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RESUMO

O processo da hematofagia por artrépodes tem sido um dos principais alvos de estudos
na interacdo parasito-hospedeiro e o triatomineo Rhodnius prolixus, transmissor do
protozoario Trypanosoma cruzi, tem sido um dos principais modelos para essas
pesquisas. Ainda na década de 1980 foi identificado que, entre as proteinas salivares
para ruptura da homeostasia do hospedeiro vertebrado, as lipocalinas estavam entre as
proteinas mais relevantes para este processo. Desde entdo, 38 lipocalinas foram
identificadas nas glandulas salivares de R. prolixus, incluindo 19 Nitroforinas (que
atuam na vasodilatacdo) e outras 19 lipocalinas que atuam em diferentes mecanismos
para inibicdo de agregacdo plaquetaria. Em 2014, um abrangente sequenciamento de
RNA de diferentes tecidos de R. prolixus foi publicado, sugerindo diversidade e
abundancia das lipocalinas. O presente trabalho tem como objetivo realizar uma reviséo
das lipocalinas de R. prolixus, combinando dados do transcriptoma e genoma para
identificar e descrever, estrutural e evolutivamente, novas lipocalinas expressas em R.
prolixus. Para isso, tanto as lipocalinas ja descritas quanto os transcritos inicialmente
identificados como lipocalinas foram mapeados ao genoma utilizando a ferramenta
BLAST. Genes identificados como novos tiveram sua estrutura anotada com a
ferramenta GeneWise. Com o objetivo de inferir a relacdo evolutiva de ortologia entre
as lipocalinas, e dar suporte as funcOes previstas para cada lipocalina, todas as
sequéncias de aminoécidos (das ja descritas na literatura e das recém-identificadas)
foram utilizadas para a construcdo de arvores filogenéticas. Foram identificadas um
total de 29 lipocalinas inéditas, sendo 5 novos vasodilatadores (todas nitroforinas), 5
BAPs (que atuam em inibicdo de agregacdo plaquetaria e vasodilatacdo), 11 inibidoras
de agregacdo plaquetaria e 8 lipocalinas pertencentes a uma nova familia
(apolipoproteinas) cuja funcdo é desconhecida. Além disso, foi observado que Varias
das lipocalinas também apresentam expressdo em diferentes tecidos de R. prolxius,
incluindo intestino e orgédos reprodutores. Para mais que novas lipocalinas identificadas
e um mapeamento que localiza as novas e antigas lipocalinas no genoma de R. prolixus,
0 presente estudo também permitiu a revisdo funcional e de nomenclatura de algumas
das lipocalinas j& identificadas. Este trabalho reforca que estamos distantes de
compreender o papel de lipocalinas na fisiologia de R. prolixus, e que estudos

funcionais dessa familia ainda sdo de grande relevancia.

Palavras-Chaves: Lipocalinas; Nitroforina; Triabina; Pallidipina; Rhodnius prolixus



ABSTRACT

The hematophagy process by arthropods has been one of the main targets of studies in
the parasite-host interaction, and the kissing-bug Rhodnius prolixus, vector of the
protozoan Trypanosoma cruzi, has been one of the main models for this research. Still
in the 1980s, it was identified that, among the salivary proteins for disrupting vertebrate
host homeostasis, lipocalins were among the most relevant proteins for this process.
Since then, 38 lipocalins have been identified in the salivary glands of R. prolixus,
including 19 nitrophorins (which act on vasodilation) and 19 lipocalins that act on
different mechanisms to inhibit platelet aggregation. In 2014, an RNA sequencing of
different tissues of R. prolixus was published, suggesting diversity and abundance of
lipocalins. The present work aims to carry out a review of lipocalins from R. prolixus,
combining transcriptome and genome data to annotate, structurally and evolutionarily,
new lipocalins expressed in R. prolixus. For this, the lipocalins already known and the
new transcripts, identified as lipocalins, were mapped to the genome using a BLAST
tool. Identified new genes had their structure annotated with GeneWise. To infer an
evolutionary orthological relationship between lipocalins, and to support the predicted
functions for each lipocalin, all amino acid sequences (those existing in the literature
and those recently identified) were used to construct phylogenetic trees. We identified a
total of 29 new lipocalins, 5 of which were new vasodilators (all nitrophorins), 5 BAPs
(which act to inhibit platelet aggregation and vasodilation), 11 inhibitors of platelet
aggregation and 8 lipocalins belonging to a new family (apolyproteins) with function
unknown. In addition, we observed that several of the lipocalins are also expressed in
different R. prolxius tissues, including gut and reproductive organs. In addition to newly
identified lipocalins and a mapping the new and old lipocalins in the genome of R.
prolixus, our study also carried out a review on functional status and nomenclature of
some of the already identified lipocalins. Our study reinforces that we are far from
understanding the role of lipocalins in the physiology of R. prolixus, and that studies of
this family are still of great relevance.

Key words: Lipocalins; Nitrophorin; Triabin; Pallidipin; Rhodnius prolixus
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1. INTRODUCAO

1.1. Rhodnius prolixus e a doenca de Chagas

Rhodnius prolixus, um dos insetos conhecidos popularmente como barbeiros, é
um inseto pertencente a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae
(GALVAO, 2003). Tem uma distribuicdo geografica restrita & América Latina, com
maior abundancia na Venezuela, Colémbia e em paises da América Central
(DUJARDIN et al., 1998; DIOTAIUTI & BARBOSA, 2015). Apresenta habitos
noturnos e tem o ciclo de vida do tipo paurometabolo, no qual o inseto passa pelos
estagios de ovo, ninfa (com cinco estadios ninfais) e adulto (Figura 1). Tanto as formas
imaturas (a partir do primeiro estadio ninfal) quanto os adultos, machos e fémeas,
apresentam o mesmo habito alimentar: a hematofagia. O repasto sanguineo é realizado
em animais vertebrados endotérmicos (aves e mamiferos) (LENT & WYGODZINSKY,
1979; NEVES, 2016).

No ambiente silvestre, R. prolixus vive na copa das arvores, especialmente
palmeiras, préximo a ninhos e tocas de animais que servirdo para ele de fonte alimentar.
No entanto, devido aos processos antropolégicos de invasdo e destruicdo do ambiente
natural, esse inseto passou a colonizar também o domicilio e o peridomicilio, tanto no
ambiente rural quanto no urbano, se aproximando do homem e, ocasionalmente,
fazendo dele uma fonte alimentar (COURA, 2003; LAZZARI et al., 2013).

Ovos N1 N2 N3 N4 NS Adulto fémea Adulto macho

mllllIliulﬂ’lllllglllﬂﬂlg

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento do R. prolixus. De ovo a adulto, passando por

cinco estadios ninfais. Foto retirada de Paim (2014).

Os nutrientes presentes no sangue do hospedeiro séo necessarios para a mudanca
de estagio evolutivo do inseto e, no caso das fémeas adultas, sdo essenciais para a
maturagdo dos ovarios e para a ovoposi¢do, sendo, portanto, importantes para a
fertilidade (LENT & WYGODZINSKY, 1979). J& para os machos, a alimentagdo
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sanguinea estimula a espermatogénese, 0 acasalamento e a producdo de fatores
masculinos importantes para a fertilidade feminina (SONENSHINE et al., 2011).

Os ovos de R. prolixus sdo colocados separados ou, mais comumente, aderidos
ao substrato. Sao ovos operculados, de coloragcdo esbranquicada logo apds a postura e
que se tornam rosados a medida que o embrido se desenvolve. A ovoposicdo é feita
entre 20 e 30 dias apds a copula e a incubacdo dos ovos dura cerca de 20 dias
(DIOTAIUTI & BARBOSA, 2015). As ninfas que eclodem dos ovos se diferem dos
adultos, dentre outras caracteristicas, pelo menor tamanho, auséncia de ocelos, auséncia
de asas e pela imaturidade sexual (ROCHA & SANTOS, 2014).

Rhodnius prolixus € um dos mais importantes vetores bioldgicos do protozoario
Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (NATURE, 2010). Essa
enfermidade, considerada negligenciada pela Organizacdo Panamericana de Salde -
OPAS, é endémica do continente americano e possui grande importancia
epidemioldgica, especialmente na América Latina (DIAS, 2015).

O barbeiro adquire o T. cruzi durante um repasto sanguineo infectante, ingerindo
as formas tripomastigotas do protozoario presentes no sangue do hospedeiro infectado.
Ap0s se desenvolver no trato intestinal do inseto, formas tripomastigotas metaciclicas
do protozoario sdo eliminadas nas fezes e urina do inseto durante um repasto sanguineo.
Essas formas infectantes, em contato com mucosa ou pele lesionada, podem penetrar no
hospedeiro vertebrado e, ap6s uma infeccdo local, alcancar sua corrente sanguinea e
desencadear o ciclo da doenca de Chagas (GARCIA et al., 2007).

Ja foi observado que uma fémea de R. prolixus infectada com T. cruzi ndo é
capaz de transmitir o parasito aos seus ovos durante o desenvolvimento destes, ou seja,
ndo ocorre transmisséo vertical (DIOTAIUTI & BARBOSA, 2015). No entanto, a partir
da fase de ninfa de primeiro estadio, o inseto ja é capaz de adquirir o parasito durante
um repasto sanguineo infectante e transmiti-lo a outro hospedeiro vertebrado
(DIOTAIUTI & BARBOSA, 2015).

Para além da transmissdo vetorial, de carater contaminativo, T. cruzi pode ser
transmitido verticalmente (transmissdo congénita), por transfusdo sanguinea ou
transplante de 6rgédos infectados, ou ainda por via oral, através a ingestdo de alimentos
contaminados com insetos infectados ou seus dejetos (DIAS et al., 2011). Esta tltima
via de transmissdo tem se tornado relevante nos ultimos anos, sendo responsavel por

pequenos surtos em regides endémicas (FERREIRA et al., 2014).
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Estima-se que haja, em todo o globo, cerca de 8 milhdes de pessoas acometidas
pela doenca de Chagas, que leva a dbito, aproximadamente, 10 mil pessoas por ano. A
incidéncia anual da doenga, considerando apenas a transmissao por via vetorial, é de
cerca de 24 mil novos casos, 0 que mostra a importancia do controle vetorial ainda na
atualidade (WHO, 2019).

Além da sua importéncia vetorial, Rhodnius prolixus € uma espécie modelo para
0 estudo da fisiologia de insetos desde a década de 1950 (WIGGLESWORTH, 1976;
CHIANG et al., 2013). Atualmente, o estudo dessa espécie é facilitado pelo fato de seu
genoma e transcriptoma estarem sequenciados e disponiveis nos bancos de dados, bem
como pela facilidade de se manter uma colénia em ambiente de laboratério quando
comparado a outros triatomineos, ja que R. prolixus € menos exigente quanto a fonte
alimentar e possui um ciclo bioldgico que se desenvolve mais rapidamente.

Os conhecimentos adquiridos a partir desse organismo modelo tém possibilitado
a compreensao de diversos sistemas fisiologicos, ndo s6 dos triatomineos como um
todo, mas também de outros grupos de insetos hemat6fagos (BEAMENT et al., 1980).
Na fisiologia alimentar, a saliva e seus componentes moleculares antihemostaticos tém
sido alvo de estudos cada vez mais elucidativos, com grandes contribui¢es do ponto de
vista terapéutico e farmacolégico (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2016; MONTFORT
et al., 2000).

1.2. Hematofagia

Se alimentar de sangue de um animal vertebrado exige uma complexa interacdo
entre o ectoparasito e seu hospedeiro. Para que a hematofagia funcione alguns desafios
devem ser enfrentados. Primeiramente, é necessario que o inseto hematéfago tenha um
aparelho bucal capaz de penetrar a epiderme, encontrar 0 vaso sanguineo e sugar o
sangue do hospedeiro sem incomoda-lo a ponto de fazé-lo interromper a investida.
Além disso, deve-se garantir que o fluxo sanguineo no local da alimentacdo permaneca
intenso e constante sem que o sangue do hospedeiro coagule, 0 que inviabilizaria a sua
succdo (GORDON & CREWE, 1948; SANT’ANNA et al., 2017).

Os animais vertebrados desenvolveram, ao longo de seu processo evolutivo,
respostas fisiologicas complexas para impedir a perda de sangue, como a hemostasia e a
resposta imune. Tais processos sdo ativados ndo somente em decorréncia de lesdes
acidentais, mas também naquelas provocadas pela picada de insetos hematdfagos em
busca de um repasto sanguineo (ANDRADE et al., 2005; ARAUJO et al., 2012).
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A hemostasia, apos uma lesdo de vaso sanguineo, controla a perda de sangue por
meio da vasoconstricdo, agregacdo plaquetaria e cascata da coagulacdo sanguinea. A
inflamacdo, ativada em resposta a uma lesdo tecidual, provoca dor, vermelhidao e calor,
aumenta a permeabilidade vascular e a liberagdo de citocinas, ativa a via alternativa ou
classica do complemento e recruta células de defesa a fim de promover o reparo tecidual
(DE ARAUJO et al., 2012; BASANOVA et al., 2002; RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO
et al., 2004).

A resposta imune, especialmente quando se defronta com antigenos dérmicos
recorrentes, desencadeia reagdes que podem levar a uma mudanca de comportamento do
hospedeiro, que passa, por exemplo, a identificar e remover o inseto hematéfago. Além
disso, a presenca constante de antigenos do inseto pode promover respostas
imunoldgicas mais rapidas e eficientes, levando a neutralizacdo de moléculas que sédo
importantes para o seu sucesso alimentar (GILLESPIE et al., 2000; RIBEIRO et al.,
2004).

No entanto, os insetos hemat6fagos contam com um arsenal de substancias
quimicas presentes em sua saliva capazes de driblar os desafios impostos pela
hemostasia e resposta imune do hospedeiro vertebrado. Durante o repasto sanguineo, a
saliva, contendo tais substancias, é inoculada no local da picada e desencadeia diversas
reacbes quimicas que possibilitam uma alimentacdo sanguinea bem-sucedida
(CHAMPAGNE, 1994; ANDERSEN et al., 2005).

Substancias vasodilatadoras, antiplaquetérias e anticoagulantes estdo presentes
na saliva de todos os animais hematdfagos. Na maioria dos casos, essas substancias sao
diversas e abundantes e, muitas vezes, apresentam fun¢des redundantes. O maxadilan,
por exemplo, é um peptideo de 6,5 kDa presente na saliva do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis que atua nos receptores PACAP! (LERNER et al., 2007) e é considerado o
mais potente vasodilatador natural ja descrito. Mosquitos do género Anopheles, por sua
vez, possuem uma proteina peroxidase que atua na destruicdo de norepinefrina e
serotonina e, portanto, tem funcdo vasodilatadora (RIBEIRO & NUSSENZVEIG,
1993).

O oxido nitrico é outro exemplo de substancia antiplaquetaria e vasodilatadora

comum na saliva de alguns insetos hemat6fagos. Por ser um gas instavel, cada inseto

' O receptor PACAP (Peptideo Ativador da Adenilato Ciclase Pituitéria) possui diversas funges
biolbgicas, dentre elas a estimula¢do da producéao de 6xido nitrico.
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desenvolveu mecanismos para estabilizar e transportar essa molécula. Rhodnius
prolixus, por exemplo, apresenta a proteina nitroforina — pertencente a familia das
lipocalinas — como protagonista nesse processo de transportar o 6xido nitrico da saliva
até o sitio de alimentacdo no hospedeiro vertebrado (RIBEIRO et al., 1993; RIBEIRO et
al., 2004).

1.3. A familia das Lipocalinas

As lipocalinas sdo proteinas encontradas em bactérias, plantas e animais e se
caracterizam pela presenca de uma estrutura terciaria de R-barril formado por uma
cadeia polipeptidica com 6 a 8 segmentos em conformacdo de folha 8, que interagem
entre si por ligacbes de hidrogénio. Toda a estrutura terciaria do B-barril é estabilizada
por uma, duas ou trés pontes dissulfeto, formando uma espécie de calice que é
internamente revestido por residuos de aminoécidos hidrofébicos (Figura 2). Tal
conformacdo confere as lipocalinas sua principal caracteristica bioquimica: a
capacidade de interagir e carrear pequenas moléculas de carater hidrofobico (GRZYB et
al., 2006; LAKSHMI et al., 2015).

additional fi-sheet

a-helix

Figura 2. Modelo tridimensional de uma lipocalina. Estrutura de B-barril formada por
oito folhas 3 (indicadas pelas letras de A a H). Baseado na estrutura cristalina da b-
lactoglobulina bovina (KONTOPIDIS et al., 2002).

Apesar de ser uma familia proteica altamente conservada, com estruturas

secundarias e tercidrias muito semelhantes, as lipocalinas apresentam uma baixa
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identidade na sequéncia de aminoacidos (<30%) e sdo bastante heterogéneas (MANS et
al., 2008; GRZYB et al., 2006; FLOWER et al., 2000). O dominio, de massa molecular
entre 18 e 20 kDa, apresenta uma alta diversidade que, junto aos elementos estruturais
adicionais, determinam as funcdes fisioldgicas especificas de cada lipocalina (GRZYB
et al., 2006), que vao além da simples capacidade de transportar lipossoluveis.

Ja foram descritas, em diversos organismos, lipocalinas associadas a importantes
processos biologicos, como resposta imune, transporte de retinol, sintese bioldgica de
prostaglandinas, transporte de feroménios, maturacdo de células e tecidos e interacdo
espermatozoide-6vulo (GRZYB et al., 2006; LEONE et al., 2002; RIBEIRO et al.,
2014; SCHIEFNER et al.,, 2015; URADE & EGUCHI, 2002). Os triatomineos,
especificamente, desenvolveram ao longo do processo evolutivo, lipocalinas salivares
com funcdes anti-hemostaticas, como vasodilatacdo, anti-agregacdo plaquetaria e anti-
coagulacdo sanguinea (ANDERSEN et al., 2005). Dentre as lipocalinas salivares mais
estudadas em triatomineos estdo as nitroforinas, PAI (inibidoras de agregacdo
plaquetaria), pallidipinas e triabinas (BAO et al., 2015; NOESKE-JUNGBLUT et al.,
1994; NOESKE-JUNGBLUT et al., 1995; PADDOCK et al., 2001).

Em Rhodnius prolixus, 24 lipocalinas salivares ja foram descritas (Tabela 1).
Durante 0 repasto sanguineo, essas lipocalinas salivares sdo capazes de modular a
hemostasia do hospedeiro de modo a manter o sangue em condi¢des adequadas para a
ingestdo e, assim, viabilizar a hematofagia (RIBEIRO et al., 2004). Tal participacdo das
lipocalinas, observada ndo somente em triatomineos como também em outros insetos
hematofagos, como culicideos e flebotomineos, tem sido amplamente abordada em

estudos de fisiologia alimentar de insetos hematdfagos (SILVA et al., 2009).
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Tabela 1. Lipocalinas salivares de Rhodnius prolixus descritas até o presente

estudo.

N° de acesso

Funcéo hipotética

Referéncia

Q26239.1 Nitroforina 1 (NP-1) Champagne et al., 1995
Q94733.1 Nitroforina 3 (NP-3) Champagne et al., 1995
Q94734.1 Nitroforina 4 (NP-4) Andersen et al., 1998
Q26241.1 Nitroforina 2 (NP-2) Andersen et al., 2000
Q6PQK2.1 Nitroforina 7 (NP-7) Andersen et al., 2004
AA025746.1 Proteina biogénica de ligacdo a amina-1 (BAP-1) Andersen et al., 2003
AGET_A Proteina biogénica de ligacdo a amina-2 (BAP-2) Xuetal., 2013
4HFO_A Proteina biogénica de ligacdo a amina-3 (BAP-3) Xuetal., 2013
AAB09091.1 Inibidora de agregacdo plaquetéaria-1 (PAI-1) Francischetti, 2000
AAB09090.1 Inibidora de agregacdo plaquetéaria-2 (PAI-2) Francischetti, 2000
AAQ20838.1 Inibidora de agregacdo plaquetaria-3 (PAI-3) Ribeiro et al., 2004
AAQ20820.1 Inibidora de agregacdo plaquetéaria-4 (PAI-4) Ribeiro et al., 2004
AAQ20819.1 Inibidora de agregacéo plaquetaria-5 (PAI-5) Ribeiro et al., 2004
AAQ20818.1 Inibidora de agregacdo plaquetéaria-6 (PAI-6) Ribeiro et al., 2004
AAQ20817.1 Inibidora de agregacéo plaquetaria-7 (PAI-7) Ribeiro et al., 2004
5HIL A Inibidora de agregacdo plaquetaria-4B (PAI-4B) Jablonka et al., 2016
AAQ20826.1 Pallidipina-1 Ribeiro et al., 2004
AAQ20825.1 Pallidipina-2 Ribeiro et al., 2004
AAQ20828.1 Procalina-1 Ribeiro et al., 2004
AAQ20827.1 Procalina-2 Ribeiro et al., 2004
AAQ20824.1 Triabina-1 Ribeiro et al., 2004
AAQ20823.1 Triabina-2 Ribeiro et al., 2004
AAQ20822.1 Triabina-3 Ribeiro et al., 2004
AAQ20821.1 Triabina-4 Ribeiro et al., 2004

1.3.1. Nitroforinas

Um estudo realizado em 1981 por Ribeiro e Garcia buscou compreender a

importancia da saliva na alimentagdo de insetos hematdfagos. Barbeiros adultos da

espécie R. prolixus foram salivarectomizados, ou seja, tiveram 0s ductos salivares

cortados e as glandulas salivares removidas. Ao serem alimentados em coelhos,

observou-se que 0s insetos salivarectomizados ingeriam menos sangue, numa menor

velocidade, e precisavam picar o hospedeiro mais vezes em relagdo aos insetos controle

(com ducto salivar e glandula salivar integros). Essas diferencas, no entanto, ndo foram

observadas quando os mesmos insetos eram alimentados artificialmente (RIBEIRO &

GARCIA, 1981). Esse trabalho mostrou que a saliva apresentava uma importante agéo

anti-hemostéatica e facilitava uma melhor canulagéo dos vasos sanguineos do
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hospedeiro. Mais tarde, em 1990, Ribeiro e colaboradores evidenciaram a presenca de
uma proteina salivar vasodilatadora capaz de se ligar ao 0xido nitrico (NO) e promover
o relaxamento da musculatura lisa e uma acao anti-plaquetéaria (RIBEIRO et al., 1990).
Nos trabalhos de 1993 e 1994 essa proteina nitrovasodilatadora foi mais bem
caracterizada e passou a ser chamada de nitroforina (RIBEIRO et al., 1993; RIBEIRO
& WALKER., 1994).

As nitroforinas sdo lipocalinas de 20 kDa que apresentam um grupamento heme
férrico (Ferlll) em sua estrutura de RB-barril. Sdo as lipocalinas mais estudadas em
insetos e uma das proteinas mais abordadas em estudos de fisiologia alimentar em R.
prolixus, sendo descritas pela primeira vez em 1993 (Ribeiro et al, 1993). Nesta espécie,
ja foram descritas sete nitroforinas, nomeadas de NP-1 (CHAMPAGNE et al., 1995),
NP-2 — ou prolixina-S (RIBEIRO et al. 1995; ANDERSEN et al., 2000), NP-3
(CHAMPAGNE et al., 1995), NP-4 (ANDERSEN et al., 1998), NP-5, NP-6 e NP-7
(ANDERSEN et al., 2004). A maioria destas nitroforinas foi sequenciada (Tabela 1),
com excecgéo das NP-5 e NP-6.

Sabe-se que as nitroforinas apresentam trés atividades distintas, sendo a mais
bem estudada a capacidade de armazenar e transportar o oxido nitrico (NO). Esse
composto, ao ser liberado no tecido-alvo do hospedeiro durante o repasto sanguineo, se
liga a guanilato ciclase soltvel (sGC), desencadeando uma série de sinais entre os quais
o relaxamento da musculatura lisa e, com isso, a vasodilatagio (MONCADA et al.,
1988). Essas lipocalinas também sdo capazes de se ligar e neutralizar a histamina,
substancia liberada por mastécitos com o objetivo de sinalizar uma resposta
inflamatdria e imunoldgica. Dessa maneira, as nitroforinas agem dificultando a
inflamacdo e a resposta imune (MONTFORT et al., 2000). Além disso, a nitroforina
NP-2 ja mostrou atividade anticoagulante por ser capaz de impedir a conversédo do fator
X em Xa?, o que interfere na continuidade da cascata da coagulacdo (HELLMAN &
HALKINS, 1965; RIBEIRO et al., 1995; ZHANG et al., 1998).

Ja a nitroforina NP-7, descrita mais tarde por Andersen e colaboradores (2004)
em uma biblioteca de cDNA criada a partir do material de glandulas salivares de ninfas
de quinto estdgio de R. prolixus, apresenta fungdo vasodilatadora, anti-histaminica,
anticoagulante e inibidora de agregacéo plaquetéria. Essa nitroforina, além de se ligar ao

6xido nitrico (NO) e a histamina, tem afinidade por membranas fosfolipidicas ani6nicas,

? Fator X e fator Xa sdo fatores de coagulacdo que, na cascata da coagulacio sanguinea, convertem a
protrombina em trombina.
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como as superficies carregadas negativamente das plaquetas ativadas (ANDERSEN et
al., 2004). Devido a esta afinidade, a NP-7 bloqueia os locais de ligacdo dos
fosfolipidios para o complexo da protrombinase nas superficies das plaquetas ativadas,
inibindo, assim, a ativagdo da protrombina. Carreando o NO, ela inibe a atividade do
colageno e a agregacdo plaquetaria induzida por ADP, além de induzir a desagregacéo
de plaquetas estimulada por ADP por meio de um mecanismo mediado por ADP
(ANDERSEN et al., 2004).

Em 2003, Moreira e colaboradores purificaram o conteido de glandulas
salivares de R. prolixus em diferentes estddios de desenvolvimento. As fracbes de
hemeproteinas foram coletadas separadamente e submetidas a fracionamento por meio
de cromatografia em coluna de troca cationica forte. Este trabalho identificou a presenca
de duas novas lipocalinas sendo expressas na glandula salivar de ninfas de primeiro
estadio. Elas foram denominadas de nitroforina 5 (NP-5) e nitroforina 6 (NP-6), mas,
até o presente trabalho, elas ainda ndo foram sequenciadas (MOREIRA et al., 2003).
Em 2004, Ribeiro e colaboradores sugeriram que a sequéncia de aminoacidos da NP-6
recém-descoberta era, na verdade, igual a da ja descrita NP-2, e que a sequéncia da NP-
5 difere apenas em um aminoacido da sequéncia da NP-4, o que levantou
questionamentos sobre a existéncia dessas novas nitroforinas (RIBEIRO et al., 2004).

Moreira e colaboradores também mostraram que as nitroforinas sdo expressas
diferentemente em cada estadio de desenvolvimento do inseto (MOREIRA et al., 2003),
corroborando os resultados de trabalhos anteriores (SUN et al., 1998). Em ninfas de
primeiro estadio € possivel encontrar, em suas glandulas salivares, a nitroforina NP-2, e
as duas novas evidenciadas por eles (NP-5 e NP-6). No segundo estagio ninfal aparece a
nitroforina NP-4. NP-1 surge apenas no terceiro estadio ninfal e NP-3 e NP-7 no quinto
estadio ninfal (MOREIRA et al., 2003, ANDERSEN et al., 2004). A medida que o
inseto se desenvolve, as recém-encontradas nitroforinas NP-5 e NP-6 tém a sua
expressao reduzida, de modo que na fase adulta o inseto apresenta em suas glandulas
salivares ao menos as outras cinco nitroforinas ja descritas (NP-1, NP-2, NP-3, NP-4 e
NP-7). 1sso demostra que, ao longo do seu desenvolvimento, o inseto muda (e aumenta)

seu arsenal de substancias anti-hemostaticas, que esta longe de ser algo estatico.

1.3.2. Proteinas Biogénicas de Ligacdo a Amina
Em 1982, Ribeiro observou a inibicdo da contragdo muscular induzida por

serotonina em preparados de Uteros de camundongos incubados com saliva de R.
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prolixus, sugerindo uma atividade anti-serotonina da saliva desse inseto (RIBEIRO,
1982). Mais tarde, Andersen e colaboradores clonaram uma nova lipocalina salivar de
R. prolixus e realizaram bioensaios que demonstraram resultados semelhantes. Essa
nova lipocalina foi denominada “proteina biogénica de ligacdo a amina”, ou BAP
(ANDERSEN, 2003). Ao todo, ja foram descritas na literatura 3 proteinas biogénicas de
ligacdo a amina em R. prolixus (Tabela 1).

As BAPs sdo proteinas que se ligam a serotonina, bem como a epinefrina e a
norepinefrina, impedindo que ela se ligue ao receptor da 5-HT, o que resulta na inibig¢do
da contracdo da musculatura lisa (ANDERSEN et al., 2005). Quando se pensa na
fisiologia alimentar de insetos hematdfagos, esse grupo de lipocalinas exerce um
importante papel anti-hemostatico, uma vez que serotonina e epinefrina, quando
secretadas pelas plaquetas, contribuem significativamente para a ativacdo e agregacéao
das mesmas. Ao se ligarem a esses agonistas, portanto, as BAPs neutralizam os seus
efeitos na agregacdo plaguetéria, resultando em uma atividade anti-hemostatica. Outra
interacdo importante pode ser observada quando ocorre uma lesdo no vaso sanguineo do
hospedeiro vertebrado. Nessa ocasido, norepinefrina é liberada pelos nervos simpaticos
na parede desse vaso e interage com receptores adrenérgicos, resultando na
vasoconstricdo. Esse importante mecanismo de defesa contra perda de sangue €, no
entanto, blogueado quando as BAPs capturam a norepinefrina circulante (ANDERSEN
et al., 2005).

1.3.3. Inibidoras de agregacao plaquetaria (PAI)

As lipocalinas inibidoras de agregacdo plaquetaria (PAI) sdo proteinas de 19
kDa que foram isoladas da glandula salivar de Rhodnius prolixus. Foram descritas como
sendo as primeiras lipocalinas a atuarem sobre o ADP, uma molécula que ativa vias de
sinalizacdo que medeiam a agregacdo plaquetéria. Ao se ligar ao ADP, a PAI impede a
ativacdo de vias de sinalizacédo especificas que levam a expressdo funcional do receptor
de fibrinogénio nas plaquetas, prejudicando, assim, a agregacdo plaquetaria
(FRANCISCHETTI et al., 2000).

Como sera visto ao longo do presente trabalho, na saliva dos insetos hemofagos
existem outras lipocalinas que inibem a agregacédo plaquetéaria, seja ela induzida por
colageno, pela inibicdo da trombina ou pela liberagdo de NO. As lipocalinas tratadas
como PAI, no entanto, promovem o efeito anti-agregacdo via ADP. Na literatura ja

foram descritas, ao todo, oito lipocalinas do tipo PAI em R. prolixus (Tabela 1).
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1.3.4. Pallidipinas

As pallidipinas sdo lipocalinas de 19 kDa que foram assim nomeadas por terem
sido encontradas, inicialmente, no triatomineo Triatoma pallidipennis. Noeske-Jungblut
e colaboradores encontraram essa proteina ao estudarem a saliva dos insetos adultos. Os
ensaios realizados nesse trabalho consistiram em incubar a proteina purificada da saliva
do inseto com sangue humano (plasma rico em plaquetas e plaquetas lavadas) e
monitorar a agregacdo plaquetéria. Foi observado que a proteina, chamada entdo de
pallidipina, foi capaz de inibir a agregacdo plaquetéaria induzida por colageno, mas
nenhum efeito foi observado na agregacdo plaquetaria induzida por ADP ou por
trombina (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1994).

Ao se ligar ao colageno, a pallidipina impede que ele se ligue as integrinas alfa e
beta das plaquetas, impedindo, assim, a agregacdo plaquetaria por essa via. Por isso, as
pallidipinas ficaram conhecidas por inibirem a agregacdo plaquetaria induzida,
exclusivamente, pelo colageno (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1994). Até o presente

trabalho, duas Pallipidinas ja haviam sido descritas em R. prolixus (Tabela 1).

1.3.5. Procalinas

As procalinas foram identificadas pela primeira vez por Paddock e
colaboradores (2001) em Triatoma protracta. Inicialmente, ela foi identificada apenas
como uma lipocalina salivar, com 18 a 20 kDa, responsavel por fortes reacoes alérgicas
em humanos picados por T. protracta. Apesar de 0s autores ndo terem realizado estudos
funcionais da procalina identificada, eles conseguiram obter a sequencia de aminoacidos
e as analises de homologia sugeriram alta similaridade com as triabinas. Em R. prolixus,
duas sequéncias ortologas as procalinas foram identificadas no transcriptoma de
glandula salivar (RIBEIRO et al., 2004), recebendo os nomes de Procalina-1 e
Procalina-2. Desde entdo, nenhum estudo foi realizado sobre a funcdo das procalinas,

ficando elas classificadas como possiveis inibidoras de agregacéo plaquetaria.

1.3.6. Triabinas

Inicialmente, as triabinas foram classificadas como pertencentes a familia das
lipocalinas por apresentarem uma estrutura tridimensional em 3-barril muito semelhante
(FUENTES-PRIOR et al., 1997). Mais tarde, elas foram reclassificadas como uma

familia distinta das lipocalinas, devido a uma diferenca na topografia da estrutura de 3-

23



barril. Com isso, elas foram classificadas como uma nova familia dentro da superfamilia
das calcinas, onde se encontra também a familia das lipocalinas (FLOWER et al.,
2000). Dessa forma, muitos autores consideram as triabinas uma familia a parte
(HERNANDEZ-VARGAS et al., 2016).

No entanto, as triabinas exibem uma conservacdo de sequéncia nas regides
estruturalmente conservadas das lipocalinas, além de uma forte homologia com os
fatores antiplaquetérios das pallidipinas e PAIls (FUENTES-PRIOR et al., 1997;
FLOWER, 1996). Por isso, optou-se por incluir as triabinas nesse estudo considerando-
as proteinas anti-hemostaticas derivadas das lipocalinas.

Triabinas foram descritas a partir da saliva do Triatoma pallidipennis como
potentes inibidoras de trombina, a principal promotora da coagulacdo sanguinea
(NOESKE-JUNGBLUT et al., 1995). Neste estudo, a saliva do inseto adulto foi
extraida e utilizada em ensaios de tempo de coagulacdo da trombina, agregacdo das
plaquetas e atividade de coagulacdo do fibrinogénio. Os resultados dos ensaios
mostraram que a saliva de T. pallidipennis inibiu a agregacao plaquetaria induzida pelo
colageno e também a agregacdo mediada pela trombina. Ensaios posteriores isolaram a
proteina inibidora de agregacdo plaquetéria induzida por trombina, agora chamado de
triabina, e mostraram que a triabina inibia ndo apenas a agregacdo plaquetaria, mas
também interferia em outras atividades conhecidas da trombina. Ao mesmo tempo, nao
foi observada nenhuma atividade anti-agregacdo plaquetaria da triabina induzida por
colageno ou por ADP (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1995).

Mais tarde foi demonstrado que, ao se ligar a trombina, a triabina compromete a
atividade de conversdao do fibrinogénio e a capacidade de ativacdo da proteina C
mediada por trombomodulina. Com isso, a agregacdo plaquetaria induzida por trombina
é inibida e o tempo para coagulacdo por trombina é prolongado (FUENTES-PRIOR et
al., 1997). A ligacdo da triabina ndo se da no sitio ativo da trombina, o que evidenciou
um novo mecanismo de inibicdo de trombina que pode ser relevante para potenciais
aplicacOes terapéuticas (FUENTES-PRIOR et al.,, 1997). Em R. prolixus j& foram
descritas 4 triabinas (Tabela 1).

1.3.7. Apolipoproteina D
A apolipoproteina D (ApoD) é uma proteina plasmatica pertencente a familia
das lipocalinas. Nenhuma apoliproteina foi descrita em R. prolixus até o presente

estudo, mas como sera visto nos resultados desta revisdo, é importante fazer uma breve
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introducdo sobre estas lipocalinas. Elas estdo presentes na composicdo das lipoproteinas
de alta densidade (HDL) e estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos. O HDL,
aléem de ser um importante marcador de protecdo para doencgas cardiovasculares, €
conhecido por inibir a agregacdo plaquetaria (LIMA & COUTO, 2006). Por esse
motivo, levantou-se a hipotese de a ApoD também ser capaz de se ligar a
prostaglandinas pro-agregadoras e, assim, modular a funcdo plaquetaria (CABRAL et
al. 1995; MA et al., 2012).

No entanto, estudos in vitro realizados por Ma e colaboradores (2012) refutaram
essa hipotese. A ApoD foi expressa em células HEK293, purificada em coluna Ni-NTA
seguida por cromatografia de fase reversa e utilizada em experimentos de calorimetria
de titulacdo isotérmica (ITC). Os resultados ndo detectaram a interacdo de ApoD com
prostaglandina F2alfa (PGF2a), tromboxano A2 (TXA2) ou 4cido araquidonico (AA),
importantes fatores hemostaticos do hospedeiro vertebrado. Além disso, ndo foi
observada inibicdo da agregacdo plaquetaria desencadeada por agonistas em baixas
doses como colageno, U46619 (tromboxano A2 mimético) ou AA (MA et al, 2012).

Tais resultados divergem dos obtidos em estudos anteriores, onde, utilizando
outra metodologia experimental, foi possivel observar a ligacdo de ApoD humana ao
acido araquidonico (AA) (CABRAL et al. 1995). Essa ndo congruéncia de resultados
evidencia a necessidade de mais estudos sobre o papel das apolipoproteinas D no

controle da hemostasia.

1.4. As lipocalinas esquecidas do transcriptoma de Rhodnius prolixus

Em 2014 foi publicado o sequenciamento do RNA de diversos tecidos de
Rhodnius prolixus, incluindo intestino anterior, médio e posterior, ovarios, testiculos,
tibulos de malpighi, corpo gorduroso, reto e corpo inteiro (que incluiu os ovos e 0s
diferentes estadios ninfais) (RIBEIRO et al., 2014). As leituras obtidas foram montadas
em 25.673 contigs. Mais de 2.900 sequéncias codificantes (CDS) completas foram
obtidas (da metionina inicial até o stop c6don) (RIBEIRO et al., 2014).

Apesar de o transcriptoma ter incluido diferentes Orgdos e estagios de
desenvolvimento dos insetos, os dados foram analisados sob a perspectiva da fisiologia
do intestino dos insetos, buscando entender aspectos importantes da digestdo de sangue.
Assim, as lipocalinas (proteinas primariamente salivares) ndao foram analisadas no
estudo de Ribeiro e colaboradores de 2014. Este trabalho identificou 112 transcritos

como possiveis proteinas da familia das lipocalinas, sendo muitos deles expressos nos
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mais diferentes tecidos do inseto, como intestino, testiculos e ovarios. A observagédo de
lipocalinas expressas em tecidos diferentes da glandula salivar, por si so, € algo inédito

para R. prolixus.

1.5. Justificativa

Tendo em vista a abundéncia e diversidade de lipocalinas encontradas em R.
prolixus, o pouco conhecimento sobre a atuacdo delas para além da funcdo alimentar
abre um amplo e interessante campo de estudo. Compreender a atuacdo das lipocalinas
em processos fisioldgicos até entdo ignorados pode ser Util para entender a biologia da
espécie R. prolixus e de outras relacionadas, bem como desenvolver novas ferramentas
para o0 controle da doenca de Chagas e de outras doencas transmitidas por insetos
hematofagos. Assim, esta dissertacdo tem como objetivo fazer uma revisdo das
lipocalinas de R. prolixus a partir dos resultados brutos obtidos no transcriptoma de
2014, buscando saber se existem no transcriptoma lipocalinas novas (ainda ndo
descritas e caracterizadas), caracterizando o perfil das diferentes lipocalinas nos
diferentes tecidos de R. prolixus, e analisando evolutivamente o possivel papel de cada

lipocalina encontrada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
l. Identificar e caracterizar, estrutural e evolutivamente, novas lipocalinas

expressas em diferentes tecidos do inseto Rhodnius prolixus.

2.2. Objetivos especificos
I Identificar e anotar estruturalmente (in silico) as lipocalinas expressas em R.

prolixus.

Il Determinar as relagdes evolutivas e de ortologia entre as lipocalinas
expressas em R. prolixus.

II. Identificar a existéncia de isoformas e duplicagdes génicas das lipocalinas de
R. prolixus.

(\VA Predizer a funcdo putativa das lipocalinas ainda ndo descritas, de acordo com

ortologia e expressao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. O transcriptoma de Rhodnius prolixus

Para o presente estudo, foram utilizadas as sequéncias do transcriptoma
depositadas no VectorBase (https://vectorbase.org/vectorbase/app/) baixado em
fevereiro de 2019. Os dados de expressdo e de funcdo dos genes foram adquiridos de
material suplementar do artigo do transcriptoma de R. prolixus (RIBEIRO et al., 2014).
A identificacdo inicial de Lipocalinas no material suplementar foi realizada utilizando-
se palavras chaves como busca, sendo elas: lipocalin, nitrophorin, platellet agregation
inhibitor, PAI, triabin, pallidipin.

3.2. Anotacao estrutural das lipocalinas expressas em R. prolixus

Para a anotagdo estrutural das lipocalinas, foram usadas como modelo as
lipocalinas ja sequenciadas e caracterizadas em R. prolixus (Tabela 1). As sequéncias
genébmicas foram primeiro identificadas por homologia usando a ferramenta BLASTn
(ALTSCHUL et al., 1990) (parametros Word 26, e-value 0.00001) tendo o transcrito
como modelo (query) e o genoma (versdo 3.1) como alvo. Os resultados da sequéncia
query foram filtrados de acordo com a cobertura (>90%) e identidade de nucleotideos
(>98%). Para verificar se ja existiam proteinas anotadas para as sequéncias do
transcriptoma, realizou-se uma busca com a ferramenta BLASTp, utilizando a sequéncia
de amino&cidos anotada para os transcritos como modelo e a versdo 3.1.1 do proteoma
de R. prolixus como alvo (parametros Word 3, e-value 0.00001, identidade de
aminoacidos >98%). Todos os BLASTs foram realizados diretamente no site
VectorBase (www.vectorbase.org). Nos casos em que uma proteina do proteoma tenha
sido identificada como pertencente a um transcrito, a sequéncia anotada (RPRCXXXX)
passou a ser utilizada como a sequéncia de referéncia. Nos outros casos, a nomenclatura
do transcriptoma (rp_asb-XXXX) foi mantida.

Nos casos em que a regido gendmica do transcrito foi identificada, mas néo
havia proteina anotada, realizou-se a anotacdo manual da proteina com a ferramenta
GeneWise2 (www.ebi.ac.uk) (JAREBORG et al., 1999), sendo utilizada como modelo a

proteina mais proxima identificada nas analises evolutivas. A regido gendémica foi
identificada por BLAST e a sequéncia foi obtida contendo 5000 nucleotideos a mais nas
pontas 5’ e 3’°, usando a informagdao do BLAST para corretamente obter a sequéncia

original ou seu complemento reverso (nos casos em que foi identificado que a proteina
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estava codificada na fita oposta). Os parametros do GeneWise foram mantidos como o
padrdo com excecdo ao parametro splice-site em que foi escolhido “modeled”. Os
dominios e sitios ativos das proteinas anotadas foram identificados por anélise no
Conserved Domain Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqgi).

Os resultados da anotacdo manual sdo mostrados no ANEXO G.

3.3. Analise evolutiva das lipocalinas

A fim de predizer a relagdo evolutiva entre as lipocalinas expressas em R.
prolixus, as sequéncias de aminoacidos de todas as lipocalinas ja descritas (em R.
prolixus e outros triatomineos) foram obtidas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
utilizadas, junto as sequéncias daquelas identificadas no transcriptoma, para analise das
relacdes evolutivas. As proteinas foram alinhadas com Muscle (EDGAR, 2004).
Utilizou-se o programa MEGAX (KUMAR et al., 2018) que inferiu a historia evolutiva
entre todas as sequéncias de aminoécidos usando o método Neighbor-Joining (Bootstrap
com 10000 réplicas). As andlises foram realizadas com delecdo completa ou delecao par
a par dos sitios ambiguos dependendo do grupo de proteinas a serem estudadas e a
escolha do tratamento das posi¢cGes sem informacéo foi especificado na legenda das
respectivas figuras. Em todos os casos também foi testada a relacdo evolutiva das
sequéncias por Maximo Verosimilhanca e por Méaximo Parsimonia (10000 replicas)
buscando comparar com a analise por Neighbor-Joining.

A identificacdo de residuos conservados nas proteinas foi realizada por

alinhamento das proteinas pelo Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2011) e conseguinte consulta ao Conserved Domains

Database.

3.4. Identificacé@o de isoformas e duplicacgdes génicas

Com o auxilio da ferramenta tBLASTn (e-value = 0.01) as sequéncias peptidicas
dos transcritos derivados do mesmo gene e/ou da mesma regido génica foram alinhadas
contra o0 genoma de R. prolixus (versdo 3.1). As coordenadas dos transcritos, ou seja,
suas posi¢cdes no genoma (considerando seus nucleotideos iniciais e terminais e regides
de introns e exons) foram comparadas a fim de se identificar a existéncia de isoformas
originadas por splicing alternativo ou duplicacdes génicas desses transcritos. Todos 0s

BLASTSs foram realizados diretamente no site VectorBase (www.vectorbase.org).
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4. RESULTADOS

4.1. Mapeamento das lipocalinas conhecidas ao genoma e proteoma de R. prolixus

Como primeira etapa desta reviséo, realizou-se 0 mapeamento das lipocalinas ja
conhecidas de R. prolixus (ver Tabela 1) ao genoma e proteoma do inseto, ja que este
trabalho ainda ndo havia sido realizado (Tabela 2). Para isso, as sequéncias depositadas
no GeneBank foram utilizadas para buscar por proteinas no proteoma de R. prolixus
depositado no VectorBase. Utilizou-se a ferramenta BLASTp juntamente com o
BLAST reciproco, a fim de confirmar a relagdo de homologia entre as sequéncias.
Assim, foi possivel mapear tanto ao genoma quanto ao proteoma 13 das 24 lipocalinas
ja descritas. Sdo elas: a NP-4 Q94734.1, que apresentou maior correspondéncia ao gene
RPRC000023; a NP-2 Q26241.1, que correspondeu ao gene RPRC000072; a PAI-1
AAB09090.1, que correspondeu ao gene RPRC002102; a PAI-2 AAB09091.1, com
correspondéncia ao gene RPRC000175; a PAI-5 AAQ20819.1, que correspondeu ao
gene RPRC002584; a PAI-6 AAQ20820.1, que correspondeu ao gene RPRC000677; a
PAI-7 AAQ20838.1, com maior correspondéncia ao gene RPRC000463; a Pallidipina-1
AAQ20825.1, com correspondéncia ao gene RPRC000012; a Procalina-1 AAQ20827.1
com correspondéncia ao gene RPRCO010444; a Triabina-4 AAQ20824.1, que
correspondeu ao gene RPRC002583; a Triabina-3 AAQ20823.1, com correspondéncia
ao gene RPRC000147; a Triabina-2 AAQ20822.1, que apresentou correspondéncia ao
gene RPRC012954; e por fim a Triabina-1 AAQ20821.1, com correspondéncia ao gene
RPRC012954.

Das lipocalinas ja descritas, 9 foram mapeadas apenas ao genoma, ndo havendo
proteinas correspondentes anotadas no proteoma do inseto. A NP-1 Q26239.1 foi
anotada no scaffold ACPB03038429 que apresenta um gap, 0 que pode justificar a
auséncia de proteinas anotadas nessa regido. A NP-7 Q6PQK?2.1 esta anotada em uma
regido génica que foi quebrada em dois scaffolds (ACPB03033880 e KQ034096), por
isso a proteina ndo foi anotada no proteoma. Ja a PAI-3 AAQ20817.1 esta anotada no
scaffold KQ035719. Neste scaffold encontra-se 0 gene RPRC006975 que pode ter sido
anotado errado, o que justificaria a ndo correspondéncia com a PAI-3. As lipocalinas
PAI-4 e PAI-4B estdo anotadas em uma mesma regido génica formada por dois
scaffolds que foram quebrados (KQ036102 e ACPB03037847), por isso ndo ha proteina
anotada nessa regido. A Pallidipina-2 AAQ20826.1 foi anotada no scaffold KQ034748,
onde nenhum gene foi encontrado. Por fim, as BAP-1 AA025746.1, BAP-2 4GET_Ae

30



BAP-3 4HFO_A foram anotadas na mesma regido génica (scaffold KQ034229), onde
hé apenas o gene RPRC000114 anotado, que ndo apresentou correspondéncia as BAPs.
Duas lipocalinas ja descritas ndo foram mapeadas nem no genoma nem no
proteoma do inseto. S&o elas a NP-3 Q94733.1 e a Procalina-2 AAQ20828.1. Para essas
duas lipocalinas ndo foram encontradas uma regido génica ou uma proteina
correspondente. Os dados brutos do mapeamento de todas as lipocalinas ja descritas ao

genoma e ao proteoma do inseto sdo mostrados, respectivamente, nos ANEXOS A e B.
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Tabela 2. Mapeamento das lipocalinas depositadas no GeneBank ao genoma e proteoma de R. prolixus.

Melhor Melhor correspondéncia
Lipocalina N° de acesso correspondéncia ao ID% Cobertura ID% Cobertura
oroteoma ao genoma
Nitroforina 1 (NP-1) Q26239.1 Sem correspondéncia ACPB03038429 97,5% 38%
Nitroforina 3 (NP-3) Q94733.1 Sem correspondéncia Sem correspondéncia
Nitroforina 4 (NP-4) Q94734.1 RPRC000023 99,5% 100% ACPB03031753 48 a 100% 100%
Nitroforina 2 (NP-2) Q26241.1 RPRCO000072 98,5% 100% KQ035484 59 a 97% 97%
Nitroforina 7 (NP-7) Q6PQK2.1 Sem correspondéncia ACPB03033880 e 74 a 100% 100%
KQ034096
BAP-1 AA025746.1 Sem correspondéncia KQO034229 66 a 92% 98%
BAP-2 4GET_A Sem correspondéncia KQO034229 66 a 92% 100%
BAP-3 4HFO_A Sem correspondéncia KQO034229 66 a 92% 100%
PAI-1 AAB09090.1 RPRC002102 85,2% 98% KQ034920 91 a 100% 97%
PAI-2 AAB09091.1 RPRCO000175 77,5% 100% KQ036605 57 a 100% 100%
PAI-3 AAQ20817.1 Sem correspondéncia KQ035719 85 a 100% 100%
PAI-4 AAQ20818.1 Sem correspondéncia KQ036102 e 97 a 100% 59,0%
ACPB03037847
PAI-4B SHIOL_A Sem correspondéncia KQO036102 e 97 2 100% 59,0%
ACPB03037847
PAI-5 AAQ20819.1 RPRC002584 94,7% 95% ACPB03035352 94 2 100% 100%
PAI-6 AAQ20820.1 RPRCO000677 92,8% 100% KQ035263 75 a 100% 100%
PAI-7 AAQ20838.1 RPRC000463 91,0% 95,8% KQO037461 83 a 95% 100%
Pallidipina-1 AAQ20825.1 RPRC000012 85,5% 100% KQO034748 67 a 96% 100%
Pallidipina-2 AAQ20826.1 Sem correspondéncia KQ034748 58 a 100% 90%
Procalina-1 AAQ20827.1 RPRC010444 98,3% 100% KQ034856 100% 100%
Procalina-2 AAQ20828.1 Sem correspondéncia Sem correspondéncia
Triabina-1 AAQ20821.1 RPRC006167 94,5% 93,0% ACPB03037937 91% 76%
Triabina-2 AAQ20822.1 RPRC012954 92,9% 94,0% KQ035237 51 a 96% 90%
Triabina-3 AAQ20823.1 RPRC000147 77,0% 99,0% KQ035329 60 a 80% 98%
Triabina-4 AAQ20824.1 RPRC002583 100% 100% KQ034856 95 a 100% 100%
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4.2. ldentificagdo de Lipocalinas no transcriptoma de R. prolixus

O transcriptoma de R. prolixus gerou um total de 25.673 transcritos. A fungéo
hipotética dos transcritos foi determinada por similaridade a proteinas anotadas no
GeneBank (Non-redundant), Pfam (Protein families)) CDD (conserved domain
databases), Uniprot e SwisProt. Foi identificado um total de 112 transcritos com
similaridades a lipocalinas, sendo que foi possivel classifica-los inicialmente como: 41
nitroforinas (Tabelas 3), 22 PAI (Tabela 4), 12 pallidipinas (Tabela 5), 24 triabinas
(Tabela 6) e 11 apolipoproteinas (Tabela 7). Além disso, duas lipocalinas foram
classificadas apenas como lipocalinas salivares (Tabela 8). Nenhuma lipocalina foi
classificada inicialmente como parte do grupo das procalinas. As tabelas de 1 a 8
também mostram em qual base de dados foi encontrada a melhor homologia (best-
match) pelo BLAST. Estas tabelas contém apenas parte da informacdo das buscas por
blast e as tabelas completas podem ser obtidas no material suplementar do artigo de
Ribeiro e colaboradores (2014).
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Tabela 3. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas da familia das

Nitroforinas.

Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados
rp_ash-48127 | 955 121 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 0 0.56
rp_asbh-48695 | 858 122 Nitrophorin-4 NR-LIGHT | 0 0.47
rp_ash-3238 904 116 Nitrophorin-3 SWISSP 8E-71 0.58
rp_ash-48123 | 633 115 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 2E-66 0.53
rp_ash-3237 858 106 Nitrophorin-2 NR-LIGHT | 2E-47 0.90
rp_ash-101622 | 386 97 Nitrophorin 3B NR-LIGHT | 3E-33 0.60
rp_ash-25981 | 1160 215 Nitrophorin PFAM 1E-33 1.02
rp_ash-74536 | 830 217 Nitrophorin-2 SWISSP 1E-12 1.04
rp_ash-3236 920 117 Nitrophorin-2 NR-LIGHT | 0 0.58
rp_ash-104982 | 885 173 Nitrophorin-7 NR-LIGHT | 0 0.84
rp_ash-48696 | 721 124 Nitrophorin-4 SWISSP 3E-97 0.55
rp_ash-90144 | 1171 117 Nitrophorin PFAM 2E-09 0.93
rp_ash-48697 | 774 128 Nitrophorin-1 NR-LIGHT | O 0.55
rp_ash-25624 | 831 211 Nitrophorin PFAM 2E-33 1.02
rp_ash-48698 | 858 221 Nitrophorin 4A NR-LIGHT | 0 1.00
rp_ash-1685 1006 105 Nitrophorin-2 SWISSP 2E-58 0.50
rp_ash-48694 | 899 202 Nitrophorin-1 NR-LIGHT | 0 0.91
rp_ash-85899 | 824 150 Nitrophorin 4B NR-LIGHT | 0 0.69
rp_ash-89581 | 815 195 Nitrophorin 3B NR-LIGHT | 3E-62 0.99
rp_ash-48699 | 896 98 Nitrophorin PFAM 2E-42 0.51
rp_ash-105554 | 538 107 Nitrophorin 4B NR-LIGHT | 2E-30 0.28
rp_asb-104455 | 542 96 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 4E-15 0.49
rp_ash-25025 | 756 168 Nitrophorin PFAM 2E-31 0.97
rp_ash-3232 1212 138 Nitrophorin-3 NR-LIGHT | 0 0.59
rp_ash-48126 | 818 154 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 1E-65 0.69
rp_ash-48125 | 822 219 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 1E-97 1.00
rp_ash-85900 | 859 193 Nitrophorin 4B NR-LIGHT | 5E-84 0.88
rp_ash-48128 | 873 169 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 6E-53 0.61
rp_ash-48124 | 807 123 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 1E-64 0.81
rp_ash-16225 | 489 98 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 2E-36 0.46
rp_ash-48741 | 310 77 Nitrophorin 1A NR-LIGHT | 7E-24 0.33
rp_ash-104644 | 686 91 Nitrophorin-7 GO 3E-25 0.28
rp_ash-3239 850 87 Nitrophorin-2 SWISSP 3E-68 0.62
rp_ash-89584 | 670 191 Nitrophorin 3B NR-LIGHT | 6E-77 0.95
rp_ash-3235 885 110 Nitrophorin-2 SWISSP 7E-69 0.66
rp_ash-101226 | 625 112 Nitrophorin 4B NR-LIGHT | 3E-41 0.48
rp_ash-101256 | 934 150 Nitrophorin-2 SWISSP 2E-71 1.00
rp_ash-89583 | 731 187 Nitrophorin 3B NR-LIGHT | 3E-65 0.96
rp_ash-89582 | 698 97 Nitrophorin 3B NR-LIGHT | 2E-56 0.64
rp_ash-104643 | 751 123 Nitrophorin-7 NR-LIGHT | 1E-60 0.98
rp_ash-105049 | 432 58 Nitrophorin PFAM 9E-21 0.56

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados
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Tabela 4. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas da familia das

Inibidoras de Agregacdo Plaquetaria (PAI).

Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados
rp_ash-34424 1619 177 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 1E-63 0.58
rp_ash-115859 503 70 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 1E-36 0.34
rp_ash-15376 774 175 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 9E-85 0.93
rp_ash-15398 738 168 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 2E-65 0.71
rp_ash-97660 637 85 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 3E-11 0.46
rp_ash-15397 624 100 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 6E-74 0.39
rp_ash-34427 450 149 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 5E-73 0.92
rp_ash-97659 664 103 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 1E-13 0.28
rp_ash-34426 661 159 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 3E-71 0.96
rp_ash-15399 522 103 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 1E-30 0.67
rp_ash-34429 614 161 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 1E-73 1.00
rp_asb-15404 320 61 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 3E-20 0.44
rp_asb-34425 612 171 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 2E-72 0.93
rp_asb-105584 | 654 102 lipocalin Al-4 NR-LIGHT 3E-15 0.42
rp_asb-105551 671 105 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 6E-40 0.90
rp_ash-34428 657 195 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 5E-70 0.95
rp_ash-15400 665 130 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 8E-68 0.56
rp_ash-15401 649 120 lipocalin Al-5 NR-LIGHT 8E-55 0.60
rp_ash-44356 725 193 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 7E-48 1.03
rp_asb-44609 705 212 lipocalin Al-6 NR-LIGHT 2E-45 0.98
rp_asb-34430 506 149 lipocalin Al-7 NR-LIGHT 2E-48 0.90
rp_asb-104785 526 130 lipocalin Al-3 NR-LIGHT TE-75 0.75

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados

Tabela 5. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas da familia das

Pallidipinas.
Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados

rp_ash-73730 | 470 73 pallidipin-like NR-LIGHT | 8E-10 0.17
rp_ashb-109013 | 408 60 pallidipin-like NR-LIGHT | 1E-09 0.24
rp_ash-73727 | 619 122 pallidipin-like NR-LIGHT | 1E-69 0.55
rp_ash-109014 | 365 117 pallidipin-like NR-LIGHT | 1E-27 0.45
rp_ash-109015 | 427 51 pallidipin-like NR-LIGHT | 2E-16 0.22
rp_ash-73728 | 811 188 pallidipin-like NR-LIGHT | 7E-82 0.94
rp_ash-73726 | 967 206 pallidipin-like NR-LIGHT | 0.0 1.00
rp_ash-104042 | 1146 187 pallidipin-like NR-LIGHT | 0.0 0.79
rp_ash-73729 | 484 107 pallidipin-like NR-LIGHT | 9E-42 0.54
rp_ash-112121 | 454 149 pallidipin-like NR-LIGHT | 3E-43 0.65
rp_ash-72343 | 453 120 pallidipin-like NR-LIGHT | 9E-19 0.45
rp_asb-73858 | 1215 254 pallidipin-like NR-LIGHT | 2E-54 0.93

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados
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Tabela 6. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas da familia das
Triabinas.

Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados
rp_ash-37664 | 695 205 Triabin PFAM 1E-15 1.01
rp_ash-89585 | 663 145 triabin-like NR-LIGHT | 5E-74 0.63
rp_ash-73238 | 945 204 triabin-like NR-LIGHT | 4E-23 1.02
rp_ash-30197 | 1565 125 triabin-like NR-LIGHT | 8E-21 0.55
rp_ash-102751 | 659 177 triabin-like NR-LIGHT | 5E-75 0.92
rp_ash-105585 | 658 187 triabin-like PFAM 8E-21 0.99
rp_ash-102621 | 645 182 triabin-like NR-LIGHT | 7E-76 1.00
rp_ash-33412 | 872 208 triabin-like NR-LIGHT | 2E-21 0.95
rp_ash-30198 | 1730 201 triabin-like NR-LIGHT | 8E-25 0.99
rp_ash-102716 | 435 143 triabin-like NR-LIGHT | 4E-74 0.76
rp_ash-30450 | 668 134 triabin-like NR-LIGHT | 0.00006 | 0.59
rp_ash-65689 | 674 203 triabin-like PFAM 9E-18 1.00
rp_ash-102620 | 359 109 triabin-like NR-LIGHT | 7E-53 0.59
rp_ash-33413 | 856 160 triabin-like NR-LIGHT | 1E-19 0.70
rp_ash-40554 | 956 182 triabin-like NR-LIGHT | 1E-61 1.00
rp_ash-102753 | 387 65 triabin-like NR-LIGHT | 5E-21 0.36
rp_ash-40553 | 488 104 triabin-like NR-LIGHT | 1E-54 0.58
rp_ash-110283 | 628 77 triabin-like NR-LIGHT | 4E-32 0.50
rp_ash-102749 | 719 170 triabin-like NR-LIGHT | 2E-75 0.90
rp_ash-40550 | 459 106 triabin-like NR-LIGHT | 6E-33 0.59
rp_ash-105577 | 439 94 triabin-like NR-LIGHT | 4E-22 0.49
rp_ash-102752 | 554 116 triabin-like NR-LIGHT | 7E-38 0.85
rp_ash-102750 | 668 116 triabin-like NR-LIGHT | 1E-31 0.50
rp_ash-103687 | 275 46 triabin-like NR-LIGHT | 0.00002 | 0.19

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados

Tabela 7. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas da familia de
Apolipoproteinas.

Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados
rp_ash-6793 741 226 Apolipoprotein D KOG 3E-09 0.80
rp_ash-14972 | 2410 178 Apolipoprotein D KOG 3E-20 0.73
rp_ash-4751 1333 212 Apolipoprotein D KOG 0.00002 0.96
rp_ash-7470 1235 143 Apolipoprotein O PFAM 7E-16 0.98
rp_ash-1368 1745 262 Apolipoprotein D KOG 1E-14 0.91
rp_ash-48 1325 217 Apolipoprotein D KOG 0.00002 0.92
rp_ash-40377 | 1080 283 Apolipoprotein D KOG 2E-20 0.87
rp_ash-47 1277 217 Apolipoprotein D KOG 0.00002 0.92
rp_ash-6771 1025 222 Apolipoprotein D KOG 2E-10 0.70
rp_ash-105382 | 402 86 Apolipoprotein D KOG 0.00007 0.28
rp_ash-7471 824 164 Apolipoprotein O PFAM 2E-14 0.60

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados

Tabela 8. Transcritos de R. prolixus similares a lipocalinas inespecificas.

Contig Tamanho Tamanho Similaridade Base de E-value | Cobertura*
pb aa Dados
rp_asb-105519 | 737 125 salivary lipocalin NR-LIGHT | 3E-16 0.53
rp_asbh-61810 | 1058 147 salivary lipocalin NR-LIGHT | 2E-14 0.57

* Cobertura do alinhamento do transcrito com a proteina anotada na referida base de dados.

36




4.3. Mapeamento e anotacgdo das lipocalinas transcritas ao genoma e proteoma
predito de R. prolixus

Todos os transcritos identificados inicialmente como lipocalinas foram alinhados
ao genoma e ao proteoma de R. prolixus, com o intuito de identificar a regido genémica
de origem do transcrito e se alguma proteina ja havia sido identificada como produto de
expressao do mesmo. Inicialmente, as buscas realizadas gerariam trés tipos de
resultados: i) transcritos que mapeiam ao genoma e ao proteoma; ii) transcritos que
mapeiam ao genoma, mas ndo ao proteoma (por falha de anotacdo do proteoma); e iii)
transcritos que ndo mapeiam nem ao genoma e nem ao proteoma (ou por falha de
montagem do genoma, ou do transcriptoma, ou ainda possiveis pseudogenes). Os
resultados destas buscas estdo sumarizados nas Tabelas 9 — 14.

Ao todo 11 transcritos mapearam no genoma, mas ndo no proteoma. Estes
tiveram suas sequéncias de aminoacidos anotadas pelo GeneWise de acordo com a
metodologia descrita anteriormente. Foi observado que 15 transcritos apresentavam
diversos stop-codons ao longo de sua sequéncia. Estes transcritos foram entdo
classificados, inicialmente, como pseudogenes. Além disso, foram observadas duas
situacOes que inicialmente ndo foram previstas. A primeira foi de multiplos transcritos
gue mapearam a uma mesma regido génica ou a uma mesma proteina. Estes 14
transcritos foram categorizados como “transcritos de mesmo locus” e nas tabelas 9-14
foi apontado a qual locus o transcrito mapeia. O segundo caso € mais curioso:
transcritos que alinharam especificamente com uma proteina, mas ndo possuiam
similaridade com nenhuma regido do genoma. Dez transcritos apresentaram este perfil e
0s possiveis motivos para essa observacdo serao discutidos adiante.

A tabela 9 mostra o resultado do mapeamento para as lipocalinas do grupo
nitroforina. Destes transcritos, apenas 6 deles (rp_ash-48127, rp_ash-48695, rp_asb-
3238, rp_ash-25981, rp_asb-74536 e rp_asb-3236) mapearam ao genoma e ao
proteoma; trés transcritos (rp_asb-48123, rp_asb-3237 e rp_asb-101622) alinharam a
proteinas ja anotadas, mas ndo alinharam a nenhuma regido do genoma. Vinte
transcritos (rp_ash-48696, rp_asb-48697, rp_ash-48698, rp_ash-104982, rp_ash-48128,
rp_asb-104644, rp_asb-104643, rp_asb-104455, rp_asbh-85900, rp_asb-101226, rp_asb-
90144, rp_ash-89581, rp_ash-89583, rp_ash-89582, rp_ash-1685, rp_ash-3232, rp_asb-
3235, rp_ash-101256, rp_asb-48741, rp_asb-105554) mapearam ao genoma, mas ndo ao
proteoma. Destes, 7 transcritos (rp_asb-48697, rp_asb-104982, rp_ash-104455, rp_asb-
90144, rp_asb-89581, rp_ash-89582, rp_asbh-3235) apresentaram, na anotagédo
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estrutural, diversos stop-codons em suas sequéncias e, por isso, eles foram classificados
como pseudogenes (recebendo o simbolo genético para pseudogene, ¥). Os transcritos
rp_ash-48696 e rp_ash-48698 mapearam no mesmo locus do gene RPRC000023-PA,
podendo ser isoformas deste gene. O mesmo ocorre com o0 transcrito rp_asb-104644,
que mapeou no mesmo locus do gene RPRC000380-PA, podendo ser uma isoforma
deste gene; com os transcritos rp_asb-104643, rp_ash-1685, rp_asb-3232 e rp_asb-
101256, que mapearam no mesmo do locus do gene RPRCO000072-PA, podendo
representar isoformas deste gene; e com o transcrito rp_asb-89583, que mapeou no
mesmo locus do gene RPRC002583-PA, podendo ser uma isoforma deste. A anotacédo
estrutural evidenciou ainda que os transcritos rp_asb-48128 e rp_asb-48741 possuem
estruturas génicas similares ao do gene RPRC000114, além de estarem localizados
préximos no scaffold, o que indica que estes transcritos podem ser originados de cépias
do gene RPRC000114. O mesmo foi observado para os transcritos rp_asb-85900,
rp_asb-101226 e rp_asb-105554, que aparentam serem copias do gene RPRC010481.
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Tabela 9. Mapeamento das lipocalinas inicialmente identificadas como
Nitroforinas.
Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario
Scaffold ID (%) Proteina ID (%)
rp_ash-48127 KQ034229 100 RPRC000114-PA 100 ¢ RPRC000114
rp_asb-48695 ACPB03031753 100 RPRC000023-PA 100 € RPRC000023
rp_ash-3238 KQ035220 99,45 RPRC000380-PA 100 € RPRC000380
rp_asb-25981 KQ035220 99,72 RPRC000077-PA 99,48 € RPRC000077
rp_asb-74536 KQO034712 98,76 RPRC000163-PA 99,43 € RPRC000163
rp_ash-3236 KQ035220 100 RPRC000072-PA 98,29 & RPRC000072
rp_ash-48123 KQ034229 95,58 RPRC000114-PA 100 ¢ RPRC000114
rp_ash-3237 KQ034096 94,32 RPRC000367-PA 100 & RPRC000367
rp_ash-101622 KQ034856 93,33 RPRC010566-PA 100 & RPRC010566
rp_ash-48696 ACPB03031753 100 RPRC000023-PA 96,33 locus RPRC000023
rp_ash-48697 ¥ ACPB03031753 100 RPRC004617-PA 93,33 Pseudogene
rp_asb-48698 ACPB03031753 98,31 RPRC000023-PA 91,33 locus RPRC000023
rp_ash-104982 w ACPB03033880 100 RPRC000153-PA 96,69 Pseudogene
rp_ash-48128 ACPB03047519 100 RPRC000114-PA 78,79 Novo
rp_ash-104644 KQ034096 100 RPRC000380-PA 75 locus RPRC000380
rp_asb-104643 KQO034096 100 RPRC000072-PA 59,7 locus RPRC000072
rp_ash-104455 v KQ034229 100 RPRC007298-PA 84,26 Pseudogene
rp_ash-85900 KQ034229 100 RPRC010481-PA 79,31 Novo
rp_ash-101226 KQ034229 100 RPRC010481-PA 70 Novo
rp_asbh-90144 w KQO034748 100 RPRC000250-PA 94,9 Pseudogene
rp_ash-89581 w KQO034856 100 RPRC000299-PA 89,07 Pseudogene
rp_asb-89583 KQO034856 100 RPRC002583-PA 67,13 locus RPRC002583
rp_asb-89582 v KQO034856 100 RPRC000299-PA 66,13 Pseudogene
rp_ash-1685 KQ035220 99,25 RPRC000072-PA 90,91 locus RPRC000072
rp_ash-3232 KQ035220 100 RPRC000072-PA 82,95 locus RPRC000072
rp_ash-3235 w KQ035220 100 RPRC000072-PA 70,45 Pseudogene
rp_ash-101256 KQ035220 98,7 RPRC000072-PA 69,31 locus RPRC000072
rp_ash-48741 KQ036574 100 RPRC000114-PA 76,06 Novo
rp_ash-105554 KQ037843 98,91 RPRC010481-PA 84,44 Novo
rp_ash-25624 KQ035220 91,12 RPRC000077-PA 93,26
rp_ash-48694 ACPB03031753 97,78 RPRC000023-PA 90
rp_ash-85899 KQ034229 93,28 RPRC010481-PA 89,66
rp_asb-48699 ACPB03031753 97,46 RPRC000023-PA 86,25
rp_asb-25025 KQ035220 96,59 RPRC000077-PA 84,12
rp_ash-48126 KQ034229 94,17 RPRC000114-PA 82,43
rp_ash-48125 KQ034229 97,93 RPRC000114-PA 81,86
rp_ash-48124 KQ034229 94,83 RPRC000114-PA 78,26
rp_ash-16225 KQ034229 86,6 RPRC000313-PA 77,55
rp_asb-3239 KQ035220 93,33 RPRC000367-PA 74,36
rp_ash-89584 ACPB03035352 95,86 RPRC002583-PA 73,1
rp_asb-105049 KQ035220 84,35 RPRC000072-PA 47,06

Entre as Inibidoras de Agregacdo Plaquetaria (Tabela 10) apenas trés (rp_asb-
34424, rp_asbh-15376 e rp_asb-15398) mapearam ao genoma e ao proteoma; dois
transcritos alinharam a proteinas ja anotadas, mas ndo ao genoma (rp_ash-115859,
rp_asb-97660); seis transcritos mapearam ao genoma, mas ndo ao proteoma (rp_asb-
97659, rp_ash-15399, rp_asb-105551, rp_asbh-44356, rp_asb-44609, rp_asb-104785), e
0s demais 11 ndo alinharam nem ao genoma, nem ao proteoma (rp_asb-15397, rp_asb-
34427, rp_ash-34426, rp_ash-34429, rp_ash-15404, rp_ash-34425, rp_asb-105584,
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rp_asb-34428). A anotacdo estrutural dos seis transcritos que mapearam no genoma,
mas ndo ao proteoma, mostrou que os transcritos rp_asb-15399, rp_ash-44356 e rp_ash-
44609 possuem diversos stop-codons e, assim, foram classificados como pseudogenes
(recebendo o simbolo genético para pseudogene, w). Ja o0 transcrito rp_ash-105551
mapeou no mesmo locus do gene RPRC000446-PA, podendo entdo ser uma isoforma
deste gene. Por fim, os transcritos rp_ash-97659 e rp_asb-104785 mapearam em locus
sem genes anotados e ndo possuem nenhum stop-codon (ANEXO A), sugerindo serem

Novos genes.

Tabela 10. Mapeamento e identificacdo das lipocalinas inicialmente identificadas

como PAL.

Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario

Scaffold ID (%) Proteina ID (%)

rp_asb-34424 KQ034115 100 RPRC010695-PA 100 ¢ RPRC010695
rp_asb-15376 ACPB03035352 99,19 RPRC002584-PA 98,75 € RPRC002584
rp_asb-15398 ACPB03035352 100 RPRC010444-PA 98,33 € RPRC010444
rp_ashb-115859 | ACPB03039915 94,9 RPRC000677-PA 100 é RPRC000677
rp_ash-97660 KQ035263 92,86 RPRC008117-PA 98,21 é RPRC008117
rp_ash-97659 KQ035263 100 RPRC008117-PA 91,23 Novo
rp_ash-15399 v | ACPB03035352 98,9 RPRC012540-PA 90 Pseudogene
rp_ash-105551 | KQ035237 100 RPRC000446-PA 83,33 locus RPRC000446
rp_ash-44356 v | ACPB03037469 100 RPRC000446-PA 68,06 Pseudogene
rp_ash-44609 v | ACPB03046785 100 RPRC000446-PA 61,81 Pseudogene
rp_ash-104785 KQO035719 100 RPRC000463-PA 55,17 Novo
rp_ash-15397 KQ038166 95,74 RPRC010444-PA 94,12
rp_ash-34427 ACPB03042619 97,39 RPRC000463-PA 94
rp_ash-34426 ACPB03042619 96,52 RPRC000463-PA 90,72
rp_ash-34429 ACPB03042619 94,21 RPRC000463-PA 86
rp_ash-15404 ACPB03035352 97,8 RPRC012540-PA 85,42
rp_ash-34425 KQ035064 91,06 RPRC000463-PA 85,26
rp_ash-105584 | ACPB03040145 90,14 RPRC000347-PA 84,52
rp_ash-34428 ACPB03040249 96,69 RPRC000463-PA 82
rp_asb-15400 ACPB03035352 97,7 RPRC002584-PA 78,75
rp_ash-15401 KQ036005 86,64 RPRC002584-PA 75
rp_ash-34430 KQ035064 92,31 RPRC000463-PA 60,19
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Para as Pallidipinas (Tabela 11), dois transcritos (rp_asb-73727 e rp_asb-
109013) mapearam ao genoma e ao proteoma do inseto. Outros quatro transcritos
(rp_asb-73726, rp_asb-109014, rp_asb-104042 e rp_ash-73730) mapearam ao genoma,
mas ndo ao proteoma; destes transcritos, rp_asb-104042 e rp_ash-73730 foram
classificados como pseudogenes por apresentarem, na anotacdo estrutural, stop-codons
em suas sequancias (recebendo o simbolo genético para pseudogene, ¥). O transcrito
rp_asb-73726 mapeou no mesmo locus do gene RPRC000012-PA, podendo entdo ser
uma isoforma deste gene. Similarmente, observou-se 0 mesmo para o transcrito rp_asb-
109014, que mapeou no mesmo locus do gene RPRC002137 e pode, portanto, ser uma

isoforma deste.

Tabela 11. Mapeamento das lipocalinas inicialmente identificadas como

Pallidipinas.

Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario

Scaffold ID (%) Proteina ID (%)

rp_ash-73727 ACPB03037858 100 RPRCO000012-PA | 100 ¢ RPRC000012
rp_ash-109013 KQ034748 100 RPRC002137-PA | 100 é¢ RPRC002137
rp_ash-73726 KQ034748 98,46 RPRCO000012-PA | 85,52 locus RPRC000012
rp_asbh-109014 KQ034748 99,32 RPRC002137-PA | 94,25 locus RPRC002137
rp_ash-104042 ¢ | KQO034748 99,52 RPRC002137-PA | 82,61 Pseudogene
rp_ash-73730 w KQO034748 100 SC* Pseudogene
rp_ash-73729 KQO034748 94,61 RPRC000012-PA | 76,92
rp_ash-73728 KQ034748 95,72 RPRCO000012-PA | 88,65
rp_ash-73858 KQ035329 93,54 RPRC002137-PA | 51,41
rp_asbh-112121 KQO034748 93,98 RPRC002137-PA | 73,12
rp_ash-109015 KQO034748 93,38 RPRC002137-PA | 92,31
rp_ash-72343 KQ035064 97,45 RPRC002138-PA | 55,41

*Sem Correspondéncia

Assim como as Nitroforinas, as Triabinas foram um grupo com muitos
transcritos identificados. Cinco transcritos mapearam ao genoma e ao proteoma de R.
prolixus (rp_asb-102621, rp_asbh-73238, rp_ash-89585, rp_ash-33412 e rp_ash-37664);
3 transcritos (rp_asb-102751, rp_ash-105585 e rp_ash-30197) mapearam ao proteoma,
mas ndo ao genoma; e 9 transcritos (rp_asb-33413, rp_asb-102750, rp_asb-110283,
rp_ash-30450, rp_ash-65689, rp_asb-102716, rp_ash-102620, rp_asb-105577 e rp_asb-
40554) mapearam ao genoma e ndo ao proteoma (Tabela 12). Dos transcritos mapeados

apenas ao genoma, dois deles (rp_asb-102750 e rp_asb-102716) foram identificados,
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pela anotacdo estrutural, como pseudogenes (recebendo o simbolo genético para
pseudogene, w), pois apresentaram diversos stop-codons em suas sequéncias. Os
transcritos rp_asb-33413 e rp_ash-65689 néo apresentaram stop-codons (ver ANEXO
A), sugerindo serem novos genes. O transcrito rp_asb-110283 apresenta uma estrutura
génica semelhante ao do gene RPRC000275 e ambos estdo localizados proximos no
scaffold, 0 que sugere que o transcrito seja originado de uma cépia deste gene; 0 mesmo
ocorre com o transcrito rp_asb-105577, que é possivelmente originado de uma cépia do
gene RPRC012954. O transcrito rp_asbh-30450 mapeou no mesmo locus do gene
RPRC000603, podendo representar uma isoforma deste gene. Ja o transcrito rp_asb-
105577 mapeou no mesmo locus do gene RPRC012954, o que pode indicar se tratar de

uma isoforma deste gene.

Tabela 12. Mapeamento das lipocalinas inicialmente identificadas como Triabinas.

Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario
Scaffold ID (%) Proteina ID (%)

rp_ash-102621 KQ035237 100 RPRC000275-PA 99,35 é RPRC000275
rp_ash-73238 KQ034856 99,68 RPRC000418-PA 100 é RPRC000418
rp_ash-89585 KQ034856 100 RPRC002583-PA 100 é RPRC002583
rp_ash-33412 KQ034748 99,4 RPRC002646-PA 98,81 € RPRC002646
rp_ash-37664 KQ034748 100 RPRC002647-PA 100 € RPRC002647
rp_ash-102751 ACPB03037937 96,92 RPRC000147-PA 100 € RPRC000147
rp_ash-105585 ACPB03047339 91,15 RPRC000347-PA 100 € RPRC000347
rp_ash-30197 KQ035220 97,22 RPRCO000603-PA 100 € RPRC000603
rp_ash-33413 KQ034748 99,4 RPRC000038-PA 88,89 Novo
rp_ash-102750 ¥ KQ035329 100 RPRC000147-PA 62,32 Pseudogene
rp_asb-110283 KQ035237 100 RPRC000275-PA 76,47 Novo
rp_ash-30450 KQ035220 100 RPRC000603-PA 94,69 locus RPRC000603
rp_ash-65689 ACPB03046557 100 RPRC000613-PA 93,64 Novo
rp_ash-102716 v | ACPB03037937 100 RPRC006167-PA 95,59 Pseudogene
rp_asb-102620 KQ035237 100 RPRC012954-PA | 89,16 é RPRC012954
rp_ash-105577 ACPB03037685 100 RPRC012954-PB 65,28 Novo
rp_asb-40554 KQ035237 100 RPRC012954-PB 84,09 locus RPRC012954
rp_asbh-102753 SC* RPRC000147-PA 82,61
rp_ash-103687 SC* RPRC000147-PA 58,06
rp_asb-40550 SC* RPRC000275-PA 70,09
rp_ash-30198 KQ035220 95,7 RPRC000603-PA 97,37
rp_ash-102749 KQ035064 98,46 RPRC006167-PA 74,03
rp_ash-102752 KQ035064 97,65 RPRC006167-PA 63,51
rp_ash-40553 KQ035237 93,2 RPRC012954-PA 81,25

*Sem Correspondéncia
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Como dito anteriormente, pela primeira vez tem-se a sugestdo de que lipocalinas
de R. prolixus possam pertencer a familia das Apolipoproteinas. A Tabela 13 resume o
resultado do mapeamento para as lipocalinas pretencentes a este grupo. Nele, 6
transcritos (rp_asb-6793, rp_ash-14972, rp_asb-4751, rp_asb-48, rp_asb-40377 erp_asb-
47) mapearam ao genoma e ao proteoma do inseto. Destes, 0 transcrito rp_asb- 47
mapeou no mesmo locus do gene RPRCO015421-PA, podendo ser uma isoforma deste.
Trés transcritos (rp_asb-6771, rp_asb-105382 e rp_asb-7471) mapearam ao genoma,
mas ndo mapearam ao proteoma. A anotacdo estrutural destes transcritosmostrou que o
rp_asb-105382 possui diversos stop-codons em sua sequéncia e, por isso, ele foi
classificado como um pseudogene (recebendo o simbolo genético para pseudogene, ¥);
ja o transcrito rp_asb-6771 foi identificado como uma cépia do gene RPRC015421, pois
0s genes de ambos tém estruturas muito parecidas e estdo anotados lado a lado no
genoma; o transcrito rp_asb-7471, por sua vez, mapeia no locus do gene RPRC000339,
podendo representar uma possivel isoforma deste gene. Os outros dois transcritos
restantes (rp_asb-7470 e rp_asbh-1368) mapearam ao proteoma, mas nao ao genoma do

inseto.

Tabela 13. Mapeamento das lipocalinas inicialmente identificadas como

Apolipoproteinas.

Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario
Scaffold ID (%) Proteina ID (%)

rp_ash-6793 KQO034497 100 RPRC003587-PA | 100 ¢ RPRC003587
rp_ash-14972 KQO034137 99,7 RPRC010099-PA | 100 ¢ RPRC010099
rp_ash-4751 KQO034633 99,36 RPRC000014-PA | 100 ¢ RPRC000014
rp_asb-48 KQO034457 98,1 RPRC015421-PA | 99,53 ¢ RPRC015421
rp_ash-40377 KQO034133 99,47 RPRC004179-PA | 99,19 € RPRC004179
rp_ash-47 KQO034457 99,28 RPRC015421-PA | 99,05 locus RPRC015421
rp_ash-7470 KQO034069 97,73 RPRC000339-PA | 100 ¢ RPRC000339
rp_asbh-1368 KQO034130 97,05 RPRC004463-PA | 100 € RPRC004463
rp_ash-6771 KQO034457 100 RPRC015420-PA | 97,6 novo
rp_asbh-105382 ¢ | KQO034133 100 RPRC004250-PA | 73,91 pseudogene
rp_ash-7471 KQO034069 100 RPRC000339-PA | 71,82 locus RPRC000339
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Por fim, dois transcritos, rp_asb-105519 e rp_asb-61810, apresentaram
similaridade as lipocalinas, mas ndo foram classificados em nenhum grupo funcional
especifico pelas anélises iniciais. Essas lipocalinas foram chamadas de “Inespecificas” e
o resultado do mapeamento delas é mostrado na Tabela 14. Ambos os transcritos foram
mapeados ao genoma, mas nao ao proteoma de R. prolixus. Porém, ao analisar o locus
especifico do gene com o GeneBrowser do Vectorbase, foi observado que as proteinas
RPRC000438-PA e RPRC000418-PA estdo anotadas no mesmo local. As diferencas de
similaridade observadas parecem ser fruto de erro de anotacdo do transcrito (dados néo
mostrados). Desta forma, consideraram-se as proteinas anotadas como sendo as
lipocalinas salivares inespecificas e suas sequéncias foram utilizadas nas andlises

posteriores.

Tabela 14. Mapeamento das lipocalinas inicialmente identificadas como

“Inespecificas”.
Transcrito Alinhamento ao genoma Alinhamento ao proteoma Comentario
Scaffold ID (%) Proteina ID (%)
rp_ashb-105519 | KQ034856 100 RPRCO000438-PA | 59,04 ¢ RPRC000438
rp_ash-61810 KQ034856 100 RPRC000418-PA | 42,25 ¢ RPRC000418

4.4. Andlise inicial de ortologia das lipocalinas do transcriptoma de R. prolixus.

A identificacdo da funcdo hipotética de cada lipocalina por meio dos resultados
iniciais do BLAST é importante para dar um direcionamento a respeito do perfil dos
transcritos identificados. No entanto, uma analise evolutiva por filogenia com todas as
lipocalinas descritas pode oferecer a robustez necessaria para uma melhor classificacdo
da funcdo putativa de cada transcrito. Assim, todas as lipocalinas descritas no
transcriptoma e anotadas no presente trabalho foram analisadas evolutivamente em
conjunto com as lipocalinas ja descritas anteriormente (Tabela 1). Devido a diversidade
de sequéncias e diferencas na qualidade de anotacdo, optou-se por realizar uma analise
inicial (ANEXO C) contendo todas as sequencias identificadas (incluindo copias e
transcritos que mapearam no mesmo locus de genes ja anotados), com excegdo de
pseudogenes. Desta analise, a sequéncia RPRC008117 foi removida por ser muito curta
(62 aa) e estar limitando o nimero de sitios para construcdo da filogenia. Apesar da
diversidade das sequéncias, muitas delas puderam ser agrupadas em grupos funcionais

distintos de acordo com a proximidade evolutiva apresentada entre elas. Também foi

44



possivel confirmar os resultados do BLAST mapeando as lipocalinas ja conhecidas ao
protecoma. J& as sequéncias RPRC0110695, RPRCO006975, RPRC000418,
RPRC000163, rp_ash-89583, rp_ash-65689 e rp_ash-110283 claramente ndo agruparam
com nenhuma das lipocalinas conhecidas e, assim, elas foram excluidas das analises por
ndo ser possivel, neste momento, concluir se sdo de fato lipocalinas. Também foi
possivel observar que as proteinas preditas como apolipoproteinas ndo formaram um
clado coeso. Com base entdo na figura do ANEXO C, criou-se um arquivo revisado,
contendo apenas as sequéncias que se mostraram evolutivamente mais préximas a
lipocalinas ja descritas, assim como as apolipoproteinas (ja que para estas nao se possui
um modelo). Essas sequéncias foram novamente analisadas evolutivamente e uma nova

arvore filogenética foi construida (Figura 3).
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RPRCO000380-PA possivel NP
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rp asb-48696 locus RPRC000023 possivel NP
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'———————————— RPRC000014-PA APC
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1

RPRC004463-PA APO

RPRC004179-PA APO

APOLIPOPROTEINA

rp asb-6771 copia de RPRC015421 APO

21 1p asb-47 locus RPRC015421 APQ
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rp asb-109014 locus RPRC002137 possivel Pallidipina PALLIDIPINA
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1np |Pallidipin-1 AAQ20825.1 RPRC000012-PA

aq rp asb-73726 locus RPRC000012 possivel Pallidipina

Triabin-3 AAQ20823.1 RPRC000147-PA
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Triabin-1 AAQ20821.1 RPRC006167

PALLIDIPINA

100
17 RPRC002646-PA possivel Triabina

rp asb-33413 novo possivel Triabina

———————— RPRCO002647-PA possivel Triabina IAB/PALLI

83 RPRC000603-PA possivel Triabina
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RPRC000347-PA possivel Triabina
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2 99
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PAI-2 AAB09091.1 RPRC000175

_QD|:PAI£ AAQ20820 1 RPRC0O00677-PA
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RPRC000446-PA possivel PAl PAI

PAL-7 AAQ20838 1 RPRC000463

PAI-1 AAB09080.1 RPRC002102

o [ PAL3 AAQ2081T 1
1

e rp asb-104785 novo possivel PAI

RPRC000438-RA secretada desconhecido

Triabin-2 AAQ20822.1 RPRC012954-PA

RPRC000275-PA genes copias possivel Triabina

rp ash-105577 copia de RPRC012954 possivel Triabina IAB/PAI/IPROC
PAI-5 AQ20819.1 RPRC002584-PA

Procalin-1 AAQ20827.1 RPRC010444

Procalin-2 AQ20828.1
—E IAB/PROC
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Triabin-4 AAQ20824.1 RPRC002583-PA

rp asb-89583 locus RPRC002583 possivel NP

18 C rp ash-105551 locus RPRC000446-PA possivel PAI
7 1]

p asb-97653 novo possivel PAI

}% rp asb-104643 locus RPRC000072 possivel NP

rp asb-104644 locus RPRC000380 possivel NP

rp asb-105554 copia RPRC010481 possivel NP

B [ RPRC000339-PA APO

o] rp asb-7471 locus RPRC000339 APO

050

Figura 3. Relacdo evolutiva das Lipocalinas de Rhodnius prolixus. A historia
evolucionaria foi inferida usando 0 método de Neighbor-Joining, e o teste de bootstrap a
partir de 10000 réplicas. Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de

sequéncias. Os nimeros de acesso das sequéncias estdo demonstrados em cada ramo da
arvore filogenética.
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Com base na andlise evolutiva das lipocalinas (Figura 3), foi possivel identificar
grupos distintos para as nitroforinas, BAP e PAIl. Vérias sequéncias que foram
identificadas como possiveis nitroforinas apresentaram maior relacdo evolutiva com as
BAPs, sendo elas: RPRC010481, rp_asb-101226, rp_asb-85900, rp_asb-48123 e
RPRC000114. Assim, nas analises futuras, foi considerado que essas sequéncias seriam
possiveis BAPs ao invés de nitroforinas. As anélises também mostraram que a proteina
RPRC000023, anotada no VectorBase como sendo a Nitroforina-1, € muito mais similar
a Nitroforina-4. As apolipoproteinas ficaram, em sua maioria, agrupadas em um mesmo
ramo, porém com um valor de bootsrap baixo, de apenas 34. J& as triabinas e
pallidipinas se ditribuiram em varios ramos menores, distintos apenas em grupos de
duas ou trés sequéncias, ficando incerta a relacdo evolutiva funcional destes genes.
Também foi identificado um ramo distinto que contém a Triabina-2 (AAQ20822.1), a
PAI-5 (AQ20819.1), a Procalina-1 (AAQ20827) e dois novos genes que haviam sido
identificados como possiveis triabinas (RPRC000275 e rp_asb-105577). Da mesma
forma, a Procalina-2 (AQ20828.1) e a Triabina-4 (AAQ20824.1) agruparam num
mesmo ramo (bootstrap 99). E importante lembrar que triabinas e pallidipinas, na
realidade, sdo proteinas que inibem a agregacao plaquetaria, sendo que as pallidipinas
receberam esta nomenclatura por terem sido isoladas de Triatoma pallidipenis. Esta
questdo sera discutida de forma mais aprofundada adiante. Por fim, a analise evolutiva
sugere que as sequéncias rp_asb-89583, rp_asb-105551, rp_ash-97659, rp_ash-104643,
rp_asb-104644, rp_asb-105554, rp_asb-7471 e RPRC000339 néo sdo evolutivamente
proximas a nenhuma das lipocalinas ja conhecidas e, desta forma, foram excluidas de
analises futuras. Com um melhor entendimento das relacfes de similaridade e evolutiva

das lipocalinas, seguiu-se para as analises especificas de cada grupo funcional.
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4.5. Estrutura, evolugdo e expressdo das Nitroforinas no transcriptoma de R.
prolixus

Como mostrado nos itens 4.3 e 4.4, as anotacdes e analises evolutivas iniciais
identificaram um total de 10 transcritos com ortologia a nitroforinas ja conhecidas (NP-
1, NP-2, NP-3, NP-4 e NP-7). Dos 10 transcritos identificados, cinco j& estavam
anotados no proteoma (RPRC000072, RPRC000380, RPRC000367, RPRC000023 e
RPRC000077), sendo que RPRC000023 e a RPRC000072 ja haviam sido identificadas,
respectivamente, como NP-1 e NP-2. As analises iniciais (Figura 3 e ANEXO C)
sugerem que RPRCO000072 e NP-2 sdo de fato o mesmo gene. Por outro lado,
RPRC000023 se mostrou mais similar a NP-4 em ambas as analises evolutivas. Aqui foi
realizada uma andlise evolutiva exclusiva das nitroforinas (como definido pelas anélises
anteriores) com a inclusédo da NP-5 e NP-6 (Figura 4). As sequéncias de NP-5 e NP-6
foram obtidas diretamente no artigo de Moreira e colaboradores (2003) j& que estas
sequéncias nunca foram depositadas no GeneBank, e elas possuem, respectivamente, 33
e 29 aminoacidos. Dessa forma, ressaltamos que a andlise foi realizada com a opgéo de
delecdo par a par, ja4 que a delecdo completa limitaria toda a anélise a menos de 30
aminoacidos, o que diminuiria consideravelmente o poder de resolucéo do estudo.

Mais uma vez, assim como na figura 3, a NP-4 e a RPRC000023 (identificada
como NP-1 no VectorBase) ficaram agrupadas, sugerindo que estas sequéncias se
referem a mesma proteina. As nitroforinas RPRC000380, RPRC000367 e RPRC000077
identificadas anteriormente por Mesquita e colaboradores (2015), ficaram em ramos
isolados. Por fim, cinco transcritos foram mapeados no mesmo locus que nitroforinas ja
anotadas, sendo eles: rp_asb-48696 e rp_asb-48698 no locus de RPRC00023
(possivelmente NP-4); e rp_asb-1685, rp_asb-3232, rp_asb-101256 no locus de
RPRC000072. Quanto a NP-5 e NP-6, esta é a primeira andlise evolutiva destas
proteinas. A filogenia sugere que a NP-6 é altamente relacionada com os transcritos de
mesmo locus da RPRC000072. Ja a NP-5 fica agrupada no mesmo ramo que a NP-1 e a
NP-4, ndo ficando bem definido se esta proteina estaria mais relacionada a NP-1 ou NP-
4,
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rp asb-1685 locus RPRC000072 possivel NP

]
rp asb-3232 locus RPRC000072 possivel NP
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rp asb-101256 locus RPRC000072 possivel NP
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&0 NP2 Q26241.1 RPRC000072

RPRCO000380-PA possivel NP
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8 RPRCO00367-PA possivel NP

87 ————— NP7 QBPQK2.1

NP1 Q26239.1
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100

NP4 Q94734.1 RPRC000023
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a3 | rp asb-48696 locus RPRC0O00023 possivel NP

1 1p ash-48698 locus RPRCO00023 possivel NP

RPRCO000077-PA possivel NP
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Figura 4. RelacGes evolutivas das Nitroforinas de R. prolixus. A historia
evolucionaria foi inferida usando o0 método de Neighbor-Joining, e o teste de bootstrap a
partir de 10000 replicas. Todas as posi¢des contendo gaps ou dados perdidos foram
eliminadas (opc¢do de delecdo completa). Os numeros de acesso das sequéncias estdo

indicados em cada ramo da arvore filogenética. Duas proteinas BAP foram usadas como

grupo externo.
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As 13 nitroforinas identificadas (com excecdo as NP-5 e NP-6 que possuem
sequéncias muito curtas e ndo acrescentam informacdes a esta andlise) foram entdo
alinhadas pelo programa CLUSTAL Omega para uma andlise mais detalhada de
dominios e conservacdo das proteinas (Figura 5). De uma forma geral, o dominio é
conservado em todas as proteinas e foi possivel identificar cinco regides conservadas de
ligagédo ao grupo heme na maioria das nitroforinas. As nitroforinas NP-2-PB, NP-2-PC e
NP-2-PD foram as nitroforinas mais diferentes dentre as observadas. O dominio destas
trés proteinas termina prematuramente, no aminoacido 118, interrompendo a
conservacdo do quarto sitio de ligacdo do grupo heme. Ainda assim, estas trés
nitroforinas mantém conservado o quinto sitio de ligacdo do grupo heme, o que faz
entdo que as nitroforinas NP-2-PB, NP-2-PC e NP-2-PD tenham um sitio de ligacdo do
grupo heme a menos que as demais nitroforinas. Por fim, as duas isoformas de NP-4
(NP-4-PB e NP-4-PC) aparentam se diferenciar da NP-4 devido a uma traducédo
prematura do gene, causando uma extensdo de 35 aminoacidos na regido N-terminal

destas nitroforinas.
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RPRCO00077 = —————————————————mmmmmm— SIALVLAAVTFWQLAAERETAACTSS 26

NP-1 - -MKSYTALLAVAILCLFAAVGVSGKCTKN 28
NP-4 e MKSYTSLLAVATILCLFG--GVNGACTKN 26
NP-4-PB MYLRVEFKLYYFFIVPXSLKKIPELQFKTINVCSRYTSLLAVAILCLFA--GVNGACTKN 58
NP-4-PC MYLRVEFKLYYFFIVPXSLKKIPELQFKTINVCSRYTSLLAVAILCLFA--GVNGACTKN 58
NP-2-PD  —mmmmmmmmmmmmmmmoo CDDYLNCTLSIIIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN 42
NP-2-PB mmmmmmmmmmmm o CDDYLNCTLSITIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN 42
NP-2-PC ~ —mmmmmmmmmmmmmmoo CDDYLNCTLSIIIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN 42
NP-7 e MELYTALLAVTILSPSSIVGLPGECSVN 28
RPRCO00380 === ———mmmmmmmmmm e SALLAVTILCLTSTMGVSEQCTQG 24
RPRC000367 ~ —=m————mmmmm oo MEPYSALLAVTILCLTSTMGVSEECSKN 28
NP-2 e MELYTALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN 28
NP-3 e MEPYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN 28
P . * .
RPRC000077 VTATTKLNKDKYFKN-GWYATHFKAVQVPTKHSATASKYCAYTVGKVNGNEVTEVLSHYN 85
NP-1 ALAQTGFNKDKYFNGDVWYVTDYLDLEP --- DDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYD 84
NP-4 ATAQTGFNKDKYFNGDVWYVTDYLDLEP --- DDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYD 82
NP-4-PB ATAQTGFNKDKYFNGDVWYVTDYLDLEP --- DDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYD 114
NP-4-PC ATAQTGFNKDKYFNGDVWYVTDYLDLEP —-- DDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYD 114
NP-2-PD ISPKKGLDKAKYFSG-TWYVTHYLDKDP --- Q-VTDPYCSSFTPKESGGTVKEALYHFN 96
NP-2-PB ISPKKGLDKAKYFSG-TWYVTHYLDKDP --- Q-VTDPYCSSFTPKESGGTVKEALYHFN 96
NP-2-PC ISPKKGLDKAKYFSG-TWYVTHYLDKDP --- Q-VTDPYCSSFTPKESGGTVKEALYHFN 96
NP-7 VIPKKNLDKAKFFSG-TWYETHYLDMDP --- Q-ATEKFCFSFAPRESGGTVKEALYHFN 82
RPRC000380 ISPKSGLDKEKYYSG-TWYVTHYLDLDP --- Q-GSDKYCSSFAPTQTGNKVNEKIFHHN 78
RPRC000367 ISPKSGLDKEKYYSG-TWYVTHYLDKDP --- Q-VTDKYCSSFAPRKDGNDVREALYHYK 82
NP-2 ISPKQGLDKAKYFSG-KWYVTHFLDKDP --- Q-VTDQYCSSFTPRESDGTVKEALYHYN 82
NP-3 ISPKKGLDKAKYFSG-TWYVTHYLDKDP --- Q-VTDPYCSSFTPKESGGTVKEALYHFEFN 82
HER : . Lorx P T
RPRC000077 SKTQSSIFDISKV--TVSGGKYTANYRRVDKDGQODKGQ---SGTYTVTVLDTDND----— 135
NP-1 PKTQDTFYDVSELQEESPG-KYTANFKKVEKNGNVKVDVTSGNYYTFTVMYADDS————— 138
NP-4 PKTQDTFYDVSELQVESLG-KYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTFTVMYADDS————— 136
NP-4-PB PKTQDTFYDVSELQVESLG-KYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTFTVMYADDS————— 168
NP-4-PC PKTQDTFYDVSELQVESLG-KYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTFTVMYADDS————— 168
NP-2-PD SKNPNIYKDDQSKRYKSICLNVNAKFTEQPRG - - —-—-----— SFFEKMTRVERSKSVTGRH 147
NP-2-PB SKNPNIYKDDQSKRYKSICLNVNAKFTEQPRG - —-------— SFFEKMTRVERSKSVTGRH 147
NP-2-PC SKNPNIYKDDQSKRYKSICLNVNAKFTEQPRG ———-—-----— SFFEKMTRVERSKSVTGRH 147
NP-7 VDSKVSFYNTGTGPLESNGAKYTAKFNTVDKKGKEIKPADEKYSYTVTVIEAAKQ-———— 137
RPRC000380 TNKNQKMYHIGEGKLGLSGAKYTAKYKTVDSSGKEIGQPNEKNSYTVTVMEADES——-——-— 133
RPRC000367 TNDKKKMYHVGEGTLESSGAKYTAKYSTVDSSEKELVAANEKNTYTVTVMEADDS——-—-— 137
NP-2 ANKKTSFYNIGEGKLESSGLQYTAKYKTVDKKKAVLKEADEKNSYTLTVLEADDS————— 137
NP-3 SKKKTSFYNIGEGKLGSSGVQYTAKYNTVDKKRKEIEPADPKDSYTLTVLEADDS—-—-—— 137
c ke * .
RPRC000077 --NYAITHLCVTRG-DDVFEFYTIANRQKDGTH-AGVSSGLSSASLTLTDFTSSKDLGCN 191
NP-1 ---SALIHTCLHKGNKDLGDLYAVLNRNKDTNAGDKVKGAVTAASLKFSDFISTKDNKCE 195
NP-4 -—-SALIHTCLHKGNKDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCA 193
NP-4-PB -—-SALIHTCLHKGNKDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCA 225
NP-4-PC ---SALIHTCLHKGNKDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCA 225
NP-2-PD CINKRAVSTIHEGLSDOSRY-QATTLOSRSETESR-RRAAPESGGGQSQLEGHTQLKGV 205
NP-2-PB CINKRAVS TIlEGLSDQSRY-QATTLOSRSETESR-RRAAPESGGGQSQLEGHTQLKGY 205
NP-2-PC CINKRAVS TIlEGLSDQSRY-QATTLOSRSETESR-RRAAPESGGGQSQLEGHTQLKGY 205
NP-7 -—-SALIHICLQEDGKDIGDLYSVLNRNKNALPNKKIKKALNKVSLVLTKFVVTKDLDCK 194
RPRC000380 ---SALVHICLRKNGNELGDLFTVLSHQKTGQPSATVTNAMSQTSLDLNKFVVTKDLGCE 190
RPRC000367 -—-SALIHICLKKNGEELGDLYTVLNRDKDTEPNEKVKSAVTQAGLOLSQFDGTKTLGCQ 194
NP-2 -—-SALVHICLREGSKDLGDLYTVLTHQKDAEPSAKVKSAVTQAGLOLSQFVGTKDLGCQ 194
NP-3 ——-—-SALVHICLREGPKDLGDLYTVLSHQKTGEPSATVKNAVAQAGLKLNDFVDTKTLSCT 194
* . . .
RPRC0O00077 YEEEKAKKLLTK 203
NP-1 YDNVSLKSLLTK 207
NP-4 YDNDSLKSLLTK 205
NP-4-PB YDNDSLKSLLTK 237
NP-4-PC YDNDSLKSLLTK 237
NP-2-PD LNELLISF -- -213
NP-2-PB LNELLISF -- -213
NP-2-PC LNELLISF -—--—---- 213
NP-7 YDDKFLSSWQK- 205
RPRC000380 YDDKFTS
RPRC000367 YDDEFTS --
NP-2 YDDQFTSL ——

NP-3 YDDQFTSM ------- 202

Figura 5. Alinhamento das Nitroforinas de Rhodnius prolixus. As sequéncias de
aminoacidos foram alinhadas com o programa CLUSTAL-Omega, usando 0s
parametros pré-definidos. Em cinza estd marcada a regido do dominio para a maioria

das proteinas (predito pelo CDD). Em vermelho os sitios de ligacdo do grupo heme.
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A tabela 15 mostra os dados de expressdo das nitroforinas aqui identificadas.
Como ndo foram identificados transcritos correspondentes a NP-1, NP-3 e NP-7, ndo foi
possivel avaliar a expressao destes genes nos diferentes tecidos, mas é sabido que as trés
nitroforinas sdo expressas em glandula salivar. Além disso, a partir deste ponto, decidiu-
se por chamar os transcritos que se originam do mesmo locus de proteinas anotadas
como isoformas (variagbes transcricionais, originadas por splicing alternativo, de um
mesmo gene), adotando, por convengdo, 0 nome do gene original com as variagoes PA,
PB, PC, etc., para as diferentes formas. Apesar das nitroforinas serem consideradas
proteinas caracteristicas de glandula salivar, foram observados trés transcritos de
nitroforinas sendo expressos em tecidos diferentes da glandula salivar (levando em
conta que a amostra de corpo inteiro das formas imaturas (NI) contém glandula-salivar e
outros tecidos, sendo impossivel diferenciar de qual tecido o transcrito seria
proveniente). Uma das isoformas da NP-2, a NP-2-PB, foi detectada em intestino
anterior, intestino posterior, reto e testiculos. A RPRC000077-PA foi detectada em
intestino anterior e posterior, assim como nos 6rgaos sexuais masculino (testiculos) e
feminino (ovérios). Por fim, a RPRC000380 foi detectada também em amostras de

testiculo.
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Tabela 15. Nitroforinas expressas em diferentes tecidos de Rhodnius prolixus.

Transcrito

NP-2
(RPRC000072-PA)

NP-2-PB
(rp_asb-1685)

NP-2-PC
(rp_asb-3232)

NP-2-PD
(rp_asb-101256)

NP-4
(RPRC000023-PA)

NP-4-PB
(rp_asb-48696)

NP-4-PC
(rp_asb-48698)

RPRC000077-PA

RPRC000367-PA

RPRCO000380-PA

CG — Corpo Gorduroso; TM — Tubulo de Malpighi; 1A — Intestino Anterior; IP — Intestino Posterior; Rt — Reto; OV — Ovario; Te — Testiculo; NI
— Corpo Inteiro de formas imaturas (ovos e ninfas). Em verde significa transcricdo ndo detectada no tecido pelo transcriptoma, em vermelho
significa transcricdo detectada (em Reads por Kilobase — RPK).
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4.6. Estrutura, evolucdo e expressao das Proteinas Biogénicas de Ligacdo a Amina
(BAP) no transcriptoma de Rhodnius prolixus

Como mostrado nas analises evolutivas iniciais (item 4.4), 5 transcritos
(RPRC000114, rp_ash-48123, rp_ash-101226, RPRC010481 e rp_ash-85900) que
anteriormente haviam sido classificados como possiveis nitroforinas (ver Tabela 9) se
relacionaram evolutivamente a lipocalinas do tipo BAP. Dos 5 transcritos identificados,
dois ja estavam anotados no proteoma (RPRC000114 e RPRC010481). Foi realizada
uma anélise evolutiva exclusiva das BAPs (incluindo as BAPs ja descritas em R.
prolixus e os 5 transcritos aqui identificados) e foi observado que os 5 transcritos
ficaram em um ramo isolado da arvore filogenética, sugerindo serem novas BAPs de R.
prolixus (Figura 6). Como visto no resultado do mapeamento (ver item 4.3), duas BAPs
foram mapeadas em locus de lipocalinas ja anotadas, sendo elas: rp_asbh-48123,
mapeada no mesmo locus da lipocalina RPRC000114; e rp_asb-85900, mapeada no
mesmo locus de RPRC010481. Essas duas BAPs foram consideradas, portanto,

possiveis isoformas dos respectivos genes.
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BAP-1 AAD25746 1
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BAP-2 4GET

100 BAP-3 4HFO

RPRCO00114-PA

a8

rp asb-48123 locus RPRCO00D114

rp asb-101226 copia RPRC010481

s —— RPRC010481-PA

L pasb-85900 copia RPRC010481

NP1 Q262391

100 NP2 Q262411

0.0

Figura 6. Relagdes evolutivas das Proteinas Biogénicas de Ligacdo a Amina de R.
prolixus. A histéria evolucionaria foi inferida usando o método de Neighbor-Joining, e
0 teste de bootstrap a partir de 10000 réplicas. Todas as posi¢cGes contendo gaps ou
dados perdidos foram eliminadas (opc¢édo de delecdo completa). Os numeros de acesso
das sequéncias estdo demonstrados em cada ramo da arvore filogenética. Duas

nitroforinas foram usadas como grupo externo.

A Tabela 16 mostra os dados de expressao das BAPs aqui identificadas. Por ndo
terem sido identificados transcritos correspondentes a BAP-1, BAP-2, BAP-4 e
RPRC010481-PA, ndo foi possivel avaliar a expressdo destes genes nos diferentes
tecidos do inseto, mas é sabido que as trés BAPs ja descritas (BAP-1, BAP-2, BAP-4)
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sdo expressas em glandula salivar. A partir deste ponto, os transcritos que se originaram
do mesmo locus de proteinas ja anotadas passaram a ser denominados de isoformas
(variacOes transcricionais de um mesmo gene originadas por splicing alternativo). Para
estes transcritos foram adotados, por convengdo, o nome do gene original com as
variacdes PA, PB, PC etc., para as diferentes formas. Apesar das BAPs serem proteinas
descritas em glandula salivar, foi observado a expressdo de um dos transcritos
(RPRC000114-PA) nos 6rgdos sexuais masculino (testiculos) e feminino (ovarios) de
insetos adultos. Os demais transcritos tiveram expressao observada apenas na amostra

de corpo inteiro das formas imaturas (NI) de R. prolixus.
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Tabela 16. Proteinas Biogénicas de Ligacdo Amina expressas em diferentes tecidos de Rhodnius prolixus.

Transcrito

rp_asb-101226

RPRC000114-PA

RPRC000114-PB
(rp_asb-48123)

RPRC010481-PB
(rp_asb-85900)

CG — Corpo Gorduroso; TM — Tabulo de Malpighi; IA — Intestino Anterior; IP — Intestino Posterior; Rt — Reto; OV — Ovario; Te — Testiculo; NI
— Corpo Inteiro de formas imaturas (ovos e ninfas). Em verde significa transcricdo ndo detectada no tecido pelo transcriptoma, em vermelho
significa transcricdo detectada (em Reads por Kilobase — RPK).
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As 8 BAPs analisadas foram entdo alinhadas pelo programa CLUSTAL Omega
para uma analise mais detalhada de dominios e conservacdo das proteinas (Figura 7). A
regido de dominio é conservada em todas as proteinas e foi possivel identificar 10
segmentos do sitio de ligacdo conservados entre elas. As ja descritas BAP-1, BAP-2 e
BAP-3 séo praticamente idéncias a proteina RPRC000114-PA ja anotada no proteoma.
Além disso, elas se encontram no mesmo locus do gene RPRC000114, indicando se

tratar da mesma proteina.

RPRC000114-PA MRAYAALVVEVVALWMSGAEGASGCLTVDTVKDEFNKDN ST G Sl - ———— HYKLGGG 54

TP asb-48123 e eeeeeeee-o- B 0
BAP-1 MRAYAALVLFVVALWMSEAEGASGCSTVDTVKDENKDN HYKLGDS 54
BAP-2 MASGCSTVDTVKDFNKDN HYKLGDS 34
BAP-3 SGCSTVDTVKDENKDN BTG SIS - - - HYKLGDS 32
rp_asb-101226 ~  ————m———mmmmmmmmmmmmm——o o MSCYTNTI SLTFSGK 30
RPRCOL10481-DPA oo B 0
rp_asb-85900 —m——mmmmmmmmmmoo——eo KCANPEPMTNFKT DN [BKGANNE -~ HYKFGTD 31
RPRCO00114-PA TLQD--———=——=————————— IDKNCTKFLHKKTNDGKIREVFSNY--NPNGGTYSYDI 94
rp_asb-48123 somssmmmosoommooo oo oooooooooooooooooooooooooooooes 0
BAP-1 TLEV--==========—————— GDKNCTKFLHQKTADGKTKEVFSNY--NPNAKTYSYDT 94
BAP-2 TLEV-—=========——————— GDKNCTKFLHQKTADGKTKEVFSNY--NPNAKTYSYDT 74
BAP-3 TLEV---———=——————————— GDKNCTKFLHQKTADGKIKEVFSNY--NPNAKTYSYDI 72
rp asb-101226 GFANGTGHNDISTYKNFGHHFERIHSCSVGI-KS-NNSPLSLIFFLILPIEKKKD NN 88
RPRCOL0O4ABL-PA  -=-=oooessooo oo o oo o] EA 7
rp asb-85900 TLSN--—————————————— o= DDKNCTKLLQKK-QNDNIKEVFSIY--SPTTQTYSYYL 70
RPRC000114-PA SFASVKTFDGNN| NvIvNODGTKIDJlllovsY1DTDYSKIllYVCDPSA--PE 152
rp_asb-48123 = ----- AAFEGND) [NVIVNODGTKID) KVSYIDTDYSK] HVCDPSA--PD 53
BAP-1 SFAKVSDFDGNN NVIVEKDGRKID QVSYIDTDYSK] HVCDPAA--PD 152
BAP-2 SFAKVSDFDGNN NVIVEKDGRKID QVSYIDTDYSK| HVCDPAA--PD 132
BAP-3 SFAKVSDFDGNN NVIVEKDGRKID QVSYIDTDYSK HVCDPAA--PD 130
rp asb-101226 SLSNNTSFYETY HTQVNKDGTKTE] SVTYLDTDYSS YVCERMKDGKL 148
RPRC010481-PA SFSKKSSFDTTY HTQVDKVGKELE] TVTYLDTDYDS YVCGEIME-NL 66
rp asb-85900 SFSKTTSFVEDY HIQVDKDGKELK TVTYLDTDYDS| YVCGEIME-NL 129
* ******:: *:: * Tl *:*:****.. * kK kK
RPRC000114-PA YYLYAVQSRNENIN-GVKDKVETALGKVNLKLKDLEDATTLS-SCKYDEDTLKKLLDRSY 210
rp asb-48123 YYLYAVQSRKENVN-DVKDKVEAALGKVGLQLSGLEDATTL--SCKYDDETLNKLLAQQF 110
BAP-1 YYLYAVQSRTENVKEDVKSKVEAALGKVGLKLSGLFDATTLGNKCQYDDETLOKLLKQSF 212
BAP-2 YYLYAVQSRTENVKEDVKSKVEAALGKVGLKLSGLEFDATTLGNKCQYDDETLOKLLKQSF 192
BAP-3 YYXYAVQSRTENVKEDVKSKVEAALGKVGLKLSGLEFDATTLGNKCQYDDETLOKLLKQSF 190
rp asb-101226 FSLYAVQSREKTLESNIKTKVNSVLQSINLNLDKLSSIKD--GVCKFDDSTLNTLLSQTK 206
RPRC010481-PA FSLYAVQSRSQTLNQDVETKVKSALNGINLKLDKLSSIKD--FGCKYDDSTL——-----— 116
rp asb-85900 FSLYAVQSRNKTLDSNVETKVKSVLKSINLNLDKLSSTKR--VNCEFDDSTLNELLSKPF 187
I S S I Kook kE
RPRCO00114-PA PEYEKE-—---=-----~ 216
rp_asb-48123 SEYEK---——-—-——--—— 115
BAP-1 PNYEK--=========-~ 217
BAP-2 PNYEK--=========-~ 197
BAP-3 PNYEK-==========-~ 195
rp asb-101226 KEFKTQEKQCGFMKIGCF 224
RPRCO10481-PA ———————————mmmmm e 116
rp_asb-85900 TYET-EG-—-—-—-—-—-----— 193

Figura 7. Alinhamento das Proteinas Biogénicas de Ligacdo a Amina de Rhodnius
prolixus. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas com o programa CLUSTAL-
Omega, usando os parametros pré-definidos. Em cinza esta marcada a regido do
dominio para a maioria das proteinas e em vermelho os sitios de ligacdo (ambos
preditos pelo CDD).
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4.7. Estrutura, evolucdo e expressdo das proteinas Inibidoras de agregacdo
plaquetaria (PAI), Triabinas, Pallidipinas e Procalinas no transcriptoma de R.
prolixus

Na analise evolutiva com todas as lipocalinas (Figura 3) foi possivel identificar
um grupo bem distinto de PAIs. No entanto, as triabinas, pallidipinas e procalinas (além
da PAI-5) ndo ficaram bem resolvidas. Apesar de terem recebido diferentes nomes, 0s
estudos funcionais sugerem que tanto triabinas quanto pallidipinas e PAIs sdo proteinas
que atuam como inibidores da coagulagéo, seja pela inibicdo de trombina — no caso das
triabinas —, ou de agregacdo plaquetaria — no caso das PAIs e pallidipinas. J& as
procalinas, foram identificadas apenas como fatores alergénicos, mas as analises iniciais
do presente trabalho (Figura 3) sugerem que as procalinas sdo evolutivamente
relacionadas as triabinas e PAIs. Sendo assim, devido & similaridade funcional e
evolutiva, decidiu-se por analisar estas proteinas em conjunto. Na constru¢do da arvore
filogenética especifica para esses grupos foram incluidas as sequéncias de uma triabina
e uma pallidipina de Triatoma pallidipennis com o objetivo de analisar as relacfes de
ortologia

Como esperado pelas analises anteriores, a arvore filogenética especifica das
PAIls, triabinas, pallidipinas e procalinas ndo resolve bem alguns dos genes estudados
(Figura 8). Foi possivel identificar: i) trés grupos de PAI com a maioria das PAIs ja
descritas (PAI-1 a PAI-7, com excecdo a PAI-5) e mais dois genes novos, RPRC000446
e rp_asbh104785 (ambos j& haviam sido identificados como possiveis PAls pelo BLAST
reciproco); ii) dois grupos de pallidipinas contendo as duas pallipidinas ja descritas
(Pallidipina-1 e Pallidipina-2) e dois novos genes, RPRC002137 e rp_ash-73726 (um
transcrito originado do mesmo locus que a Pallidipina-1); e iii) apenas um ramo
definido contendo Triabina-1 e Triabina-3. As duas procalinas descritas ndo possuem
funcdo definida e a Procalina-1 se mostrou evolutivamente mais proxima a PAI-5
(grupo Indefinido Il da Figura 8), enquanto a Procalina-2 é mais préxima da Triabina-4
(grupo Indefinido I). A maioria das triabinas putativas identificadas no transcriptoma
(rp_asb-30450, rp_asbh-33413, RPRCO000603, RPRC002646 e RPRC002647) se
agruparam em dois ramos (grupo Indefinido 11l e IV da Figura 8), mas sem nenhuma
triabina ja caracterizada nos mesmos, sendo estes ramos evolutivamente equidistantes
das Triabinas-1 e 3 e da Pallidipina-1. Por fim, o ramo caracterizado como Indefinido Il
(Figura 8) foi agrupado com bootstrap de 97 e nele esté duas triabinas putativas (rp_asb-

105577 e RPRC000275) e trés lipocalinas salivares ja caracterizadas, a Triabina-2, a
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PAI-5 e a Procalina-1 (sendo que esta ultima foi identificada apenas como proteina

100 | PAL-3 AAQ20817 1

84 L rp asb-104785 novo possivel PAI PAII
100 PAI-1 AAB09090 1 RPRC002102-PA
33 L PAI-7 AAQ20838.1 RPRCO00463-PA
4|:PAI-GAAQ2UB2U.1 RPRCO006TT-PA | PAI Il

97 RPRCO00446 possivel PAI
PAl-2 AAB09091.1 RPRCO00175-PA

PAl4 AAQ20818.1
100 L PAI-4B 5HILIA
RPRCO000347-PA possivel Triabina
rp asb-109014 locus RPRC002137 possivel Pallidipina
TRIAB Triatoma pallidipennis CAAB6540.1
Procalin-2 AAQ20828.1
Triabin-4 AAQ20824.1 RPRC002583-PA
RPRC000438 secretada desconhecido

100 - PAI-S AAQ20819.1 RPRC002584-PA
4 LF’rocaIin-1 AAQ20827.1 RPRC010444-PA

94 rp asb-105577 copia de RPRC012954 possivel Triabina
ETriabinQ AAQZ0822 1 RPRC012954-PA
93 RPRC000275-PA gene copia possivel Triabina
 E— Pallidipin-2 AAQ20826.1 | PALLIDIPINA |
1l RPRC002137-PA possivel Pallidipina

100 Triabin-1 AAQ20821.1 RPRCO06167-PA
Triabin-3 AAQ20823.1 RPRC000147-PA

— 15 54 RPRC002647-PA possivel Triabina . o
rp asb-33413 novo possivel Triabina
30 ——'® asb-73726 locus RPRC000012 possivel Pallidipina

1] S— Pallidipin-1 AAQ20825.1 RPRC0O00012-PA
PALLIP Triatoma pallidipennis AAA30329.1

RPRC002646-PA possivel Triabina
o |_—rp asb-30450 locus RPRCO00603 possivel Triabina
100 'RPRCO00603-PA possivel Triabina

NP1 Q262391

alergénica).

PALIN

| INDEFINIDO |

]~

INDEFINIDO 1l

el

TRIABINA |

INDEFINIDO 11l

| PALLIDIPINA I

INDEFINIDO IV

—
0.20

Figura 8. Relagdes evolutivas das Inibidoras de Agregacdo Plaquetaria (PAlSs),
Triabinas, Pallidipinas e Procalinas de R. prolixus. A historia evolucionaria foi
inferida usando o método de Neighbor-Joining, e o teste de bootstrap a partir de 10000
réplicas. Os numeros de acesso das sequéncias estdo demonstrados em cada ramo da

arvore filogenética. Uma Nitroforina foi usada como grupo externo.

A mesma anélise foi realizada utilizando maximo-verossimilhanca e maximo-
parcimdnia (ANEXOS D e E respectivamente), mas em ambos 0s casos a arvore obtida
apresentou uma resolucdo pior que a analise por Neigbour-Joining. Assim, decidiu-se
por analisar mais profundamente, tanto por BLAST reciproco (apenas para 0S genes
sem funcdo caracterizada, incluindo as procalinas), quanto pelo alinhamento e analise

de dominios, as contradi¢fes encontradas na anélise evolutiva.
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O BLAST reciproco das proteinas indefinidas (Tabela 17) confirma que
RPRC000275 e rp_ash-105577 sdo de fato mais similares a Triabina-2, enquanto a
Procalina-1 é praticamente idéntica a PAI-5. Por outro lado, o grupo de triabinas
isoladas (grupo Indefinido Ill e IV da Figura 8) ndo se mostrou similar a nenhuma
lipocalina de R. prolixus, sendo que as proteinas retornadas mais proximas foram
triabinas de outros reduviideos, como o predador Pristhesancus plagipennis, e 0s

barbeiros Triatoma infestans e T. dimidiata.

Tabela 17. Resultado do BLAST reciproco para lipocalinas indefinidas.

. Resultado BLAST
Grupo (Fig. 8) Gene Proteina ID% | Cobertura
RPRC000275 Triabina-2 (AAQ20822.1) 77.97% 98%
Indefinido I rp_ash-105577 Triabina-2 (AAQ20822.1) 59,77% 89%
Procalina-1 PAI-5 (AAQ20819) 100% 91%
RPRC002647 Triabina (BAI50840.1) 0 0
Indefinido 111 Triatoma dimidiata 32,49% 9%
rp_ash-33413 Triabina (AQM58444.1) 46 3% 60%
Pristhesancus plagipennis ’
RPRC000603 Triabina (AQM58444.1) 39.7% 97%
Pristhesancus plagipennis ’
Indefinido 1V RPRC002646 Triabina (AQM58444.1) 46,3% 94%
Pristhesancus plagipennis
rp_ash-30450 Triabina (ABR27959.1) de 0 0
Triatoma infestans 36,14% 96%

Quando analisada a conservacdo das proteinas PAI-5, Procalina-1, Triabina-2 e
as novas proteinas RPRC000275 e rp_ash-105577 do grupo Indefinido Il (Figura 9), foi
observada uma alta conservacdo dos sitios ativos, tanto em sua posi¢do quanto no
aminoéacido, entre as proteinas analisadas (indicado em preto na Figura 9). Todos os 23
segmenos do sitio ativo (100%) de PAI-5 e Triabina-2 sdo localizados na mesma
posicdo. E 17 dos 23 (73,9%) segmentos do sitio ativo apresentaram residuos
conservados entre as proteinas analisadas. Nos sitios de variagdo, a proteina rp_asbh-
105577 possui um residuo idéntico a Triabina (a.a. 64) e um idéntico a PAI (aa 85). Jaa
RPRC000275 possui dois residuos idénticos a Triabina (aa 60 e 140) e um idéntico a
PAI (aa 83).

62



Triabin-2 ----MNRIILITIFGILTLRSIHCITNGECDAVTAQENIDE ' TGI@YVTHSKGGARASL 56
Procalin-1 ----MNTIILITIFGILLIRRIQCIE-CDCESVEAAGNDGE KGN@OVTHSKIGAMFPI 55
PAI-5 ----MKTIILITIFGILMIRRIQCMQ-CDCESVEAAGNDGE = KGN@OVTHSKIGAMEPI 55
rp_asb-105577 IHENMNKIILTIIFGILMIRRIQCITNNECKNVEAAGNVEGEESGTEYVTHSKVGAYATL 60
RPRC000275-PA ————MNKIILITIFGILTLRSIHCITDGECDTVTAQENVDQ.TGTYVTHSKVGGPASL 56
‘k: * K Kk * Kk ok ok ok * ‘k ‘k *. ** * * Kk k ok kK *
Triabin-2 coolirfis spsEeTRLEK Y sSLKEDES v Gl KPSNKDNPYPYNCELKSSFLNIPI 116
Procalin-1 CGKLEfSSQDE- KA TMKLDDEEDETLET TSKE ——————— SDCEAKKDSGK € 107
PAI-5 CGKIEfSSQDE- KR IMKLDDEEVETLETK@TI@SKE -~~~ ——— SDCEVKKDNNK TGL 107
rp_asb-105577 CDQIE SLODETNI LIMOF---DKESYG EH BV TKYKG-—————————————————————— 94
RPRC000275-PA CDOEENGL-Q) DTEH KYSLKED SYGIH EIKPSNKDNPYPYDCEIKSNQRNIPIKITE 115
* .. * * *
Triabin-2 vsapN-NARVEvHcTrPTTRSA Yl BNROKDAE I PEEVOSTLTSLKLTSSSFTSSKDT 175
Procalin-1 VSTDNSNYMLVYECTKPTSEPKVHTIRSARPTVVL———-— TKGFENTPLPLLEFLTRSNL 162
PAI-5 VSTDNSNY@LMYECTKPASFPK | ¥ I INKDKDAAVPAAVENKLKELKMESKDF I DKKDV 167
TP_@SD=1055TT  soormrmemoemoooo oo oo 94
RPRC000275-PA asapN-NARVEvHcTrsATFS TRRYJVENRQKDTDI PEDVKSKLSSLGLDSGSFTSSKSE 174

Triabin-2 oL | 177
Procalin-1 HRSI--——-———-- 166
PAI-5 CEDLKIPKIKIISL 181
rp asb-105577 —=—=-—-——————o 94

RPRC0O00275-PA CSKT-————————— 178

Figura 9. Alinhamento e analise de dominio das Triabinas de funcéo hipotética em
R. prolixus — grupo Indefinido 1. As triabinas hipotéticas (grupo Indefinido Il, Fig. 8)
foram alinhadas com a Triabina-2, Procalina-1 e PAI-5 de R. prolixus. Em cinza estdo
as regides de dominios identificadas na Conserved Domains Database. Em verde estdo
0s sitios conservados nas PAIls. Em vermelho estdo os sitios ativos conservados nas

Triabinas. Em preto estdo os sitios ativos conservados nas Triabinas e PAIs.

A anélise da conservacdo de dominios para as triabinas hipotéticas do grupo
Indefinido 111 e IV (Figura 10) mostra que as cinco triabinas identificadas no
(rp_asb-30450, rp_ash-33413, RPRC000603, RPRC002646 e
RPRC002647) possuem um dominio muito similar, com sitios ativos mais conservados

transcriptoma
da Triabina-1. Ao mesmo tempo, também foram observados varios sitios conservados

com a Pallidipina-1. Esta analise sugere alto grau de conservacdo na estrutura do

dominio e posic&o dos sitios ativos de triabinas e pallidipinas.
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Pallidipin-1 MNTTFAVIFLGILVVTNAAS-----~ COKKEPKDNFDS--NKYFSAKLEYVQRVSEG--- 49
Triabin-1 MKTIVALIFLGILTLAHLSS------ SKKCEAMKNIDS--QRFFSGTl-FVAHAKNG--- 48
RPRC002647-PA ---NTVLIILGTIAFAFAEQPPTVQECLNLTAKANFEP--ONYJKGVM-YLSYIKYA--~ 51
RPRC000603-PA --MIIVLAIFAILTFATADSQIKPKECLKVPVKQNFEP--QKYMRGNM-FLENTKREEGQ 55
rp_asb-30450 MKMIIVLAIFAILTFATADSQIKPKECLKVPVKQNFEP--QKYMRGNM-FLFNIKREEGQ 57
RPRC002646-PA MKIIFSLTFVAILALASAATVPDESGCQSVVGKETYEP--NKYJHGKE- YLTHAQKT-PS 56
rp asb-33413 MKRNLQYPYR=-============————~ LLSATNLYSSLRYRLVGHT[§- FKVHHSKG-DH 40
Pallidipin-1 PKQTVCIKFDFKRGSDGKJTJ-NYDYYGSLO-N NYH SNETQRSNNKGQFSKCQQTS 107
Triabin-1 SSTILCREJTHTRNGHr kP TKGKFKQGKM-KJEY T TEKE - - - KKGKJPgKCTREE 104
RPRC002647-PA DPTGICRVSKEDTLSBGSVOKKTYGY TESGKGTDFFHYNENETLKSGGA- IfSPHCEQSG 110
RPRCO00603-PA SNTTVCQESKSRMLEGTISHVIYAYSDVLK-PEFIQINGTENVKNTQE-KI LIFOCTLR~ 112
rp_asb-30450 SNTTVCQESKSRMLEQGTI SHVIYAYSDV==========———————mmmmmmm 86
RPRC002646-PA SPTDVCRESKNEVLEGSVIHNIYAYSDKAT-QQFYLLESTTNLKDVKDGTSVLNCKST~ 114
rp_asb-33413 TVL-—--- KKKQIKEIEVIGSDAFGIETEAT-QQFYLLE W TNLKDVKDGTSVLNCKST~ 93
Pallidipin-1 DKS—-SATPNFOREMTRMETDYNTFSVSRCVRS-GGEFSSGSIMVLSKTDAGNGD-SSEL 163
Triabin-1 aDRSIRNNNEJK@EDETIVETDYNS FEVCT - -KK - ~EGKElv INKNK DADFPSA--A 158
RPRC002647-PA NEG--GEPIKFEMDGKWLETDYNNFSVYYICYKS-GENLKElFI#VASRHKGGEVTDDSK T 167
RPRC000603-PA -KE--EVTENFQMEGT AESDYENFJFYICSKE---—- GDGF §YLSRKEDSGPT-DPRV 163
rp asb-=30450 smrmmmmmmmmomomomomomooomeo oo oooooooooooooooooooooooooooooooo- 86
RPRC002646-PA —KD——GKVNEFQLTATEETDYEHFTVLYVCGK—LEGKNYGKIF VLNRDKNGEPT-DPKI 169
rp asb-33413 -KD--GKVNEFQLTAT §LETDYEHFTVLYVCVKKWE SGSKG LNRDKNGEPT-DPKT 149

Pallidipin-1 KKYLEEHSDITFE--HERSKANCTVSTIKNK- 192
Triabin-1 KSTLE-KAELKSENLNTRKLYDCK -=-======-— 181
RPRC002647-PA AETLKTH-GQYLDKFVSNKNVICKDHPDF —----- 195
RPRC000603-PA TETLKKY-GMNLEEFISRKNVKCKSHPD ------ 190
rp_asb-30450 -mmmmmmmmossmomsosssmmooosooooooooooooooooooo 86

RPRC002646-PA AETLKKH-GLDLSTFTSRKMFTAKTILAL--- 197

rp_asb-33413 AETLKKH-GLDLSTFTSRKNVHCKDHPSTVSN 180

Figura 10. Alinhamento e andalise de dominio das Triabinas de fun¢do hipotética
em R. prolixus — grupo Indefinido Il e IV. As triabinas hipotéticas (grupo Indefinido
Il e 1V, Fig. 8) foram alinhadas com a Pallidipina-1 e a Triabina-1 de R. prolixus. Em
cinza estdo as regides de dominios identificadas na Conserved Domains Database. Em
amarelo estdo os sitios ativos identificados para a Pallidipina-1 e 0s mesmos sitios
ativos conservados nas triabinas hipotéticas. Em vermelho estdo os sitios ativos da
Triabina-1 e 0s mesmos sitios ativos conservados nas triabinas hipotéticas. Em preto

estdo os sitios ativos conservados na Pallidipina-1 e na Triabina-1.

Nossas observacdes sugerem que triabinas, pallidipinas, PAIs e procalinas séo
lipocalinas com alto grau de conservacgdo, tanto de dominios quanto de sitios ativos, o
que sera discutido com mais profundidade mais adiante.

Devido a sua similaridade evolutiva e conservacdo de aminoacidos, decidiu-se
por analisar a expressdao de PAI, Triabinas, Pallidipinas e Procalinas de forma conjunta
(Tabela 18). Como esperado, a grande maioria das PAI, Triabinas, Pallidipinas e
Procalinas foram detectadas apenas na amostra de corpo inteiro das formas imaturas do
inseto (inclui-se aqui todas as proteinas que ja tiveram suas funcOes caracterizadas
anteriormente). A isoforma da Pallidipina-1, a Pallidipina-1-PB, foi detectada tanto em
ovario quanto em testiculo. A maior excecdo parece ser das Triabinas que formaram o

Grupo Indefinido 11 na filogenia, sendo que quatro das cinco identificadas foram
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detectadas em outros tecidos além do corpo inteiro das formas imaturas do inseto (NI).
A Triabina RPRC000603-PA foi encontrada em corpo gorduroso e nos tecidos do
aparelho digestivo (intestino anterior, intestino posterior e reto). J& sua isoforma, a
RPRCO000603-PB foi encontrada apenas no corpo gorduroso (além do corpo inteiro de
ninfas), assim como a Triabina rp_asb-33413. A Triabina RPRC002646-PA foi
detectada em todos os tecidos analisados, sendo que aparenta ter expressdo mais elevada
no corpo gorduroso e no corpo inteiro das formas imaturas (que inclui as glandulas

salivares).
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Tabela 18. PAI, Pallipidinas, Procalinas e Triabinas expressas em diferentes tecidos de Rhodnius prolixus

Gene Grupo Funcdo Predita
PAI-5 (RPRC002584) Indefinido-11 | PAI
rp_ash-104785 PAI-I PAI
RPRC000446 PAI-I PAI
Pallidipina 1-PA (RPRC000012) | Pallidipina-1 | Pallidipina
Pallidipina 1-PB (rp_ash-73726) | Pallidipina-1 | Pallidipina
RPRC002137-PA Pallidipina-Il | Pallidipina
Procalina-1 (RPRC010444) Indefinido-Il | Procalina
Triabina-1 (RPRC000147-PA) Triabina-I Triabina
Triabina-4 (RPRC002583) Indefinido-I | Triabina
Triabina-2 (RPRC012954) Indefinido-Il | Triabina
RPRC000275 Indefinido-Il | Triabina
rp_ash-105577 Indefinido-Il | Triabina
RPRC002647-PA Indefinido-I11 | Triabina
rp_ash-33413 Indefinido-I11 | Triabina
RPRC000603-PA Indefinido-1V | Triabina
RPRC000603-PB (rp_ash-30450) | Indefinido-1V | Triabina
RPRC002646-PA Indefinido-1V | Triabina

CG — Corpo Gorduroso; TM — Tabulo de Malpighi; IA — Intestino Anterior; IP — Intestino Posterior; Rt — Reto; OV — Ovario; Te — Testiculo; NI

CG ™ 1A IP Rt

— Corpo Inteiro de formas imaturas (ovos e ninfas). Em verde significa transcricdo ndo detectada no tecido pelo transcriptoma, em vermelho
significa transcricdo detectada (em Reads por Kilobase — RPK).
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4.8. Estrutura, evolucgdo e expressao das Apolipoproteinas no transcriptoma de R.
prolixus

As anotacOes e analises evolutivas iniciais realizadas anteriormente (itens 4.3 e
4.4 do presente trabalho) identificaram um total de 10 transcritos com similaridade a
apolipoproteinas ja conhecidas em outros insetos (o transcrito rp_asb-105382 é um
pseudogene). Em Rhodnius prolixus, € a primeira vez que lipocalinas desse grupo
funcional sdo encontradas. Como visto na Tabela 13, dos 10 transcritos identificados, 6
ja estavam anotados no proteoma (RPRC003587-PA, RPRC000014-PA, RPRC015421-
PA, RPRC000339 e RPRC004463) sendo que os transcritos rp_ash-47 e rp_asb-48
mapeiam a mesma proteina (RPRC015421-PA) com 100% de identidade. Na primeira
andlise evolutiva (Figura 3), oito das 11 apolipoproteinas se agruparam em um Unico
ramo, porém com baixo suporte (bootsrap = 34). A excecao foram as RPRC015421-PA
e rp_ash-47. Nesta analise inicial ndo foi utilizada nenhuma outra apolipoproteina
caracterizada em insetos, por isso foi construida uma nova filogenia especifica das
apolipoproteinas (Figura 11) incluindo as apolipoproteinas do percevejo de cama Cimex
lecularis (XP_014244096.1) e do hemiptero fitdfago Halyomorpha halys
(XP_014288060.2), que estdao disponiveis na base de dados REF-SEQ (sequéncias
referéncia, com evidéncia de transcricdo).

A érvore filogenética das apolipoproteinas formou dois ramos distintos com
bootstrap acima de 80, incluindo um ramo bem definido (boostrap = 100) com as
apolipoproteinas de C. lectularius, H. halys e a RPRC10099 de R. prolixus. Similar a
estas proteinas estda a RPRC004179. Em um segundo ramo (bootstrap = 89) ficaram
agrupadas as proteinas RPRC003587, RPRC000014, RPRC015421, rp_ash-47 e rp-
asb_6771. Como visto anteriormente, ja foi apontado que a rp_ash-47 € transcrita do
mesmo locus da RPRC015421 (também vista como rp-asb-48), sugerindo isoformas.
Embora ndo tenha sido observado um ramo coeso das apolipoproteinas, todas se
distinguiram bem das nitroforinas e BAPs, que eram o0s grupos funcionais mais

proximos conforme sugerido na Figura 3.
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Figura 11. Relacdes evolutivas das Apolipoproteinas de R. prolixus. A historia
evolucionaria foi inferida usando o método de Neighbor-Joining, e o teste de bootstrap a
partir de 10000 réplicas. Os nimeros de acesso das sequéncias estdo demonstrados em
cada ramo da arvore filogenética. Uma BAP e uma nitroforina foram usadas como
grupo externo.

Uma anélise da conservacdo do dominio e sitios ativos das apolipoproteinas
mostrou que a RPRC003587 ¢ bastante diferente das outras apolipoproteinas (ANEXO
F). De fato, a RPRC003587 possui apenas 114 aminoacidos, enquanto as demais
apolipoproteinas possuem de 193 a 324 aminoacidos. Assim, um novo alinhamento foi
realizado (Figura 12), excluindo-se esta proteina. Apesar de ter se observado Varios
residuos conservados entre as proteinas (incluindo a proteina referéncia de C.
lectularius), apenas trés dos sitios ativos possuem aminoacidos conservados em todas as

proteinas.
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Figura 12. Alinhamento e analise de dominio das Apolipoproteinas de R. prolixus.

As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas com o programa CLUSTAL-Omega,

usando os parametros pré-definidos. Em cinza estd marcada a regido do dominio para a

maioria das proteinas e em vermelho os sitios de ligacdo (ambos preditos pelo CDD).

Os dados de expressdo génica obtidos do transcriptoma mostraram que as 0ito
apolipoproteinas sdo expressas em mais de um tecido do inseto adulto, além da amostra
de corpo inteiro das formas imaturas (NI) (Tabela 19). Esse é um contraste em relacdo a
maioria das lipocalinas estudadas até aqui, sendo que a apolipoproteina RPRC015421-

PB apresenta niveis de RPK em intestino anterior, intestino posterior, reto e testiculo na

ordem de quase 10x maior que as demais apoliproteinas.
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Tabela 19. Apolipoproteinas expressas em diferentes tecidos de R. prolixus.

Transcrito CG ™ 1A 1P Rt ov Te NI

RPRCO010099-PA

RPRC004179-PA

RPRC004463-PA

RPRCO003587-PA

RPRC000014-PA

RPRCO015421-PA
(rp_ash-48)

RPRCO015421-PB
(rp_asb-47)

rp_asb-6771
(cépia de RPRCO015421-PA)

CG — Corpo Gorduroso; TM — Tabulo de Malpighi; IA — Intestino Anterior; IP — Intestino Posterior; Rt — Reto; OV — Ovario; Te — Testiculo; NI
— Corpo Inteiro de formas imaturas (ovos e ninfas). Em verde significa transcricdo ndo detectada no tecido pelo transcriptoma, em vermelho
significa transcricdo detectada (em Reads por Kilobase — RPK).
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4.9. Genes néo resolvidos

Das lipocalinas estudadas no presente trabalho, duas delas ndo foram
classificadas em nenhum grupo funcional pelas analises iniciais e, por isso, foram
chamadas de “inespecificas” (Tabela 14). S&o elas os transcritos rp_asb-105519 e
rp_asb-61810. Os resultados do mapeamento sugerem que O transcrito rp_asb-61810
possa ser uma isoforma da lipocalina RPRC000418-PA — inicialmente identificada
como sendo uma triabina — ja que h& uma equivaléncia entre as coordenadas de suas
sequéncias na regido génica a qual elas pertencem. Ja o transcrito rp_asb-105519 foi
identificado como sendo a proteina RPRC000438. Porém, as analises evolutivas nédo
incluiram estes genes em nenhum grupo funcional, embora RPRC000438 pareca estar
relacionada as inibidoras de agregacao plaquetéaria (PAI, triabinas e pallidipinas).

Para alguns dos transcritos que, segundo as analises iniciais, apresentaram
similaridade com lipocalinas, as anélises evolutivas também ndo foram conclusivas.
Como mostrado na éarvore filogenética inicial (ANEXO C), 7 transcritos ndo se
relacionaram a nenhuma lipocalina ja descrita. So eles: RPRC010695, RPRC006975,
RPRC000418, RPRC000163, rp_asb-89583, rp_ash-65689 e rp_ash-110283.
Claramente essas sequéncias ndo agruparam de forma coesa a nenhuma lipocalina
conhecida e, por isso, ndo foi possivel confirmar se sdo de fato lipocalinas, tdo pouco
indicar uma funcdo putativa para elas. Da mesma forma, como ja dito anteriormente,

ndo podemos descartar que estes transcritos tenham a funcédo de uma lipocalina.
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5. DISCUSSAO

Desde que Rhodnius prolixus se consolidou como uma espécie modelo para 0s
estudos de fisologia de insetos hematdfogos (WIGGLESWORTH, 1976; CHIANG et
al., 2013), muito se pergunta a respeito do papel bioldgico de algumas moléculas
encontradas nesse organismo, principalmente quando se trata de moléculas ligadas a
fisiologia alimentar. Isso se da devido a importancia da hematofagia no ambito da
transmisséo de patdgenos, uma vez que é no momento do repasto sanguineo que vetores
hemat6fagos como o Rhodnius prolixus estdo mais intimamente relacionados aos seus
hospedeiros e os expdem a infeccdo pela via vetorial.

Nesse cenario, diversos estudos demonstraram a importancia da saliva dos
insetos hematofagos para o sucesso do repasto sanguineo e, consequentemente, para um
bom desempenho vetorial (SILVA, 2009; TIRLONI et al., 2021). E nesse contexto que
surgiram os primeiros estudos descrevendo a importancia e a funcdo de lipocalinas
salivares em R. prolixus e outras espécies de insetos hematéfagos (RIBEIRO &
GARCIA, 1981). Tais estudos deram inicio a uma sequéncia de outros que,
classicamente, passaram a abordar a familia das lipocalinas no dmbito da fisiologia
alimentar. As lipocalinas salivares sdo provavelmente a familia de proteinas mais bem
estudada em R. prolixus, com 38 proteinas funcionalmente caracterizadas (e 24
sequenciadas antes do genoma), incluindo as Nitroforinas (CHAMPAGNE et al., 1995;
ANDERSEN et al., 1998; ANDERSEN et al., 2000; ANDERSEN et al.,, 2004;
ANDERSEN et al., 2003; XU et al., 2013; FRANCISCHETTI, 2000; RIBEIRO et al.,
2004; JABLONKA et al., 2016). Apesar disso, a presenca e funcdo dessa familia
proteica em outros tecidos e processos fisiol6gicos distintos daqueles relacionados a
alimentacdo foram negligenciados nos estudos sobre insetos hemat6fagos. O
sequenciamento de RNA mensageiro de diferentes tecidos, estagios fisiologicos e de
desenvolvimento de R. prolixus publicado em 2014 (Ribeiro et al., 2014) levantou
indicios de que muitas outras lipocalinas, expressas em diferentes tecidos, poderiam
existir. Porém, desde sua publicacdo, ndo houve nenhum aprofundamento no
transcriptoma dos outros tecidos e nem na diversidade de lipocalinas presentes. E neste
contexto que surge o interesse, no presente trabalho, em revisar o conhecimento que se
tem das lipocalinas de R. prolixus, agora com a incorporacdo dos dados do
transcriptoma, genoma e proteoma (RIBEIRO et al., 2014; MESQUITA et al., 2015),

com o objetivo de identificar novas lipocalinas, avaliar sua origem evolucionéaria e
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funcional em relacéo as lipocalinas salivares ja descritas, e levantar, mesmo que

hipoteticamente, possiveis papeis de lipocalinas ndo salivares.

5.1. Uma revisao do transcriptoma de Rhodnius prolixus.

As analises aqui realizadas partiram dos resultados do sequenciamento de RNA
de R. prolixus publicado por Ribeiro e colaboradores (2014). Como ja havia um
transcriptoma publicado a partir da biblioteca de ESTs de glandula salivar (RIBEIRO et
al., 2004), este transcriptoma se concentrou no sequenciamento de outros tecidos, sendo
eles: corpo gorduroso, intestino anterior, intestino posterior, reto, tubulos de malpighi,
ovario, testiculo e corpo inteiro de ninfas e embrides. Dos 25.673 mil transcritos
montados, observamos que, dentre as proteinas secretadas, 112 delas foram inicialmente
identificadas como proteinas da familia das lipocalinas. Elas foram encontradas em
todos os tecidos do inseto que foram sequenciados e, em alguns casos, apresentando
uma alta taxa de expressdo. Ficou claro, portanto, que essa familia proteica é abundante,
diversa e amplamente distribuida no corpo do barbeiro.

Apesar de este transcriptoma ter gerado uma quantidade enorme de dados que
ajudou em diversos estudos da fisiologia de barbeiros nos anos seguintes, alguns
problemas foram observados: o primeiro foi 0 método de sequenciamento escolhido, o
pirosequenciamento por sequenciadores Roche 454. Hoje se sabe que estes
sequenciadores produzem uma grande quantidade de erros em regides de
homopolimeros de DNA, dificultando a montagem de genomas e transcriptomas
(SCHLEBUSCH & ILLING, 2012). Além disso, os pirosequenciadores ndo produziam
sequéncias em volumes suficientes para uma posterior analise de expressao diferencial
de genes. O segundo problema foi na escolha do método de montagem do
transcriptoma. Neste caso, o transcriptoma foi montado com o mesmo algoritmo criado
por Ribeiro para montagem de transcriptomas anteriores (RIBEIRO et al., 2014).
Porém, os transcriptomas anteriores foram sequenciados pelo método de Sanger, que
produzia leituras longas (maiores de 700 nucleotideos) e de alta qualidade. Além disso,
até hoje ndo se sabe como o montador criado por Ribeiro lida com splicing alternativo.
Assim, o transcriptoma de R. prolixus é um reflexo das escolhas feitas a sua época. O
numero de transcritos (25.673) muito superior a0 nimero de proteinas anotadas no
genoma (9.311) sugere erros de montagem, seja por erros de sequenciamento ou do
montador, ou um grande namero de isoformas ndo anotadas. Além disso, apesar de 0

transcriptoma nos dar uma ideia se um gene € mais ou menos expresso em um
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determinado tecido, ndo é possivel analisar isso de forma objetiva, com analises
estatisticas de confianca, limitando sua analise a deteccdo ou ndo deteccdo de um
transcrito em um determinado tecido. Por estes motivos, um dos processos cruciais
dessa revisdo, foi realizar uma analise minuciosa do transcriptoma (focado nas
lipocalinas), realizando um cruzamento de dados através do mapeamento do
transcriptoma com 0 genoma e o proteoma.

Todos os transcritos identificados inicialmente como lipocalinas foram usados
em buscas por BLAST para mapeé-los ao genoma e/ou ao proteoma. Para isso,
definimos como ponto de corte 98% de identidade e 90% de cobertura no alinhamento
das sequencias de nucleotideos e proteinas. Este ponto de corte € mais conservador que
0s normalmente usados para mapeamento de transcritos em genomas. Por exemplo, o
alinhador BWA (Borrows-Wheeler Aligner) tem como pardmetro permitir 4% de
mismatch no alinhamento de reads ao genoma. Porém, considerando que as sequéncias
de transcritos ja foram montadas e erros foram “removidos” na montagem optamos por
uma abordagem mais conservadora, diminuindo assim ambiguidades. Os resultados do
mapeamento sugerem que muitos transcritos ndo alinham a nenhuma regido do genoma
ou do proteoma de inseto (foram ao todo 11 PAls putativas, 12 nitroforinas putativas, 6
pallidipinas putativas e 7 triabinas putativas), sugerindo que tais transcritos possam ser
artefatos de montagem. E apesar de nossa analise conservadora, ndo podemos descartar
possiveis falhas no genoma e/ou proteoma e, como mostraremos no caso das
nitroforinas, de fato existem falhas de montagem no genoma (gaps ou quebras de
scaffolds) que impediram a anotacdo de proteinas muito bem caracterizadas e
sequenciadas. Desta forma, os transcritos que ndo alinharam ao genoma ou ao proteoma
foram descartados desta revisdo, ja que ndo temos como, neste momento, definir se o0s
transcritos sdo reais ou se sdo artefatos de sequenciamento ou montagem. Para 0s
transcritos estudados que foram alinhados ao genoma e ao proteoma ou apenas ao
genoma (64 no total, sendo 11 PAI putativas, 8 apolipoproteinas putativas, 29
nitroforinas putativas, 6 pallidipinas putativas, 8 triabinas putativas e 2 inespecificas),
foi possivel prosseguir com as analises estruturais e evolutivas que possibilitaram uma

caracterizagdo inicial dessas sequéncias.

5.2. Sobre as lipocalinas ja conhecidas em R. prolixus.
Trinta e oito lipocalinas ja haviam sido descritas em R. prolixus, sendo elas:
dezenove nitroforinas (NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6, NP-7, RPRC000367-PA,
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RPRC000380-PA, RPRC000077-PA, RPRC000250-PA, RPRC000537-PA,
RPRC000999-PA, RPRC000313-PA, RPRC000034-PA, RPRC000498-PA,
RPRC000058-PA, RPRC000284-PA e RPRC000061-PA); oito inibidoras de agregacédo
plaquetérias (PAI-1, PAI-2, PAI-3, PAI-4, PAI-4B, PAI-5, PAI-6 e PAI-7); duas
pallidipinas (Pallidipina-1 e Pallidipina-2); duas procalinas (Procalina-1 e Procalina-2);
3 proteinas biogénicas de ligagdo a amina (BAP-1, BAP-2 e BAP-3) e quatro triabinas
(Triabina-1; Triabina-2; Triabina-3 e Triabina-4). Destas, apenas as nitroforinas NP-5 e
NP-6 nunca foram sequenciadas.

As nitroforinas sdo, provavelmente, uma das proteinas salivares mais
caracteristicas de R. prolixus, e foram as primeiras lipocalinas salivares a serem
identificadas e caracterizadas neste inseto (RIBEIRO & WALKER, 1994). Estas
lipocalinas foram identificadas apenas em cimicideos e em barbeiros da tribo Rhodinini
até o momento. As nitroforinas possuem um grupamento heme que se liga a 6xido
nitroso (NO), um potente vasodilatador que é liberado na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Devido a sua importancia para a
fisiologia do inseto e para a historia dos estudos de proteinas salivares de R. prolixus,
seria de se esperar que todas as sete Nitroforinas conhecidas fossem identificadas e
anotadas no genoma de R. prolixus. No entanto, apenas duas Nitroforinas foram
identificadas, a NP-1 e a NP-2, respectivamente mapeadas aos genes RPRC000023 e
RPRC000072. Esse achado levantou a pergunta sobre o que teria acontecido com as
outras nitroforinas. Utilizando as sequéncias das cinco nitroforinas descritas
anteriormente, realizamos uma série de buscas por similaridade (BLAST) no genoma e
no proteoma. O primeiro fato que nos chamou a atengdo é que os resultados sugerem
gue a proteina RPRC000023 néo seria a NP-1, mas sim a NP-4. J& a NP-2 parece ser
mesmo a RPRCO000072. Assim, tanto a NP-1, NP-3 e NP-7 ficaram sem
correspondéncia no proteoma. Porém, na procura pelo genoma, foi possivel identificar
sequéncias com quase 100% de identidade para a NP-1 e NP-7. Se as sequéncias estdo
no genoma, por que ndo foram anotadas no proteoma? Uma andlise minuciosa do
mapeamento mostrou que a NP-1 alinha com uma regido contendo um gap no scaffold
(ACPB03038429). Tais gaps, ou buracos, sdo formados durante a fase de scaffolding,
quando sequéncias contiguas (contigs) sdo unidas “artificialmente” baseadas na
informacgdo de leituras-pares (mate-pairs). A juncdo € artificial, mas baseada em
evidéncia bioldgica, na qual o montador ndo sabe a sequéncia da jungdo, mas sabe

exatamente quantos nucleotideos existem separando os contigs unidos, formando os
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gaps. Assim, 0s gaps sdo preenchidos por um numero definido de “N”, simbolizando
que ndo sabemos os nucleotideos daquela regido. Infelizmente, na fase de identificacéo
de genes, os programas de computador (anotadores) ndo tém como lidar com essa falta
de informacdo e, por isso, genes cuja alguma parte ficam no gap geralmente néo sdo
anotados (ou sdo anotados com stop-codons prematuros). Esse seria 0 motivo mais
provavel para que a NP-1 ndo tenha sido corretamente identificada no genoma. Ja a NP-
7 também foi localizada no genoma, mas nesse caso a sequéncia do gene esta quebrada
em dois scaffolds (ACPB03033880 e KQ034096). Este € um caso similar ao descrito
para a NP-1, porém aqui ndo havia evidéncia bioldgica para juntar as sequéncias. A
unica Nitroforina que ndo foi encontrada nem no genoma nem no proteoma foi a NP-3,
0 que sugere uma falha de amostragem ou de montagem que englobou o gene por
completo.

Da mesma forma que observado para as nitroforinas, nossos resultados mostram
situacOes similares para as outras lipocalinas. Das oito PAIs, apenas cinco (PAI-1, PAI-
2, PAI-5, PAI-6 e PAI-7) foram identificadas no genoma. Somente a Pallidipina-1 e a
Procalina-1 foram mapeadas. Por outro lado, todas as quatro Triabinas foram mapeadas
a proteinas anotadas no genoma. Curiosamente, nenhuma das trés BAPs foram
identificadas entre as proteinas anotadas, mas todas elas mapearam no mesmo locus
cromossémico, sugerindo que estas trés lipocalinas sejam isoformas de um mesmo
gene. Além disso, neste locus ha uma proteina anotada com estrutura levemente
diferente (RPRC000114) e que esta identificada no VectorBase como sendo uma
nitroforina.

O fato de que, de 36 proteinas muito bem caracterizadas, com sequéncias
disponiveis, apenas 16 foram localizadas no genoma (e algumas anotadas com funcéo
equivocada), sugere que o genoma de R. prolixus ainda se encontra demasiadamente
fragmentado. Tecnologias atuais de sequenciamento de leituras ultralongas, como o
MinION (LU et al., 2016) ou o PacBio (RHOADS & AU, 2015) poderiam ajudar a
melhorar a montagem atual, criando sequéncias contiguas maiores e resolvendo 0s gaps

existentes.

5.3. Novas lipocalinas de Rhodnius prolixus
Nossa primeira preocupacédo nessa revisdo foi de localizar corretamente a origem
destes transcritos, assim como sua integralidade. Assim, partimos de seis situagoes

hipotéticas, sendo elas: i) Lipocalinas Conhecidas (transcritos que mapeiam com a
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proteina anotada de uma das 36 lipocalinas ja descritas e sequenciadas); ii) Lipocalinas
novas ja anotadas (transcritos que mapeiam com proteinas anotadas do genoma); iii)
Lipocalinas novas ndo anotadas (transcritos que mapeiam no genoma mas ndo a
proteinas anotadas); iv) Lipocalinas de mesmo locus (transcritos que mapeiam na
mesma regido de um transcrito anterior); v) Pseudogenes (transcritos que mapeiam no
genoma mas nao no proteoma, mas produzem stop-codons prematuros); e vi) Origem
desconhecida (transcritos que ndo mapearam nem ao genoma nem ao proteoma). Dos
112 transcritos inicialmente identificados como possiveis lipocalinas, um total de 76
deles mapeou ao genoma e/ou ao proteoma, sendo eles: 29 nitroforinas (5 ja conhecidas,
4 novas ja anotadas, 5 novas ndo anotadas, 8 de mesmo locus e 7 pseudogenes), 11 PAI
(5 j& conhecidas, 2 novas ndo anotadas, 1 de mesmo locus e 3 pseudogenes), 6
pallidipinas (1 ja conhecida, 1 nova ja anotada, 2 de mesmo locus e 2 pseudogenes), 17
triabinas (4 ja conhecidas, 5 novas ja anotadas, 4 novas ndo anotadas, 2 de mesmo locus
e 2 pseudogenes), 11 apolipoproteinas (7 novas ja anotadas, 1 nova ndo anotada, 2 de
mesmo locus e 1 pseudogene) e 2 inespecificas (excluidas das analises posteriores por
terem sequéncias muito curtas). Mais adiante, discutiremos em mais detalhes estes
mapeamentos e anotacdes para cada uma das classes de lipocalinas, porém vale a pena
aqui ressaltar alguns detalhes. Primeiramente que o mapeamento dos transcritos
confirmou os resultados das andlises das lipocalinas ja conhecidas, em especial no caso
da Nitroforina-1 e Nitroforina-4, em que, mais uma vez, o gene RPRC000023 (anotado
como NP-1 no VectorBase) foi mais similar a NP-4, enquanto ndo encontramos
transcritos similares a NP-1. O segundo ponto que nos chamou aten¢do foi 0 nimero de
lipocalinas novas ndo anotadas. Muitas destas sdo bastante similares a genes ja anotados
e, por algum motivo, ndo foram anotados pelo projeto genoma de R. prolixus. Por fim,
identificamos um grande ndmero de transcritos (15 ao todo) que mapearam no mesmo
locus que um gene ja anotado. Em alguns casos, como sera mostrado mais adiante, estes
transcritos sdo quase idénticos a proteinas ja anotadas, em outros sdo bastante
diferentes. Ficamos tentados, entdo, a considerar gque tais transcritos de mesmo locus
seriam isoformas, produtos de splicing alternativo de um gene ja descrito. E notdrio que
nédo foram anotadas nenhuma proteina proveniente de splicing alternativo no genoma de
R. prolixus, de modo que encontrar evidéncias de splicing alternativo aqui seria algo
inédito (MESQUITA et al., 2015). Porém, para comprovar que estes transcritos sao
fruto de splicing alternativo e ndo de erros de montagem ou até mesmo variagao alelica

(J& que o DNA sequenciado de R. prolixus veio de uma col6nia que ndo era 100%
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homozigota), seriam necessarios estudos de biologia molecular que ndo puderam ser
escopo deste trabalho. Apesar disso, baseados em nossas andlises evolutivas e no
alinhamento gendmico, e para facilitar a compreensdo por parte da comunidade
cientifica, decidimos adotar a nomenclatura de isoformas, e estes transcritos entéo
receberam o nome do gene originalmente anotado no locus adicionando o sufixo PB,
PC, etc.,, para cada uma das isoformas. Apds essa decisdo de normalizacdo de
nomenclatura, continuamos, portanto, com nossa filtragem focando agora mais
especificamente na funcédo predita destas lipocalinas.

A principio, poder-se-ia argumentar que o resultado dos BLASTSs (confirmados
por BLAST reciproco), seria suficiente para definir que estes transcritos séo
definitivamente lipocalinas com suas respectivas funcbes. Porém, nem sempre 0s
resultados de BLAST sdo confidveis, em especial quando se tem sequéncias
fragmentadas e bases de dados limitadas. E comum nas bases de dados a funcéo de gene
ser definida de forma hipotética, apenas com base em similaridade. No caso das
lipocalinas, poucas das 26 ja descritas tém funcdo comprovada em ensaios bioldgicos
(mesmo assim, as Procalinas foram identificadas apenas como alergénicas, ndo tendo
sua funcdo real definida), havendo muitas outras com funcdo determinada apenas com
base em similaridade de sequéncia. J& a limitacdo do tamanho das sequéncias dos
transcritos pode alterar estatisticas do BLAST, como e-value e score. Alinhamentos
inespecificos (baixa identidade), porém longos, tendem a ser melhor classificados
(menor chance de ocorrer ao acaso) que alinhamentos curtos com alta identidade
(ALTSCHUL et al., 1990). Assim, € preciso que os resultados do BLAST sejam
confirmados por outras metodologias, como analise evolutiva (filogenia) ou anéalises de
sintenia (conservacdo do mapa genético entre espécies comparadas) (PASSARGE et al.,
1999).

Quando analisamos a evolugdo de genes de um ponto de vista filogenético,
buscamos responder a pergunta sobre a origem de um ou mais genes. Se o estudo for
realizado entre genes de uma mesma espécie, buscamos identificar genes que possuem
uma relacdo por duplicagdo, também chamados de parélogos (KOONIN, 2005). A
hipotese mais aceita é que genes duplicados recentemente provavelmente ainda

possuem a mesma funcdo que sua cépia original. Na filogenia, podemos observar isso
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guando genes formam grupos coesos (com valores de bootstrap® acima de 90). Se este
grupo, ou ramo filogenético, conter um ou mais genes com funcdo caracterizada
comprovada, entdo os genes do mesmo ramo provavelmente possuem uma funcéo
semelhante. E importante ressaltar que estudos de paralogia, ortologia (genes que se
originaram de um Unico gene ancestral nos genomas comparados) e sintenia nao
substituem os estudos bioldgicos (experimentais) na determinacao funcional de genes,
mas sdo um bom ponto de partida para o estudo funcional de genes.

A primeira analise evolutiva realizada ap6s o mapeamento dos transcritos
estudados resultou na construgdo de uma arvore filogenética que permitiu uma visdo
mais ampla da historia evolutiva das lipocalinas de R. prolixus. Apesar das divergéncias
entre as sequéncias, a arvore foi capaz de sugerir agrupamentos funcionais, confirmando
(ou refutando) as funcbes hipotéticas determinadas pelo BLAST. No caso das
nitroforinas, todas as ja descritas foram agrupadas em um Unico ramo da arvore. Neste
mesmo ramo foram incluidos também os transcritos RPRC000380-PA, RPRC000367-
PA e RPRC000077, o que sugere que estes poderiam ser nitroforinas até entdo
desconhecidas. Outros agrupamentos bem delimitados foram evidenciados: um grupo
de BAP e um de PAI. As apolipoproteinas putativas formaram um grupo de baixa
coesdo (bootstrap abaixo de 60). J& as triabinas, pallidipinas, procalinas e até mesmo
uma PAI (PAI-5) ficaram distribuidas de uma forma mais indefinida, pois em mais de
um caso, duas proteinas caracterizadas com fung@es diferentes acabaram se agrupando
em um mesmo ramo filogenético. Nesse ponto, vale ressaltar o poder do uso de
filogenias para a assertividade de relagdes evolutivas dos genes. Observamos que varios
dos transcritos tidos como possiveis nitroforinas pelo BLAST se alinharam em um ramo
muito bem definido das proteinas biogénicas de ligacdo a amina (BAP), sugerindo, com
mais fidedignidade, que estes transcritos sdo na verdade BAPs. Mas ndo é de se
estranhar que tais transcritos tenham sido confundidos com nitroforinas, ja que a
filogenia sugere que BAPs e nitroforinas tenham uma origem em comum. Entraremos
em mais detalhes nessa discussdo mais adiante, pois neste momento nosso principal
objetivo foi identificar genes que claramente ndo se alinhavam e nem se agrupavam
com nenhuma lipocalina ja caracterizada. Ao todo 26 transcritos ndo tiveram um grupo
funcional putativo sugerido pelo estudo evolutivo, 0 que demonstra a necessidade de

estudos complementares para melhor caracterizar essas moléculas. Na realidade, ndo

* Bootstrap é o valor estatistico indicando qual a porcentagem de vezes que um ramo filogenético foi
formado em N simulagdes (ZHARKIKH & LI, 1995).
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podemos descartar que estes genes sejam, ou ndo sejam, lipocalinas (é possivel que
sejam lipocalinas com funcdes ainda desconhecidas) e por conta desta ambiguidade é
que decidimos ndo nos aprofundar sobre estes transcritos, pois, pela natureza deste
trabalho, teriamos muito pouco a acrescentar sobre 0s mesmos.

Nas secOes subsequentes vamos discutir os resultados das analises realizadas
para cada grupo funcional de lipocalinas de R. prolixus e, ao final, apresentamos uma

tabela (Tabela 20) com as lipocalinas revisadas de R. prolixus.

5.3.1. Novas Nitroforinas em R. prolixus

A partir das analises aqui apresentadas, cinco novas nitroforinas puderam ser
identificadas no presente trabalho. S&o elas: rp_ash-48696, rp_ash-48698, rp_asb-1685,
rp_asb-3232, rp_asb-101256 (anotadas no mesmo locus de nitroforinas ja identificadas).
As proteinas RPRC000380-PA, RPRC000367-PA e RPRC000077 néo se relacionaram
a nenhuma nitroforina j& descrita, mostrando que séo de fato nitroforinas inéditas como
proposto por Mesquita e colaboradores (2015). Pela filogenia é possivel observar que
RPRCO000380-PA e RPRCO000367-PA estdo mais proximas evolutivamente da
Nitroforina-2. Na literatura, duas nitroforinas — NP-5 e NP-6 — foram descritas em 2003,
mas ainda ndo haviam sido sequenciadas (MOREIRA et al., 2003). E possivel que essas
duas sequéncias (RPRC000380-PA e RPRC000367-PA) correspondam as Nitroforinas
S5eb.

Os estudos filogenéticos mostraram que NP-7 Q6PQK2.1 estd evolutivamente
mais préxima da NP-2, corroborando o que ja foi descrito anteriormente na literatura.
(ANDERSEN et al., 2004). A arvore filogenética mostrou ainda a proximidade
evolutiva entre as nitroforinas NP-1 e NP-4, o que também ja havia sido observado em
trabalhos anteriores (MONTFORT et al., 2000). Nossas analises mostraram que a
proteina  RPRCO000023-PA, anteriormente identificada como NP-1, estd muito
proximamente relacionada a Nitroforina 4 Q94734.1. E possivel que, por NP-1 e NP-4
serem muito similares do ponto de vista evolutivo, a proteina RPRC000023-PA tenha
sido erroneamente identificada como uma NP-1. Sugerimos, portanto, que a proteina
RPRCO000023-PA seja na verdade uma NP-4, e ndo uma NP-1 como est4 descrito no
banco de dados.

No6s também encontramos trés transcritos que se originam do mesmo locus que a
NP-2 e outros dois transcritos que se originam do mesmo locus que a NP-4. Estes

diferentes transcritos que se originam de um mesmo locus de um gene anotado
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poderiam ser: i) erros de sequenciamento/montagem; ii) variantes alélicas ou
populacionais (ja que os insetos usados para 0 genoma e 0 transcriptoma sdo de
populagdes diferentes); e iii) isoformas génicas produzidas por splicing alternativo.
Idealmente, para se descartar ou aceitar uma das alternativas possiveis, seriam
necessarios experimentos de sequenciamento e estudos de bioinformatica para
alinhamento dos diferentes transcritos ao genoma. Infelizmente ndo tivemos tempo
habil para nos aprofundar em nenhuma das analises, mas algumas analises preliminares
(dados ndo mostrados) sugerem que os transcritos adicionais possam realmente ser
produto de splicing alternativo, pois, aparentemente, adicionam exons na regido C-
terminal das proteinas. Assim, apesar de ndo termos evidéncias significativas de que tais
transcritos sejam de fato isoformas de um mesmo gene, decidimos, para facilitar o
entendimento (como explicado anteriormente), chamar estes transcritos pelo mesmo
nome que o gene anotado originalmente, acrescentando o sufixo PB, PC, PD, etc., para
os diferentes transcritos, como preconizado pelo GeneBank.

Esta discussdo sobre nomenclatura nos leva entdo de volta a questdo das
nitroforinas NP-5 e NP-6. Apesar destas nitroforinas terem sido identificadas por
HPLC, Moreira e colaboradores (2004) conseguiram sequenciar menos de 35
aminoacidos de cada proteina, que sequer foram depositadas no GeneBank. Um ano
depois, em 2004 (RIBEIRO, et al. 2004) levantou a possibilidade de que NP-6 seria na
realidade a NP-2 e que NP-5 talvez fosse originada de um erro experimental, ou seja,
ndo existiria. Em nossa revisao, nds observamos uma isoforma de NP-2 que chamamos
de NP2-PB e, em nossa segunda analise filogenética incluindo as sequéncias curtas de
NP-5 e NP-6, temos alguma evidéncia de que NP-6 possa ser mesmo uma isoforma de
NP-2. J& a NP-5 estaria relacionada entre a NP-4 e NP-1 e, infelizmente, ndo temos
informacdo suficiente para confirmar que NP-5 seja um gene independente ou uma
isoforma de NP-4. Assim, nos sentimos seguros de, nesta revisao, retirar o status de NP-
6 como uma nova nitroforina, ja que nossos resultados corroboram a sugestdo de
Ribeiro e colaboradores (2004) de que NP-6 é uma isoforma de NP-2. J& NP-5 seguira
existindo como uma lipocalina existente. Como NP-5 e NP-6 nunca foram depositados
no GeneBank, também ndo temos como corrigir ou apontar mudangas nestes genes.
Assim, decidimos que RPRC000380 sera a nova NP-6, que RPRC000367 sera a NP-8 e
RPRC000077 a NP-9 (Tabela 20).

Quanto aos dados de expressdo génica das nitroforinas, foi uma surpresa

observar que algumas nitroforinas sdo expressas em varios tecidos do inseto e ndo
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somente na amostra contendo a glandula salivar, tendo em vista o papel bastante
especifico das nitroforinas na vasodilatacdo do hospedeiro vertebrado. Nitroforinas,
inclusive a isoforma NP-2-PB, foram encontradas em intestinos, reto, testiculo e/ou
ovario dos insetos adultos. Estes dados sugerem que essas proteinas, tdo bem estudadas
na fisiologia alimentar de insetos hematofagos, possam ter outras funcdes até entdo

ignoradas.

5.3.2. Novas Proteinas Biogénicas de Ligacdo a Amina (BAP) em R. prolixus

As analises identificaram 4 lipocalinas do tipo BAP, os transcritos rp_asb-
101226 (nao relacionada a nenhuma BAP ja descrita), RPRC000114-PA (ja anotada no
proteoma), rp_ash-48123 e rp_asbh-85900 (anotadas no mesmo locus de BAPs ja
identificadas). Os resultados iniciais de mapeamento tinham sugerido que esses
transcritos eram nitroforinas hipotéticas. Somente na analise filogenética observou-se
gue 0S MESmMOS Se agruparam em um ramo coeso, proximo ao das nitroforinas
verdadeiras, mas distinto delas. Foi entdo, com base na filogenia, que essas lipocalinas
passaram a ser consideradas proteinas biogénicas de ligagdo a amina (BAP).

E sabido que BAPs e nitroforinas apresentam uma grande proximidade evolutiva
(ANDERSEN et al., 2003), o que pode ter levado aos erros de anotacdo que acabaram
por classificar as BAPs, numa primeira analise, em nitoforinas hipotéticas. Tal
proximidade evolutiva pode indicar também uma similaridade funcional, uma vez que
ambas tém expressdo génica ja bem definida em glandula salivar e ja foram
caracterizadas funcionalmente como proteinas anti-hemostaticas. Enquanto as
nitroforinas promovem a vasodilatacdo e inibem a agregacdo plaquetaria via oxido
nitrico, as BAPs o fazem via inibicdo de serotonina, noradrenalina e epinefrina
(ANDERSEN et al., 2005). Nos dois casos, ha uma congruéncia no resultado
fisioldgico gerado: inibicdo da contragcdo da musculatura lisa dos vasos sanguineos e da
agregacao plaquetaria no hospedeiro vertebrado. Dessa maneira, nitroforinas e BAPs
agem em conjunto para evitar uma resposta fisioldgica antagbnica a acdo do 6xido
nitrico (ANDERSEN et al., 2005). E de se esperar, portanto, que houve no passado uma
proteina ancestral comum as nitroforinas e BAPs que apresentava atividade anti-
hemostéatica. Dela se originaram proteinas que, ao longo da evolugdo, passaram por
processos de diversificagéo da via de atuacéo, se especializando em alvos distintos, mas

que resultariam num mesmo resultado bioldgico.
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Um fato interessante € que as nitroforinas sdo encontradas exclusivamente na
tribo Rhodinini sugerindo que as BAPs sejam as proteinas ancestrais que deram origem
as nitroforinas. O estudo de BAPs em outros triatomineos e uma anélise evolutiva mais
abrangente (em numero de espécies) pode nos dar mais informacgdes sobre como e
quando as nitroforinas surgiram. Além disso, analises funcionais nas BAPs de
triatomineos que ndo possuem nitroforinas seriam interessantes para saber se estas
BAPs possuem alguma fungdo de vasodilatagdo mais proxima da realizada pelas
nitroforinas e, assim, quem sabe, identificarmos qual (ou quais) BAPs deram origem as

nitroforinas de Rhodinini.

5.3.3. As Apolipoproteinas, uma nova familia de lipocalinas em R. prolixus

Pela primeira vez foram identificadas, em R. prolixus, lipocalinas com
similaridade a apolipoproteinas. Uma das dificuldades observadas apds a primeira
andlise filogenética é que as possiveis apolipoproteinas ndo se agrupavam com um
bootstrap significativo (>90) e, mais importante, ndo possuiamos nenhuma
apolipoproteina funcionalmente caracterizada em R. prolixus para usar como um
modelo. Assim, em uma segunda andlise, decidimos incluir apolipoproteinas de outros
hemipteros, o percevejo de cama Cimex lectularius e o fitéfago Halymorpha halys
(conhecido popularmente como Fede-fede). Ressaltamos que as apolipoproteinas de
percevejo e Fede-fede também ndo foram caracterizadas funcionalmente (sua funcédo €
predita por similaridade), mas ao menos teriamos mais informacdes sobre este grupo de
proteinas. Ao todo, 11 transcritos com essa fungdo hipotética foram sugeridos, e nossas
analises agruparam oito transcritos em basicamente dois grupos de apolipoproteinas. A
filogenia sugere que a Apolipoproteina RPRC010099 ¢ ortdloga as apolipoproteinas de
C. lectularius e de H. halis, ou seja, esta proteina ja existia no ancestral comum destas
especies, 0 que nos leva a uma situacao interessante. Como explicado anteriormente,
esta é a primeira vez que se identifica apolipoproteinas em R. prolixus e, pelo fato da
maioria dos estudos de lipocalinas em barbeiros focarem no papel salivar das mesmas,
uma especulacdo inicial é de que apolipoproteina de R. prolixus teria um papel na
hematofagia. Assim, outros estudos com apolipoproteinas (CABRAL et al. 1995) nos
levariam a hipotetizar que estas proteinas possam ter um papel na inibi¢do de agregacao
plaquetaria. No entanto, analisando a expressao de RPR010099 vemos que transcritos
de ApoD foram detectados em intestino anterior, intestino posterior e testiculos. Na

realidade, a maioria das ApoD hipoteéticas identificadas aqui possuem expressao em
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diversos tecidos, sendo que todos os tecidos analisados tiveram a expressdo de pelo
menos uma ApoD. Assim, levando em consideracdo que RPR010099 néo ¢ especifica
de glandula salivar (na realidade ndo sabemos sequer se essa proteina € expressa em
glandula salivar) e de que ela é um gene ancestral ainda presente em um hemiptero
fitofago, é preciso aceitar que esta ApoD (e provavelmente as outras apolipoproteinas
aqui identificadas) possui uma func¢éo ainda desconhecida.

De certo ponto de vista, as apolipoproteinas de R. prolixus séo as lipocalinas
mais intrigantes identificadas nesta revisdo, pois, em relagéo as outras lipocalinas, elas
sd0 0s genes com a expressdo mais diversificada, e sdo as mais provaveis de terem
funcBes ndo relacionadas a hematofagia. Assim, estas seriam excelentes alvos para
estudos funcionais. De fato, as proteinas RPRC015421-PA e sua isoforma
RPRCO015421-PB foram as lipocalinas que nos levaram a realizar esta revisdo.
Inicialmente, nosso objetivo era estudar funcionalmente estas duas lipocalinas, em
especial a RPRC015421-PB que é a apolipoproteina com maior nivel de expressao. Esta
proteina possui expressao elevada nas diferentes partes do intestino e, mais interessante
ainda, nos testiculos de R. prolixus. Este dado, juntamente com o que ja foi discutido
anteriormente, nos levou a especular que esta apolipoproteina poderia ter um papel na
fertilidade masculina de R. prolixus. Infelizmente ndo pudemos dar continuidade aos
estudos funcionais, que ficardo para um estudo futuro. Mais adiante discutiremos em
mais detalhes sobre estas lipocalinas que foram detectadas em outros tecidos que néo a
glandula salivar, onde especularemos sobre possiveis funcGes ndo relacionadas a

hematofagia.

5.3.4. O caso das lipocalinas inibidoras de agregacdo plaquetaria: diferencas e
semelhancas entre PAls, triabinas, pallidipinas e procalinas.

Os estudos funcionais mostram que PAI, triabinas e pallidipinas sdo, cada qual a
sua maneira, proteinas inibidoras da agregacdo plaquetaria. Foram Noeske-Jungblut e
colaboradores (1994) que isolaram a primeira lipocalina inibidora de agregacao
plaquetaria em barbeiros, uma pallidipina (que recebeu este nome por ter sido
identificada na saliva de Triatoma pallidipenis). Em seu trabalho, foi evidenciado que a
pallidipina inibe a agregacdo plaquetéria induzida por coldgeno. Um ano depois, em
1995, Noeske-Jungblut e colaboradores isolaram uma nova inibidora de agregagéo
plaquetaria, que desta vez atuava na inibicdo da trombina. Por atuar em uma via

diferente das pallidipinas, estas inibidoras de agregacdo plaquetaria receberam o nome
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de Triabinas. Em 2000, Francischetti e colaboradores identificaram uma nova
lipocalina que inibia a agregacao plaquetaria em R. prolixus. Em seus experimentos, 0s
autores demonstraram que estras proteinas atuavam na inibicdo de agregacao
plaquetaria pela via de ADP. Diferente dos pesquisadores anteriores, Franscischetti e
colaboradores decidiram nomear estas novas lipocalinas por sua funcdo, sendo
chamadas de PAI (Platelet Aggregation Inhibitor ou Inibidoras de Agregacdo de
Plaquetas). Assim, foram identificadas em barbeiros as lipocalinas que atuavam nas trés
vias de indugdo da agregacédo plaquetéria. Por fim, as procalinas, lipocalinas alergénicas
de T. protracta, foram identificadas apenas como similares a triabinas (PADDOCK et
al., 2001). Entdo, pallidipinas, triabinas, PAI e procalinas possuem em comum 0
tamanho (todas possuem ~19 kDa) e a funcdo de inibir a agregacdo plaquetaria. A
similaridade estrutural e evolutiva neste grupo de proteinas foi ressaltada em nossas
analises, que muitas vezes ndo conseguiram distinguir um tipo funcional de proteina de
outro.

Ao analisar, por alinhamento, os dominios e conservagdo de sitio ativo das
pallidipinas, triabinas, PAI e procalinas, foi possivel perceber a similaridade estrutural,
que pode justificar a similaridade funcional ja observada. As sequéncias das proteinas
sdo muito similares e tanto triabinas quanto PAI, pallidipinas e procalinas compartilham
entre si as regides de dominio e diversos sitios ativos conservados. E possivel que essas
proteinas tenham origem num mesmo ancestral comum e a diversificacdo funcional
observada tenham se originado de duplicacdes génicas posteriores.

Os resultados obtidos a partir da analise filogenética ndo foram muito
conclusivos para os grupos PAI, pallidipina, triabina e procalina. A arvore filogenética
sugeriu: um ramo definido para as triabinas, contendo apenas as ja descritas Triabina-1
e Triabina-3; um ramo definido para as pallidipinas, contendo Pallidipina-1-PA,
Pallidipina-2 e os dois novos genes RPRC002137-PA e Pallidipina-1-PB; e trés ramos
distintos agrupando a maioria das PAIs (incluindo os genes novos RPRC000446 e
rp_asbh104785 e as ja descritas PAI-1, PAI-2, PAI-3, PAI-4, PAI-4B, PAI-6 e PAI-7).
Os demais transcritos inicialmente identificados como PAI (incluindo a PAI-5 ja
descrita), triabinas e pallidipinas, além das duas procalinas ja descritas se agruparam em
dois ramos mistos classificados como “Indefinido I”” e “Indefinido II”’. Além disso, dois
ramos contendo apenas triabinas novas, putativas, foram classificados como “Indefinido
II” e “Indefinido IV” por ndo ter inserido nestes ramos nenhuma das triabinas ja

identificadas, o que impede a determinacgéo funcional baseado em ortologia. No entanto,
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analises de blasts reciprocos sugerem que estas novas triabinas séo ortélogas a triabinas
de outros triatomineos e, por isso, estamos seguros em sugerir que 0S genes
RPRC000603, RPRC002646, RPRC002647 e os transcritos rp_ash-30450 e rp_asb-
33413 sdo de fato triabinas. Além disso, estas triabinas também formam um grupo
coeso no sentido fisioldgico, ja que a maioria delas (4 de 5) apresentam expressdo em
corpo gorduroso e outros tecidos além da glandula salivar (amostra de corpo inteiro das
formas imaturas), o que ndo foi observado para nenhuma das outras inibidoras de
agregacdo plaquetaria.

Nos resta, entdo, uma andalise mais critica sobre os grupos Indefinidos 1 e 1. No
grupo I, a Procalina-2 se mostrou relacionada a Triabina-4. Isto corrobora a sugestéo de
Paddock e colaboradores (2001) de que as procalinas identificadas por eles eram muito
similares as triabinas. Desta forma, é quase certo que a Procalina-2 tenha uma funcéo de
inibicdo da agregacdo plaquetaria, e possivelmente atuando na inibi¢do de trombina. Ja
o0 grupo Indefinido Il agrupou a PAI-5, a Procalina-1, a Triabina-2 e dois novos genes
identificados inicialmente como triabinas. Com um bootstrap de 97, este agrupamento
ndo parece se dever ao acaso e, assim, o status funcional fica questionado. Por isso
realizamos uma andlise especifica da conservacdo do dominio dos sitios ativos destas
cinco proteinas. Dos 23 residuos apontados como sitio ativos, 14 sdo conservados nas
cinco proteinas, os outros residuos apresentam conservagdo entre triabinas ou entre
PAl/procalina. Entdo, em um primeiro olhar, parece que estas proteinas seguiriam
indefinidas. Porém, é importante ressaltar que PAI-5, Triabina-2 e Procalina-1 nunca
tiveram suas fungdes confirmadas por estudos experimentais e no estudo em que foram

identificadas, Ribeiro e colaboradores (2004) descrevem o seguinte em relacédo as PAIs:

“O papel destas novas proteinas ndo € conhecido. Elas podem se ligar a
adenosina, como demonstrado previamente para RPAI-1, ou ligar a
outras substancias pro-hemostaticas/inflamatorias”  (traduzido de
RIBEIRO et al., 2004).

Ou seja, ndo sabemos se PAI-5 realmente inibe a agregacdo plaquetéria se
ligando a ADP. Além disso, o estudo evolutivo realizado por Ribeiro e cols. (2004) ja
sugeria que PAI-5 seria a mais divergente das PAI identificadas. Por outro lado, a
Triabina-2 também foi identificada no mesmo estudo e, igualmente a PAI-5, ndo teve

sua funcdo comprovada por estudos bioldgicos. Temos apenas uma evidéncia de que
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todas estas proteinas s@o, provavelmente, expressas exclusivamente em glandula salivar,
ja que o0 mRNA delas nao foi detectado em nenhum outro tecido de insetos adultos.
Assim, nos resta aceitar que as lipocalinas agrupadas no grupo Indefinido Il sdo, muito
provavelmente, inibidoras de agregacdo plaquetéria. Porém, o mecanismo dessa inibi¢do

(se por ligacdo a ADP ou a trombina) ainda precisa ser investigado.

5.4. Sobre as lipocalinas ndo salivares de Rhodnius prolixus.

Os dados de expresséo génica — gerados pelo sequenciamento realizado por
Ribeiro e colaboradores em 2010 e analisados no presente estudo — possibilitaram, pela
primeira vez, a identificacdo de lipocalinas sendo expressas fora da glandula salivar do
inseto R. prolixus. As lipocalinas rp_asb-1685, RPRC000077-PA (nitroforinas, sendo a
primeira a NP2-PB), RPRC010099-PA, RPRC003587-PA, RPRC000014-PA,
RPRC015421-PA, RPRC015421-PB e rp_ash-6771 (apolipoproteinas) tiveram
expressdo génica identificada nos tecidos de intestino anterior, intestino posterior e/ou
reto do inseto adulto. Esses dados podem abrir portas para estudos a respeito do papel
dessas lipocalinas nesses sitios fisiologicos, seja no processo de digestdo do bolo
alimentar ou até mesmo na interacdo com o Trypanossoma cruzi, j& que nos insetos
infectados esses tecidos sdo colonizados pelo protozoério.

Os dados de expressdo génica mostraram também que as lipocalinas rp_asb-
1685, RPRC000077-PA, RPRC000380-PA (nitroforinas, sendo a primeira a NP2-PB),
RPRCO000114-PA (BAP), rp_ash-73726 (pallidipina), RPRCO002646 (triabina),
RPRC010099-PA, RPRCO000014-PA, RPRCO015421-PA rp_ash-47 e rp_ash-6771
(apolipoproteinas) sdo expressas nos testiculos do inseto adulto, o que abre perspectivas
para estudos mais aprofundados sobre o papel dessas proteinas na fisiologia reprodutiva
do inseto macho. Dentre as lipocalinas citadas, inclusive, RPRC000380-PA (uma
nitroforina) e rp_asb-73726 (uma pallidipina) foram expressas exclusivamente nos
testiculos (além da amostra de corpo inteiro das formas imaturas). Vale destacar que
pouco se sabe a respeito da reproducdo e fertilidade masculina dos triatomineos.
Historicamente, a fisiologia reprodutiva feminina recebe maior atencdo dos estudos
entomoldgicos, ja que na maioria dos grupos de insetos hematofagos apenas elas se
alimentam de sangue e séo, portanto, vetoras de patdgenos. Como isso ndo acontece no
grupo dos triatomineos, no qual tanto fémeas quanto machos sdo hematéfagos, faz-se
necessario incluir a fisiologia masculina nas perguntas levantadas a respeito da

reproducédo e fertilidade desses vetores, o que até entdo tem sido negligenciado. Tal
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abordagem pode contribuir, inclusive, para uma melhor compreensdo da fisiologia
reprodutiva de outros grupos de insetos, sejam eles hematofagos ou ndo. Outro dado
interessante, ainda relacionado a uma possivel atuacdo na fisiologia reprodutiva, é que
as lipocalinas RPRC000114-PA (BAP), RPRCO000014-PA (apolipoproteina),
RPRC002646 (triabina) e RPRC000077-PA (nitroforina), além de serem expressas em
testiculo sdo também expressas nos ovarios das fémeas adultas, podendo indicar uma
fungdo tanto na fisiologia reprodutiva masculina quanto na feminina. Junto aos
transcritos RPRC004463-PA (apolipoproteina) e RPRC000603 (triabina), essas foram
as unicas lipocalinas, das analisadas no presente trabalho, a serem expressas em ovario.

Em 2013, Baldini e colaboradores desvendaram uma interessante interacédo
molecular durante o acasalamento de mosquitos da espécie Anopheles gambiae. De
acordo com o estudo, 0 hormonio esteroide 20-hidroxi-ecdisona (20E) produzido pelo
macho é transferido para o trato reprodutor feminino durante a copula e interage com
uma proteina estimuladora de oogénese induzida por acasalamento (MISO) presente na
fémea. Tal interacdo desencadeia uma série de eventos moleculares que culmina no
aumento da expressdo de um importante transportador de lipidios vitelogénicos,
resultando em uma maior producdo de ovos pela fémea alimentada (BALDINI et al.,
2013). Aqui levantamos a hipotese de que, nessa via fisiologica elucidada, é possivel
que haja a participacdo de lipocalinas no transporte do hormonio esteroide 20E dos
testiculos e/ou glandulas anexas do macho para o Utero da fémea anofelina, e que uma
via similar possa estar presente também no grupo dos triatomineos.

Segundo Baldini (2013), a interacdo entre o hormdnio esteroide 20E e a proteina
MISO pode ainda desempenhar um papel na modulacdo do desenvolvimento do
protozoario Plasmodium em Anopheles gambiae. Tal hipOtese é sustentada por um
estudo que mostrou que a expressdo de transportadores de lipidios vitelogénicos reduz a
eficiéncia do TEP-1 (principal fator antiparasitario de A. gambiae) em eliminar o
plasmédio (RONO et al., 2010). Dessa forma, acredita-se que uma interferéncia na
interacdo 20E-MISO possa, além de reduzir a fertilidade do inseto, reduzir também a
colonizacdo pelo protozoario Plasmodium. Se de fato as lipocalinas estiverem
envolvidas no transporte de 20E e, portanto, de toda a interagdo molecular aqui
discutida, abrem-se novas perspectivas de estudos acerca das lipocalinas expressas em
testiculos de R. prolixus e de outros grupos de insetos hematofagos.

Ja foram descritas, em mamiferos, lipocalinas associadas a sintese de
prostaglandinas (URADE & EGUCHI, 2002), moléculas derivadas de &cidos graxos,

88



pertencentes ao grupo dos eicosanoides, que exercem uma gama de atividades
bioldgicas. Stanley et al. (2019) revisou a participacdo das prostaglandinas e outros
eicosanoides na biologia reprodutiva de insetos. Estudos realizados em fémeas de grilos
da espécie Teleogryllus comodus concluiram que a prostaglandina E2 (PGE2) é um
estimulante da ovoposicao (LOHER, 1979). Mais tarde foi evidenciada que a atividade
de biossintese dessa prostaglandina € transferida dos insetos machos para as fémeas via
espermatdéforo durante o acasalamento (LOHER et al., 1981). Em 1989, Brener e
Bernasconi identificaram a presenca de biossintese de prostaglandina em
espermatoforos e testiculos de Triatoma infestans, tendo sido relacionado também ao
aumento da postura de ovos nessa espécie de barbeiro. Levantamos a hipotese de que,
caso esse mecanismo também esteja presente em Rhodnius prolixus, é possivel que as
lipocalinas presentes no sistema reprodutor do inseto participem de algum processo
envolvendo a sintese ou o transporte de prostaglandinas que estdo relacionadas a sua
fertilidade.

A apolipoproteina hipotética rp_asb-6771 também foi encontrada sendo expressa
nos tubulos de Malpighi, assim como as RPRC004463-PA e RPRC004179-PA (esta
ultima tendo sido detectada apenas nesse tecido, além da amostra de corpo inteiro das
formas imaturas). Por ser um o&rgdo responsavel pela eliminacdo de excretas
nitrogenadas, sugere-se que essa lipocalina — assim como outras lipocalinas séo capazes
de fazer —, participe do transporte de alguma substancia lipossolivel que possua
nitrogénio em sua composicdo. A apolipoproteina RPRC004463-PA foi detectada em
todos os tecidos testados com excecdo do testiculo (Te), o que pode indicar que ela seja
uma proteina mais generalista. Em outros organismos as apolipoproteinas ja foram bem
caracterizadas pela sua participacdo no transporte de lipidios, como é o caso da
molécula HDL (lipoproteina de alta densidade) que possui apolipoproteina D em sua
composicdo. Por terem sido encontradas em diversos tecidos do inseto, € possivel
sugerir que essas apolipoproteinas possam atuar em diversas vias metabolicas, algumas
delas ainda desconhecidas.

Nenhuma das lipocalinas classificadas neste estudo como PAI tiveram expressao
génica identificada em outros tecidos, apenas na amostra de corpo inteiro de formas
imaturas de R. prolixus que, vale ressaltar, inclui os tecidos de glandula salivar. Isso €
um indicio de que esse grupo de lipocalinas com fungdo anti-hemostatica bem
caracterizada deve ter expressdo e atuacao restrita a glandula salivar do inseto. Muitas

das triabinas aqui identificadas, por outro lado, tiveram expressao génica identificada
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em diversos tecidos do inseto. Foi o caso das triabinas rp_asb-33413, RPRC000603,
rp_asb-30450 e RPRC002646. Esta Ultima, inclusive, foi expressa em todos os tecidos
testados. Tal resultado indica que as triabinas podem apresentar um papel bioldgico
mais amplo do que aquele j& conhecido na fisiologia alimentar.

Temos consciéncia de que as hipdteses levantadas neste topico a respeito de uma
possivel atividade das lipocalinas (para além do que ja € conhecido na fisiologia
alimentar) necessitam de um maior aprofundamento teorico e experimental. Fato é que
muito h& para se descobrir sobre essas proteinas e o presente trabalho visa, mais do que
responder, levantar novas perguntas que poderdo, mais tarde, ser objeto de estudo do

nosso grupo de pesquisa e de outros cuja curiosidade tenha sido instigada.

5.5. Uma revisdo da nomenclatura e possivel funcéo das lipocalinas de R. prolixus.
Ap0s nossa andlise revisando as lipocalinas que ja haviam sido identificadas em
R. prolixus, e com a identificacdo de novas lipocalinas, gostariamos entdo de terminar
este estudo com uma proposta para melhor classificacdo das lipocalinas, baseando-se,
claro, nas evidéncias evolutivas e funcionais aqui observadas. O principal motivo para
tal é nossa preocupacdo com a falta de padronizagdo na nomenclatura das inibidoras de
agregacdo plaguetaria. O fato que temos uma familia de proteinas chamada de Inibidora
de Agregacdo Plaquetaria (PAI) e outras duas familias que fazem a mesma funcdo mas
possuem o0 nome de Triabinas e Pallidipinas (sem mencionar as procalinas), nos leva a
crer que ha a possibilidade de pesquisadores serem induzidos ao erro por nao identificar,
de imediato, que Triabinas e Pallidipinas também inibem agregacao plagquetaria, mesmo
que por vias distintas. Por outro lado, a comunidade cientifica ja estd usando a
nomenclatura existente a mais de duas décadas e uma mudanga de nomenclatura poderia
causar mais confusdo do que resolucdo. Assim, na tabela 20, resumimos os resultados,
revisados, obtidos nesse estudo, com uma proposta de revisdo de nomenclatura para

algumas das lipocalinas estudadas.
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Tabela 20. Reviséo das lipocalinas de Rhodnius prolixus

Fungdo principal Mecanismo proposto Nome Gene/Transcrito Detectada em: Comentarios
Nitroforina-1 Q26239 GS
Nitroforina-2 RPRC000072 GS, NI
Nitroforina-2 PB rp_ash-1685 GS, NI, CG, IA, IP, Rt, Te Nova E a antiga NP6
Nitroforina-2 PC rp_ash-3232 NI Nova
Nitroforina-2 PD rp_ash-101256 NI Nova
Nitroforina-3 Q94733 GS
Nitroforina-4 RPRC000023 GS, NI
Vasodilatador Liberacéo de dxido nitrico Nitroforina-4 PB rp_ash-48696 NI Nova
Nitroforina-4 PC rp_ash-48698 NI Nova
Nitroforina-5 Desconhecido GS
Nitroforina-6 RPRC000367 NI A antiga NP-6 agora é
Nitroforina-2 PB
Nitroforina-7 Q6PQK2 GS
Nitroforina-8 RPRC000380 NI, Te
Nitroforina-9 RPRC000077 NI, IA, IP, OV, Te
As BAPs 4GET e 4HFO
Ligac&o a serotonina e BAP-1 AAO25746 GS foram unidas nesse Unico
epinefrina diminui a gene
Inibidor de agregagéo velocidade da agregacéo BAP-2 RPRC000114 NI, OV, Te Nova
plaquetéria e vasodilatadora | plaquetaria. BAP-2 PB rp_asb-48123 NI Nova
Ligacéo a norepinefrina BAP-3 RPRC010481 NI Nova
impede vasoconstri¢do BAP-4 rp_asbh-85900 NI Nova
BAP-5 rp_asbh-101226 NI Nova
PAI-1 RPRC002102 GS
PAI-2 RPRC000175 GS
PAI-3 AAQ20817 GS
Ligacéio a ADP PAI-4 AAQ20818 GS PAI 5HIL foi unida a PAI-4
PAI-6 RPRC000677 GS
Inibidor de agregacéo PAI-7 RPRC000463 S
plaquetdria PAI-8 RPRC000446 NI Nova
PAI-9 rp_ash104785 NI Nova
Pallidipina-1 RPRC000012 GS, NI
Ligacio ao coldgeno Pallidipina-1 PB rp_ash-73726 NI, Te Nova
Pallidipina-2 AAQ20826 GS
Pallidipina-3 RPRC002137 NI Nova
Ligacdo a trombina Triabina-1 RPRC006167 GS
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Triabina-3 RPRC000147 GS
Triabina-4 RPRC002583 GS
Triabina-5 RPRC002647 NI Nova
Triabina-6 rp_ash-33413 NI, CG, IA Nova
Triabina-7 RPRC000603 NI, CG, IA, IP, Rt, OV Nova
Triabina-7 PB rp_ash-30450 NI, CG, IA Nova
Triabina-8 RPRC002646 R GG 1A TP RETM. OV Nova
Procalina-2 AQ20828 GS
PAI-5 RPRC002584 GS
Triabina-2 RPRC012954 GS
Desconhecido Procalina-1 RPRC010444 GS
RPRC000275 RPRC000275 NI Nova
rp_ash-105577 rp_ash-105577 NI Nova
APO-1 RPRC010099 NI, IA, IP, Te Nova
APO-2 RPRC004179 NI, TM Nova
APO-3 RPRC004463 NI, CG, IA, IP, Rt, TM, OV Nova
. . APO-4 RPRC003587 NI, 1A, IP, Rt, Nova
Desconhecido Descanhecido APO-5 RPRC000014 NI, 1A, IP, Rt, OV, Te Nova
APO-6 rp_ash-6771 NI, IA, IP, Rt, Te Nova
APO-7 RPRC015421 NI, IA, IP, Rt, Te Nova
APO-7 PB rp_ash-47 NI, IA, IP, Rt, Te Nova

GS - Glandula Salivar; IA — Intestino Anterior; CG — Corpo Gorduroso; TM — Tubulo de Malpighi; OV — Ovério; IP — Intestino Posterior; Rt — Reto; Te — Testiculo; NI —

Corpo Inteiro de formas imaturas (ovos e ninfas).
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6. CONCLUSAO

Algumas das lipocalinas ja conhecidas e melhor estudadas sdo essenciais para o
sucesso de insetos hematofagos durante o repasto sanguineo. O presente trabalho mostra
que a importancia dessa familia pode estar além do conhecimento cientifico até entdo
adquirido. Foi possivel identificar 29 lipocalinas inéditas no inseto Rhodnius prolixus,
sendo 5 nitroforinas, 5 proteinas biogénicas de ligacdo a amina (BAP), 11 inibidoras de
agregacao plaquetaria (incluindo 2 PAI, 2 pallidipinas, 5 triabinas e 2 com mecanismo
de acdo desconhecido), e 8 apolipoproteinas.

A andlise das estruturas génicas e das relagcbes evolutivas das lipocalinas
mostrou um alto grau de conservacdo entre elas, especialmente das que fazem parte dos
grupos com funcdo de inibicdo de agregacdo plaquetaria bem caracterizada (PAl,
triabinas e pallidipinas). Tal analise foi Gtil para, com base na histéria evolutiva da
familia, sugerir a revisdo da nomenclaruta dos grupos de lipocalinas inibidoras de
agregacdo plaquetéria, reclassificar lipocalinas erroneamente identificadas e predizer as
funces bioldgicas de algumas delas.

Muitas das proteinas aqui evidenciadas foram expressas em diversos tecidos do
barbeiro, como intestino, reto, tabulo de mapighi, testiculo e ovério. Encontra-las fora
da glandula salivar, além de ser algo inédito na literatura, abre perspectivas para novos
estudos funcionais, pois esta claro que as funcfes desempenhadas pelas lipocalinas nao
se resumem a fisiologia alimentar. E possivel que algumas das lipocalinas com
expressao em testiculo tenham um papel importante na fisiologia reprodutiva masculina,
com influéncia na fertilidade do inseto.

Compreender aspectos particulares da reproducdo dos machos de insetos
hematofagos pode abrir caminhos para o desenvolvimento de novas técnicas de controle
vetorial que sejam complementares as ja existentes. Por isso, estudos experimentais de
funcdo génica se fazem necessarios para evidenciar o papel das lipocalinas em todo o

organismo do R. prolixus e de outros insetos hematofagos.

93



REFERENCIAS

ALTSCHUL, Stephen F. et al. Basic local alignment search tool. Journal Of
Molecular Biology, [S.L.], v. 215, n. 3, p. 403-410, out. 1990. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0022-2836(05)80360-2.

ANDERSEN, John F. et al. Inhibition of Hemostasis by a High Affinity Biogenic
Amine-binding Protein from the Saliva of a Blood-feeding Insect. Journal Of
Biological Chemistry, v. 278, n. 7, p. 4611-4617, fev. 2003. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.m211438200.

ANDERSEN, J. F. et al. Recognition of Anionic Phospholipid Membranes by an
Antihemostatic Protein from a Blood-Feeding Insect. Biochemistry, v. 43, n. 22, p.
6987-6994, jun. 2004. American Chemical Society (ACS).
http://dx.doi.org/10.1021/bi049655t.

ANDERSEN, John F. et al. The role of salivary lipocalins in blood feeding by Rhodnius
prolixus. Archives Of Insect Biochemistry And Physiology, [s.l.], v. 58, n. 2, p.97-
105, 2005. Wiley. http://dx.doi.org/10.1002/arch.20032.

ANDRADE, Bruno B. et al. Haematophagous arthropod saliva and host defense
system: a tale of tear and blood. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, [S.L.], v.
77, n. 4, p. 665-693, dez. 2005. FapUNIFESP (SciELO).
http://dx.doi.org/10.1590/s0001-37652005000400008.

ARAUJO, R.N. et al. Interacdo entre os Insetos Hemat6fagos e seus Hospedeiros
Vertebrados. In Topicos Avancados em Entomologia Molecular. Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia em Entomologia Molecular, pp. 1-19. 2012. Disponivel em:

http://www.inctem.biogmed.ufrj.br/images/documentos/biblioteca/Capitulo 11 Interac

ao entre os Insetos Hematofagos e seus Hospedeiros Vertebrados.pdf. Acesso em:
03/02/2021.

BALDINI, F. et al. The interaction between a sexually transferred steroid hormone and
a female protein regulates oogenesis in the malaria mosquito Anopheles gambiae. PL0oS
Biol. 2013 Oct;11(10):1001695. doi: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1001695.

94


http://dx.doi.org/10.1016/s0022-2836(05)80360-2
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.m211438200
http://dx.doi.org/10.1021/bi049655t
http://dx.doi.org/10.1002/arch.20032
http://dx.doi.org/10.1590/s0001-37652005000400008
http://www.inctem.bioqmed.ufrj.br/images/documentos/biblioteca/Capitulo_11_Interacao_entre_os_Insetos__Hematofagos_e_seus_Hospedeiros_Vertebrados.pdf
http://www.inctem.bioqmed.ufrj.br/images/documentos/biblioteca/Capitulo_11_Interacao_entre_os_Insetos__Hematofagos_e_seus_Hospedeiros_Vertebrados.pdf
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1001695

BAO, Guan-hu et al. The ligands of neutrophil gelatinase-associated lipocalin. Rsc
Advances, [s.l.], v. 5, n. 126, p.104363-104374, 2015. Royal Society of Chemistry
(RSC). http://dx.doi.org/10.1039/c5ra18736b.

BASANOVA, A. V. et al. Vascular-platelet and plasma hemostasis regulators from
bloodsucking animals. Biochemistry (Moscow), v. 67, n. 1, p. 143-150, 2002. Springer
Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1023/a:1013968618120.

BEAMENT, James et al. Wigglesworth's contribution to insect biology and the state of
the art. Insect Biology In The Future, [s.l], p.1-17, 1980. Elsevier.
http://dx.doi.org/10.1016/b978-0-12-454340-9.50005-7.

BRENNER, Rodolfo R.; BERNASCONI, Ana. Prostaglandin biosynthesis in the
gonads of the hematophagus insect Triatoma infestans. Comparative Biochemistry
And Physiology Part B: Comparative Biochemistry, v. 93, n. 1, p. 1-4, jan. 19809.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0305-0491(89)90207-1.

CABRAL, Jodo H. Morais et al. Arachidonic acid binds to apolipoprotein D:
implications for the protein's function. Febs Letters, v. 366, n. 1, p. 53-56, 5 jun. 1995.
Wiley. http://dx.doi.org/10.1016/0014-5793(95)00484-q.

CHAMPAGNE, D. E. The role of salivary vasodilators in bloodfeeding and parasite
transmission. Parasitology Today, v. 10, n. 11, p. 430-433, jan. 1994. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/0169-4758(94)90173-2.

CHIANG, Ralem et al. Exploring the Role of Rhodtestolin, A Cardio-Inhibitor from the
Testes of Rhodnius prolixus, in Relation to the Structure and Function of Reproductive
Organs in Insect Vectors of Chagas Disease. Insects, [s.l.], v. 4, n. 4, p.593-608, 30 out.
2013. MDPI AG. http://dx.doi.org/10.3390/insects4040593.

COURA, José Rodrigues. Tripanosomose, doenca de Chagas. Cienc. Cult., S&o Paulo,
V. 55, n. 1, p. 30-33, Jan. 2003. Disponivel em:
<http://cienciaecultura.bvs.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0009-
67252003000100022&Ing=en&nrm=iso0>. Acesso em: 26 de maio de 2021.

DE ARAUJO, C. N. et al. Interactome: smart hematophagous triatomine salivary gland

molecules counteract human hemostasis during meal acquisition. Journal Of

95


http://dx.doi.org/10.1039/c5ra18736b
http://dx.doi.org/10.1016/b978-0-12-454340-9.50005-7
http://dx.doi.org/10.1016/0305-0491(89)90207-1
http://dx.doi.org/10.1016/0014-5793(95)00484-q
http://dx.doi.org/10.1016/0169-4758(94)90173-2
http://dx.doi.org/10.3390/insects4040593
http://cienciaecultura.bvs.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0009-
http://cienciaecultura.bvs.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0009-

Proteomics, v. 75, n. 13, p. 3829-3841, jul. 2012. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.05.001.

DIAS, Jodo Carlos Pinto et al. Mecanismos alternativos de transmissdo do
Trypanosoma cruzi no Brasil e sugestbes para sua prevencdo. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 44, n. 3, p. 375-379, 27 maio 2011. FapUNIFESP
(SciELO). http://dx.doi.org/10.1590/s0037-86822011005000032.

DIAS, Joédo Carlos Pinto et al. Evolution of Chagas Disease Screening Programs and
Control Programs: Historical Perspective. Global Heart, [s.l.], v. 10, n. 3, p.193- 202, 1
set. 2015. Ubiquity Press, Ltd.. http://dx.doi.org/10.1016/j.gheart.2015.06.003.

DIOTAIUTI, Liléia; BARBOSA, Silvia H. Triatomineos. Belo Horizonte: CPgRR,
2015.

DUJARDIN, J. P. et al. The origin of Rhodnius prolixus in Central America. Medical
And Veterinary Entomology, v. 12, n. 1, p. 113-115, jan. 1998. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1046/].1365-2915.1998.00092.x.

EDGAR, R. C.. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Research, [S.L.], v. 32, n. 5, p. 1792-1797, 8 mar. 2004.
Oxford University Press (OUP). http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkh340.

FERREIRA, R. T. B. et al. Transmissao oral da doenca de Chagas pelo consumo de
acai: um desafio para a Vigilancia Sanitéria. Vigilancia Sanitaria em Debate, Rio de
Janeiro, v. 2, n. 4, p. 4-11, 2014.

FLOWER, Darren R. The lipocalin protein family: structure and function. Biochemical
Journal, v. 318, n. 1, p. 1-14, 15 ago. 1996. Portland Press Ltd..
http://dx.doi.org/10.1042/bj3180001.

FLOWER, Darren R. et al. The lipocalin protein family: structural and sequence
overview. Biochimica Et Biophysica Acta (bba) - Protein Structure And Molecular
Enzymology, [s.l], v. 1482, n. 1-2, p.9-24, out. 2000. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0167-4838(00)00148-5.

FRANCISCHETTI, Ivo M. B. et al. Purification, Cloning, Expression, and Mechanism
of Action of a Novel Platelet Aggregation Inhibitor from the Salivary Gland of the

96


http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.05.001
http://dx.doi.org/10.1590/s0037-86822011005000032
http://dx.doi.org/10.1016/j.gheart.2015.06.003
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-2915.1998.00092.x
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkh340
http://dx.doi.org/10.1042/bj3180001
http://dx.doi.org/10.1016/s0167-4838(00)00148-5

Blood-sucking Bug, Rhodnius prolixus. Journal Of Biological Chemistry, [S.L.], v.
275, n. 17, p. 12639-12650, abr. 2000. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.275.17.12639.

FUENTES-PRIOR, P. et al. Structure of the thrombin complex with triabin, a lipocalin-
like exosite-binding inhibitor derived from a triatomine bug. Proceedings Of The
National Academy Of Sciences, v. 94, n. 22, p. 11845-11850, 28 out. 1997.
Proceedings of the National Academy of Sciences.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.94.22.11845.

GALVAO, Cleber. A sistematica dos triatomineos (Hemiptera, Reduviidae), de De
Geer ao DNA. Entomol Vect. v. 10, n. 4, p. 511-530, 2003.

GARCIA, E. S. et al. Exploring the role of insect host factors in the dynamics of
Trypanosoma cruzi—Rhodnius prolixus interactions. Journal Of Insect Physiology, v.
53, n. 1, p. 11-21, jan. 2007. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2006.10.006.

GILLESPIE, R. D. et al. The immunomodulatory factors of bloodfeeding arthropod
saliva. Parasite Immunology, v. 22, n. 7, p. 319-331, jul. 2000. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1046/].1365-3024.2000.00309.x.

GORDON, R. M.; CREWE, W. The Mechanisms by Which Mosquitoes and Tsetse-
Flies Obtain Their Blood-Meal, the Histology of the Lesions Produced, and the
Subsequent Reactions of the Mammalian Host; Together with Some Observations on
the Feeding of Chrysops and Cimex. Annals Of Tropical Medicine & Parasitology, v.
42, n. 3-4, p. 334-356, dez. 1948. Informa UK Limited.
http://dx.doi.org/10.1080/00034983.1948.11685382.

GRZYB, Joanna et al. Lipocalins — a family portrait. Journal Of Plant Physiology,
[s.L], V. 163, n. 9, p.895-915, set. 2006. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jplph.2005.12.007.

HELLMANN, K; HALKINS, R. I. Prolixin-S and Prolixin-G; Two Anticoagulants
from Rhodnius prolixus Stal. Nature, v. 207, n. 4994, p. 265-267, jul. 1965. Springer
Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1038/207265a0.

97


http://dx.doi.org/10.1074/jbc.275.17.12639
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.94.22.11845
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2006.10.006
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-3024.2000.00309.x
http://dx.doi.org/10.1080/00034983.1948.11685382
http://dx.doi.org/10.1016/j.jplph.2005.12.007
http://dx.doi.org/10.1038/207265a0

HERNANDEZ-VARGAS, M. J. et al. An Insight into the Triabin Protein Family of
American Hematophagous Reduviids: functional, structural and phylogenetic analysis.
Toxins, v. 8, n. 2, p. 44, 15 fev. 2016. MDPI AG.
http://dx.doi.org/10.3390/toxins8020044.

JAREBORG, N. et al. Comparative Analysis of Noncoding Regions of 77 Orthologous
Mouse and Human Gene Pairs. Genome Research, [S.L.], v. 9, n. 9, p. 815-824, 1 set.
1999. Cold Spring Harbor Laboratory. http://dx.doi.org/10.1101/gr.9.9.815.

KONTOPIDIS, George et al. The Ligand-binding Site of Bovine B-Lactoglobulin:
Evidence for a Function?. Journal Of Molecular Biology, [s.l.], v. 318, n. 4, p.1043-
1055, maio 2002. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0022-2836(02)00017-7.

KOONIN, Eugene V.. Orthologs, Paralogs, and Evolutionary Genomics. Annual
Review Of Genetics, [S.L.], v. 39, n. 1, p. 309-338, dez. 2005. Annual Reviews.
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.genet.39.073003.114725.

KUMAR, Sudhir et al. MEGA X: molecular evolutionary genetics analysis across
computing platforms. Molecular Biology And Evolution, [S.L.], v. 35, n. 6, p. 1547-
1549, 2 maio 2018. Oxford University Press (OUP).
http://dx.doi.org/10.1093/molbev/msy096.

LAKSHMI, Balasubramanian et al. Structure-Based Phylogenetic Analysis of the
Lipocalin Superfamily. Plos One, [s.l.], v. 10, n. 8, p.1-18, 11 ago. 2015. Public Library
of Science (PL0S). http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0135507.

LAZZARI, Claudio Ricardo et al. Behavioural biology of Chagas disease vectors.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 108, n. 1, p. 34-47, 2013. FapUNIFESP
(SciELO). http://dx.doi.org/10.1590/0074-0276130409.

LENT, H. & WYGODZINSKY, P. Revision of the Triatominae (Hemiptera,
Reduviidae), and their significance as vectors of Chagas disease. Bull. Am. Mus. Nat.
Hist. v. 163, n. 3, p. 123-520, jul. 1979.

LEONE, Maria Grazia et al. Lipocalin type prostaglandin D-synthase: which role in
male fertility?. Contraception, v. 65, n. 4, p. 293-295, abr. 2002. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0010-7824(02)00280-9.

98


http://dx.doi.org/10.3390/toxins8020044
http://dx.doi.org/10.1101/gr.9.9.815
http://dx.doi.org/10.1016/s0022-2836(02)00017-7
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.genet.39.073003.114725
http://dx.doi.org/10.1093/molbev/msy096
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0135507
http://dx.doi.org/10.1590/0074-0276130409
http://dx.doi.org/10.1016/s0010-7824(02)00280-9

LERNER, Ethan A. et al. Maxadilan, a PAC1 receptor agonist from sand flies.
Peptides, v. 28, n. 9, p. 1651-1654, set. 2007. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/].peptides.2007.06.021.

LIMA, Emerson Silva; COUTO, Ricardo David. Estrutura, metabolismo e funcoes
fisioldgicas da lipoproteina de alta densidade. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, v. 42, n. 3, p. 169-178, jun. 2006. FapUNIFESP (SciELO).
http://dx.doi.org/10.1590/s1676-24442006000300005.

LOHER, W. The influence of Prostaglandin E2 on oviposition in Teleogryllus
commodus. Entomologia Experimentalis Et Applicata, v. 25, n. 1, p. 107-109, jan.
1979. Wiley. http://dx.doi.org/10.1111/].1570-7458.1979.tb02853.x.

LOHER, W. et al. Prostaglandins: their role in egg-laying of the cricket Teleogryllus
commodus. Proceedings Of The National Academy Of Sciences, v. 78, n. 12, p. 7835-
7838, 1 dez. 1981. Proceedings of the National Academy of Sciences.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.78.12.7835.

LU, Hengyun et al. Oxford Nanopore MinlON Sequencing and Genome Assembly.
Genomics, Proteomics & Bioinformatics, [S.L.], v. 14, n. 5, p. 265-279, out. 2016.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.gpb.2016.05.004.

MA, Dongying et al. Triplatin, a platelet aggregation inhibitor from the salivary gland
of the triatomine vector of Chagas disease, binds to TXA2 but does notinteract with
glycoprotein PVI. Thrombosis And Haemostasis, v. 107, n. 01, p. 111-123, 2012.
Georg Thieme Verlag KG. http://dx.doi.org/10.1160/th11-10-0685.

MANS, B. J. et al. Structure, Function, and Evolution of Biogenic Amine-binding
Proteins in Soft Ticks. Journal Of Biological Chemistry, [s.l.], v. 283, n. 27, p.18721-
18733, 29 abr. 2008. American Society for Biochemistry & Molecular Biology
(ASBMB). http://dx.doi.org/10.1074/jbc.m800188200.

MANS, Ben J.. Evolution of Vertebrate Hemostatic and Inflammatory Control
Mechanisms in Blood-Feeding Arthropods. Journal Of Innate Immunity, [S.L.], v. 3,
n. 1, p. 41-51, 2011. S. Karger AG. http://dx.doi.org/10.1159/000321599.

MESQUITA, Rafael D. et al. Genome of Rhodnius prolixus, an insect vector of Chagas

disease, reveals unique adaptations to hematophagy and parasite infection. Proceedings

99


http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2007.06.021
http://dx.doi.org/10.1590/s1676-24442006000300005
http://dx.doi.org/10.1111/j.1570-7458.1979.tb02853.x
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.78.12.7835
http://dx.doi.org/10.1016/j.gpb.2016.05.004
http://dx.doi.org/10.1160/th11-10-0685
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.m800188200
http://dx.doi.org/10.1159/000321599

Of The National Academy Of Sciences, [S.L.], v. 112, n. 48, p. 14936-14941, 16 nov.
2015. Proceedings of the National Academy of Sciences.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1506226112.

MONCADA, Salvador et al. Endothelium-derived relaxing factor: identification as
nitric oxide and role in the control of vascular tone and platelet function. Biochemical
Pharmacology, v. 37, n. 13, p. 2495-2501, jul. 1988. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/0006-2952(88)90236-5.

MONTFORT, W. R. et al. Nitrophorins and related antihemostatic lipocalins from
Rhodnius prolixus and other blood-sucking arthropods. Biochimica Et Biophysica
Acta (Bba) - Protein Structure And Molecular Enzymology, v. 1482, n. 1-2, p. 110-118,
out. 2000. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0167-4838(00)00165-5.

MOREIRA, Ménica F. et al. Changes in salivary nitrophorin profile during the life
cycle of the blood-sucking bug Rhodnius prolixus. Insect Biochemistry And
Molecular Biology, v. 33, n. 1, p. 23-28, jan. 2003. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0965-1748(02)00163-7.

NATURE. Who, how, what and where?. Nature, [s.l.], v. 465, n. 7301, p.8-9, jun.
2010. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1038/nature09222.

NEVES, David Pereira. Parasitologia humana. 13. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2016.

NOESKE-JUNGBLUT, Christiane et al. An inhibitor of collagen-induced platelet
aggregation from the saliva of Triatoma pallidipennis. The Journal Of Biological
Chemistry, [s.i], v. 269, n. 7, p.5050-5053, 18 fev. 1994.

NOESKE-JUNGBLUT, C. et al. Triabin, a Highly Potent Exosite Inhibitor of
Thrombin. Journal Of Biological Chemistry, [s.l.], v. 270, n. 48, p.28629-28634, 1
dez. 1995. American Society for Biochemistry & Molecular Biology (ASBMB).
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.270.48.28629.

PADDOCK, Christopher D. et al. Identification, Cloning, and Recombinant Expression
of Procalin, a Major Triatomine Allergen. The Journal Of Immunology, [s.l.], v. 167,
n. 5, p.2694-2699, 1 set. 2001. The American Association of Immunologists.
http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.167.5.2694.

100


http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1506226112
http://dx.doi.org/10.1016/0006-2952(88)90236-5
http://dx.doi.org/10.1016/s0167-4838(00)00165-5
http://dx.doi.org/10.1016/s0965-1748(02)00163-7
http://dx.doi.org/10.1038/nature09222
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.270.48.28629
http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.167.5.2694

PAIM. Rafaela M. M. Genbémica funcional de Rhodnius prolixus (Hemiptera,
Reduviidae): avaliacdo da persisténcia do silenciamento (RNAI) e caracterizacdo in
vivo de genes importantes na interagdo do inseto com hospedeiros e parasitos. 2014.
160 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Institudo de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2014.

PASSARGE, Eberhard et al. Incorrect use of the term synteny. Nature Genetics, [S.L.],
v. 23, n. 4, p. 387-387, dez. 1999. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1038/70486.

RHOADS, Anthony; AU, Kin Fai. PacBio Sequencing and Its Applications. Genomics,
Proteomics & Bioinformatics, [S.L.], v. 13, n. 5, p. 278-289, out. 2015. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.gpb.2015.08.002.

RIBEIRO, J.M. C.; GARCIA, E. S.. The Role of the Salivary Glands in Feeding in
Rhodnius Prolixus. Journal Of Experimental Biology, v. 94, n. 1, p. 219-230, 1 out.
1981. The Company of Biologists. http://dx.doi.org/10.1242/jeb.94.1.219.

RIBEIRO, J. M. C. The antiserotonin and antihistamine activities of salivary secretion
of Rhodnius prolixus. Journal Of Insect Physiology, [S.L.], v. 28, n. 1, p. 69-75, jan.
1982. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0022-1910(82)90024-5.

RIBEIRO, José M.C. et al. A salivary vasodilator in the blood-sucking bug, Rhodnius
prolixus. British Journal Of Pharmacology, v. 101, n. 4, p. 932-936, dez. 1990.
Wiley. http://dx.doi.org/10.1111/j.1476-5381.1990.tb14183.x.

RIBEIRO, J. M.; NUSSENZVEIG, R. H.. The salivary catechol oxidase/peroxidase
activities of the mosquito Anopheles albimanus. Journal Of Experimental Biology, v.
179, n. 1, p. 273-287, 1 jun. 1993. The Company of Biologists.
http://dx.doi.org/10.1242/jeb.179.1.273.

RIBEIRO, J. et al. Reversible binding of nitric oxide by a salivary heme protein from a
bloodsucking insect. Science, v. 260, n. 5107, p. 539-541, 23 abr. 1993. American
Association for the Advancement of Science (AAAS).
http://dx.doi.org/10.1126/science.8386393.

RIBEIRO, J M; A WALKER, F. High affinity histamine-binding and antihistaminic

activity of the salivary nitric oxide-carrying heme protein (nitrophorin) of Rhodnius

101


http://dx.doi.org/10.1038/70486
http://dx.doi.org/10.1016/j.gpb.2015.08.002
http://dx.doi.org/10.1242/jeb.94.1.219
http://dx.doi.org/10.1016/0022-1910(82)90024-5
http://dx.doi.org/10.1111/j.1476-5381.1990.tb14183.x
http://dx.doi.org/10.1242/jeb.179.1.273
http://dx.doi.org/10.1126/science.8386393

prolixus. Journal Of Experimental Medicine, v. 180, n. 6, p. 2251-2257, 1 dez. 1994.
Rockefeller University Press. http://dx.doi.org/10.1084/jem.180.6.2251.

RIBEIRO, J. M. C. et al. Purification and characterization of prolixin S (nitrophorin 2),
the salivary anticoagulant of the blood-sucking bug Rhodnius prolixus. Biochemical
Journal, v. 308, n. 1, p. 243-249, 15 maio 1995. Portland Press Ltd..
http://dx.doi.org/10.1042/bj3080243.

RIBEIRO, José M. C. et al. Role of Salivary Antihemostatic Components in Blood
Feeding by Triatomine Bugs (Heteroptera). Journal Of Medical Entomology, v. 35, n.
4, p. 599-610, 1 jul. 1998. Oxford University Press (OUP).
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/35.4.599.

RIBEIRO, J. M. C. et al. Exploring the sialome of the blood-sucking bug Rhodnius
prolixus. Insect Biochemistry And Molecular Biology, v. 34, n. 1, p. 61-79, jan. 2004.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ibmb.2003.09.004.

RIBEIRO, José M. C. et al. An Insight into the Transcriptome of the Digestive Tract of
the Bloodsucking Bug, Rhodnius prolixus. Plos Neglected Tropical Diseases, [s.l.], v.
8 n 1, pl1-31, 9 jan. 2014. Public Library of Science (PL0S).
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0002594.

ROCHA, D.S.; SANTOS, C. M.. Morfologia dos ovos e ninfas. In: GALVAO, C., org.
Vetores da doenca de chagas no Brasil [online]. Curitiba: Sociedade Brasileira de
Zoologia, 2014, pp. 40-63. Zoologia: guias e manuais de identificacdo series. ISBN
978-85-98203-09-6. Available from SciELO Books.

RONO, M. K. et al. The major yolk protein vitellogenin interferes with the anti-
plasmodium response in the malaria mosquito Anopheles gambiae. PLoS Biol. 2010 Jul
20;8(7):1000434. doi: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1000434.

SANT’ANNA, M. R. V. et al. Triatomines (Hemiptera, Reduviidae) blood intake:
physical constraints and biological adaptations. Journal Of Insect Physiology, v. 97, p.
20-26, fev. 2017. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2016.08.004.

SCHIEFNER, André et al. The dimeric crystal structure of the human fertility lipocalin

glycodelin reveals a protein scaffold for the presentation of complex glycans.

102


http://dx.doi.org/10.1084/jem.180.6.2251
http://dx.doi.org/10.1042/bj3080243
http://dx.doi.org/10.1093/jmedent/35.4.599
http://dx.doi.org/10.1016/j.ibmb.2003.09.004
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0002594
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1000434
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2016.08.004

Biochemical Journal, [s.l.], v. 466, n. 1, p.95-104, 6 fev. 2015. Portland Press Ltd..
http://dx.doi.org/10.1042/bj20141003.

SCHLEBUSCH, Stephen; ILLING, Nicola. Next generation shotgun sequencing and
the challenges of de novo genome assembly. South African Journal Of Science,
[S.L], v. 108, n. 11/12, p. 1-8, 25 out. 2012. Academy of Science of South Africa.
http://dx.doi.org/10.4102/sajs.v108i11/12.1256.

SIEVERS, Fabian et al. Fast, scalable generation of high-quality protein multiple
sequence alignments using Clustal Omega. Molecular Systems Biology, [S.L.], v. 7, n.
1, p. 539, jan. 2011. EMBO. http://dx.doi.org/10.1038/msb.2011.75.

SILVA, Francinaldo S. A importancia hematofagica e parasitologica da saliva dos
insetos hemato6fagos. Revista Trépica: Ciéncias Agrérias e Bioldgicas, Chapadinha,
MA, v. 3, n. 3, p.3-18, fev. 2009.

SONENSHINE, Daniel E. et al. First Transcriptome of the Testis-Vas Deferens-Male
Accessory Gland and Proteome of the Spermatophore from Dermacentor variabilis
(Acari: Ixodidae). Plos One, [s.l.], v. 6, n. 9, p.1-16, 16 set. 2011. Public Library of
Science (PL0S). http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0024711.

STANLEY, D.; KIM, Y. Prostaglandins and Other Eicosanoids in Insects: Biosynthesis
and Biological Actions. Front Physiol. 2019 Feb 7;9:1927. doi:
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2018.01927.

SUN, Jianxin et al. Characterization and cDNA cloning of a hemoprotein in the salivary
glands of the blood-sucking insect, Rhodnius prolixus. Insect Biochemistry And
Molecular Biology, v. 28, n. 3, p. 191-200, mar. 1998. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0965-1748(97)00115-x.

TIRLONI, Lucas et al. Editorial: The Role of Saliva in Arthropod-Host-Pathogen
Relation. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. 10:630626. 28 jan. 2021.
doi: http://dx.doi.org/10.3389/fcimb.2020.630626.

URADE, Yoshihiro; EGUCHI, Naomi. Lipocalin-type and hematopoietic prostaglandin
D synthases as a novel example of functional convergence. Prostaglandins & Other
Lipid Mediators, v. 68-69, p. 375-382, ago. 2002. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0090-6980(02)00042-4.

103


http://dx.doi.org/10.1042/bj20141003
http://dx.doi.org/10.4102/sajs.v108i11/12.1256
http://dx.doi.org/10.1038/msb.2011.75
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0024711
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2018.01927
http://dx.doi.org/10.1016/s0965-1748(97)00115-x
http://dx.doi.org/10.3389/fcimb.2020.630626
http://dx.doi.org/10.1016/s0090-6980(02)00042-4

WIGGLESWORTH, V.B. Insects and the Life of Man; John Wiley & Sons, Inc.: New
York, NY, USA, 1976.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Chagas disease (American trypanosomiasis):
Fact Sheet No 340. Geneva, 2019. Disponivel em: https://www.who.int/chagas/en/.
Acesso em: 28 oct. 20109.

ZHANG, Yan et al. Nitrophorin-2: a novel mixed-type reversible specific inhibitor of
the intrinsic factor-x activating complex. Biochemistry, v. 37, n. 30, p. 10681-10690,
jul. 1998. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/bi973050y.

ZHARKIKH, Andrey; LI, Wen-Hsiung. Estimation of Confidence in Phylogeny: the
complete-and-partial bootstrap technique. Molecular Phylogenetics And Evolution,
[S.L.], V. 4, n. 1, p. 44-63, mar. 1995. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1006/mpev.1995.1005.

104


http://www.who.int/chagas/en/
http://dx.doi.org/10.1021/bi973050y
http://dx.doi.org/10.1006/mpev.1995.1005

ANEXO A

Mapeamento da Lipocalinas ja descritos ao Genoma de R. prolixus:

Proteina Scaffold ID Algn Qstart | Qend Hstart Hend Evalue Score

BAP-1 KQ034229 91.67 24 15 38 866282 866353 | 1.00E-24 48.5
BAP-1 KQ034229 82.98 47 39 85 866431 866571 | 1.00E-24 85.9
BAP-1 KQ034229 81.82 33 89 121 866945 867043 | 4.00E-21 61.2
BAP-1 KQ034229 82.35 34 120 153 867118 867219 | 4.00E-21 62
BAP-1 KQ034229 66.67 63 155 217 868287 868469 | 2.00E-15 78.2
BAP-2 KQ034229 94.12 17 2 18 | 866303 | 866353 | 1.00E-20 35.4
BAP-2 KQ034229 82.98 47 19 65| 866431 | 866571 | 1.00E-20 85.9
BAP-2 KQ034229 81.82 33 69 101 | 866945 | 867043 | 4.00E-21 60.5
BAP-2 KQ034229 82.35 34 100 133 | 867118 | 867219 | 4.00E-21 62
BAP-2 KQ034229 66.67 63 135 197 868287 868469 | 1.00E-15 78.2
BAP-3 KQ034229 93.75 16 1 16 | 866306 | 866353 | 2.00E-19 33.9
BAP-3 KQ034229 80.85 47 17 63| 866431 | 866571 | 2.00E-19 83.2
BAP-3 KQ034229 81.82 33 67 99 | 866945 | 867043 | 3.00E-21 60.8
BAP-3 KQ034229 76.32 38 98 135 | 867118 | 867231 | 3.00E-21 62.4
BAP-3 KQ034229 66.13 62 134 195 | 868290 | 868469 | 6.00E-15 76.3
NP-1 ACPB03038429 | 97.92 48 39 86 622 479 | 6.00E-38 103
NP-1 ACPB03038429 | 97.37 38 4 41 798 685 | 6.00E-38 75.9
NP-2 KQ035484 70.73 123 115 202 17435 17067 | 1.00E-50 157
NP-2 KQ035484 59.68 62 61 114 17709 17524 | 1.00E-50 64.3
NP-2 KQ035484 97.78 45 39 83 19645 19511 | 9.00E-37 100
NP-2 KQ035484 94.74 38 4 41 19821 19708 | 9.00E-37 75.1
NP-3 KQ035484 54.17 120 118 202 17426 17067 | 1.00E-36 116
NP-3 KQ035484 87.5 32 85 116 17613 17518 | 1.00E-36 58.2
NP-3 KQ035484 82.61 46 39 84 19645 19508 | 3.00E-32 88.2
NP-3 KQ035484 89.47 38 4 41 19821 19708 | 3.00E-32 71.6
NP-4 ACPB03031753 100 53 153 205 5925 5767 | 6.00E-55 103
NP-4 ACPB03031753 | 88.89 45 114 158 6160 6026 | 6.00E-55 83.2
NP-4 ACPB03031753 48.72 78 45 118 6462 6229 | 6.00E-55 69.7
NP-7 ACPB03033880 74.07 108 4 84 4357 4680 | 2.00E-43 158
NP-7 KQ034096 100 31 86 116 | 2070729 | 2070821 | 7.00E-50 64.7
NP-7 KQ034096 92.68 41 115 155 | 2070907 | 2071029 | 7.00E-50 80.9
NP-7 KQ034096 92.31 52 154 205 | 2071125 | 2071280 | 7.00E-50 94.7
PAI-1 KQ034920 91.67 36 101 136 58028 57921 | 9.00E-14 72
PAI-1 KQ034920 100 30 49 78 60193 60104 | 1.00E-12 68.9
PAI-1 KQ034920 100 33 4 36 60838 60740 | 8.00E-14 72
PAI-2 KQ036605 92.68 41 139 179 6548 6426 | 9.00E-17 80.9
PAI-2 KQ036605 97.22 36 108 143 7010 6903 | 2.00E-14 74.3
PAI-2 KQ036605 88.57 35 75 109 7470 7366 | 7.00E-11 63.9
PAI-2 KQ036605 100 44 3 46 9838 9707 | 7.00E-11 63.9
PAI-3 KQ035719 97.44 39 135 173 18019 17903 | 9.00E-18 83.6
PAI-3 KQ035719 94.74 38 100 137 18594 18481 | 9.00E-15 74.7
PAI-3 KQ035719 89.29 28 73 100 19698 19615 | 5.00E-08 55.5
PAI-3 KQ035719 100 33 44 76 21517 21419 | 3.00E-14 73.6
PAI-4 ACPB03037847 100 36 138 173 184 77 | 1.00E-14 74.3
PAI-4 ACPB03037847 97.14 35 105 139 644 540 | 3.00E-14 73.2
PAI-4 ACPB03037847 100 28 78 105 1087 1004 | 3.00E-09 58.5
PAI-4 KQ036102 92,5 40 3 42 3275 3394 | 4.00E-15 75.9
PAI-4B ACPB03037847 100 36 121 156 184 77| 7.00E-15 74.3
PAI-4B ACPB03037847 97.14 35 88 122 644 540 | 2.00E-14 73.2
PAI-4B ACPB03037847 100 28 61 88 1087 1004 | 3.00E-09 58.2
PAI-4B KQ036102 92 25 1 25 3320 3394 | 5.00E-06 49.3
PAI-5 ACPB03035352 100 41 37 7 189 311 | 2.00E-19 89
PAI-5 ACPB03035352 100 33 97 129 1257 1355 | 1.00E-13 71.6
PAI-5 ACPB03035352 94.87 39 130 168 2336 2452 | 2.00E-14 73.9
PAI-6 KQ035263 92.31 26 141 166 25843 25766 | 9.00E-07 51.6
PAI-6 KQ035263 81.58 38 105 142 27104 26991 | 4.00E-11 64.3
PAI-6 KQ035263 91.67 24 80 103 28742 28671 | 1.00E-05 48.1
PAI-6 KQ035263 75.47 53 34 81 29570 29412 | 2.00E-17 82.4
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PAI-6 KQ035263 100 39 4 42 30325 30209 | 3.00E-18 84.7
PAI-7 KQ035064 83.33 36 102 137 33484 33591 | 5.00E-12 66.2
PAI-7 KQ035064 86.67 30 79 108 43167 43081 | 2.00E-07 53.1
PAI-7 KQO035064 77.5 40 39 78 45695 45576 | 1.00E-12 68.2
PAI-7 KQ035064 88.37 43 1 43 46518 46390 | 1.00E-17 82.8
Pallidipin-1 | KQ034748 82.05 39 107 145 56228 56112 | 2.00E-12 69.3
Pallidipin-1 | KQO034748 71.43 35 75 109 57774 57670 | 2.00E-07 54.3
Pallidipin-1 | KQO034748 93.18 44 33 76 58989 58858 | 1.00E-18 86.7
Pallidipin-1 | KQO034748 80.65 31 4 34 61667 61575 | 9.00E-08 55.1
Pallidipin-2 | KQ034748 100 45 32 76 99037 99171 | 3.00E-22 99
Pallidipin-2 | KQO034748 82.05 39 77 113 | 100577 | 100693 | 3.00E-10 63.5
Pallidipin-2 | KQ034748 58.87 124 68 175 | 103052 | 103423 | 3.00E-18 87
Pallidipin-2 | KQ034748 96 50 180 229 | 105187 | 105336 | 2.00E-23 101
Procalin-1 | ACPB03035352 100 41 37 77 189 311 | 2.00E-20 88.2
Procalin-2 | KQ035873 73.68 38 44 81 7903 7793 | 1.00E-09 60.5
Procalin-2 | KQ035873 72.97 37 3 39 10292 10182 | 2.00E-08 57
Triabin-1 ACPB03037937 90 30 78 107 689 600 | 4.00E-09 58.5
Triabin-1 ACPB03037937 91.11 45 37 81 1700 1566 | 1.00E-18 86.3
Triabin-2 KQ035237 95.45 22 16 37 25658 25723 | 5.00E-06 49.7
Triabin-2 KQ035237 93.02 43 38 80 26504 26629 | 8.00E-17 80.9
Triabin-2 KQ035237 96.15 26 81 106 28778 28855 | 3.00E-08 56.2
Triabin-2 KQ035237 75 52 95 146 30057 30206 | 1.00E-14 74.7
Triabin-3 KQ035329 80.49 41 37 77 634 756 | 7.00E-13 69.3
Triabin-3 KQ035329 78.12 32 78 109 1662 1757 | 1.00E-07 53.9
Triabin-3 KQ035329 60.53 38 107 144 2745 2858 | 3.00E-06 49.7
Triabin-4 KQ034856 100 33 114 146 12588 12490 | 7.00E-13 68.9
Triabin-4 KQ034856 96.43 28 86 113 13486 13403 | 1.00E-09 59.7
Triabin-4 KQ034856 100 43 45 87 15044 14916 | 1.00E-21 94.4
Triabin-4 KQ034856 95.24 42 3 44 23991 23866 | 2.00E-18 85.5
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ANEXO B

Mapeamento das Lipocalinas j& descritas ao proteoma de R. prolixus:

Proteina Proteoma ID Algn Qstart | Qend | Hstart | Hend | Evalue Score

PAI-7 RPRCO000463-PA 91 100 4 103 1 100 4.00E-66 195
PAI-7 RPRC002102-PA 51.02 147 3 149 6 140 7.00E-45 143
PAI-6 RPRCO000677-PA 92.77 166 1 166 1 165 | 5.00E-112 315
PAI-6 RPRC000446-PA 51.22 123 43 165 1 122 6.00E-42 135
PAI-5 RPRC013562-PA 89.04 73 96 168 2 74 | 8.00E-42 134
PAI-5 RPRC010444-PA 98.33 60 37 96 1 60 | 1.00E-37 122
PAI-4 RPRC000175-PA 68.79 173 8 173 1 172 3.00E-78 229
PAI-4 RPRC006738-PA 100 96 78 173 23 118 | 2.00E-65 195
PAI-3 RPRC002102-PA 52.6 173 3 173 6 165 2.00E-51 161
PAI-3 RPRCO000463-PA 45.92 98 4 98 1 98 1.00E-26 95.9
PAI-4B RPRC000175-PA 68.79 157 3 156 17 172 4.00E-72 213
PAI-4B RPRC006738-PA 100 96 61 156 23 118 2.00E-65 194
PAI-2 RPRC000175-PA 77.46 173 8 179 1 172 4.00E-87 252
PAI-2 RPRC000504-PA 78.77 179 1 179 1 157 3.00E-85 248
PAI-2 RPRC000504-PA 58.82 34 47 80 158 191 7.00E-09 51.6
PAI-1 RPRC002102-PA 85.96 171 3 173 6 165 4.00E-92 264
PAI-1 RPRC000463-PA 53.54 99 4 101 1 99 4.00E-26 94.7
Procalin-1 RPRC010444-PA 98.33 60 37 96 1 60 4.00E-38 121
Procalin-1 RPRC002584-PA 93.44 61 16 76 20 80 4.00E-38 121
Procalin-2 RPRC000299-PA 56.52 184 1 178 1 178 3.00E-64 195
Procalin-2 RPRC002583-PA 62.14 140 44 183 1 139 2.00E-57 176
Pallidipin-2 | RPRC002137-PA 57.01 221 15 222 41 260 | 6.00E-72 219
Pallidipin-2 | RPRC002138-PA 50 218 15 227 33 244 | 1.00E-65 202
Pallidipin-1 | RPRC000012-PA 85.52 145 1 145 1 145 1.00E-90 260
Pallidipin-1 | RPRC000418-PA 32.96 179 1 169 1 173 1.00E-13 65.1
Triabin-4 RPRC002583-PA 100 102 45 146 1 102 1.00E-73 216
Triabin-4 RPRC000299-PA 59.18 147 1 145 1 141 7.00E-53 165
Triabin-3 RPRC000147-PA 74.78 115 35 149 1 115 3.00E-60 182
Triabin-3 RPRC006167-PA 78.95 76 35 109 1 76 1.00E-36 120
Triabin-2 RPRC000275-PA 80.13 156 1 156 1 155 5.00E-80 234
Triabin-2 RPRC012954-PA 92.94 85 16 100 14 96 2.00E-52 161
Triabin-1 RPRC000147-PA 77.03 148 35 180 1 148 1.00E-80 235
Triabin-1 RPRC006167-PA 94.52 73 35 107 1 73 4.00E-46 145
BAP-1 RPRC000114-PA 79.26 217 1 217 1 215 | 7.00E-115 325
BAP-1 RPRC000313-PA 71.21 198 20 217 1 194 | 9.00E-97 278
BAP-2 RPRC000114-PA 78.06 196 2 197 22 215 | 2.00E-107 306
BAP-2 RPRC000313-PA 70.92 196 2 197 3 194 | 4.00E-95 273
BAP-3 RPRCO000114-PA 76.92 195 1 195 23 215 | 8.00E-105 299
BAP-3 RPRCO000313-PA 69.74 195 1 195 4 194 1.00E-92 267
NP-1 RPRC000023-PA 89.22 204 4 207 1 202 | 4.00E-131 365
NP-1 RPRCO000072-PA 49.25 199 1 198 1 196 3.00E-59 183
NP-2 RPRCO000072-PA 98.51 202 1 202 1 201 | 4.00E-146 403
NP-2 RPRCO000367-PA 71.64 201 1 201 1 201 | 4.00E-106 302
NP-3 RPRC000072-PA 80.2 202 1 202 1 201 | 4.00E-118 332
NP-3 RPRC000367-PA 67.16 201 1 201 1 201 3.00E-99 285
NP-4 RPRC000023-PA 99.5 202 4 205 1 202 | 2.00E-147 406
NP-4 RPRC000072-PA 48.74 199 1 196 1 196 1.00E-56 176
NP-7 RPRC000072-PA 60.7 201 1 201 1 200 2.00E-88 257
NP-7 RPRCO000367-PA 57.21 201 1 201 1 201 2.00E-83 244
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Relacdo evolativa das Lipocalinas de R. prolixus

NP2 Q26241 1

RPRC000072-PA NP2

NP3 Q94733 1 RPRC000072

RPRCO000367-PA

RPRC000380-PA

NP7 QBPQK2 1

rp asb-101256 locus RPRC000072

rp asb-1685 locus RPRC000072

rp asb-3232 locus RPRC000072

RPRC000077-PA

NP1 Q26239 1

NP4 Q94734 1 RPRC000023

RPRC000023-PA NP1

El

99| P @sb-48696 locus RPRC000023

9

rp asb-48698 locus RPRC000023

rp asb-101226 copia RPRC010481

RPRC010481-PA genes cpias

rp asb-85900 copia RPRC010481

RPRC000114-PA

rp asb-48123 locus RPRC000072

BAP-2 4Gl

BAP-1 AAO25746.1
.
BAP-2 4HFO
0 p asb-109014 locus RPRC002137

RPRC002137-PA

L Palipidin-2 AAQ20826.1
Pallipidin-1 AAQ20825.1 RPRCO00012-PA
%0 L RPRC000012-PA

4 [ TP @sb-30450 locus RPRC000603
£

RPRCO000603-PA

a2 ———— RPRC002647-PA

rp asb-33413 novo
7
E
5

RPRC002646-PA

L RPRCO00163-PA
RPRC000418-PA
RPRC004463-PA
tp asb-110283 copia de RPRC000275
p asb-65689 novo
RPRC003587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004179-PA
RPRC010099-PA
rp asb-6771 APO cpia de RPRC015421

9 rp asb-47 locus RPRCO015421
100

RPRC015421-PA

s PAI-2 AAB09091.1 RPRG000175
100 RPRCO000175-PA
PAI-4 AAQ20818 1

0L pal4B sHOL

ANEXO C
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RPRC000347-PA
4 10 { PAI-8 AAQ20820.1 RPRCO000677-PA
51 RPRC000677-PA

75 ——— RPRCO000446-PA

rp asb-105551 locus RPRC000446-PA

p asb-97659 novo
52 100 | PA-7 AAQ20838.1 RPRC000463
RPRCO000463-PA

PAI-1 AAB09090.1 RPRC002102

RPRC002102-PA

8 PAI-3 AAQ20817 1
rp asb-104785 novo
Triabin-1 AAQ20821 1 RPRC006167
8 Triabin-3 AAQ20823.1 RPRC000147-PA

* RPRC000147-PA

RPRCO008167

RPRCO000438-RA secreted

RPRC012954-PA

2 Triabin-2 AAQ20822 1 RPRC012954-PA

RPRC000275-PA genes cpias

rp asb-105577 cpia de RPRC012954
RPRCO010444-PA
RPRC002584-PA

PAI-5 AQ20819.1 RPRC002584-PA
Procalin-1 AAQ20827.1 RPRC010444

Procalin-2 AQ20828.1

. RPRC002583-PA
1o |: Triabin-4 AAQ20824 1 RPRC002583-PA

100 r rp asb-7471 APO locus RPRC000339

* L RPRC000339-PA

rp asb-89583 locus RPRC002583

rp asb-105554 cpia RPRC010481

%
RPRC006975-PA
18 rp asb-104643 locus RPRC000072
52 rp asb-104644 locus RPRC000380
7 RPRCO10695-PA
—_—

0.50

A histéria evolucionaria das lipocalinas foi inferida usando o método de Neighbor-Joining, e o teste de
bootstrap a partir de 1000 réplicas. Os numeros de acesso das sequencias estdo demonstrados em cada

ramo da arvore filogenética.
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Filogenia das lipocalinas inibidoras de agregacao plaquetaria de Rhodnius prolixus por Maximo-

Verossimilhanga

ANEXO D

Pallipidin-2 AAQ20826.1

RPRC002137-PA possivel Pallipidina
RPRC000347-PA possivel Triabina

PAI-5 AQ20819.1 RPRC002584-PA

Procalin-1 AAQ20827.1 RPRC010444

Triabin-2 AAQ20822.1 RPRC012954-PA
RPRC000438-RA secretada desconhecido
RPRC000275-PA genes copias possivel Triabina

rp asb-105577 copia de RPRC012954 possivel Triabina

BAP-1 AAO25746.1

1 PAI-7 AAQ20838.1 RPRC000463

PAI-1 AAB09090.1 RPRC002102
57 PAI-3 AAQ20817 1

2 rp asb-104785 novo possivel PAI

5 {PAPB AAQ20820.1 RPRCO00677-PA
5 RPRC000446-PA possivel PAl

Procalin-2 AQ20828.1

Triabin-4 AAQ20824.1 RPRC002583-PA

Triabin-3 AAQ20823.1 RPRC000147-PA
Triabin-1 AAQ20821.1 RPRC006167

o | Pallipidin-1 AAQ20825.1 RPRC000012-PA

PAI-2 AAB09091.1 RPRC000175

PAI-4 AAQ20818.1

% | pAl48B 5HOL

rp asb-109014 locus RPRC002137 possivel Pallipidina

NP1 Q26239.1

49{
rp asb-73726 locus RPRC000012 possivel Pallipidina
i RPRC002646-PA possivel Triabina
2 —
rp asb-33413 novo possivel Triabina

52 ——— RPRCO002647-PA possivel Triabina

64 [ RPRCO000603-PA possivel Triabina
A rp asb-30450 locus RPRC000603 possivel Triabina
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Filogenia das lipocalinas inibidoras de agregacao plaquetaria de Rhodnius prolixus por Maximo-

Parsimonia.

ANEXO E

63

96

Pallipidin-2 AAQ20826.1

RPRC002137-PA possivel Pallipidina

RPRCO000347-PA possivel Triabina

rp asb-109014 locus RPRC002137 possivel Pallipidina

BAP-1 AAO25746.1

PAI-5 AQ20819.1 RPRC002584-PA

Procalin-1 AAQ20827 1 RPRC010444

RPRC000438-RA secretada desconhecido

RPRCO000275-PA genes copias possivel Triabina

61 Triabin-2 AAQ20822.1 RPRC012054-PA

rp asb-105577 copia de RPRC012954 possivel Triabina

2
e |: PAI-6 AAQ20820.1 RPRC000677-PA
RPRC000446-PA possivel PAI

PAI-7 AAQ20838.1 RPRCO000463

PAI-1 AAB09080 1 RPRC002102

7 PAI-3 AAQ20817 1

rp asb-104785 novo possivel PAI

Triabin-4 AAQ20824.1 RPRC002583-PA

Procalin-2 AQ20828 1

Triabin-3 AAQ20823.1 RPRC000147-PA

Triabin-1 AAQ20821.1 RPRC006167

Pallipidin-1 AAQ20825.1 RPRC000012-PA

rp asb-73726 locus RPRC000012 possivel Pallipidina
RPRC002646-PA possivel Triabina

rp asb-33413 novo possivel Triabina
RPRC002647-PA possivel Triabina
RPRCO000603-PA possivel Triabina

rp asb-30450 locus RPRC000603 possivel Triabina

,7 PAI-4 AAQ20818.1

=l PAI-4B 5HOL

PAI-2 AAB09081.1 RPRCO000175

NP1 Q262391
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Anélise da conservacgdo do dominio e sitios ativos das Apolipoproteinas

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004463-PA
RPRC0O04179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA
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RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC0O00014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC0O00014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC003587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp asb-47
RPRCO03587-PA
RPRC000014-PA
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO Cimex
RPRCO10099-PA

VFE

ANEXO F

—————————— MNSKLAYIFLIVCGLSFLQAQPNDYRKYDLRSYLPWKIGACLQPS-VVEN
—————————— MISKITFIFLSVSALSLSQAFLFGFGPFTPGDYKPWRLGTCLVPT-PVKN
————— RTHRKMISKITFIFLSVSALSLSQAFLFGFGPFTPGDYKPWRLGTCLVPT-PVKN

———————————— MAMAKLVLTLATLAY----TCAAKNVGTHPIIPFKQGPCLPESIAMQK
—————————— MVREVLLLAVLSSAIIAILGHTY-----------—--HLGECPAVE-PMNG
——————————— MKELILI-ICTLTIAISRAQMP----—---—--—--GFGWCPDKR-AMPG
—————————— MISSVQLV-VFFLLVATSAAQRP--—--——-—--—-AFGRCPTVE-PKEN
MKLNWAATVSWGYQLLLV-IAICFFSLSSGQRP--—-—-———-—--—-— AFGRCPDVT-PKKD

FKPKEFFKGHWYEMSSFGNFLWQVDGICPTIEYNVTDAGEILELDYHFESSLGKYVTIRG
FOPEKFFKGHWYVONHCGNFEWILPGICPTTEYNVTQDGDILELDYHYIPMTGRYKEKRA
FOPEKFFKGHWYVONHCGNFEWILPGICPTTEYNVTQDGDILELDYHYIPITGRYKEKRA

77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 MVNMCFKWMAPVQL---------
FDPEKFFTGTWYERSSFESDITQEDGNCSGMKARIVRD-SVEILMYHYDSALNKYTSVIG
FVMSKF-LGVIWYAIQKT--—--— STGSRCLTYNFTVGAEPGEYLLEQVSEHPVLGVASVDN

FDIDKY-LGTWYEAERYF-TVLEAGSRCARTNYTKAVDG-RILVTNEITNRLTGIKRVLD
FDVEKF-VGNWVEIERSF-YLFESSLSCTKVNFTLYENS-TLKADVNYRVPWRGTSSVSS
FDVSQF-TGEWNEIERSF-YLFESSLSCTKLNEFTLYSND-TMVADVNYRAPWRGTSSTSE

Q-SYTQFIKNDRAFLPFT--YK---VLGGLLTFDLPTYILGTDYETWAVVYTCKPML-F-
H-SNTKLIKNGEGHLPMT--FE---FLRGLHPMDVPTFILGTDYENWAVVYYCKQQQ-V—
H-SNTKLIKNGEGHLPMT--FE---FLRGLHPMDVPTFILGTDYENWAVVYYCKQQQ-V—

——-LNQIFKKTISIIYSI----N---MHHCLANVKLPLRVLATDYDNYAIFYSCQEAF-G-
E-ANLVEAKTA--RFSI---VL---TYDPILIQEFPIYVVDTDYENYAIFYSCRPVP-GS
KYHYTGELKAS-SDIPAKMSVK----FPLSLAGKASFTVFMTDYDTYAGVYTCQKLP-A-

G-EIRNVPK---GGVDSKISVK---YSTLPFPMETEYIILDTDYDSYAVVWSCSGFGPL-
Y-FVKDATKTP-GELNMVLASTLPSLIARMAPGSGKYIVLDTDYTDFALIYSCTDLR-F-
Y-IIKDVSKTP-GILNMVLASTLPALIARMAPGSGKYIVLDTDYIDYALIYSCTDLR-L-

* e kKkK ek . K

--LKSEMSWILTRQRNS-TDQLKPVLETLKKSHLSYGEYKPAVNVGCGPNEPHLTSLTIT
-—-LKFEESLILTRKRDD-EEIWQPVLDTLKLNKLDYRYFKPTVNNGCAPNEPHL----——
--LKFEESLILTRKRDD-EEIWQPVLDTLKLNKLDYRYFKPTVNTGCAPNEPHL---———
--FKAEMAWIATRERGD-HSHDNKIKQQVTKAGENYDHFIPQKSTDCGPDEPRL———-———
SSLNDEMAWTFTRKRGD-ASNDGSVDRILKLSGLDPAKFARYEHMTCPVDEPTL-—-———
--SNRRSATILSRKKSLDKQVVDKIRSRLSLFGVSPYDLSIIDQSKCPGANDDTNV-———
--VNTQTAWVMTRERLPPGTVLQKAYAVLDKNKISRTFFVRAEQEECNLGEALSEKSRAS
--VHADFIWVLGRGSDISVEARTVVYSTLDKNKINRDRLLLTNNKDC-—=-—=———-———-—
--VHADFIWVLGRSKDISIDARTIIYSTLDKLKINRDRLLLSKTKDC-=-=-=====—=———

* . *

---DININPETFSSHNIAEAVRK--—-—--- AGEKIGDGVE--—--=-———— YVAEGVGKVVN
DAANQNVESATTSASAVNSSFHHPSVAPVETSSTGNEVYMPQKKVEGSVSSPEAVGVNSE

- KVHK----DSEVDDLP---
SSNNAEETVRPDSNDSSRKPAPAVTAGPPALSSQHAVVAGSNSVVSEQTKPTVSTSEAME

-—- 225
-—- 212
-—- 217
- 114
-—- 206
-—- 250
LKN 324
-—- 193
-—- 203

49
49
54

44

34
35

109
109
114

103
90
91
92
102

16l
161
166

153
143
143
148
158

218
212
217
114
206
197
201
193
203

225
212
217
114
206
238
261

203

225
212
217
114
206
250
321
193
203
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RPRC0O00014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRC000014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRC0O00014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRCO00014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRC0O00014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRC000014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

RPRC000014-PA
rp_asb-6771
RPRC015421-PA
rp_asb-47
RPRC004463-PA
RPRC004179-PA
APO_Cimex
RPRC010099-PA

———————————— MAMAKLVLTLATLAY----TCAAKNVGTHPIIPFKQGPCLPESIAMQK
-MNSKLAYIFLIVCGLSFLQAQPNDYRKYDLRSYLPWKIGACLQPS-VVEN
= MISKITFIFLSVSALSLSQAFLFGFGPFTPGDYKPWRLGTCLVPT-PVKN
RTHRKMISKITFIFLSVSALSLSQAFLFGFGPFTPGDYKPWRLGTCLVPT-PVKN
HLGECPAVE-PMNG
GFGWCPDKR-AMPG
AFGRCPTVE-PKEN
AFGRCPDVT-PKKD

* x

FDPEKFFTGTWYERSSFESDITQEDGNCSGMKARIVRDS-VEILMYHYDSAL-—-—---—
FKPKEFFKGHWYEMSSFGNFLWQVDGICPTIEYNVTDAGEILELDYHFESSL-—
FOPEKFFKGHWYVQNHCGNFEWILPGICPTTEYNVTQDGDILELDYHYIPMT -—
FOPEKFFKGHWYVQONHCGNFEWILPGICPTTEYNVTQDGDILELDYHYIPIT----—-—
FVMSKF-LGVWYAIQKT-—--—--— STGSRCLTYNFTVGAEPGEYLLEQVSEHPVLGVASVDN
FDIDKY-LGTWYEAERYF-TVLEAGSRCARTNYTKAVDG-RILVTINEITNRLTGIKRVLD
FDVEKF-VGNWVEIERSF-YLFESSLSCTKVNFTLYENS-TLKADVNYRVPWRGTSSVSS
FDVSQF-TGEWNEIERSF-YLFESSLSCTKLNFTLYSND-TMVADVNYRAPWRGTSSTSE
* . * x * .

YTSVIGEANLVEAKTARFSIVLTYD--—-—--——— PILIQEFPIYVVDTDYENYAIFYSCRP
YVTIRGQSYTQFIKNDRAFLPFTYK-----VLGGLLTFDLPTYILGTDYETWAVVYTCKP
YKEKRAHSNTKLIKNGEGHLPMTFE-----FLRGLHPMDVPTFILGTDYENWAVVYYCKQ

YKEKRAHSNTKLIKNGEGHLPMTFE--—-— FLRGLHPMDVPTFILGTDYENWAVVYYCKQ
KYHYTGELKAS-—--—-— SDIPAKMSVK----FPLSLAGKASFTVFMTDYDTYAGVYTCQK
G-EIRNVPK-- —-GGVDSKISVK---YSTLPFPMETEYIILDTDYDSYAVVWSCSG

Y-FVKDATKTP- —-GELNMVLASTLPSLIARMAPGSGKYIVLDTDYTDFALIYSCTD
Y-IIKDVSKTP—--—-— GILNMVLASTLPALIARMAPGSGKYIVLDTDYIDYALIYSCTD

* KKk . x . x

VPGSSSLNDEMAWTFTRKRGDA-SNDGSVDRILKLSGLDPAKFARYEHMTCPVDEPTL-—
ML---FLKSEMSWILTRQRNST-DQLKPVLETLKKSHLSYGEYKPAVNVGCGPNEPHLTS
QQ---VLKFEESLILTRKRDDE-EIWQPVLDTLKLNKLDYRYFKPTVNNGCAPNEPHL--
QQ---VLKFEESLILTRKRDDE-EIWQPVLDTLKLNKLDYRYFKPTVNTGCAPNEPHL--
LP---ASNRRSATILSRKKSLDKQVVDKIRSRLSLFGVSPYDLSIIDQSKCPGANDDTNV
FG--PLVNTQTAWVMTRERLPPGTVLQKAYAVLDKNKISRTFFVRAEQEECNLGEALSEK
LR---FVHADFIWVLGRGSDISVEARTVVYSTLDKNKINRDRLLLTNNKDC-=--——-=—=—
LR---LVHADFIWVLGRSKDISIDARTIIYSTLDKLKINRDRLLLSKTKDC---—---—-—

* * . *

——————— 206
——————— 225
——————— 212
——————— 217
——————— 250
EAMELKN 324
——————— 193
——————— 203

44
49
49
54

34
35
45

149

158
163
140
139
145
155

206
214
212
217
197
197
193
203

206
225
212
217
234
257
193
203

206
225
212
217
250
317
193
203
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ANEXO G

Resultados da anotacdo manual dos transcritos realizada no GeneWise de acordo com

metodologia descrita no item 3.4.

a) Trancritos inicialmente identificados como possiveis PAI:

>rp asb-15399
MKSLSLTQLLAEQF*VYVDEVNVRLYVEVYLQFTPOQWKISLLPLGKDAGLVHI*TNA*LL
LSVLTTLKSPVILLLSETQRSKYYQICNVIKVNSISFQFVHSVNEVGGLCWEREPR*IET
RHLENFSPKKNKNNSLTYNYFSWXVI*NTEK*VLPNL*CY*SKFYFISVSTFS*FSRRTL
LGERTAIN*DSPSRKIFTLRKTKNNSLTYNYFSWQCVNREIQEVLLEFITIFLIILNKEYKY
VKYMNMKMEPVTONTSDIKIISMLTHSKIVPLFLLTFFCFTITFLASCTFDLOSTTMKTE
FMLIFTQTINYKIFF

>rp_asb-44356
MSQVPTSCIKLEKKYQSKKLGLEHNFA*D*SQFTLC*YSINEIFCIITVVQCSYIRTNKI
KIFSTEMILKLCKNQPLPLNFNLICRGSRSDILEFSMENGEFYLKKNSNILLCILASEFRFSE
WITKFKVRISFEVYISTMEWSSRNMCFRCSTKCTSONTKKCQYDYPVTILFILVNENFEF
CIFOKKEVPYSKLLPTPFFTKSILLNRMIKRELSKLNLLFSCSQQTITLNNFEITLKITY
LTIK

>rp_asb-44609
M*FVRVSMSYQILYIVMCDEFDIFRKSRTNFLYKTGKIKYHDVRLIKIKYNQHSRVETNND
FSIRVELLLNCGTVNFSSAHFLSSYGCRRWKIYRAVLEKSIKIICRNEFVLELHVQVSDSD
KRHASRSVTLRHRVLSFKGSFKSIGLYNRRNKRKYLOQPNNFIFNDLEFCY

>rp_asb-97659
MKTIIAVAFFGLLGRTEFSADADNTALDSSECQDAKSTIAMKDFKPEQFFTGTWYLTHLKYR
NHSSICPKFDIKPDPLTIDYEYGVLGNLTQIKKKLAGSFRAGWYRLGRPFFLIQVEITVE
KTGSSLFPNASCKSSGKCRNYGLGSPRKGDLSLNSFQQIHSNENLCS*NIFFSEFNFEFIYN
LYIYFFLORFDISGLQSSDLRLSSDSENFTENGVEFTLSGISVVDCRLNINIFSEKRK

>rp asb-104785
MYSKQFCRIVALFMFGFLAEAQYGGPPKMSRGCKDIYNRGVDNLNYKQFFTGOWFLTHGE
RVSSKCDTVSVNGDKITFKLRGAQINCQLENVPDAKYTKENCKKSVSKTFSTEISVLATD
NNNYALVYRCGVLEDDNYKDNIVVMQOROKOAPFPPALESEVGKFGHGLNERTEFPKFREFLN
SISVRYVEKTKYLPN

>rp asb-105551
MKAIILVSFFGILGCTFCKHVRTGPEGCRDVYDQADPKYKRRDFYTGSWYLTHAKYRNHS
TLCTKFDMTFNPLQIKYDANETSAIETILPELPKLKFQIYIQGVQHKTTVTSGGNSGHHL
QOKIPYKLWLDSAPFCFFKVLLLESKQLSTFLKLL

b) Transcritos inicialmente identificados como possiveis Apolipoproteinas:

>rp asb-6771
MNSKLAYIFLIVCGLSFLOAQPNDYRKYDLRSYLPWKIGACLQPSVVENFKPKEFFKGHW
YEMSSEFGNFLWQVDGICPTIEYNVTDAGEILELDYHFESSLGKYVTIRGQSYTQFIKNDR
AFLPFTYKVLGGLLTFDLPTYILGTDYETWAVVYTCKPMLFLKSEMSWILTRQRNSTDQL
KPVLETLKKSHLSYGEYKPAVNVGCGPNEPHLTSLTITVFQRSLV

>rp_asb-7471

MSNKDSQRKYVPIRKEENNCRFWEFLSPLLPVASQPNCKTNCGFPKIHPSDTECRYRPLLS
LGLYLLQILRRIFLPASGCGFAVVHAKEKNEKEDKCDPERKLVRACDLPVYAEEKKCLDC
TPPKKNEPDTLFTETVKCARKEMWYVMDQARIVKQQIEDGLEDLKSSSEEYLKYLREESN
VAPRIGATIAVGGLSGYILALRRGIFRKLIYTSIGAGGMAALCYPREAKEYSHEALQLLKR
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YITIGYHFINGVTRDLTGYQLPPLPNGHLVISDSAHPGSEAVPSSAHILPPTATPTHIPL
PHEDPHEVISFSKQHQSVGRELTKTSYLRISTQLSLLRSTLEFFLEAD

>rp asb-105382
MLE*LRYNK*KLLFKIDI*DHKKENVIVTEMLLLLILSIWVDTSSSQVPYLGSCPDLKTV
DNFDQTRYMGKWYEAERYFSLFEFGGKCINSNYTDGIDSINIISKQTSTLTGIHSTIEGE
VOKTPNGFLSKMNLKYPYLPIQIKIEFAVISSNH

¢) Transcritos inicialmente identificados como possiveis Nitroforinas:

>rp _asb-48696
MYLRVEFKLYYFFIVP*SLKKIPELQFKTINVCSRYTSLLAVAILCLFAGVNGACTKNAI
AQTGENKDKYFNGDVWYVTDYLDLEPDDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYDPKTQDT
FYDVSELQVESLGKYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTFTVMYADDSSALIHTCLHKGN
KDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCAYDNDSLKSLLTK

>rp _asb-48697
MYLRVEFKLYYFFIVP*SLKKIPELQFKTINVCSRYTSLLAVAILCLFAGVNGACTKNAT
AQTGENKDKYFNGDVWYVTDYLDLEPDDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYDPKTQDT
FYDVSELQVESLGKYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTEFTVMYADDSSALIHTCLHKGN
KDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCAYDNDSLKSLLTK

>rp_asb-48698
MYLRVEFKLYYFFIVP*SLKKIPELQFKTINVCSRYTSLLAVAILCLFAGVNGACTKNAI
AQTGEFNKDKYFNGDVWYVTDYLDLEPDDVPKRYCAALAAGTASGKLKEALYHYDPKTQDT
FYDVSELQVESLGKYTANFKKVDKNGNVKVAVTAGNYYTFTVMYADDSSALIHTCLHKGN
KDLGDLYAVLNRNKDAAAGDKVKSAVSAATLEFSKFISTKENNCAYDNDSLKSLLTK

>rp asb-104982
MIHONPLAGGGLALPPIGENQDS**CLIKITLSKK*VRISLRINYKHRILAPQEITIFHCE
LTNRFYCVRNLLCVLQRCKNTTNIAANPSTFAFLEFFKGFCTIRHYLLIRPKGITFTLHSP
GSPTIDDGLRMVTANNAVYLDGNINILKKIRVDVKKSSFLAYRTFPYGSLHLLLVDMINR
RVW*LILIESFKTFSLTEVCILEYNYTVALISDTRLRYKQLYEREKSKSALNQRWLISLS
S

>rp asb-48128
GRKIDERTLQVSYIDTDYSKYSVVHVCDPAAPDYCKYLSVLSQYIYSPFLLVKITIL

>rp_asb-104644
MYKNLHQFPIIFIRVLSSNENHSVSVIFATKK*IYYRTCSQDLW*QRT*SSLN*PYSKLF
*SSY*VAHFYCDLKRNRDL* IT*KIKKVNENIALININIYTKINNNIVKELNTSNIFSVFEP
QTYVDQSRLEGSFYNVYFAPFDSKGPVPVLKEGIITMFKLEFSSKSREYNKGFFLILKNNY
EFRTKYFDLIRNKYIFQMPSNTANYFEAGLNSMLAHTLILLKSVNKGEIYKYIYFKKNTS
VSNEYLILVNLYVIQFYYNNEFVINL

>rp _asb-104643
MRV*RVLWSLTEVSWLEDRVLSLLEDVVLESVISRGEVTLLRY*GRIVNATGKKTRP*GK
TRKSLPVFSKILYYLHLTFYFKAGARYYNLSGPVFWSLL*IKFIKECG*E*LVPLIIWGY
LCLLHILKPVWAYGIEMWGSTKRSNLQRIQSFQYLKFFAQ*YFLEYLICGKGCISALTKP
DTDLLLMYKNLHQFPITFIRVLSSNENHSVSVIFATKKTFONKGKSLHTGVLTIIELIYG
ATQEFRTKYFDLIKSKENVVCVPSAPSYSTQARDFKNFQISGRGTAKYYYSHKRNGKPGS
VDESKRGSSSPRDTLOQKLVSSEFSENYPLAFQSTWHLHSNLYL

>rp asb-104455
MKTCVALVLLSAILRLSTAGPRPSRDRKCRNPDPKENFEPEKFFKNKWYTTHYQLTKYGL
EGNTMNCIAFSSIVFSNGRIKEVFSNYQPKGNAYFTVSSLVSGETYYGI SNGKH*KSHIL
KNLFYDKITTFALQVDFIYKNIIVMLVMDT I PHKMSATCSQNEGLMNVDAVLLEVLSSTH
SWIKGEIALQ*LSKTTFITHSTLRTLPLRGLPLLLRRVVVSLF
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>rp _asb-85900
MNYE*VTIVL*FL*HF*PL*NSSKQHRQPARYK*SFTIFADFFLIVHPLTVNIIKEIIVT
FEFFFSHCAYAYDVSYSSLDSFKDRVGKYTAQNVVVDRKGKRLEEATHEYNITIIDTDYTR
YAFVHLCGQDKEGLYFDYFFINGRNQEDKVHPKITEAMKQVIYSLKELLCSCNFNQKDKI
KDIIQQCRPKPYLLQFSLSVGTMRFEFYVP

>rp asb-101226
MSCYTNTIFFSMFYFFSEGVAVSSLTFSGKGFANGTGHNDISTYKNFGHHFERTHSCSVG
TKSNNSPLSLIFFLILPIEKKKDYSYYISLSNNTSFYETYGKYTAKHIQVNKDGTKIEER
SLSVTYLDTDYSSYSVVYVCERMKDGKLFSLYAVQSREKTLESNIKTKVNSVLOS INLNL,
DKLSSIKDGVCKFDDSTLNTLLSQTKKEFKTQEKQCGFMKIGCF

>rp _asb-90144
LRRYVALFLAVVALSAAAPKSKNNKCPDLKPFKKEDMNQYYNGTWYMTHAKIDGIHIPGK
NMFCGKFVSSRLGNGTIREFVTHYLVNSNLFFYVENHIDLKSSTGKGEYIVNSRISSKDG
TPIEDFFPIKYTNLGTDYKTYSVENMCEELDNDNVTSEFYFIASRTKDARKVPPILKKVLA
KNGLKLMDFTSTEKIKCKP*QKSSLKIVDIFKLYQYNKE

>rp_asb-89581
MNANC*PNLKNFSFKVRYKFEPSCK*KENSLSIF*FDATNE* I **FFRGDWEVTHANDGT
VSTLCRKYSISENSDDKLIVQYGTRGNK

>rp asb-89583
MCLDVQVVRHLORFHGHLGNAYTTQAVFFLKKILISLEGKTLSRLTIFILSKDLTNEFFEFSG
DWEVTHAKDETEAILCRKFTTSVNSGGKIEFQYGSIREGNGLYSIILTIILILSSHLKSN
KITITRLEVLFGTKSVMQKNONFLIRLAYTGFQCIYSGFESSYWPHRFSLPIASLLLSVN
ERTLEFSKGGSVLIKLTVIVEPQIFKRSRTYSPWLKKKKNRSENIYEKKFEYIYKDKIR

>rp_asb-89582
MTWIGT*KQTKLKDGLREPFLLSFIHYFFRGDWEVTHANDGTVSTLCRKYSISENSDDKL
IVQYGTRGNK

>rp_asb-1685
MCIFYIYIYIYIYIYILFIYKYNIFIYTHAYLN*DKKSSYAISSRKVDHEESTSGLNSIS
TF*ADYSV*SAARG*YE*CDDYLNCTLSIIIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN
ISPKKGLDKAKYFSGTWYVTHYLDKDPQVTDPYCSSEFTPKESGGTVKEALYHENSKNPNI
YKDDQSKRYKSICLNVNAKFTEQPRGSFFEKMTRVERSKSVTGRHCINKRAVSTCGREGL
SDOSRYQATTLQSRSETESRRRAAPESGGGOSQLEGHTQLKGVLNELLISE

>rp_asb-3232
MCIFYIYIYIYIYIYILFIYKYNIFIYTHAYLN*DKKSSYAISSRKVDHEESTSGLNSIS
TE*ADYSV*SAARG*YE*CDDYLNCTLSIIIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN
ISPKKGLDKAKYFSGTWYVTHYLDKDPQVTDPYCSSEFTPKESGGTVKEALYHEFNSKNPNT
YKDDQSKRYKSICLNVNAKFTEQPRGSFFEKMTRVERSKSVTGRHCINKRAVSTCGREGL
SDOSRYQATTLQSRSETESRRRAAPESGGGOSQLEGHTQLKGVLNELLISFE

>rp asb-3235
MILVDLNVCNQHTIFLOKQRSSHREKYNTLKNSV*WHFLSANFFEFNLENLMTQLIDDSTT
HK*KKTSEFYNIGEGKLGSSGVQYTAKYNTVDKKSKFRHVFIRLWEGFLX

>rp _asb-101256
MCIFYIYIYIYIYIYILFIYKYNIFIYTIHAYLN*DKKSSYAISSRKVDHEESTSGLNSIS
TE*ADYSV*SAARG*YE*CDDYLNCTLSIIIFPSRYSALLAVTILCLTSTMGVSGDCSTN
ISPKKGLDKAKYFSGTWYVTHYLDKDPQVTDPYCSSFTPKESGGTVKEALYHEFNSKNPNI
YKDDQSKRYKSTICLNVNAKFTEQPRGSFFEKMTRVERSKSVTGRHCINKRAVSTCGREGL
SDOSRYQATTLQSRSETESRRRAAPESGGGOSQLEGHTQLKGVLNELLISFE

>rp asb-48741

MLSY*RDN** IGVTLC*RKERFESFLKSNFQFMHKYIESLSMSEMPGTMWCRSAIVIRNY
YOPDLSIGSITVSKLNAMLFLKRIFSPIQONILOQRIVKSTKLEFTVSTDEHPVAPSTADSHN
ATTNKTSAAYLHKILSEPLITALILS*LTLRQLOQYGFKTKFTKGIFFLLLKHIVPKIYKY
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SLNFKGNSLDKLKYPLRKVRTKMLDLSISNSLASINIQIATLGKELDKVSEVKQINSEQ

>rp_asb-105554
ML*LSIKS*FYRNNNWYYFAAFFRTEAYSYYLSFSKKSSFDTTYGKYTAKHIQVDKVGKE
LEEHSITVTYLDTDYDSYSVVYVCGEIMENLFSLYAVQSRSQTLNQDVETKVKSALNGIN
LKLDKLSSIKDFGCKYDDSTLNALLSKSFTHET

d) Transcritos inicialmente identificados como possiveis Pallidipinas:

>rp _asb-73726
MK*NFIQIKIN**TSICLNENCLSSVFEPTYWKLILMENCTVCCLQISLKNFDQCKYFSA
KLEYVQRVSEGPKQTVCIKFDFKREPDGKVTSNYDYYGSLENQKYHISCNGTERSNNKGK
FSEFNCKQTSDKNSATPIFQEEMTVMETDYKKEFSVVNRCVKSGGEFSSGN

>rp_asb-73730
MYKLKFQI*IKSVKY*YKFKININVIYVK*VSNEFTNYIK*DNLSPCKKVSFLVTRVMHIOQ
RKNKONLNMENQSYFKFKKKCIEEKKNLAILTTSAKADFLOHIQIKVYYYYFKTDYYNSL
MQOLASFLKCSNLNTQKNKNISFGCHNFIMTLSPKNCYSNYHTKVIGAMVTEWFEARIANL
RCRVVLGSISGLGLGFYLMFNMRTL

>rp asb-104042
MITESFIINFFNVSTVETFKETFKTISENLVCGKYSQF*NVISMGIPWETSHGMGWDGTA
HIYISHGSRYLILLKFAVANFPPSMLYHCFWRCYGQKPEQGFQKYTFWRSSDYKK*NGRK
RISTVYKWFONFRSGHMGTSDAERSGRSVEVTTPEIIDKIHDMVMDDRRVNVREIASAVG
ISNERVHNILHQHLDMTKLSARWVPRLLTLAQKRNRKNPODFKRRFVTVDETWIHHYTPE
TKEQSKQWVTKGESAPKKGEDRFEFGRKDYGDCLLGEFARNNPHRLSGKG

>rp asb-109014
MCI*SLGSKLTQRYQLKLRE*GYQLRVKDVQ*YC*VLYVTY*IIEYNYLGDGSEFSIFTYS
NSILFITIITIYFENDDFLOFGYEDYLLVCSPDVGSKLITIIVQAIIVSLPTKLMVLSSCV
ISAHT

e) Transcritos inicialmente identificados como possiveis Triabinas:

>rp_asb-33413

MKRNLQYPYRLLSATNLYSSLRYRLVGHTWFKVHHSKGDHTVLKKKQIKEIEVIGSDAFG
IETEATQQFYLLECTTNLKDVKDGTSVLNCKSTKDGKVNEFQLTATVLETDYEHFTVLYV
CVKKWESGSKGNFLVLNRDKNGEPTDPKIAETLKKHGLDLSTEFTSRKNVHCKDHPSTVSN

>rp _asb-30450
MKMIIVLAIFAILTFATADSQIKPKECLKVPVKONFEPQKYFRGNWFLENIKREEGQSNT
TVCQESKSRMLEDGTISHVIYAYSDV

>rp asb-40554
MLVAINTWQ*FGLIYVRDVLILNNETHLNK*TSAVFPQVPPNIDFDDWIS*GSSRINN*D
LISLLNLINETIVFTYQIIGFIFLRSENSLTNPSFKNEICIRNMDNIFYSIISFASTEFKN
SLLOLIKWHNDQRIFSVHCSDDPGSSLVSNNTIFHRTMSCKKNLRVVAEFESGISACTHI
IKYYLHVRCSFFKLFINKIKSISYPSSLRLYLISLVPSYNTVYHRTMSCKKLIRRKNVRV
VAEFELGLGFLYANHLAKAWPNIKY

>rp_asb-65689
KKIVNKLEVLFFCLTVGTHAPEAYGESAMSKTRIYEWYKRFQDGRENVEDDERPGRPSTS
TTDENVEKVKEMVMNDRRITIGEVADDVAISIGSCHEIFSDVLGMNVWQONLEFQNC

>rp _asb-102620
MLVAINTWQ*FGLIYVRDVLILNNETHLNK*TSAVEFPQVPPNIDFDDWIS*GSSRINN*D
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LISLLNLINETIVFTYQIIGFIFLRSENSLTNPRIFSVHCSDDPGSSLVSNNTIFHRTMS
CKKNLRVVAEFESGISAFIYNNQTIKYRLKRKTKYVILHCSVDPGSSLVSDNTVYHRTMS
CKKLIRRKNTIFNKFGAILEDSNEIILSLKTLLPIFNCDSKIKLKKKVSDIDINHVYNSH
YCKLIIDSVCDTIKENKYRRRRKASEFGKERP

>rp _asb-102716
QHKYTSITQLYFSTLKLHKILTGRELYHTFTMVKSRAINGIFFSGTWEVTHAKNGSSTIL
CREITLTKNGDTVKSYKYLIKKTKSEYTVHCTGKEKKGKVPFKCTREEADVSGPSK*LET
LEIVSFDNRSWRLEVQSSKNQRRNAQSANSYVSLSTISLDLGHFCAFVSFATIQSTSQEAL
QLDRPEYFHNVHDLLEFLFCSAANQ

>rp _asb-102750
MGTSDAERSGRPVEVTTPEIIDKIHDMVMDDRRVKVREIASAVGISNERSLCFGFFGEGT
SNS*GNKHYKNYLLEYRKTKKDYTVNCTGTENNGKGDGSTNNYNIYSYSN

>rp asb-110283
YLLTITGTLLVGLRSSFYLPLPSSINSLILENEFYPSKDFLGKLALVELTSLSNKEGCEQ
NNDEVLSRKSVREDCLVEFYDCLSCVISLNSIVEF
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