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RESUMO

Triatominae sdo insetos hematdéfagos que transmitem a doenca de Chagas.
Entre os 19 géneros da subfamilia, aqueles com maior importancia epidemiolégica em
relacdo a disseminacdo de Trypanosoma cruzi sdo Panstrongylus, Rhodnius e
Triatoma. Dentre esses trés géneros, Rhodnius € o que apresenta maiores dificuldades
para a definicdo especifica, assim existe a necessidade de facilitar a identificagdo das
espécies desse género. Neste estudo, a metodologia MALDI-MS foi utilizada para
identificar 12 espécies de Rhodnius, dentre as 20 admitidas. A metodologia MALDI-MS
permitiu a caracterizacao especifica por meio da identificacdo de peptideos e proteinas,
a partir de quatro diferentes métodos de extracdo: A) Acetonitrila/acido férmico
(ACN/AF), B) Acetonitrila/ &cido trifluoroacético (ACN/TFA), C) Isopropilamida/acido
formico (IPA/AF), e D) Metanol/acido formico (MeOH/AF), e quatro tipos de matrizes
MALDI/TOF: acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA), &cido sinapico (SA), 6-aza-2-
tiotimina (ATT) e 2,6-di-hidroxiacetofenona (DHAP). Os experimentos foram realizados
combinando o0s quatro solventes e quatro matrizes para selecionar a melhor
extracdo/matriz de MALDI. A aplicacdo da técnica MALDI-TOF-MS, pela abordagem
espectrométrica digital combinada com métodos quimiométricos foi capaz de distinguir
com precisdo as 12 espécies de Rhodnius. Assim, tendo em vista 0s resultados
obtidos, a metodologia utilizada neste trabalho pode ser aplicada com rapidez,
eficiéncia e para a identificacéo de espécies de Rhodnius.
Palavras chaves: Triatominae, Rhodnius, Espectrometria de massas, MALDI TOF MS,

Quimiometria.






ABSTRACT

Triatominae are hematophagous insects involved in the transmission of Chagas
disease. Among the 19 genera of the subfamily, those with the highest epidemiological
importance regarding the dissemination of Trypanosoma cruzi are Panstrongylus,
Rhodnius, and Triatoma. Of these three genera, Rhodnius presents the greatest
difficulties for specific identification. Thus, there is a need to overcome the difficulties in
identifying phenotypes of similar species of this genus. In the present study, the
MALDITOF MS methodology was used to identify 12 Rhodnius species, among the 20
admitted. The MALDI-TOF MS methodology allowed specific characterization through
the identification of peptides and proteins, starting from four different methods of
extraction: (A) acetonitrile/formic acid (ACN/AF), (B) acetonitrile/trifluoroacetic acid
(ACN/TFA), (C) isopropyl/formic acid (IPA/AF), and (D) methanol/formic acid
(MeOH/AF), and four types of MALDI-TOF matrices: a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA), sinapic acid (SA), 6-aza-2-thiothymine (ATT), and 2,6-dihydroxyacetophenone
(DHAP). The experiments were performed by combining the four solvents and four
matrices to select the best MALDI extraction/matrix. The application of the MALDI-TOF
MS technique, through the digital mass spectrometry approach combined with
chemometric tools, such as partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA), was
able to discriminate 12 species of Rhodnius genus, which are difficult to identify using
morphological characteristics. Thus, in view of the results obtained, the methodology
described in the presente article can be applied with speed and efficiency for the
discrimination of Triatominae species.

Keywords: Triatominae, Rhodnius, Mass spectrometry, MALDI TOF MS, Chemometric.
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Caracterizacdo de espécies do género Rhodnius Stal, 1859 (Hemiptera, Reduviidae,
Triatominae) pelo método MALDI TOF MS
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1 INTRODUCAO
1.1 A doencade Chagas

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, em 1909, descreveu a tripanossomiase
americana, que posteriormente foi denominda por doenca de Chagas. Trata-se de uma
enfermidade transmitida, principalmente, por insetos da subfamilia Triatominae,
causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A doenca é endémica em
21 paises da América Central e Latina e a transmisséo vetorial de T. cruzi esta restrita

ao continente americano (Fig. 1) (CHAGAS, 1909; WHO, 2018).

A doenca de Chagas constitui uma das mais importantes endemias do Brasil e
da América Latina Coura (2009). O principal mecanismo de transmissao ocorre por
meio das fezes infectadas dos triatomineos, correspondendo a 80% dos casos da
doenca de Chagas, relacionadas as caracteristicas proprias dos vetores, baixas
condi¢cdes sociais e acao desordenada do homem sobre o meio ambiente (WHO,

2018).

FIGURA 1. Distribuicédo global de casos de doenca de Chagas (WHO, 2018).
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O agente etiolégico da doenca de Chagas é um protozoario eucarioto que se
apresenta sob trés formas principais: tripomastigota, forma flagelada nao reprodutiva
com membrana ondulante, seu cinetoplasto localiza-se na porgéo posterior do parasito
e 0 nucleo é geralmente central; epimastigota, forma flagelada com capacidade
reprodutiva por divisdo binaria no trato digestorio do vetor, apresentando o cinetoplasto
préximo ao nucleo na regido central do parasito; amastigota, forma arredondada sem
flagelo livre com capacidade de multiplicacdo intracelular (ARGOLO et al., 2008;
NOIREAU et al., 2009). A forma infectante de T. cruzi € a tripomastigota metaciclica,
gue pode ser encontrada na ampola retal dos vetores, sendo liberada nas fezes.
Durante o repasto sanguineo o triatomineo suga o sangue gerando compressao
abdominal, que o leva a defecar préximo ao local da picada (Fig. 2 — etapa 1). O
individuo entdo coca em resposta a reacao alérgica causada pela saliva do inseto e
pode contaminar a lesdo da picada com fezes infectadas, ou ainda contaminar as
mucosas e conjuntivas préximas, por onde o parasita penetra (Fig. 2 - etapa 2). Apés a
penetracdo no hospedeiro vertebrado, o parasito invade as células do sistema
fagocitico mononuclear e assume a forma amastigota intracelular, multiplicando-se por
divisdo binaria (Fig. 2 - etapas 3 e 4). Devido a elevagdo do numero de parasitos a
célula se rompe liberando formas tripomastigotas no intersticio, que irdo infectar células
vizinhas disseminando-se pelo organismo por meio dos sistemas linfatico e sanguineo
(Fig. 2 - etapa 5). As células mais atingidas s&o as do miocardio e tecidos musculares

lisos, gerando problemas principalmente no eso6fago, colon intestinal e coracao,
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podendo levar a insuficiéncia cardiaca, arritmias e em casos mais graves, ao Obito
(ARGOLO et al, 2008). Durante o repasto sanguineo, os triatomineos podem ingerir as
formas tripomastigotas circulantes no hospedeiro vertebrado (Fig. 2 - etapa 6), que ao
atingirem o intestino posterior desses insetos, assumem a forma epimastigota. Entdo o
protozodrio volta reproduzir-se assexuadamente, gerando uma infeccdo permanente no
vetor. Esses flagelados migram para a ampola retal do inseto retomando a forma
tripomastigota metaciclica, que serd expelida com suas fezes (ARGOLO et al., 2008;

NOIREAU et al., 2009) (Fig. 2 - etapa 1).

FIGURA 2. Ciclo da doenca de Chagas (Argolo et al., 2008).

1.2 Triatominae, vetores de T. cruzi

Os triatomineos séo classificados como insetos pertencentes a ordem Hemiptera,
subordem Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Descrita por
Jeannel, em 1919, a subfamilia Triatominae é caracterizada pela hematofagia

obrigatéria e pode ser diferenciada das demais subfamilias de reduviideos por
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apresentarem uma membrana entre o segundo e terceiro segmento do aparelho bucal
picador-sugador. Composta, atualmente por 154 espécies e 19 géneros, a subfamilia
Triatominae esta dividida em cinco tribos: Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini,
Rhodiniini e Triatomini, das quais as duas Ultimas sdo as mais diversas e
epidemiologicamente relevantes (LENT; WYGODZINSKY, 1979; POINAR, 2019; DORN

et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019, NASCIMENTO et al., 2019)
1.3 Género Rhodnius Stal, 1859

O género Rhodnius, foi descrito por Stal, em 1859, com base na espécie tipo R.
prolixus Stal, 1859. Esse género € um dos mais estudados, ndo sO pela sua
importancia epidemioldgica, como também pela dificil diferenciacdo de suas espécies
(LENT; JURBERG, 1969; LENT; WYGODZINSKY, 1979). Essa dificuldade de
diferenciacao foi observada, inicialmente, por Neiva e Pinto (1923). Porém, a distincéo
genérica nao traz dificuldades conforme referido por Lent (1948) “Nao existe género
entre os Triatominae que tdo bem e facilmente se caracterize, quanto o que Stal, em
1859, descreveu sob o nome de Rhodnius”. Com a descricdo da doenca de Chagas,
em 1909, o estudo sobre esses vetores deu um grande impulso demonstrado nos
trabalhos de Neiva a partir de 1910 (NEIVA, 1944).

Segundo Lent e Wygodzinsky (1979), as espécies de Rhodnius sdo pequenas,
com comprimento total entre 11-26 mm, apresentam coloracdo variando desde o
pardo-amarelado até o negro com manchas castanhas escuras ou pardo-negras,
cabeca delgada e alongada, duas ou trés vezes mais longa que a largura da cabeca e,
em muitos, mais longa que o pronoto e, por fim, seus tubérculos anteniferos sdo curtos

e inseridos na porcéo anterior do clipeo.
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As espécies do género Rhodnius estdo distribuidas em toda regido amazonica,
associadas, principalmente, a copas de palmeiras, embora também ocorram em ninhos
de aves e habitats domésticos e peridomésticos. Por caracteristicas morfoldgicas,
comportamentais, anatbmicas e genéticas, eles parecem formar um género
monofilético com duas linhagens: o grupo “prolixus robustus” (R . prolixus Stal, 1859, R.
robustus Larrousse, 1927, R. milesi Carcavallo, Rocha, Galvdo & Jurberg, 2001, R.
neglectus Lent, 1954, R. neivai Lent, 1953 , R. dalessandroi Carcavallo e Barreto, 1976
, R. domesticus Neiva & Pinto, 1923, R. nasutus Stal, 1859, R. barretti Abad-Franch et
al., 2013, R, zeledoni Rocha & Galvao, 2009, R. montenegrensis Rosa et al., 2012 e
R. marabaensis Souza et al., 2016) principalmente no leste dos Andes, e 0 grupo
“pictipes” compreende um subgrupo a leste dos Andes (R. pictipes Stal, 1872, R. stali
Lent, Jurberg & Galvao, 1993, R. brethesi Matta, 1919, R. paraensis Sherlock, Guitton
& Miles, 1977, R. amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973 ) e um subgrupo oeste
dos Andes (R. pallescens Barber, 1932, R. colombiensis Mejia, Galvdo & Jurberg,
1999, e R. ecuadoriensis Lent & Leon, 1958) (Abad-Franch et al., 2009, Dorn et al.,
2018; Lima-Corddén et al., 2019, Nascimento et al., 2019). Algumas espécies de
Rhodnius podem estar associadas a tipos particulares de palmeiras, como R. brethesi
com Leopoldinia piassaba (Arecaceae) e R. ecuadoriensis com espécies Phytelephas
Ruiz & Pav (Arecaceae). Consequentemente, a distribuicdo de Rhodnius silvestre
coincide amplamente com a distribuicdo das palmeiras (MILLES, 1982). Trabalhos
recentes sugerem que o desmatamento e a perda associada de habitat e diversidade
de hospedeiros podem aumentar a frequéncia do contato humano com Rhodnius

(ABAD-FRANCH et al., 2015).
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Trata-se do segundo género mais diverso de Triatominae, depois de Triatoma,
sendo considerados os de maior importancia epidemioldgica, por possuirem
consideravel sinantropia e capacidade de domiciliagdo acarretando dessa forma, no
estabelecimento do elo entre o parasito e o ser humano (SCHOFIELD, 1994).

No género Rhodnius sdo admitidas 20 espécies e nos ultimos anos as espécies
desse género vém ganhando destaque com relagdo ao surto na transmisséo da doenca
de Chagas na regido Amazonica. Isso em decorréncia do aumento de nimero de casos
na regido principalmente nos estados do Para e Amazonas, 0 que pode estar
relacionado a migracdo de pessoas infectadas, ao desmatamento desenfreado e
também ao consumo do acai pela transmissao via oral (COURA et al., 2002a; 2002b;
DIAS et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2019).

O género Rhodnius é, atualmente, o mais estudado ndo s6 pela importancia
epidemioldgica das suas espécies, mas também em funcéo da dificil diferenciacao dos
taxons. Existe uma enorme similaridade morfolégica entre algumas espécies, o que
dificulta sua identificacdo por meio de chaves dicotdbmicas convencionais, tanto para
agentes de saude, envolvidos no controle desses vetores, como para taxonomistas
treinados. (GALVAO et al., 2003).

Com decorrer dos anos, varios caracteres e metodologias foram utilizadas para
facilitar a classificacéo e caracterizacdo desse género, dentre essas abordagens pode-
se citar o estudos das estruturas falicas (LENT; JUBERG, 1965, 1968,1975; JUBERG
1995; MEJIA et al., 1999), analise dos exocorios dos ovos ( LENT; WYGODZINSYK,
1979; BARATA 1981, 1998; JUBERG et al., 2002.; COSTA et. al., 1997), descricédo de

ninfas (CARCAVALLO et al., 1975; 1978.; GALVAO; FUENTES, 1971.; JUBERG et.,
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1980, 1991a, 1991b, 1998a, Rocha et al., 1996; Galindez-Giron et al., 1999;. Juberg et
al., 2002), ciclo biolégico (Lent e Juberg, 1968, Rocha et., al 2001a, 2001b, Almeida et
al., 2003) de estudos por microscopia eletronica (Carcavallo et al., 1994a,
1994b,1994c, Catald e Shofield, 1994, Catala 1997, 1998.,Silva et al., 2002),
microscopia eletronica de Varredura (Rosa, 1999, 2000, 2014; de morfometria
(Galindez-Girdn et al., 1994, 1999., Dujardin et al., 1997., Matias et al., 2001., Galvao et
al., 2002, Santos et al., 2003) bem como andlises isoenzimaticos (Noireau et al., 2000;
Almeida et al., 2002., Monteiro et al., 2002) e citogenética ( Panzera, 1996, Perez et al.,
2003; Alevi et al., 2013; 2015a; Rosa et al., 2017).

A correta identificacdo das espécies € necessdria, pois as que apresentam
caracteristicas morfolégicas parecidas podem apresentar capacidades vetoriais
distintas (PAVAN; MONTEIRO, 2007). Entretanto o nUmero de taxonomista e técnicos
especialistas em identificacdo de triatomineos tem diminuido muito no decorrer dos
anos. A disponibilidade de descricdes mais apuradas e diagnoses detalhadas n&o tem
solucionado o problema de diferenciacdo das espécies semelhantes, pois mesmo com
entendimento das chaves dicotbmicas por parte dos agentes envolvidos no controle
dessa endemia, ainda percebe-se uma grande dificuldade na diferenciagcdo de grupos

mais complexos.

1.4 Espectrometria de Massa

Espectrometria de massa ndo € uma técnica nova. A separacdo de carga em
particulas baseadas na massa, carga e trajetéria de voo sdo conhecidas desde J. J.
Thomson, quando verificou que o Néonio é uma mistura de dois is6topos *°Ne e *’Ne

(BEYNON et al., 1984).
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E atribuido as famosas experiéncias de Thomson, em 1897, medindo a raz&o
carga/massa do elétron, a construcao do primeiro espectrémetro de massa, em 1919,
que foi destinado ao seu filho. Os trés componentes principais necessarios para
produzir um espectrébmetro de massa (Fig. 3), uma fonte de ions para vaporizar e
ionizar amostras; um dispositivo chamado de analisador de ions separados com base
em sua massa e, finalmente, um detector para medir os ions separados (Fig. 3),

(ASHTON, 1920).

A primeira sugestdo de que uma massa util de espectrébmetro poderia ser
desenvolvida usando o principio do tempo de voo é atribuido Stephens em 1946, quase
50 anos apoOs os experimentos de Thomson e mais de 25 anos apds o primeiro
espectrometro de massa de Ashton. Em 1948, Cameron e Eggars relataram dados
experimentais obtidos usando um instrumento TOF-MS que denominavam por

velocitron (STEPHENS, 1946, CAMERON et al., 1948).

Det?ctor - MM —
de ions = _

VU, VT Y | L .

SR m/z
Analise de dados  Espectro de Massa

Fonte

Analisador =i de ions

Figura 3. Componentes do espectrometro de massas
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Uma caracteristica atraente de ambos 0s primeiros velocitrons e seus
homélogos lineares TOF modernos € a simplicidade do projeto (Fig. 3). As trés
principais regides desses instrumentos sdo a fonte de ions, a regido de deriva
(analisador de massa) e o detector. As amostras sdo evaporadas, ionizadas e
aceleradas na fonte de ions. Tradicionalmente a evaporacdo € realizada por
aguecimento simples, e a ionizacao é realizada por ionizacdo usando elétrons de 70eV.
O acelerador de ions obtém uma velocidade dependente de massa e se move da fonte
de ions para uma regido de “separagado”’, em que ions sdo separados na regiao de

deriva ou "livre de campo” (HILLENKAMP et al., 1990) (Figura 4).

Placa de MALDI

Analisador TOF

Figura 4 . Principio do tempo de voo (TOF) de um espectrometro de massas

Suas diferentes velocidades (baseadas em massa e carga) diferenciam-nos na
“Corrida” em diregao ao detector. Na regido do detector, os ions agora separados por
massa séo contados, dando origem a um sinal para cada valor m/z proporcional ao

numero de ions presentes (HILLENKAMP et al., 1990).
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O espectrometro de massa TOF opera em modo pulsado. Isso significa que cada
espectro é produzido a partir de um “evento” discreto onde um pacote de ions é
formado e acelerado. Todos esses ions do mesmo tipo (positiva ou negativamente
carregados) formados no pacote original sdo separados no tempo (tempo de voo) com

base na sua taxa de massa para carga e detectada (WILEY et al.,1955).

A diferenga entre separagdo em “tempo” e “espagco” é uma das grandes
diferencas entre TOF e muitos outros espectrometros de massa. Com Espectrometros
de massa TOF todo o processo pode ser repetido muito rapidamente. Muitos espectros
podem ser obtidos em poucos segundos, e normalmente varios espectros sao

calculados para produzir um espectro de massa final (SPIRIG et al., 1995).

1.5 Aionizagdo por dessorcgéo a laser assistida por matriz (MALDI)

A ionizacao por dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI) € uma das muitas
vaporizacdes e métodos de ionizacdo que foram desenvolvidos. MALDI na verdade
realiza vaporizacao e ionizacdo em uma Unica etapa. Por causa de sua aplicabilidade a
biomoléculas frageis tem sido uma das maiores conquistas em espectrometria de
massa, e foi a base para parte do Prémio Nobel de 2002 em Quimica concedida a
Koichi Tanaka (TANAKA, 1988).

Suas vantagens podem ser mais facilmente explicadas considerando os
primeiros passos necessarios para obter um espectro de massa. As espécies
analisadas devem ser convertidas da fase sélida (ou fase liquida) para ions de fase

gasosa. Esse processo envolve vaporizacao e ionizagdo (SMITH et al., 1991).



30

O processo MALDI é ilustrado na (Fig. 5). O analito € incorporado em um
excesso muito grande de uma matriz composta depositada em uma superficie sélida
chamada spot, geralmente feito de um metal (Placa de MALDI). Normalmente, cerca de
1 ml da solucao de analito € misturada com o0 mesmo volume de uma solugédo de matriz
saturada, antes ou durante a aplicacdo do spot. O solvente aquoso acetonitrila/agua,
ou acetona/dgua, seca completamente no spot que é entdo colocado na fonte de ions
do espectrometro de massas. Esse alvo € tipicamente feito de aco inoxidavel, mas

pode ser qualquer material condutor rigido (LIANG et al., 2013).
Analisador
I— q

u ©

0« jon do Analito

o ° i ;
5 @ ©<€— londa Matriz

) > O
J ° -

Feixe de Laser

Mistura
Analito/Matriz

Figura 5. Principio do MALDI-TOF, adaptado de Smith (1991).

O composto da matriz é tipicamente um &acido fraco que também absorve a luz
no comprimento de onda do laser utilizado no experimento. Trés compostos tipicos de
matriz sdo mostrados na (Fig. 6). Todos sdo compostos aromaticos, e cada em uma
porcdo do acido carboxilico. Devido & matriz absorver fortemente no comprimento de

onda do laser, havera uma forte interacdo entre a camada solida de matriz/analito,
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independentemente das propriedades de absorcdo de luz do analito. Ap6s um breve
pulso de laser, o ponto irradiado é rapidamente aquecido e se torna vibracionalmente
excitado, pois 0 processo ndo envolve equilibrio, mas sim uma expansao explosiva em
uma regido de alto vacuo. A energia do laser é absorvida, e a energia vibracional
resulta na expulséo do material acima do local irradiado (LASCH et al., 2009).

A emissdo € acompanhada por uma minima excitacao vibracional dissociativa
do analito. A expansao do composto de matriz "transporta” fisicamente o analito para o
estado de vapor com pouco aquecimento da amostra. Por essa razdo, as proteinas
intactas podem ser transferidas para a fase gasosa sem a decomposi¢cdo que seria

esperada da evaporacgéao induzida pelo calor normal (KARAS et al., 1987).

Esse processo resulta na transferéncia de espécies ibnicas e neutras para o
estado de vapor, pois 0 composto da matriz € também um &acido fraco, alguns dos
analitos polares (como proteinas) atrairdo protons dos grupos de &cido carboxilico da
matriz em um processo de equilibrio acido-base. Isso pode ocorrer no estado sélido ou
por fase gasosa de transferéncia de prétons na regido logo acima do local de
dessorcdo. Em ambos 0s casos uma espécie de analito protonada em fase gasosa
pode ser produzida. O espectrometro de massa nao detecta nenhum dos abundantes

neutrons dessorvidos (FENSELAU, 1994).
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Figura 6. Férmulas estruturais de trés compostos tipicos da matriz (Feltens 2010).

Na ultima década, o MALDI tem sido usado para identificar varios parasitas e
seus vetores com base no perfil dos espectros (MURUGAIYAN; ROESLER, 2017). Os
padrbes foram analisados por conjuntos de softwares comerciais e técnicas
quimiométricas que ajudam a processar dados, combinar semelhancas ou evidenciar
perfis distintos (GIFFEN et al.,, 2017; ULRICH et al.,, 2017). Desenvolvimentos de
trabalhos de campo sdo discutidos em algumas revisdes e amostras de espécies de
insetos sao relatadas (Murugaiyan; Roesler, 2017; Yssouf et al.,, 2016), e assim
identificacéo correta de mosquitos (Yssouf et al., 2014a), pulgas (Yssouf et al., 2014b),
flebotomineos (Dvorak et al., 2014), mosquitos picadores (Sambou et al., 2015), larvas
(Steinmann et al., 2013), grilos, larvas e gafanhotos (Ulrich et al., 2017), finalmente,
Laroche (2018) e Souza et al. (2019) mostraram que MALDI-TOF pode ser uma

metodologia relevante para a identificacao precisa de espécies de Triatominae.
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Em relacdo as metodologias MALDI utilizadas, existem varias opcdes de
matrizes, como o acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA/CHCA), o &cido sinapinico
(acido 3, 5-dimetoxi-4-hidroxicinamico) (SA) e 2,5 acido-dihidroxibenzéico (DHB) com
protocolos de extracdo utilizando acetonitrila, dgua e acido férmico em diferentes
proporcdes. Além das metodologias anteriores comentadas, ndo ha um método
universal recomendado (MURUGAIYAN; ROESLER, 2017). A rapidez dessa técnica
faz dela uma abordagem adequada para estudos epidemiolégicos e para o
monitoramento de populacdes de Triatominae (LAROCHE et al., 2018).

Nesta tese, avaliou-se a eficdcia da espectrometria de massas utilizando o
método de ionizacdo MALDI-MS para diferenciagéo rapida e segura de 12 espécies do

género Rhodnius.

2 OBJETIVOS
Desenvolver metodologias analiticas por espectrometria de massas para detectar e
diferenciar 12 espécies de Rhodnius por meio dos perfis de peptideos/proteinas

analisados por MALDI-TOF/MS.

2.1 Objetivos Especificos

A fim de se obter os melhores resultados quanto a aplicacdo das matrizes ibnicas
na analise qualitativa e quantitativa, os seguintes objetivos especificos foram tracados:
e Escolha de uma metodologia simples e rapida para o preparo de matrizes

ibnicas;
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e Sintese de novas matrizes que satisfacam os parametros de eficiéncia de

ionizacao para a analise em MALDI-MS;

e Avaliagcdo das matrizes iGnicas sintetizadas por meio do estudo de sua natureza,
do preparo da amostra, da composi¢ao do analito e da intensidade do laser

utilizado na analise;

e Escolha das melhores matrizes i6nicas com a finalidade de aplica-las na analise

de 12 espécies de Rhodnius.

3 MATERIAL E METODOS

As 12 espécies de Rhodnius adultos foram obtidas de colénias de Triatominae
de Araraquara (CTA), mantidas no Insetario de Triatominae da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/lUNESP, Araraquara, (Tab. 1). De cada amostra foi dissecada um fémur
com uma lamina cirargica estéril. Todos os triatomineos vivos foram mortos por
armazenamento em -80° C por 10 minutos antes do experimento. Todas as amostras

foram lavadas em agua estéril e secas em papel a temperatura ambiente.



Tabela 1. Relacéo das espécies de Rhodnius utilizadas.

35

Quantidade/sexo CTA Origem Geogréfica
R. brethesi 21 10M,11F 222 Amazonas- Brasil
R. colombiensis 21 10M,11F 267 Tolima — Colombia
R. marabaensis 21 10M,11F 284 Para — Brasil
R. montenegrensis 21 10M,11F 264 Rondénia — Brasil
R. milesi 21 10M,11F 283 Para — Brasil
R. nasutus 21 10M. 11F 211 Rio Grande o!o Norte -

Brasil

R. neglectus 21 10M,11F 229 Goiéania-Brasil
R. neivai 21 10M,11F 278 Valencia — Venezuela
R. pallescens 21 10M,11F 270 Bolivar — Colombia
R. pictipes 21 10M,11F 268 Par — Brasil
R. prolixus 21 10M,11F 74 Mérida - Venezuela
R. robustus 21 10M,11F 280 Mérida — Venezuela
Total 252

M: macho; F: fémea; CTA: Colonia de Triatominae de Araraquara

3.1 Quimica e Reagentes

Os solventes acetonitrila (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), metanol (Burdik e Jackson,

Muskegon, MI), cloroférmio (Burdik & Jackson, Muskegon, MI) e 2-propanol (Burdik &

Jackson, Muskegon, MI) foram utilizados, assim como as soluc¢des acido trifluoracético

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e acido formico (SigmaAldrich, St. Louis, MO). A agua

ultrapura utilizada para a preparo de extratos foi purificada pelo sistema de agua Direct-

Q (Millipore, Bedford, MA). As matrizes MALDI empregadas foram &cido a-ciano-4-

hidroxicinamico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), acido sinapinico (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO), 6-aza-2- tiotimina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 2,6-di-hidroxiacetofenona
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 2,5-di-hidroxibenzco (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Padrées de fosfolipidios, 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidiletanolamina (DOPE), 1,2-
dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfo-rac-1-glicerol (DMPG), 1,2-dipalmitoil , sal monossadico de
fosfato de B-glicose-3-fosfato (DPPA) e sal de sédio de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-

fosfo-L-serina (DPPS) foram obtidos da Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, Al , EUA).

3.2 Preparacdo de Amostras e Analise MALDI-MS

Um processo de otimizacao foi realizado para testar quatro diferentes métodos
de extracdo peptidica/proteica e quatro matrizes MALDI, acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA), acido sinapinico (SA), 6-aza-2-tiotimina (ATT), e 2,6-di-
hidroxiacetofenona (DHAP). Os perfis peptidico/proteico foram obtidos por quatro
extracdes independentes de amostras.

Obtencdo da amostra: As pernas das espécies de Rhodnius foram retiradas por
meio de pincas estéreis, a seguir adicionadas ao nitrogénio liquido e triturado
manualmente em um cadinho de porcelana. Em seguida, a eficiéncia de extracéo
peptidica/proteica das 12 espécies foi testada usando diferentes métodos.

Protocolo (A) baseado em ACN/FA. As pernas esmagadas foram transferidas
para um microtubo com um bisturi estéril e suspensas em 100 uyL de FA/ ACN a 70%
(2:1,vlv), seguidas de 1 min de agitacdo em vortice 1000 RPM. A mistura foi
centrifugada a 13.000 x g durante 5 min e o sobrenadante foi transferido para uma

placa MALDI.
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Protocolo (B) baseado em ACN/TFA. As pernas esmagadas foram transferidas
para um microtubo com um bisturi estéril e suspensas em 100 yL de 80% de TFA e
homogeneizadas por 30 min a 1000 RPM. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
23 agua Milli-Q seguido de 150 pyL de ACN. A mistura foi centrifugada a 13.000 x g
durante 5 min e o sobrenadante foi transferido para uma placa MALDI. Este método foi
adaptado do método de extracdo de isolados de Fusarium.

Protocolo (C) baseado em IPA/FA. As pernas esmagadas foram transferidas
para um microtubo com bisturi estéril e suspensas em 50 pL de 70% de FA e
homogeneizadas por 30 min a 1000 RPM. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
agua Milli-Q seguido de 50 uL de IPA. A mistura foi centrifugada a 13.000 x g durante 5
min e 0 sobrenadante foi transferido para uma placa MALDI.

Protocolo (D) baseado em MeOH/FA. As pernas esmagadas foram transferidas
para um microtubo com bisturi estéril e suspensas em 50 pL de 70% de FA e
homogeneizadas por 30 min a 1000 RPM. Em seguida, 100 mL de agua Milli-Q foi
adicionado seguido por 150 mL de MeOH. A mistura foi centrifugada a 13.000 x g
durante 5 min e o sobrenadante foi transferido para uma placa MALDI.

Os sobrenadantes (goticula de 1 pL) de cada um dessas quatro métodologias
foram depositadas numa placa MALDI (Bruker-Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha) e
depois secos ao ar. Posteriormente, 1 uL de solugdo de matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) foi adicionado sobre a amostra seca e 1 pyL de extrato de
proteina DH5-alfa Escherichia coli (Bruker-Daltonik GmbH) foi depositado no local de
calibracdo da placa para calibracdo externa. A solucdo de matriz de CHCA foi

preparada na concentracdo de 50 mg mL-1 em (1: 1) ACN / agua com 0,1% de TFA, a
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matriz SA foi preparada a 30 mg mL-1 em (7: 3) ACN / agua com 0,1% de TFA, a
matriz de ATT foi preparada a 10 mg mL-1 (1: 1) de ACN / 4gua com 0,1% de TFA e a

matriz de DHPA foi preparada a 10 mg mL-1 (1: 1) de ACN / agua com 0,1% de TFA.

3.3 Dados MS

O MALDI-MS foi realizado num espectrometro de massa Bruker Autoflex IlI
MALDI-TOF/TOF equipado com um laser de feixe inteligente de 334 nm. Os perfis
peptidico/proteico foram adquiridos no modo TOF linear e no modo ion positivo com
uma extracao retardada de 260ns a 20kV de voltagem de aceleracdo. Cada espectro
foi coletado manualmente como uma média de 5000 disparos a laser (1000 disparos a
laser em cinco diferentes posi¢cdes pontuais). A energia do laser foi definida logo acima
do limite para a producao de ions. Uma faixa de m/z 2000—-20.000 ou m/z 600-1000 foi
usada para a impressao digital de peptideos/proteinas, respectivamente. Os espectros
foram adquiridos em triplicatas por meio de AutoExecute do software de aquisi¢do
Flexcontrol (versdo 2.4; Bruker-Daltonik GmbH). A analise dos dados MALDI foi
realizada por trés etapas distintas: (1) pré-processamento, (2) processamento e (3)
analise estatistica. Os espectros brutos foram pré-processados no software
FlexAnalysis (BrukerDaltonik) apos a subtracdo da linha de base para remocdo de
fundo, alinhamento da escala de espectros, selecdo de ions com uma relacdo S/R

maior que 3 e normalizacdo de intensidades.
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3.4 Analise de Dados Usando Técnicas Quimiométricas

No pré-processamento de dados, todos os espectros de massa MALDI foram
organizados em uma matriz e os dados foram normalizados, corrigidos na linha de
base e centrados na média. Andlise de componentes principais (PCA), analise
hierarquica de agrupamento (HCA) e tratamento de dados foram realizados na
linguagem de programacdo R usando os programas ChemoSpec e Chemometrics. O
HCA foi realizado usando o método de Ward (R Core Team, 2016).

Posteriormente, a discriminacdo entre as 12 espécies do género Rhodnius foi
realizada utilizando PLS-DA, cujos principios mateméaticos da modelagem e técnica ja
sédo estabelecidos (WARD,1963). O modelo PLS-DA foi calculado usando o MATLAB
(The MathWorks Natick, EUA) e o PLS Toolbox 8.7.1 da Eigenvector Research, Inc.
(Manson, WA, EUA). Um algoritmo bem estabelecido de Kennard e Stone (1969) foi
aplicado para selecionar 67% das amostras para o conjunto de treinamento e 33% para
o conjunto de validacdo. O modelo PLS-DA foi pré-processado usando validacao
cruzada de blocos contiguos. O desempenho do modelo PLS-DA foi avaliado por
parametros como curvas de sensibilidades (positivo/verdadeiro) (verdadeiro positivo +
falso negativo), especificidade (negativo verdadeiro / verdadeiro negativo + positivo
falso) e receber caracteristica operacional (ROC) (Brown et al., 2006) para cada classe

e comparar os desempenhos de classificagdo das 12 espécies do género Rhodnius.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo da Extracéo de Peptideo/Proteina e Matriz MALDI

Primeiramente, a extracdo utilizando o protocolo ACN/FA (A), aplicado
tradicionalmente as bactérias, foi testada para todas as espécies de Rhodnius. No
entanto, esse método de extracao forneceu poucos ions MALDI-MS principalmente de
baixa abundancia. Trés outros métodos foram, portanto, testados. O melhor MALDI-
MS, conforme julgado pelo nimero e abundancia de ions, foi obtido quando da
aplicacdo do método ACN/TFA B, independentemente da matriz MALDI utilizada,
sendo, portanto, selecionado para caracterizar todas as espécies. Quatro diferentes
matrizes MALDI (CHCA, SA, ATT e DHAP) comumente usadas para analise de
peptideos/proteinas foram entdo testadas. CHCA forneceu de longe o melhor espectro
MALDI sobre a faixa de massa de interesse (2-8 kDa) (Fig.7) e, portanto, foi

selecionado.
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Figura 7. Espectros médios de MALDI-TOF MS das doze espécies de Rhodnius na regiao
de 2.000 a 8.000 m/z.

4.2 Andlise do Espectro de Massa de Cada Espécie de Rhodnius

Foi possivel observar picos de massa de espécies, concentrados principalmente

na regido abaixo de 8.000 m/z, e alguns picos observados acima de 8.000 m/z. Além

disso, notou-se que a regido de 2.000 a 8.000 m/z apresentou um grau de variabilidade

espectral dentro de cada espécie. Nesses, a intensidade dos sinais observados

mostrou-se menor nas espécies de R. neivai, enquanto as espécies de R. brethesi

demonstraram uma maior variedade de sinais. Portanto, uma analise espectral mais

detalhada de cada espécie foi realizada nessa regiao (Fig. 7).
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A regido espectral de 4.000 a 5.000 m/z apresentou um fator de similaridade em

todas as espécies, provavelmente associado ao que se estendem as demais espécies

da subfamilia Triatominae. No entanto, outros picos de massa no espectro pareciam

ser especificos para cada espécie. Para obter uma melhor comparacdo dos perfis

espectrais das espécies, a (Fig. 8) foi gerada a partir da lista de picos com intensidades

maiores que 0,035 apds a normalizacdo dos sinais.
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Figura 8. Pico (m/z) do espectro médio MS MALDI TOF das doze espécies de Rhodnius na

regido de 2000 a 16000 m/z.

Em relacdo as peculiaridades de cada espécie, a espécie R. colombiensis

apresentou sinais Unicos na regido m/z baixa em 2217 e 2364, e é comparavel apenas

a R. brethesi, que apresenta uma ampla gama de sinais nessa regido com valores m/z
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de 2311, 2486, 2517, 2643 e 2735, entre outros. Os valores préximos a 2800 ocorrem
com certa similaridade nas espécies R. marabaensis (2836-2840), R. milesi (2834-
2841), R. nasutus (2795-2813, 2836) e na regido em torno de 3220 a 3275 seis
espécies, com sinais ligeiramente maiores nos outros cinco (3264-3302) e auséncia
dessas duas faixas na amostra de R. nasutus.

A inspecéo visual dos espectros para a diferenciacdo dos espécimes é limitada
tendo em conta o grande numero de variaveis e quantidade de amostras. Portanto,
métodos quimiométricos (HCA e PCA) foram aplicados ao conjunto de dados para

facilitar a interpretacéo do espectro de massa MALDI-TOF (Figs. 9 e 10).

4.3 Distincdo das Espécies de Rhodnius por MALDI com Ferramentas

Quimiométricas

A analise do conjunto de dados por cluster foi utilizada devido a sua facilidade
em observar similaridade entre as amostras. Dessa forma, € possivel verificar mais
claramente quais amostras demonstram similaridade entre elas. Com base no
dendograma obtido pelas andlises de MALDI TOF (Fig. 9), as amostras R.
colombiensis e R. pallescens mostram a maior semelhanca entre elas, fato relatado por
Carcavallo no ano de 2000, Carcavallo et al. (2000), devido aos aspectos morfoldgicos
e geograficos, seguido de R. marabensis e R. prolixus, reafirmando os achados da
descricdo de R. marabaensis (Souza et al., 2016), que difere de R. robustus e R.
prolixus (Castro et al,. 2020) e R. montenegrensis x R. robustus. (Carvalho et al., 2017)
Trés grupos com uma distancia similar ao centro do cluster sdo formados proximos a

0,04: 1) R. robustus, R. montenegrensis, R. prolixus e R. marabaensis; 2) R. neglectus,
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R. brethesi, R. colombiensis, R. pallescens e R. pictipes. 3) R. milesi e R. nasutus.
Apés certa distancia, todas as espécies apresentam similaridade, como esperado,
devido ao mesmo perfil protedmico na regido 4000-5000 m/z, como discutido
anteriormente.

Contudo a posicdo de Rhodnius brethesi no dendograma ilustra que essa
metodologia ndo é adequada para obtencdo de analise filogenética, como foi apontado

em estudos anteriores (YOSSEF et al., 20133, LAROCHE et al., 2018).
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Figura 9. Dendograma por analise de agrupamento hierarquico (HCA) a partir dos
dados do espectro de massa MALDI-TOF-MS das espécies de Rhodnius.
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Figura 10. a) PC1, PC2 e PC3 plot score relacionados a todos os dados do espectro
de massa MS MALDI-TOF das espécies de Rhodnius b) PC1xPC2 e PC1xPC2 plot
score relacionados aos dados do espectro de massa MALDI-TOF-MS para cada
espécie.

A analise quimiométrica PCA foi aplicada para verificar a similaridade entre as
repeticdes estudadas pela separacdo das amostras no grafico de escore (Fig. 11). A
dispersédo observada esta relacionada a faixa dindmica da protedmica, podendo cada
espécie apresentar diferencas em proteinas e/ou peptideos e outras moléculas
complexas podem variar em cada individuo, além de possiveis variagcdes no estado de
carga e hidrofobicidade que podem alterar a caracteristica da matriz e modificar a
intensidade do sinal observado nas réplicas (R Core Team, 2016; Ward Jr, 1963). A

dispersdo das amostras em relacdo a cada espécie mostra espectros com
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caracteristicas semelhantes, fato que concorda com a massa do espectro MALDI-TOF
das repeticoes observadas, (Fig. 10a), resulta em boa reprodutibilidade das medidas

realizadas, com variacdes apenas nas intensidades dos sinais observados.
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Figura 11. Espectro de massa MALDI de 21 espécimes de R. marabaensis.

O resultado global em relacdo a identificacdo de cada espécie por MALDI-TOF
pode ser visto no grafico de PCA dos dados médios para cada espécie (Fig. 10b),

indicando claramente o sucesso na identificacédo pelo perfil protedmico.

O gréfico de cargas, mostrando no eixo x o numero de variaveis (m/z) e no eixo
y os valores de carga para PC1, PC2 e PC3 sobrepostos pode ser visualizado na Fig.
12. Na faixa de 4000 a 5000 m/z, os trés PCs apresentam perfil semelhante de cargas

positivas. No entanto, o PC3 tem maiores cargas positivas e maior importancia na
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separacdo de amostras. A boa reprodutibilidade das medi¢cdes realizadas, com
variacdes apenas nas intensidades dos sinais observados esta representada na (Fig.
11). A discriminacéo entre as 12 espécies do género Rhodnius foi realizada por meio
da andlise parcial discriminante de minimos quadrados (PLS-DA), pois essa técnica
quimiométrica atribui uma amostra individual modelando a amostra de acordo com
suas caracteristicas para classes pertencentes ao conjunto de dados. Neste trabalho, o
PLS-DA foi calculado relacionando a matriz X de sinais instrumentais do MALDI TOF
MS a um vetor de classes de amostra nas unidades codificadas O e 1. Para cada
amostra, 0 modelo prevé um valor em torno de 0 ou 1 que é entdo convertido em um
rétulo de classe usando um limite otimizado (Biancolillo et al.,2014). Além disso, o PLS-
DA é a técnica quimiométrica discriminante mais usada entre as técnicas de
classificacdo multivariada, especialmente para matrizes de dados com um grande
namero de variaveis (MEHMOOD et al., 2012). O modelo PLS-DA foi construido com
cinco variaveis latentes (LVs) com pré-processamento centrado na média, utilizando
como critério o menor erro quadratico médio da validacdo cruzada (RMSECV),
estimado usando os resultados obtidos pela validacdo cruzada de blocos contiguos.
Esse numero de VE representou 99% da variacdo explicada para o bloco X e 31% da
variacdo explicada para o bloco y e foi adequado para evitar a superestimacgéo das
classificacdes previstas do modelo construido. Em seguida, uma selecdo variavel
baseada na importancia variavel nos escores de projecao (VIP) (Mehmood et al., 2012)
foi realizada nos dados, mas ndo mostrou melhora significativa nos resultados. Assim,
os resultados obtidos pelo modelo foram obtidos sem selecdo de variaveis. Os

parametros como sensibilidade, especificidade, erro de classificacdo e curvas (ROC)
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para conjuntos de treinamento e validagdo entre os valores de referéncia e previstos

obtidos com o modelo estéo representados na Tab. 2.
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Figura 12. Gréfico de Cargas
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Tabela 2 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para conjuntos de treinamento e validagéo.

Parametros (%) brethesi colo mara mlesi monte nasutus neglectus neivai pallescens pictipes prolixus robustus

Conj. Sensibilidade 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
weinamento oo cificidade 83 97 89 80 93 39 88 97 80 84 89 87
. Sensibilidade 100 75 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Vaﬁgggao Especificidade 97 92 92 63 86 79 87 100 63 100 84 76
Curva ROC 100 93 100 92 96 88 99 100 90 100 98 89

Colo = colombiensis; Mara = marabaensis; Monte = montenegrensis

A sensibilidade € a capacidade do modelo de classificar corretamente cada
espécie do género Rhodnius. Os valores obtidos de sensibilidade foram excelentes,
atingindo 100% para o conjunto de treinamento em todas as classes e variando de 75%
a 100% para o conjunto de validacao. Ja a especificidade é a capacidade do modelo
para identificar corretamente as amostras que ndo pertencem a classe modelada e
também alcancou bons valores variando de 39% a 100% para 0 conjunto de
treinamento e de 63% a 100% para o conjunto de validacdo. Os erros de classificacédo
dos valores obtidos foram baixos, variando de 1 a 31% no conjunto de treinamento e de
0 a 19% no conjunto de validacdo, indicando que ndo h& erros sistematicos. A
classificacdo correta global do modelo PLS-DA no conjunto de treinamento foi de 174
amostras de um total de 190 amostras, alcancando 92% de precisdo. No conjunto de
validacéo, a classificacdo correta global foi de 76 amostras de 95 amostras totais,
alcancando 80% de preciséo. As curvas ROC variaram de 88% a 100% no conjunto de

validagéo, apresentando uma excelente capacidade de discrimina¢gdo do modelo.
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo da técnica MALDI-TOF-MS, por meio da técnica de espectrometria
de massas combinada com métodos quimiométricos, foi capaz de distinguir com
precisdo 12 espécies do género Rhodnius, que tradicionalmente apresentam
dificuldades de identificacdo por meio de caracteres morfolégicos. No entanto, deve-se
permanecer cauteloso, pois a confiabilidade do MALDI TOF MS para analise
filogenética necessita ainda de melhor avaliacdo. Assim, a metodologia descrita nesta
tese podera ser aplicada de forma rapida, eficiente em um grande niumero de amostras,
guando comparada a outras técnicas de alta precisédo para identificacdo de espécies de

Triatominae.
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Abstract
Triatominae are hematophagous insects involved in the transmission of Chagas disease. Among the 19 genera of the subfamily,
those with the highest epidemiological importance regarding the dissemination of Trypanosoma cruzi are Panstrongylus,
Rhodnius, and Triatoma. Of these three genera, Rhodnius presents the greatest difficulties for specific identification. Thus, there
isa need to overcome the difficulties in identifying phenotypes of similar species of this genus. In the present study, the MALDI-
TOF MS methodology was used to identify 12 Rhodnius species, among the 21 admitted. The MALDI-TOF MS methodology
allowed specific characterization through the identification of peptides and proteins, starting from four different methods of
extraction: (A) acetonitrile/formic acid (ACN/AF), (B) acetonitrile/trifluoroacetic acid (ACN/TFA), (C) isopropyl/formic acid
(IPAJAF), and (D) methanol/formic acid (MeOH/AF), and four types of MALDI-TOF matrices: a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (CHCA), sinapic acid (SA), 6-aza-2-thiothymine (ATT), and 2,6-dihydroxyacetophenone (DHAP). The experiments were
performed by combining the four solvents and four matrices to select the best MALDI extraction/matrix. The application of the
MALDI-TOF MS technique, through the digital mass spectrometry approach combined with chemometric tools, such as partial
least squares-discriminant analysis (PLS-DA), was able to discriminate 12 species of Rhodnius genus, which are difficult to
identify using morphological characteristics. Thus, in view of the results obtained, the methodology described in the present
article can be applied with speed and efficiency for the discrimination of Triatominaespecies.

Keywords Triatominae - Rhodnius - Mass spectrometry - MALDI-TOF MS - Chemometric tools

Introdution

Neglected diseases represent a group of infectious and para-
sitic diseases that mainly affect populations that live in poor
conditions around the world [1]. Among these conditions,
Chagas disease affects 6 to 7 million people worldwide, caus-
ing more than 700 deaths per year, and has already been re-
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ported as an endemic disease in 21 countries in Latin America
[2]. Trypanosomiasis American (1909) has the etiological
agent flagellated Trypanosoma cruzi, which has Triatominae
as a vector [3].

Most of the 154 species of Triatominae occur in the
Neotropical region, including three fossils [4, 5]. However,
seven Triatoma species, six Linshcosteus spe- cies, and a
third fossil (Paleotriatoma metaxytaxa) are found in the
Asian and Oceanic continents [4, 6]. The genera with the
greatest epidemiological importance in

{2 Springer
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the transmission of Chagas disease are Panstrongylus,
Rhodnius, and Triatoma. The genus Rhodnius has 20 spe-
cies, some of which recently described R. montenegrensis,

R. barretti, and R. marabaensis [7—9]. The Rhodnius ge- nus
is one of the most commonly studied, not only due to its
epidemiological importance but also because of its dif- ficult
specific distinction [10—12]. Specimens of this ge- nus are
associated with oral transmission outbreaks of Chagas
disease through the ingestion of acai juice con- taminated
with T. cruzi [13-15].

Traditionally, the identification of Triatominae is per-
formed visually or by observation of morphological char-
acters in a stereomicroscope. However, the process is la-
borious and time consuming, and the possibility of mis-
identification frequently occurs, mainly in similar species,
making identification challenging and often impossible [16—
18].

The identification of Triatomines is very important in
epidemiological surveillance, since the control of these
vectors is fundamental for the prophylaxis of Chagas dis-
ease, helping in the diagnosis of parasites that can be
transmitted [19-23]. New approaches have been used over
the years to differentiate Rhodnius species, including
cytogenetics, scanning electron microscopy (SEM), mor-
phometry, and molecular methods [24—30]. The molecular
methods as PCR are efficient as they can be used in all
evolutionary stages of the vectors; however, they are la-
borious, expensive, and time consuming.

In the last decade, MALDI has been used to identify several
parasites and their vectors based on spectra profile [31].
Patterns were analyzed by commercial software suites and
chemometrics tool that help to process data, match
similarities, or evidence distinct profiles [32, 33].
Developments in the field are discussed in some reviews and
insect’s species samples are previously reported

[31-34], with efficient distinction of mosquitos [35], fleas
[36], sand flies [37], biting midges [38], larvae [39],
crickets, buffalo worms, mealworm, and grasshoppers
[33]. Finally, Laroche et al. and Souza et al. [40, 41]
showed that MALDI-TOF MS appears to be a relevant tool
for the precise identification of eight species included in four
genera of Triatominae vectors in French Guiana and two
species of genera Cavernicola. In that study, mo- lecular
biology techniques will be applied on differentia- tion of
species and as a validation method of the MALDI- TOF data.
However, their absence does not invalidate the results
obtained by the MALDI-TOF technique.

In this work, the efficacy of MALDI-TOF MS com- bined
with chemometric tools for rapid discrimination of 12
species of Rhodnius genus was evaluated, as well as improve
the reference database of these species, in order to contribute
to increasing the tools for discrimination and knowledge of
the different species of Triatominae.

Materials and methods

Triatominae

The 12 species of Rhodnius genus comprising 285 samples
were obtained from Triatominae Insectarium of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences/lUNESP, Araraquara, kept alive in
glass bottles, and designated by the acronym CTA
(Triatominae Colony Araraquara) followed by a humber that
indicates the number of colonies already established (Table 1).
The Triatominae Insectarium has operating permission for
scientific research purposes, obtained from Animal Ethics
Committee of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of
Araraquara - UNESP (CEUA / FCF / CAr:15/2017).

lable 1 Identification ot the

Rhodnius species used Name Quantity/sex CTA Geographical origin
R. brethesi 24—10M, 14 F 222 Amazonas, Brazil
R. colombiensis 24—10M, 14 F 267 Tolima, Colombia
R. marabaensis 24—10M, 14 F 284 Par4, Brazil
R. montenegrensis 24—10M, 14 F 264 Rondb6nia, Brazil
R. milesi 24—10M, 14 F 283 Para, Brazil
R. nasutus 24—10M, 14 F 211 Rio Grande do Norte, Brazil
R. neglectus 24—10M, 14 F 229 Goiania, Brazil
R. neivai 24—10M, 14 F 278 Valencia, Venezuela
R. pallescens 21—10M, 11 F 270 Bolivar, Colombia
R. pictipes 24—10M, 14 F 268 Paré, Brazil
R. prolixus 24—10M, 14 F 74 Mérida, Venezuela
R. robustus 24—10M, 14 F 280 Mérida, Venezuela
Total 285

M male, F female, CTA Triatominae Colony of Araraquara
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Chemicals and reagents

The chemical and reagent protocols used were previously de-
scribed by our research group such as the following. The sol-
vents acetonitrile (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), methanol
(Burdik & Jackson, Muskegon, MlI), chloroform (Burdik &
Jackson, Muskegon, MI), and 2-propanol (Burdik & Jackson,
Muskegon, MI) were used, and the solutions trifluoracetic
acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and formic acid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Ultrapure water used for the
preparation of extracts was purified by the Direct-Q water
system (Millipore, Bedford, MA). The MALDI matrices were
a-cyano-4- hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), sinapinic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 6-aza-2-
thiothymine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 2,6-
dihydroxyacetophenone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and
2,5-dihydroxybenzoic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Phospholipids standards, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylethanolamine (DOPE), 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) (DMPG), 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate monosodium salt
(DPPA), and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine
sodium salt (DPPS) were obtained from Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaster, Al, USA) [42].

Sample preparation and MALDI-TOF MS
analysis

Four different peptide/protein extraction methods were tested
on four different MALDI matrices, such as a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA), synapinic acid (SA), 6-aza-
2-thiotimin (ATT), and 2,6-dihydroxyacetophenone (DHAP).
Three individual extractions were performed on each strain
sample to obtain the peptide/protein profiles.

Maceration was done using sterile tweezers to remove six legs
of each specimen, and then added to liquid nitrogen and
crushed manually in a porcelain crucible. Then the efficiency
of peptide/protein extraction species of Rhodnius genus was
tested using these different methods previously published, as
described below.

Protocol (A) based on ACN/FA. The crushed legs were
transferred to a microtube using a sterile spatula, where 100
pL of 70% FA/ACN (1: 1, v/v) was added. This sample was
vortexed at 1 min and then centrifuged at 13,000xg for 5
min. The obtained supernatant was transferred to a MALDI
plate [42].

Protocol (B) based on ACN/TFA. The crushed legs were
transferred to a microtube using a sterile spatula, where 100
pL 80% of TFA was added. This content was homoge- nized
for 30 min at 1000 rpm. Thus, 100 uL of water Milli-Q was
added and then 150 pL of ACN, followed by centrifuga- tion
at 13,000xg for 5 min. The obtained supernatant was
transferred to a MALDI plate. This method was adapted from
Marinach-Patrice et al. [43].

Protocol (C) based on IPA/FA. The crushed legs were
transferred to a microtube using a sterile spatula, where 50
ML 70% of FA was added and homogenized for 30 min at
1000 rpm. Next, 100 pyL of water Milli-Q was added and
then 50 L of IPA, followed by centrifugation at 13,000xg for 5
min. The obtained supernatant was transferred to a MALDI
plate [42].

Protocol (D) based on MeOH/FA. The crushed legs were
transferred to a microtube using a sterile spatula, where 50 uL
70% of FA was added and homogenized for 30 min at 1000
rpm. Next, 100 pL of water Milli-Q was added and then 150
pL of MeOH, followed by centrifugation at 13,000xg for 5
min. The obtained supernatant was transferred to a MALDI
plate [42].

After sample preparation described above, the supernatants
were applied (1 mL droplet) upon a MALDI plate (Bruker-
Daltonik GmbH, Bremen, Germany) and then air-dried. Then
the matrix solution was placed over the dried sample. For
external calibration, 1 mL of DH5-alpha Escherichia coli pro-
tein extract (Bruker-Daltonik GmbH) was applied at the plate
calibration point. For the preparation of the matrix solutions, a
concentration of 50 mg mL ™" in (1:1) ACN/water with 0.1%
TFA for CHCA matrix was employed, 30 mg mL™" in (7:3)
ACN/0.1% TFA water for SA matrix, 10 mg mL™* in (1:1)
ACN/0.1% TFA water for ATT matrix and 10 mg mL™" in
(1:1) ACN/water with 0.1% TFA for the DHPA matrix [42].

MS data

For analysis, a Bruker Autoflex 11l MALDI - TOF/TOF mass
spectrometer equipped with a 334-nm smart beam laser was
used, configured in linear TOF mode and positive ion mode
with delayed extraction of 260 ns at 20 kV acceleration volt-
age, to obtain the peptide/protein profiles. Each spectrum was
automatically collected with 1000 laser shots at five different
point positions, averaging 5000 laser shots. Laser energy was
set just above the threshold for ion production. A range of
600—1000 m/z or 2000—20,000 m/z was used for the peptide/
protein fingerprint, respectively. Spectra were measured in
triplicate using the AutoExecute tool from Flexcontrol acqui-
sition software (version 2.4; Bruker-Daltonik GmbH). The
MALDI data were analyzed in 3 steps: (1) preprocessing, (2)
processing, and (3) statistical analysis. FlexAnalysis
(BrukerDaltonik) software was employed for raw spectra pre-
processing, such as baseline subtraction for background re-
moval, spectral scale alignment, ion selection with an S/N
ratio greater than 3 and intensity normalization[42].

Data analysis using chemometric tools

In the data preprocessing, all MALDI mass spectrums were
organized in one matrix and data were normalized, baseline-
corrected, and mean centered. Principal component analysis
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(PCA), hierarchical clustering analysis (HCA), and data treat-
ment were performed in R programming language using the
following packages: ChemoSpec and Chemometrics. HCA
was performed using Ward’s method [44, 45].

Afterwards, the discrimination among 12 species of
Rhodnius genus was performed using PLS-DA whose mathe-
matical principles of the modeling of the technique is reported
[46]. The PLS-DA model was computed using MATLAB
2014a (The MathWorks Natick, USA) and PLS Toolbox
8.7.1 from Eigenvector Research, Inc. (Manson, WA, USA).
An established Kennard and Stone’s algorithm [47] was ap-
plied to select 67% of the samples for training set and 33% for
validation set. PLS-DA model was pre-processed using con-
tiguous blocks cross-validation. The performance of the PLS-
DA model was evaluated by parameters as sensitivity (true
positive/(true positive + false negative)), specificity (true neg-
ative/(true negative + false positive)) and receive operating
characteristic (ROC) curves [48] for each class to compare
classification performances of the different species of
Rhodnius genus.

Results and discussion

Optimization of peptide/protein extraction and
MALDI matrix

The ACN/FA (A) protocol, normally used to bacteria, was
tested for 12 Rhodnius species, but has provided few
MALDI-TOF MS ions. The protocol that presented the
highest abundance of MS MALDI-TOF ions in all matrices
was the ACN/TFA (B) method, which was selected to

characterize all species. From the four MALDI matrices tested
(CHCA, SA, ATT, and DHAP), the CHCA was selected be-
cause it presented MALDI spectra in the mass range of interest
(2-8 kDa) (Fig. 1).

Mass spectrum analysis of each species of
Rhodnius genus

It was possible to observe species mass peaks, mainly concen-
trated in the region below 8000 m/z, and a few peaks observed
above 8000 m/z. In addition, it was noticed that the region of
2000 to 8000 m/z showed a degree of spectral variability with-
in each species. In these, the intensity of the observed signals
was shown to be lower in the R. neivai species, while the
R. brethesi species demonstrated a greater variety of signals.
Therefore, a more detailed spectra analysis of each species
was performed in this region, as shown in Fig. 1.

The spectral region of 4000 to 5000 m/z showed a similar- ity
factor in all species, probably associated with which prob- ably
extends to the other species of the subfamily Triatominae.
However, other mass peaks in the spectrum seemed to be
specific to each species. Laroche et al. [40] also reported the
same intensity m/z for Rhodnius species. However, it is note-
worthy that the present study used only adult stage species,
favoring the reproducibility of the spectra, unlike Laroche et
al. [40]. Figure 2 was generated from the list of peaks with
intensities greater than 0.035 after normalization of the
signals.

Regarding the peculiarities of each species, the

R. colombiensis species showed unique signs in the low m/z
region in 2217 and 2364, and is only comparable with
R. brethesi which presents a wide range of signals in this

Fig. 1 Mean MALDI-TOF MS
spectra of the 12 species of
Triatominae in the region of 2000 to
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region with m/z values of 2311, 2486, 2517, 2643, and 2735,
among others. The values close to 2800 occur with a certain
similarity in the species R. marabaensis (2836—2840), R.
milesi (2834—-2841), R. nasutus (27952813, 2836), and the
region around 3220 to 3275 presented in six species, with
slightly larger signals in the other five (3264—3302) and ab-
sence of these two ranges in R. nasutus sample.

Visual inspection of the spectra for the differentiation of the
specimens is limited in view of the large humber of variables
and quantity of samples. Thus, the chemometric tools PCA
and HCA were applied to improve the interpretation of the
MALDI-TOF MS data (Figs. 3, 4, and 5) and the PLS-DA
performed for discriminating the 12 species of Rhodnius
genus.

Distinction of Rhodnius species by MALDI-TOF MS
with chemometric tools

The analysis of the data set per cluster was utilized due to its
facility to observe similarity among samples. In this way, it is
possible to verify more clearly which samples demonstrate
similarity among them. Based on the dendogram obtained by
MALDI-TOF MS analyses (Fig. 3), the samples

R. colombiensis and R. pallescens show the greatest similarity
between them, a fact related by Carcavallo in the year 2000
[49], due to the morphological and geographical similarities
between them, followed by R. marabensis and R. prolixus,
reaffirming the findings of the description of R. marabaensis
[9], which differs from R. robustus and R. prolixus. Three

Fig. 3 Hierarchical cluster analysis R. neivai
(HCA) from the MALDI-TOF-MS R. milesi
mass spectrum data of the
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R. prolixus, and R. marabaensis; (2) R. neglectus,

R. brethesi, R. colombiensis, R. pallescens, and R. pictipes;
and (3) R. milesi and R. nasutus. After a certain distance, all
species present similarity, as expected, due to the same prote-
omic profile in the region 4000-5000 m/z as previously
discussed.

The PCA chemometric tool was applied to verify the sim-
ilarity between the replicates studied by the separation of the
samples in the score plot, Fig. 4a. The dispersion observed is
related to the dynamic range of the proteomics; each species
can present differences in proteins and/or peptides may vary in
each individual, in addition to possible variations in the charge
state and hydrophobicity that can change the characteristic of
the matrix and modify the intensity of the observed signal in
replicas. Dispersion of the samples in relation to each species
shows spectra with similar characteristics, a fact in agreement
with the MALDI-TOF MS of the replicates observed. The
overall result in relation to the identification of each species
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Fig. 6 MALDI mass spectrum of 12

the 21 species of R. marabaensis

Intens.[a.u.]x10*

by MALDI-TOF MS can be seem in the PCA plot of the mean
data for each species in Fig. 4b for scores PC1 x PC2 and in
Fig. 4c for scores PC1 x PC3, clearly indicating the success in
the identification by the proteomic profile. Figure 5 presents
the loadings plot, showing in x-axis the number of variables
(m/z) and y-axis the loadings values for PC1, PC2, and PC3
overlaid. In range of 4000 to 5000 m/z, the three PCs present
similar profile of positive loadings. However, the PC3 has
greatest positive loadings and greater importance in separation
of samples. Figure 6 results in good reproducibility of the
measurements carried out, with variations only in the intensi-
ties of the observed signals.

The discrimination among the 12 species of Rhodnius genus was
performed PLS-DA because this chemometric technique assigns
one sample individual modeling the sample according its features
for classes belonging to the data set. In this work, the PLS-DA
was calculated relating the X-matrix of instrumental signals of the
MALDI-TOF MS to a y vector of sample classes in coded units 0
and 1. For each sample, the model predicts a value around 0 or 1
that is then converted into a class label using an optimized
threshold [50]. Besides, the PLS-DA is the most wide- ly used
discriminant chemometric technigue among multivariate
classification techniques, especially for data matrices having a
large number of variables [51].

Table 2

2000 4000 6000 8000 10000 12000

I I |

|
14000 16000 18000 20000

m/z

PLS-DA model was built with 5 latent variables (LVs) with
mean-centered preprocessing using as criteria the smaller root
mean square error of cross-validation (RMSECV), estimated
using results obtained by contiguous blocks cross-validation.
This number of LVs accounted for 99% of variance explained
for X-block and was adequate to avoid overestimation of pre-
dicted classifications of the constructed model.

Following, a variable selection based on variable importance in
projection (VIP) scores [51] was performed in the data but
showed no significant improvement in results. Thus, the results
achieved by model were obtained without variable selection.
Table 2 shows the parameters as sensitivity, specificity, and
ROC curves for training and validation sets between reference
and predicted values obtained with the PLS-DA model.

The sensitivity is the ability of the model to correctly classify each
class of Rhodnius genus. The values obtained of sensitivity were
excellent achieving 100% of correct classifications for train- ing
and validation sets for all classes, except for R. colombiensis class
that achieved only 75% in validation set, as shown in Table 2.
Already, the specificity is the capacity of the model to correctly
identify the samples that do not belong to the modeled class. The
obtained values were good being < 80% for training set for all
classes, except for R. nasutus class that the obtained values was
very worst from 39%. In validation set, the results

Parameters of performance of the PLS-DA model for training and validation sets

Parameters (%) Brethesi Colo Mara Milesi Monte Nasutus Neglectus Neivai Pallescens Pictipes Prolixus Robustus

Training set 100 100 100 100 100
Se
nsitivity
Specificity 83 97 89 80 93
Validation set 100 75 100 100 100
Sensitivity
Specificity 97 92 92 63 86
ROC curve 100 93 100 92 96

100 100 100 100 100 100 100
39 88 97 80 84 89 87
100 100 100 100 100 100 100
79 87 100 63 100 84 76
88 99 100 90 100 98 89

Colo, Colombiensis; Mara, Marabaensis; Monte, Montenegrensis

5;:.\ Springer
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were good achieving values < 84% for eight classes; acceptable
values for the classes R. nasutus (79%) and R. robustus (76%);
and worst values for the R. milesi (63%) and R. pallescens (63%)
classes (Table 2).

The ROC curve is created by plotting sensitivity against the
specificity at various threshold settings. The value of area
under ROC curve varies from 0 to 1, being that Orepresents a
very bad performance and 1 represents an ideal performance of
correct classification for each class [48]. ROC curves varied
area from 0.88 to 1 in validation set, that corresponding 88 to
100%, as shown in Table 2. The global correct classification
of the PLS-DA model in training set was of 174 samples from
190 total samples, achieving 92% of accuracy. In validation
set the global correct classification was of 76 samples from 95
total samples, achieving 80% of accuracy. The results obtain-
ed presented a good discrimination capacity of the model.

Conclusion

The application of the MALDI-TOF MS technique combined
with chemometric tools was able to accurately distinguish 12
species of the Rhodnius genus, which traditionally present
difficulties for identification through morphological character-
istics. Thus, the methodology described in this article can be
applied quickly and efficiently in a large number of samples
when compared to other high precision techniques for
identification/discrimination of Triatominae species, and still
has good reproducibility and robustness, even without con-
comitant molecular assay.
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The blood-sucking insects of the subfamily Triatominae are vectors of Chagas disease, the most impairing
protozoan parasitic infection in Latin America. Among the five tribes known in the subfamily, one of the least

TOF studied is Cavernicolini. It has only two species within CavernicorLa genus (Barber, 1937), little is known about

Mass spectrometry

the biochemistry of the species of this genus, therefore, using MALDI-TOF MS we provide a better understanding

of the two species and differentiates them. The distinction was made by the different spectral profile of the
species, where C. lenti presents unique signals in many regions, while the C. piLosa shows high-intensity signals
and m/z in high bands. The application of digital mass spectrometry combined with chemometric methods was
able to accurately distinguish two species of the genus CavernicoLA.

1. Introduction

The blood-sucking insects of the subfamily Triatominae are vectors of
Chagas disease, an infection caused by the protozoan TRYPANOSOMA
cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae). This sub-
family includes 151 extant and 3 fossil species assigned to five tribes in
19 genera (Justi and Galvdo, 2017; Dorn et al., 2018; Oliveira et al.,
2018; Lima-Cordon et al., 2019; Ponair, 2019). The tribe Cavernicolini
(Usinger, 1944), one of the least studied, has only two species within
CAVERNICOLA genus (Barber, 1937). CAVERNICOLA PILOSA Barber, 1937 was
described in Panama, featuring cave habitats where suck bat blood
specially, however, It has been reported in many others localities from
Brazil, Colombia, Panama, Peru and Venezuela (Galvao et al., 2003;
Gurgel-Goncalves et al., 2012; Gil-Santana et al., 2014). With the de-
scription of CavernicoLA lenti Barrett and Arias, 1985 in Amazonas State,
Brazil, associated with Rhipidomys sp. (Rodentia), the morphological
characters began to conflict with the original Cavernicolini tribe defi-
nition (Usinger, 1944). Based on theses incongruousness Oliveira et al.
(2007) redescribed the Cavernicolini tribe based on morphological and
morphometric parameters including new diagnostic characters to spe-
cies of CAVERNICOLA.

Corresponding author.
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In addition to morphological and epidemiological studies (Dias et
al., 1942; Baker et al., 1978; Silva et al., 1992), reproductive and
ecological aspects were available to valid the taxonomic position of
both species (Oliveira et al., 2008; Souza et al., 2015). The biochemical
knowledge about CavernIcoLA spp. is scarce, while the tribes Rhodniini
and Cavernicolini are strongly supported as sister taxa, by molecular
data (Hwang and Weirauch, 2012). Other previous studies have char-
acterized its morphology and morphometry (Oliveira et al., 2007),
ecology (Oliveira et al., 2008) and epidemiology (Dias et al., 1942;
Baker et al., 1978; Silva et al., 1992). MALDI-TOF mass spectrometry
was used by Laroche et al. (2018) to identify and separate other tria-
tomines and has proved to be a powerful tool. Therefore, this study
aimed to grow up the knowledge of both species by using the matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry to
characterize the protein profile of this genus.

2. Materials and methods
2.1. TRIATOMINAE

In the year 2017, eight adult specimens of CAVERNICOLA PILOSA were
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Fig. 1. Peak positions (m/z) of the 20 replicates of C. lenti and C. PiLosa in the region of 2000 to 8000m/z.

collected from a cave in the municipality of Xambioa, Tocantins state,
Brazil. The specimens of CavErNICOLA lenti were obtained from the co-
lonies of the “Laboratorio Nacional e Internacional de Referencia em
Taxonomia de Triatomineos” at the Oswaldo Cruz Institute.

2.2. CHEMICALS AND REAGENTS

The solvents acetonitrile (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), methanol
(Burdik & Jackson, Muskegon, MI), chloroform (Burdik & Jackson,
Muskegon, MI), and 2-propanol (Burdik & Jackson, Muskegon, MI)
were used, and the solutions trifluoracetic acid (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) and formic acid (SigmaAldrich, St. Louis, MO). Ultrapure
water used for the preparation of extracts was purified by the Direct-Q
water system (Millipore, Bedford, MA). The MALDI matrixes were a-
cyano-4- hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), sina-
pinic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 6-aza-2-thiothymine (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), 2,6- dihydroxyacetophenone (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), and 2,5-dihydroxybenzoic acid (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Phospholipids standards, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phos-
phatidylethanolamine (DOPE), 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho- rac-
(1-glycerol) (DMPG), 1,2-dipalmitoyl-snglycero-3-phosphate
monosodium salt (DPPA), and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphor--
serine sodium salt (DPPS) were obtained from Avanti Polar Lipids, Inc.
(Alabaster, Al, USA).

2.3. SAMPLE PREPARATION AND MALDI-MS ANALYSIS

For rapid differentiation of two species of CavernICOLA was using a
sterile tweezers, six legs of each specimen were removed, which for
added liquid nitrogen and crushed manually in porcelain crucible. The
method used was trifluoroacetic acid and acetonitrile acid ACN/TFA.
The crushed legs were transferred to microtube with a sterile scalpel
and suspended in 50 yL 80% of TFA and homogenized for 30 min at
1000 rpm to disrupt the cell wall. Then, 100 pL of water Milli-Q was
added followed by 150 uL of ACN. The mixture was centrifuged at
13,000xg for 5 min and the supernatant was transferred to a micro-
tube. This method was adapted from the Fusarium isolates extraction
method. The supernatants from each of these four methods were
spotted (1 yL droplet) onto a MALDI plate (Bruker-Daltonik GmbH,
Bremen, Germany) and then air-dried. Then, 1 uL of a-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid (CHCA) matrix solution was spotted over the dried
sample and 1 uL of DH5-alpha EScHERICHIA coli protein extract (Bruker-
Daltonik GmbH) was deposited on the calibration spot of the plate for
external calibration. CHCA matrix solution was prepared at a con-
centration of 50 mg mL™*in.(1:1) ACN/water with 0.1% TFA, ATT
matrix was prepared at 10 mgmL™tin.(1:1).

2.4. MS DATA

MALDI-MS was performed on a Bruker Autoflex III MALDI-TOF/ TOF
mass spectrometer equipped with a 334-nm smart beam laser.
Peptide/protein profiles were acquired in the TOF linear mode and in
the positive ion mode with a delayed extraction of 260 ns at 20 kV
accelerating voltage. Each spectrum was manually collected as an
average of 5000 laser shots (1000 laser shots at five different spot po-
sitions). Laser energy was set just above the threshold forion produc-
tion. A range of m/z 2000-20,000 or m/z 600-1000 was used for the
peptide/protein fingerprinting, respectively. Spectra were acquired in
triplicates via the AutoExecute tool of the Flexcontrol acquisition soft-
ware (version 2.4; Bruker-Daltonik GmbH). Analysis of MALDI data
was done by threedistinctsteps: (1) pre-processing, (2) processing, and
(3) statistical analysis. Raw spectra were pre-processed in the
FlexAnalysis software (BrukerDaltonik) after baseline subtraction for
background removal, alignment of the spectra scale, ion selection with
an S/N ratio greater than 3, and normalization of intensities.

2.5. DATA ANALYSIS using chemometrics tools

In the data pre-processing, all MALDI mass spectrum were orga-
nized in one matrix and data was normalized, baseline-corrected and
mean centered. Principal component analysis (PCA), hierarchical clus-
tering analysis (HCA) and data treatment were performed in R pro-
gramming language (R Core team, 2017) using the followed packages:
ChemoSpec and Chemometrics. HCA was performed using Ward’s method
(Ward, 1963).

3. Results and discussion

From the results obtained from the MALDI analysis, the mass
spectra were organized into a matrix containing all the spectra obtained
for the two species, the matrix was normalized and a baseline correc-
tion was performed, signals with intensity greater than 0.035 was
peaked and Fig.1 was obtained, the reproducibility of the methodology
is verified from the similarity between the replicas, as well as the ex-
isting differences between the studied species.
Inordertobettervisualize the differences between species and si-
milarities between the replicates, the PCA chemometric tool was ap-
plied and the spectra were compared, Fig. 2, where it is possible to
observe the distribution of the samples in the dimension space of the
plot of scores, C. PiLosA is located on the positive side of PC1 and the C.
Lenti species is located on the negative side of PC1. The distinction was
made by the different spectral profile of the species, where the species
C.lenti presents unique signalsin the region of 3206, 3667,4779 and
7000-7500, while the C. piLosa shows high intensity signals at 2227,
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Fig. 2. Score plot from PCA analysis and mean spectra of C. lenti and C. PILOsA Species, respectively

2832, 3994 and m/z in high bands as in the region near 5770,
6230, 8470, 12,410.

4. Conclusion

The application of the MALDI-TOF-MS technique, by the digital
mass  spectrometry approach combined with chemometric
methods, was able to accurately distinguish two species of the genus
CavirnIcoLA. Thus the methodology described in this short
communication can be applied quickly, efficiently and inexpensively
when compared to other high precision techniques in a large number
of samples for the identi- fication of Triatominae species.
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