 14 1Y
49 27 T1HV64|T1HV64_RHOPR 18 22 13 1Y
27 46 R4FPGA4|RAFPG4_RHOPR 18 54 13 1Y
27 47 Q94731|Q94731_RHOPR 18 54 13 1Y
40 24 T1H816|T1H816_RHOPR 17 29 14 1Y
20 28 TIHCA49|TIHC49_RHOPR 17 41 19 1Y
48 66 Q7YT15|Q7YT15_RHOPR 17 46 1 3 Y
30 40 T1HM48|T1HM48_RHOPR 17 33 1 1Y
42 29 T11111|T11111_RHOPR i6 21 13 iy
36 45 Q94733|NP3_RHOPR 16 49 10 7 Y
33 61 T1HM42|T1IHM42_RHOPR 16 46 10 9 Y
41 33 R4G5V5|R4G5V5_RHOPR i6 24 12 1Y
35 52 TIHFV2|TIHFV2_RHOPR 16 37 1 3 Y
31 32 T1I8C2|T1I8C2_RHOPR 16 24 13 1Y
38 35 T1HSH7|T1HSH7_RHOPR i6 20 13 iy
47 39 TLIBT2[TLIBT2_RHOPR 16 21 12 1Y
29 34 T11107|T11107_RHOPR 15 23 13 1Y
34 38 T1HKPO|T1IHKPO_RHOPR is 19 13 iy
52 42 TIHQAL|TIHQAL RHOPR 15 13 10 6 N
54 41 TIHMWO[TIHMW9_RHOPR 15 32 10 1Y
56 63 R4FNLO|R4FNLO_RHOPR 15 23 8 8 Y
56 62 T1HHZ9|T1HHZ9_RHOPR 15 23 8 8 Y
37 87 T1HUO7|T1IHUO7_RHOPR 15 44 9 9 Y
50 53 TIHAD6|TIHAD6_RHOPR 15 36 10 1Y
53 71 R4FP55|R4FP55_RHOPR 15 29 8 8 Y
62 48 TIHSA9[TIHSA9_RHOPR 14 16 9 9 Y
45 54 R4FQ90|R4FQ90_RHOPR ia 26 9 4 Y
72 88 TLIARS|TLIARS_RHOPR 14 13 7 6 Y
44 43 TIHEI4|TIHEI4_RHOPR 14 19 13 Y
55 44 T118U1T1I8U1_RHOPR i4 20 10 1y
93 T1IBYS|T1IB95_RHOPR 13 26 4 4 Y
60 92 R4GA4E6|R4GAES_RHOPR 13 34 7 2 Y
80 TIHFHS|T1HFH5_RHOPR i3 34 5 5 Y
39 86 TLI9F9|T1I9F9_RHOPR 12 12 9 9 Y
24 98 T1HZPO|T1HZPO_RHOPR 12 17 12 5 Y
24 99 R4FNJB|R4FNJI8_RHOPR 12 17 12 5 Y
85 T1I836|T11836_RHOPR 12 30 5 5 Y
46 55 R4FNS7|R4FNS7_RHOPR 12 20 8 2 Y
59 80 T114U6|T114U6_RHOPR 12 34 6 6 Y
66 70 R4GBSB|R4GES8_RHOPR 12 15 7 7 Y
74 68 TIHXC8|T1HXC8_RHOPR 12 16 7 7 Y
67 77 TIHVES|TIHVES_RHOPR 12 20 7 2 Y
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Description

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Transferrin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative transferrin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 S!
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Putative hsp70 family member (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Phenol oxidase 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative v-atpase subunita OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Phenol oxidase 2 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative hsp70 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=2

Putative xaa-pro aminopeptidase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Nitrophorin-1 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1

Nitrophorin-4 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) 0S=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative aicar transformy glyoxal synthase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) 0S=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative salivary platelet aggregation inhibitor 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Salivary platelet aggregation inhibitor 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV:

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Nitrophorin 4A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Nitrophorin-3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative p! carboxykinase (Fi ) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV-

Glycogen [starch] synthase (Fragment) 0S=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Trehalase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Tubulin alpha chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Tubulin alpha chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative antigen-5-like protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative actin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Serine/threonine-protein phosphatase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Flavin-containing monooxygenase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Putative lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative salivary inositol polyphosphate 5-phosphatase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Tubulin beta chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Elongation factor 1-alpha OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Malic enzyme (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
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T1H983[T1HI83_RHOPR
Q7YT04|Q7YT04_RHOPR
T1H812|T1H812_RHOPR
Q26241|NP2_RHOPR
R4GA4DS5|R4GAD5_RHOPR
TIHEAS|TIHEAS8_RHOPR
R4GACO|R4GACI_RHOPR
RAFM92|R4FMI2_RHOPR
Q86PTY|Q86PTI_RHOPR
R4FLH5|R4FLH5_RHOPR
RAFPW7|R4FPW7_RHOPR
Q7YT11|Q7YT11_RHOPR
RAFLF8|R4FLF8_RHOPR
R4FPS6|R4FPS6_RHOPR
T1HR8O[TIHR80_RHOPR
TLIFN4|T1IFN4_RHOPR
Q7YT10]Q7YT10_RHOPR
T1IB60|T1IB60_RHOPR
T1HB40|T1HB40_RHOPR
T1H972|T1H972_RHOPR
T1HUM9|TIHUM9_RHOPR
R4G5Z8|R4G528_RHOPR
TIHTCB|TIHTC8_RHOPR
T1IE29|T1IE29_RHOPR
R4GBD5|R4G8D5_RHOPR
Q7YSZ8|Q7YSZ8_RHOPR
T1HA59|T1HAS9_RHOPR
R4GA4HI|R4GAHI_RHOPR
T1HBHO|T1H8HI_RHOPR
R4FKF9|R4FKF9_RHOPR
TIHYN4|TIHYN4_RHOPR
TIHIL3[TIHIL3_RHOPR
Q26240[NOS_RHOPR
R4G393|R4G393_RHOPR
T1H8Y3|T1H8Y3_RHOPR
TIHN35|[T1HN35_RHOPR
TIHGK7[TIHGK7_RHOPR
R4G3GO|R4G3GO_RHOPR
R4GA408|R4G408_RHOPR
R4GA417|R4G417_RHOPR
T1I0W4[T1I0W4_RHOPR
TIHGQ7|T1HGQ7_RHOPR
R4G5I9|R4G5I19_RHOPR
T1I1X9[T111X9_RHOPR
TIHVM4|TIHVM4_RHOPR
T1HH29|T1HH29_RHOPR
T11356[T11356_RHOPR
R7WRO4|R7WR04_INOCA
R4G614|R4G614_RHOPR

ADA1B2G383|A0A1B2G383_RH

R4GBAT7|R4GBA7_RHOPR
T1I1C5[T1I1C5_RHOPR
R4GBG7|R4GBG7_RHOPR
TIHHF3|TIHHF3_RHOPR
TIHR11[TIHR11_RHOPR
G1KOF8|GLKOF8_RHOPR
R4G4BI|R4GABY_RHOPR
R4G538|R4G538_RHOPR
T1I7HS[TLI7H5_RHOPR
R4G516|R4G516_RHOPR
R4FMHB|R4FMH8_RHOPR
TIHK11[T1HK11_RHOPR
R7WM68|R7WM68_9INOCA
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Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=2
Triabin-like lipocalin 3 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV:
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Nitrophorin-2 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1

Putative thioredoxin reductase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Homogentisate 1_2-dioxygenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Biogenic amine-hinding protein OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV-
Putative biogenic amine-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Putative nitrophorin 1a OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Nitrophorin 1A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative lipocalin ai-7 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative lipocalin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Pyruvate kinase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Lipocalin Al-3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Fl ining mor g o] prolixus PE=3 SV=1
Aconitate hydratase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Acetyl-coenzyme A synthetase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative biogenic amine-binding protein (Fragment) O hodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Putative dehydrogenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

GE-rich protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

L i protein O prolixus PE=3 SV=1

Putative triabin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 S'
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative aminopeptidase of the m17 family OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Nitric oxide synthase_ salivary gland OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Carboxylic ester hydrolase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Carboxylic ester hydrolase OS=Rhodnius prolixus P! S
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 S}
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative triabin-like protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Aconitate >_mitochondrial O prolixus PE=2 SV=1

Putative glutathione s-transferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Peptidylprolyl isomerase O! hodnius prolixus P! S
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 S}
Dehydrogenase OS=Rhodococcus rhodnii LMG 5362 GN=Rrhod_0877 PE=3 SV=1
Putative asparaginyl-trna synthetase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Fumarylacetoacetase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative fumarylacetoacetate hydrolase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Metalloendopeptidase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Glucose-6-phosphate isomerase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

ATP-citrate synthase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Ubiquitin/40S ribosomal protein S27a fusion (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Putative ribosomal protein 140 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative ubiquitin/ribosomal protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=:
Putative polyubiquitin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P!
Putative hsp90 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Non-ri peptide S=R|

=2SV=1

rhodnii LMG 5362 GN=Rrhod_2286 PE=4 SV=1
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Protein Protei Accession B Coverage #Pept #U P Ma Description
2 2 TIHZP3[T1HZP3_RHOPR 39 67 84 7Y 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
2 3 Q95041|Q95041_RHOPR 39 67 84 % 3 Salivary inositol 5 o prolixus PE=2 SV=2
1 1 T1HUO8|T1HUO8_RHOPR 37 81 1 1y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
3 4 TIHRT1[TIHRT1_RHOPR 33 66 69 €y 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
4 12 TIHDKS|T1HDKS_RHOPR 31 54 67 €y 9 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
7 8 B8LJ43|B8LI43_RHOPR 30 63 58 £y 7 Transferrin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
7 7 R4GBW6|R4GBW6_RHOPR 30 66 58 £y 7 Putative transferrin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
11 16 R4G5I9|R4G519_RHOPR 29 59 35 iy 3 Putative arginine kinase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
10 10 R4G5M1|RAG5M1_RHOPR 28 a5 37 :y 7 Putative hsp70 family member (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
10 11 TIHJT8[TIHIT8_RHOPR 28 a4 37 :y 7 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
15 5 AOA1B2G385|A0A1B2G385_RHOP 28 52 39 iy 8 Phenol oxidase 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=:
14 9 R4GBGB|RAGBGE_RHOPR 28 55 36 Ty 6 Putative v-atpase subunit a OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
9 23 R4FQ90|RAFQI0_RHOPR 27 68 27 5 Y 4 Putative actin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
22 15 TIHW62|T1HW62_RHOPR 27 46 37 Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
22 14 AOA1B2G381|A0A1B2G381_RHOP 27 46 37 Y 8 Phenol oxidase 2 0S=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
31 22 R4FMH8|R4FMH8_RHOPR 26 39 40 Y 8 Putative hsp90 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
27 20 R4GA408|R4G408_RHOPR 26 43 36 Y 8 Aconitate hydratase_ mitochondrial OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
20 13 T1HE95|TIHE95_RHOPR 26 a8 32 Y 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
30 25 R4G3Y1|R4G3Y1_RHOPR 26 20 33 Y 20 Putative vitellogenin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
30 24 T1IB40|T1IB40_RHOPR 26 20 33 Y 20 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
13 84 Q26239|NP1_RHOPR 26 57 20 7 Y 2 Nitrophorin-1 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
17 21 TIHW22|T1HW22_RHOPR 26 42 36 iy 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus
21 18 TIHFRS|TIHFR5_RHOPR 25 51 37 4 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus
26 17 TIHFRO|TIHFRI_RHOPR 25 a4 32 6 Y 5 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
12 94 Q4734|NP4_RHOPR 25 56 16 2 Y 2 Nitrophorin-4 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
12 93 TIH7PS|TIH7PS_RHOPR 25 56 16 2 Y 2 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
6 1 TIHHF3[TIHHF3_RHOPR 24 65 27 iy 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
58 27 R4GBS4|R4GBS4_RHOPR 24 50 21 iy 4 Putative chitinase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
16 34 TIHVES|TIHVES_RHOPR 24 61 24 5 Y 4 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
38 19 T1IBWS|T1IBW5_RHOPR 24 35 23 iy 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
5 99 T1I9F9|T1I9F9_RHOPR 23 23 24 iy 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
18 59 T1HZ52|T1HZ52_RHOPR 23 a8 20 1 Y ) Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
37 38 R4FQGBIRAFQG8_RHOPR 23 28 18 1y 7 Putative hsp70 protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
33 a1 TIHFV3[T1HFV3_RHOPR 23 35 25 1 Y 5 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
40 40 R4GA483|R4G483_RHOPR 23 36 32 iy 6 Putative radixin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
36 30 T11111]T11111_RHOPR 22 33 23 iy 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
8 63 Q94731|Q94731_RHOPR 22 66 19 1y 1 Salivary platelet aggregation inhibitor 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
8 64 R4FPG4|RAFPG4_RHOPR 22 66 19 1y 1 Putative salivary platelet aggregation inhibitor 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
67 36 T1HS98|T1HS98_RHOPR 22 29 20 iy 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
50 55 T110J6[T110J6_RHOPR 22 48 18 1y 3 Fi i aldolase O: prolixus PE=3 SV=1
113 1 R4G3N4|R4G3N4_RHOPR 22 29 10 1y 3 Putative porphobilinogen synthase pbgs OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
19 1 Q94733|NP3_RHOPR 22 55 14 1 Y 2 Nitrophorin-3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
51 33 R4FNJO|R4FNJO_RHOPR 22 32 21 iy 6 Putative xaa-pro aminopeptidase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
105 1 R4FIVO|R4FIVO_RHOPR 22 27 12 1y 3 Putative phosphatidylinositol transfer protein sec14 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
54 39 TIHVVB|TIHVVB_RHOPR 21 30 17 1y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
145 1 R4GAR4|RAGAR4_RHOPR 21 24 8 8 N 3 Putative aldo-keto reductase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
32 1 Q7YT15/Q7YT15_RHOPR 21 49 14 5 Y 2 Nitrophorin 4A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
23 29 R4G588|R4G588_RHOPR 21 48 18 1 Y 4 Tubulin beta chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
24 26 R4GA4US|R4GAUS_RHOPR 21 48 18 1 Y 5 Tubulin beta chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
75 a3 TIHX75[T1HX75_RHOPR 21 27 21 iy 9 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
42 52 TIHFS7|TIHFS7_RHOPR 21 28 17 1y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
25 1 QOTYS5/QITY55_RHOPR 21 55 14 1 Y 2 Nitrophorin-3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
84 26 R4FQCO|R4FQCO_RHOPR 21 35 17 1y 4 Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
43 1 Q7YT11|Q7YT11_RHOPR 21 40 12 9 Y 2 Nitrophorin 1A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
43 1 R4FPW7|R4FPW7_RHOPR 21 40 12 9 Y 2 Putative nitrophorin 1a OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
76 50 R4G5K7|R4G5K7_RHOPR 20 32 18 1y 5 Citrate synthase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
29 97 T1HBD6|T1HB8D6_RHOPR 20 39 21 1y 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
28 89 TIHW12|TIHW12_RHOPR 20 48 19 1y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
82 53 TIHFJ2[TIHFI2_RHOPR 20 30 16 1y 6 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
114 74 T14E2|T1I4E2_RHOPR 20 30 14 1y 4 kinase O prolixus PE=3 SV=1
47 1 R4FJ72|R4FI7T2_RHOPR 20 49 14 3 Y 1 Putative triabin-like lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
118 49 T1HV64|T1HV64_RHOPR 20 22 12 1y 7 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
119 1 R4FNRS|R4FNR5_RHOPR 20 32 14 1y ) Putative elongation factor 1-gamma OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
69 a4 R4G4X2|R4G4X2_RHOPR 20 30 16 1y 6 Putative aicar transfor i synthase O: prolixus PE=2 SV=1
115 47 R4FP78|R4FP78_RHOPR 20 35 14 1y 5 5 o prolixus PE=2 SV=1
79 92 R4GBMI|R4GBMY_RHOPR 20 53 10 5 Y 2 Putative nitrophorin 1-like OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
64 51 T1HB40|T1HB40_RHOPR 20 20 20 1y 9 Aconitate hydratase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=
46 a8 TIHSA9|TIHSA9_RHOPR 20 24 15 1y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
85 37 T1HB16|T1H816_RHOPR 20 33 16 1y 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
34 91 R4FP55|R4FP55_RHOPR 19 37 1 9 Y 2 Putative antigen-5-like protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
97 45 T11044|T11044_RHOPR 19 22 15 1y 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
60 58 TIHFPY|TIHFP9_RHOPR 19 25 22 iy 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=
65 79 T1HM48|T1IHM48_RHOPR 19 33 11 1y 4 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
81 57 T1HBHI|T1HBHY_RHOPR 19 26 15 1y 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
56 1 Q26241|NP2_RHOPR 19 42 9 6 Y 2 Nitrophorin-2 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1
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TIHFV2|TIHFV2_RHOPR
TIHC49|T1HC49_RHOPR
T1IBT2|T1IBT2_RHOPR
Q86PT9|Q86PTI_RHOPR
R4FLH5|R4FLH5_RHOPR
T1HKY3|T1IHKY3_RHOPR
Q7YT04|Q7YT04_RHOPR
R4FPQ1|R4FPQ1_RHOPR
R4FNLO|R4FNLO_RHOPR
T1HHZ9|T1HHZ9_RHOPR
R4G5K4|R4G5K4_RHOPR
T118C2|T118C2_RHOPR
R4G5V5|R4G5V5_RHOPR
T1HA76|T1HA76_RHOPR
R4G8FO[R4GBFO_RHOPR
R4G5K6|RAG5KE_RHOPR
T1HB69|T1HB69_RHOPR
Q7YT08|Q7YT08_RHOPR
T1HM42|T1HM42_RHOPR
T114U6|T114U6_RHOPR
R4FJD2|R4FID2_RHOPR
T1IF83|T1IF83_RHOPR
R4G866|R4G866_RHOPR

AOA1B2G378|A0A1B2G378_RHOP

T1HZUS|T1HZUS_RHOPR
T116S8|T11658_RHOPR
R4G4U6|R4G4U6_RHOPR
T1IIW3|T111W3_RHOPR
TI1HSH7|T1HSH7_RHOPR
T11107|T11107_RHOPR
T11897|T11897_RHOPR
Q7YSZ8|Q7YSZ8_RHOPR
TLE11[TLIE1l_RHOPR
T1HUO7|T1IHUO7_RHOPR
R4G8S8|R4G8S8_RHOPR
R4FNK5|R4FNK5_RHOPR
TIHMW9|TIHMW9_RHOPR
T1HKPO|T1IHKPO_RHOPR
TIHWWS5[TIHWW5_RHOPR
R4G339|R4G339_RHOPR
T1IB60|T1IB60_RHOPR
TIHQAL|TIHQAL_RHOPR

AOAOD4W UY9|AOAODAWUY9_RH

R4G3GO|R4G3GO_RHOPR
R4FNG8|R4FNG8_RHOPR
TIHEI4[T1HEI4_RHOPR
R4FNO2|R4FN02_RHOPR
R4GBA7|R4GBA7_RHOPR
T1HAD6|T1IHAD6_RHOPR
T1IARS|TLIARS_RHOPR
T1HHMA4|T1HHM4_RHOPR
T1HZPO|T1HZPO_RHOPR
R4FNJ8|R4FNI8_RHOPR
T1I836|T11836_RHOPR
R4GBRO|R4GBRO_RHOPR
T1IB95|T1IBIS_RHOPR
T1IFN4|T1IFN4_RHOPR
T11625/T11625_RHOPR
TIHMK7|TIHMK7_RHOPR
T1I8U1|T118U1_RHOPR
R4GA4B4|RAG4ABA_RHOPR
T1I1C5|T111C5_RHOPR
TIHR77[TIHR77_RHOPR
R4GA458|R4GA458_RHOPR
TIHFHO|TIHFH9_RHOPR
TIHRS2|T1IHRS2_RHOPR
TIHEAB|TIHEAB_RHOPR
T1H852[T1H852_RHOPR
R7WRO4|R7WR04_INOCA
R4G4EB|RAGAES_RHOPR
R4G7U4|RAG7U4_RHOPR
T1HI54|T1HIS4_RHOPR
RAFNS7|R4FNS7_RHOPR
T1HAS9|T1HAS59_RHOPR
R4FQG1|R4FQG1_RHOPR
T1HB68|T1HB68_RHOPR
T1HBM4|T1HBM4_RHOPR
R4FKF9|R4FKF9_RHOPR
TIHYN4|TIHYN4_RHOPR
TIHFHS|TIHFH5_RHOPR
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Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Glycogen [starch] synthase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Biogenic amine-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=.

Putative biogenic amine-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P
Triabin-like lipocalin 3 0S=Rhodnius prolixus PE=:
Putative triabin-like lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=:
Tubulin alpha chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV:

sv=1

S

Tubulin alpha chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
il O:

prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Putative

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=

gl [¢}
sv=1

Putative adenosine kinase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Rab GDP dissociation inhibitor OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Lipocalin Al-5 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative serpin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Malate dehydrogenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

4-hydr

prolixus PE=2 SV=1

o
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Tubulin alpha chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Tubulin alpha chain (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
GE-rich protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV:
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P

sv=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Elongation factor 1-alpha OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Transaldolase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
S|

Trehalase OS=Rhodnius prolixus PE=:

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative triabin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

= it

g
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius
Relish OS=Rhodnius prolixus P

=2 sv=1

prolixus PE=3 SV=1
prolixus PE=4 SV=1

Putative triabin-like protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative phosphor

O
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative triabin length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Putative fumar

hydrolase O

prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative salivary inositol

o: ius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
3 o

Fl it

g
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius

o]

prolixus PE=2 SV=1
prolixus PE=3 SV=1
prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Serinelthreonine-protein phosphatase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Putative sulfotransferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=

g

prolixus PE=

sv=1

el
(Fragment) O
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prolixus PE=3 SV=1

prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
Dehydrogenase OS=Rhodococcus rhodnii LMG 5362 GN=Rrhod_0877 PE=3 SV=1

sv=1
sv=1

Putative lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Thymidine phosphorylase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Tubulin beta chain OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

ATP synthase subunit alpha OS=Rhodnius prolixus PE=:
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P

sv=1
sv=1
sv=1

Putative aminopeptidase of the m17 family OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

prolixus PE=2 SV=1

prolixus PE=2 SV=1



156 1 R4GACY|RAGACI_RHOPR 14 16 6 6 Y 5 b 1 o prolixus PE=2 SV=1

100 1 T1DKL|T1IDKI_RHOPR 14 17 7 7 Y 3 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
100 1 R4G5W1|RAGSW1_RHOPR 13 18 7 7 Y 3 Putative differentiation-related protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
110 2 RAFPS6|RAFPS6_RHOPR 14 49 6 6 Y 1 Putative lipocalin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

148 1 R4FND1|R4FND1_RHOPR 13 25 8 8 N 3 Ribokinase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

159 1 TIH7Y9|T1H7Y9_RHOPR 13 13 9 9 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
173 3 T1H876|T1H876_RHOPR 13 30 2 1 N 1 Histone H2A (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

173 3 R4FMP4|R4FMP4_RHOPR 13 30 2 1 N 1 Histone H2A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

171 1 TIHXC8|TIHXC8_RHOPR 13 18 8 6 Y 6 Malic enzyme (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

74 2 R4FN70|R4FN70_RHOPR 13 37 10 4 Y 1 Putative lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

103 1 R4G393|R4G393_RHOPR 13 12 5 5 Y 5 Carboxylic ester hydrolase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
103 1 T1HBY3|T1H8Y3_RHOPR 13 9 5 5 Y 6 Carboxylic ester hydrolase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

152 1 T1IDX3[TLIDX3_RHOPR 13 14 5 5 Y 5 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
246 2 TIHAC7|TIHAC7_RHOPR 13 9 5 5 Y 8 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

150 1 TIHIL3[TIHIL3_RHOPR 13 7 6 6 Y o1 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
150 1 Q26240|NOS_RHOPR 13 6 6 6 Y 13 Nitric oxide synthase_ salivary gland OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
80 2 Q7YT10|Q7YT10_RHOPR 13 36 6 4 Y 1 Lipocalin Al-3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

174 1 R4GADS5|R4GAD5_RHOPR 13 13 7 7 Y 6 Putative thioredoxin reductase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

237 2 TL7R1TLI7R1_RHOPR 13 1 5 5 N 5 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

140 2 R4G5G1RAG5G1_RHOPR 13 7 5 2 Y 9 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
185 1 R4GA4U8|RAGAUS_RHOPR 13 16 6 6 Y ) o: jus prolixus PE=2 SV=1
169 1 T1H983|T1HI83_RHOPR 13 11 6 5 N 6 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=2

120 2 Q6PQK2INP7_RHOPR 13 27 6 6 Y 2 Nitrophorin-7 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1

182 1 R4GAU2|R4GAU2_RHOPR 13 14 6 6 Y 4 Putative enolase length OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

123 2 R4GA499|R4GA499_RHOPR 12 51 4 1 Y 1 Putative procalin-like lipocalin 1 (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
193 1 T1HS20[T1HS20_RHOPR 12 14 6 6 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

247 2 TIHQI6|TIHQI6_RHOPR 12 61 4 1 N 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
166 1 TIHAUS|TIHAUS_RHOPR 12 18 8 8 Y ) V-type proton ATPase subunit C OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

95 1 RAFLF8|R4FLF8_RHOPR 12 a1 7 4 Y 1 Putative lipocalin ai-7 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

160 2 TL875[T1I875_RHOPR 12 32 4 4 Y 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

225 2 TIHS55[T1HS55_RHOPR 12 25 5 5 N 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

265 2 R4FM92IR4FM92_RHOPR 12 1 4 4 N 5 D- ate o prolixus PE=2 SV=1
244 2 TU7Y8|T1I7Y8_RHOPR 12 19 4 4 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

167 2 R4G5C2|R4G5C2_RHOPR 12 40 6 2 Y 1 Putative lipocalin ai-5 (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

124 2 Q7YSZ2|Q7YSZ2_RHOPR 12 45 5 5 Y 1 Putative salivary protein mys1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

180 1 TLI3Q3[T1I3Q3_RHOPR 11 12 7 7 Y 7 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
181 2 R4G325|R4G325_RHOPR 11 11 5 5 Y 3 Putative sulfotransferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

170 1 T1HR8O|TIHR80_RHOPR 11 14 6 6 Y 5 Pyruvate kinase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

203 1 T1H972|T1H972_RHOPR 1 10 6 6 Y 7 tyl yme A o prolixus PE=3 SV=1

130 1 TL3X8|T1I3X8_RHOPR 1 9 7 7 Y o1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

262 2 R4GBAO|RAGB40_RHOPR 1 1 4 4 N 4 Protein disulfide isomerase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

243 2 TL7C6|TLI7C6_RHOPR 1 12 5 5 N 5 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
216 1 TIHTIS|TIHTIS_RHOPR 11 14 6 5 Y ) Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

216 2 R4GA4SIIRAGASY_RHOPR 11 14 6 5 Y ) Putative 26s proteasome non-atpase regulatory subunit OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
153 2 R4G5Z8|R4G5Z8_RHOPR 11 21 4 4 N 1 Putative biogenic amine-binding protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
153 2 TIHTCB[TIHTC8_RHOPR 11 18 4 4 N 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

270 2 R4G3EO|RAG3EO_RHOPR 1 1 4 4 Y 3 Serinelthreonine-protein phosphatase 2A activator OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
360 3 R4G4BO|R4G4BO_RHOPR 1 9 2 2 Y 3 Putative thymidylate synthase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

360 3 TIHESO|TIHESO_RHOPR 9 24 2 2 Y 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

177 2 TIHR11[TIHR11_RHOPR 1 4 5 4 N 12 ATP-citrate synthase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV:

141 2 R4GA4H9|RAGAHI_RHOPR 11 28 5 5 Y 2 Putative triabin length OS=Rhodnius prolixus PE=

302 2 TLE29|T1IE29_RHOPR 11 14 3 3 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

302 2 R4GBD5|R4GBDS_RHOPR 10 14 3 3 Y 2 Putative dehydrogenase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

194 2 TIHJAG[TIHIJA6_RHOPR 11 17 6 6 Y 3 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
252 2 R4GBE6|RAGBE6_RHOPR 1 14 4 4 Y 3 Putative thioredoxin-like 2 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

108 5 T1HI34[T1HI34_RHOPR 1 1 8 4 N 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

212 2 R4G7QILIR4G7TQI_RHOPR 1 16 5 5 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

165 2 T1356|T1I356_RHOPR 1 14 5 5 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

260 2 R4GA4UO|R4GAUO_RHOPR 11 11 4 4 N 4 Aspartate aminotransferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

138 2 TIHAR7|TIHAR7_RHOPR 11 15 4 2 Y 2 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

214 3 R4FMS54|R4FMS54_RHOPR 10 30 2 1 Y 1 Histone H3 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

133 2 G1KOSO|GIKOSO_RHOPR 10 65 5 5 N 9 Ubiquitin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

133 2 R4G4BIIRAGABI_RHOPR 10 a1 5 5 N 1 Putative ribosomal protein 140 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

133 2 TU7HS|TLI7H5_RHOPR 10 18 5 5 N 3 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

133 2 R4G516|R4G516_RHOPR 10 9 5 5 N 6 Putative polyubiquitin (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE:

236 2 TIHQV9ITIHQVY_RHOPR 10 9 5 5 Y 7 Prot kinase O

189 1 R4GS5A5|R4G5AS_RHOPR 10 21 7 7 Y 4 I g o

151 1 TIHUM9ITIHUM9_RHOPR 10 47 6 6 Y 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

211 2 TIHG38|TIHG38_RHOPR 10 7 6 6 N 8 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
239 2 R4GA4V6IRAGAVE_RHOPR 10 11 5 3 N ) Putative 26s protease regulatory subunit 8 isoform 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
122 2 Q7YT09|Q7YTO9_RHOPR 10 36 5 5 Y 1 Lipocalin Al-4 OS=Rhodnius prolixus PE=1 SV=1

306 3 R4GAV2IRAGAV2_RHOPR 10 7 3 2 N ) Putative aspartyl protease OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

187 2 R4GB21|R4G821_RHOPR 10 24 4 2 Y 1 Putative lipocalin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

195 2 TIHKR8|TIHKR8_RHOPR 9 18 5 5 N 2 Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
317 3 T1IA19|T1IA19_RHOPR 9 9 2 2 N 4 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

126 3 TIHGK7|TIHGK7_RHOPR 9 38 3 3 Y 1 Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

206 3 R4GA4LO|R4GALO_RHOPR 9 11 2 2 N 2 Putative nitrophorin 4b OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

206 3 Q7YT12|Q7YT12_RHOPR 9 11 2 2 N 2 Nitrophorin 4B OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

162 2 TIHBFO|T1H8FO_RHOPR 9 a1 4 4 Y 1 Histone H4 OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

162 2 R4G555|R4G555_RHOPR 9 40 4 4 Y 1 Histone H4 (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
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R4GAT2|R4GAT2_RHOPR
TLEG7|T1IEG7_RHOPR
T1HH29|T1HH29_RHOPR
R4G561|R4G561_RHOPR
T11358|T11358_RHOPR
R4GA417|R4G417_RHOPR
T1HN35[T1HN35_RHOPR
TIHWY2|TIHWY2_RHOPR
R4G8NO|R4GBNO_RHOPR
R4G4V3|R4GAV3_RHOPR
T1HVHY|T1HVH9_RHOPR
T1I0W4|T1I0W4_RHOPR
T1H8N3|T1H8N3_RHOPR
T111X9|T111X9_RHOPR
T114G8|T114G8_RHOPR
R4G7S8|RAGTS8_RHOPR
TIHGQ7|TIHGQ7_RHOPR
T1H8F8|T1HBF8_RHOPR
T11721|T11721_RHOPR
T118U8|T118U8_RHOPR
T118D5|T118D5_RHOPR
R4G614|R4G614_RHOPR
TIHVMA4|TIHVM4_RHOPR
R4G8B3|R4GBB3_RHOPR
T1ICE5|T1ICES_RHOPR
T1HPM7|TIHPM7_RHOPR
Q8T5U0|Q8T5U0_RHOPR
R4FPGO|R4FPGO_RHOPR
T116S6|T116S6_RHOPR
TI1HLU1|T1HLU1_RHOPR
T1HSO06|T1HS06_RHOPR
T1H9Q6|T1HIQE_RHOPR
TIHPWO|TIHPWO_RHOPR
TIHGP5[TIHGP5_RHOPR
T1HR95|T1HR95_RHOPR
R4G8G7|R4G8G7_RHOPR
T1HDI9|T1HDI9_RHOPR
T1IGLY|T1IGL9_RHOPR
T1I9R1|T1I9R1_RHOPR
T1IDJ6|TLIDI6_RHOPR
TIHYAL[TIHYAL_RHOPR
T1HYB6|T1HYB6_RHOPR
R4G8I6|R4G8I6_RHOPR
T117C5|T117C5_RHOPR
T11357|T11357_RHOPR
R4FNV6|R4FNV6_RHOPR
T1IDMO|T1IDMO_RHOPR
RAGSK3|RAG5K3_RHOPR
R7WUY5|R7WUY5_ONOCA
Q7YT02|Q7YT02_RHOPR
T1I6N7|T1I6N7_RHOPR
T1HX88|T1IHX88_RHOPR
RAGBS3|RAGES3_RHOPR
R4FLC5|R4FLC5_RHOPR
T1HML8|TIHML8_RHOPR
T1ICCOIT1ICCO_RHOPR
RAFQ79|R4FQ79_RHOPR
RAGAST|RAGAST_RHOPR
TI1HGLO|TIHGLO_RHOPR
T1HE43|T1HE43_RHOPR

PP PP PDD DD DD DD NN NN NN NN NN NN NN N~ NN 000 00 00 M0 ®m0m®00 000000000

ENISREREEN

2N
R

N w o

WNRNONRNRENRERERNANWOINRNNRNN N RORORNNERORNRNNNOONNORORNANRNNON @®OS®N® O

PFRNNONNRENRERPREARORNNRNREPERONONRENONRNAORNNRNNNRNN NN RONBANNRNGN WO R AWN W00 S

ZZZ<ZZZZ2ZZ2Z<Z<ZZ<KZZZZ<KZZZZ<KZ<K<KZZ<K<KZZZ<KZ<K<<K<KZ2Z22<<22<2<22<2<<<

PEANOARARLPRPROOROWOANOWONNBNANNEN WSO N

n
FURRPONORRUANREARND®O

©

©oosw

M o! prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Peptidylprolyl isomerase OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Bet (Fragment) O! prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative glutathione s-transferase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Putative nitrophorin OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
D p o prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
1 ized protein (Fragi o prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative cytochrome p450 family member OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
D o prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Putative asparaginy-tma synthetase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Lysine--tRNA ligase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Lysine--tRNA ligase OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Heme-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Putative heme-binding protein OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Aspartate g o prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

I o prolixus PE=2 SV=1
sv=1
sv=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus P
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Histone H2A OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1

Histone H2A OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Sulfhydryl oxidase (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative aldehyde dehydrogenase 7 family OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative 26s protease regulatory subunit 6a OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
60 kDa chaperonin OS=Rhodococcus hodnii LMG 5362 GN=groL PE=3 SV=1
Paliidipin-like lipocalin 1 OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1

Putative 1 o
Carboxypeptidase OS=Rhodnius prolixus PE=2 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=4 SV=1
Putative nad o!

prolixus PE=2 SV=1

prolixus PE=2 SV=1

Putative  gdp- p 1
Uncharacterized protein OS=Rhodnius prolixus PE=3 SV=1
Uncharacterized protein (Fragme

prolixus PE=2




