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RESUMO
OLIVEIRA, Daniele Silva de. Caracterizagdo funcional de proteinas ligadoras de odor
(OBPs) de Rhodnius prolixus. Rio de Janeiro, 2018. Tese (Doutorado em Bioquimica) —

Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O Rhodnius prolixus € um dos principais vetores da doenga de Chagas. Estimulos
quimicos desencadeiam comportamentos essenciais para sua sobrevivéncia. O estudo de
proteinas envolvidas na quimiorecepcdo como as proteinas ligadoras de odor (OBPs), pode
auxiliar no desenvolvimento de novas técnicas de controle deste vetor. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo a caracterizagdo funcional de OBPs de R. prolixus, utilizando
ferramentas de biologia molecular e de protebmica. A primeira etapa deste estudo envolveu a
analise do perfil de expressao de 17 OBPs em diferentes 6rgdos de insetos adultos através de
PCR convencional. O PCR revelou que 11 OBPs eram expressos em todos os 6rgdos, e 6
mostraram-se especificos de antenas. A analise por g°PCR mostrou que os genes OBP6 e
OBP13 estavam expressos em grandes quantidades nas antenas de insetos machos e fémeas,
sugerindo que as OBPs transportem semioquimicos que induzem comportamentos comuns a
ambos os sexos, como a busca do hospedeiro para alimentacdo sanguinea. Transcritos para 0s
genes OBP17 e OBP21 foram encontrados em maiores quantidades nas antenas de insetos
fémeas, indicando que as proteinas podem estar envolvidas na deteccdo de feromonios de
oviposicdo. Em contrapartida, os genes OBP26 e OBP27, foram significativamente mais
expressos nas antenas de insetos machos em relacdo as fémeas, assinalando que as proteinas
estejam envolvidas na deteccdo de feroménios sexuais. Para testar essa hipétese, o0 OBP27 foi
silenciado usando RNA de interferéncia e os efeitos fenotipicos deste silenciamento foram
avaliados por bioensaios. Os insetos machos tratados com dsOBP27 apresentaram mudanca
no comportamento de busca e identificacdo dos insetos fémeas. Os insetos tratados com
dsOBP27 se moviam de forma mais lenta em direcéo as fémeas e ficaram 40% menos tempo
proximo a fémea, em comparacdo com 0s insetos controle (dsp-gal). A analise de docking
mostrou que a OBP27 se liga aos feromdnios sexuais putativos produzidos pelas glandulas
metasternais das fémeas. Portanto, associando os dados de comportamento com a analise de
docking concluimos que OBP27 ¢ a proteina responsavel pela identificagdo dos feromonios.
Paralelamente, foi realizada a analise do perfil de fosfoproteinas e a identificacdo de vias de
sinalizacdo olfativa em R. prolixus. Em gel 2-DE observou-se que OBPs e outras proteinas
das antenas tratadas com fosfatase migravam para areas mais basicas em SDS-PAGE,

significando mudancas nos pontos isoelétricos (pls). As proteinas foram extraidas dos géis e



tripsinizadas. Os peptideos foram analisados por nano LC-MS/MS e identificados no
programa Mascot. Cinco OBPs e 1 CSP apresentaram possiveis peptideos fosforilados. Qito
proteinas fosforiladas envolvidas nas vias de transducdo de sinal olfativa de insetos também
foram identificadas. Com estes dados foi possivel propor um modelo do mecanismo ativo de
ligagdo e de transporte de odores pelas OBPs através de fosforilagdo e defosforilagdo. Assim,
a associacao de diferentes técnicas permitiu obter conclusfes consistentes sobre como ocorre
0 processo de olfacdo em R. prolixus. Além disso, a alteracdo da capacidade de identificacdo
dos insetos fémeas pelos machos, apds silenciamento do OBP27, indica que podemos
prospectar produtos para evitar o acasalamento e diminuir a densidade populacional deste

vetor.

Palavras-chave: Rodnius prolixus. Proteinas ligadoras de odor. OBPs. RNAI.

Fosfoprotedmica.



ABSTRACT
OLIVEIRA, Daniele Silva de. Caracterizagdo funcional de proteinas ligadoras de odor
(OBPs) de Rhodnius prolixus. Rio de Janeiro, 2018. Tese (Doutorado em Bioguimica) —

Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Rhodnius prolixus is one of the main vectors of Chagas disease. Chemical stimuli
trigger essential behaviors to their survival. The study of proteins involved in chemoreception
as odorant binding proteins (OBPs), may help in the development of new vector control
techniques. Thus, this work aimed at the functional characterization of R. prolixus OBPs,
using molecular biology and proteomics. The first step of this study involved the analysis of
17 OBPs expression profile in different tissues of adult insects through conventional PCR.
PCR revealed that 11 OBPs were expressed in all tissues, and 6 were antenna specific. The
analysis by gPCR showed that OBP6 and OBP13 genes were expressed in large amounts in
male and female insect antennae, suggesting that OBPs transport semiochemicals that induce
behaviors common to both sexes, such as the host seeking for a blood feed. Transcripts for
OBP17 and OBP21 genes were found in larger amounts in female insect antennae, indicating
that the proteins may be involved in the detection of oviposition pheromones. In contrast,
OBP26 and OBP27 genes were significantly expressed in male insect antennae, indicating
that the proteins are involved in the detection of sex pheromones. To test this hypothesis,
OBP27 was silenced using RNA interference and the phenotypic effects of this silencing were
evaluated by bioassays. Male insects treated with dsOBP27 showed a change in search and
identification behavior of female insects. Insects treated with dsSOBP27 moved more slowly
towards females and were 40% less time close to females compared to control (dsf-gal)
insects. The docking analysis showed that OBP27 binds to the putative sex pheromones
produced by the female’s metasternal glands. Therefore, associating the behavior data with
the docking analysis we conclude that OBP27 is the protein responsible for the identification
of pheromones. In parallel, the analysis of the phosphoprotein profile and the identification of
olfactory signaling pathways in R. prolixus were carried out. In 2-DE gel it was observed that
OBPs and other proteins from the antennae treated with phosphatase migrated to more basic
areas on SDS-PAGE, meaning changes in the isoelectric points (pls). Proteins were extracted
from the gels and trypsinized. The peptides were analyzed by nano LC-MS/MS and identified
in the Mascot program. Five OBPs and 1 CSP showed possible phosphorylated peptides.
Eight phosphorylated proteins involved in insect’s olfactory signal transduction pathways

were also identified. With these data it was possible to propose a model of the active OBPs



mechanism of binding and transport of odors through phosphorylation and dephosphorylation.
Thus, the association of different techniques allowed obtaining consistent conclusions on how
the process of R. prolixus olfaction occurs. In addition, the alteration of the female
identification capacity by the males, after OBP27 silencing, indicates that we can prospect

products to avoid mating and decrease the population density of this vector.

Key words: Rodnius prolixus. Odorant binding proteins. OBPs. RNAI. Phosphoproteome.
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1. INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma antropozoonose causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam acometidas
pela doenca em todo o mundo, principalmente na América Latina. A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) calcula que 25 milhGes de individuos correm o risco de contrair a doenca
(WHO, 2018) e, aproximadamente, 22.000 morrem anualmente nas Américas em decorréncia
de complicacGes causadas pelo T. cruzi. No Brasil a doenca de Chagas afeta mais de 1,3
milhdes de pessoas (DE FUENTES-VICENTE et al, 2018). Por muitas décadas a
tripanossomiase americana foi considerada estritamente rural. Atualmente, devido a
globalizacdo, ao éxodo rural, ao desmatamento e a urbanizacdo desordenada de areas de
floresta, a doenca se espalhou para regides ndo endémicas e para outros continentes (WHO,
2018).

A principal forma de transmissdo do T. cruzi é através das fezes de insetos conhecidos
popularmente por barbeiros, pertencentes a subfamilia Triatominae. As fezes sdo depositadas
préximas a regido da picada durante a alimentacdo sanguinea. O ciclo do T. cruzi no inseto
vetor e no hospedeiro vertebrado é complexo, passando por diversas transformacdes. Durante
a alimentacdo os barbeiros eliminam fezes contaminadas com tripomastigotas metaciclicos
infectantes, que entram na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado através do local da
picada ou acidentalmente quando o hospedeiro esfrega fezes contaminadas nas mucosas,
levando a infeccdo (Fig. 1). Os sintomas clinicos agudos surgem 5 a 14 dias ap6s a infeccao.
A doenga pode ser dividida em duas fases distintas: a aguda, que pode ser assintomética ou
apresentar manifestacGes leves e, a cronica que a longo prazo (10 a 15 anos) pode levar a
morte por complicacdes cardiacas e/ou digestivas (GALVAO, 2014).

Outras formas de contrair a doenca de Chagas incluem a transfusdo de sangue, o
transplante de drgdos e medula Gssea, a transmissdo congénita e, mais recentemente, a
contaminacéo oral através de alimentos (BERN, 2015). J& foram relatados diversos casos de
contaminacg&o oral pelo consumo de acai na Amazénia (VALENTE et al., 2006). No entanto,
0 inseto vetor ainda é importante para a transmissdo da doenca de Chagas. Estudos mostram
que os barbeiros séo atraidos pelo CO» produzido pelos frutos de acai, através de fermentacéo
espontanea em ambientes de microaerobiose (SECCADIO, 2013). Acredita-se que a
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contaminacdo oral seja causada por fezes de triatomineos no fruto ou por insetos
inadvertidamente esmagados durante o processamento (VALENTE et al., 1999).

Embora existam outras formas de transmissao da doenca, a contaminacdo através das
fezes de triatomineos ainda é responsavel pela manutencdo da tripanossomiase nas regioes
endémicas das Américas. Na natureza o ciclo bioldgico do protozoario entre triatomineos e
vertebrados de sangue quente ocorre naturalmente, explicando porque insetos recolhidos nas
areas endémicas sdo rotineiramente encontrados infectados pelo T. cruzi (Fig. 2) (PEREZ et
al., 2015; MINUZZI-SOUZA et al., 2016). Os diferentes meios de transmissdo contribuem
para um expressivo nimero de casos da doenca de Chagas nas Ameéricas (Fig. 2) (PEREZ et
al., 2015; DE FUENTES-VICENTE et al, 2018). O benznidazol é o farmaco de escolha para
0 tratamento inicial. A alta frequéncia diaria de administracdo do medicamento, o longo
periodo de tratamento, aliados aos efeitos colaterais, sdo fatores que contribuem para o
abandono da terapia. N&o existe perspectiva de uma vacina a curto prazo, portanto, a principal
forma de prevencdo, pelo menos nas areas endémicas, € através do controle das populagdes
dos triatomineos que se faz normalmente com a utilizacdo de inseticidas quimicos
(HASHIMOTO & SCHOFIELD, 2012).
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Stages in insect vector

Stagesiin\vertebrate host

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi. 1. O inseto vetor (fémea ou macho) pica um hospedeiro mamifero e ingere
tripomastigotas circulantes no sangue. 2. Tripomastigotas sanguineos. 3. Os tripomastigotas se transformam em
epimastigotas e alguns esferomastigotas. 4. Epimastigotas se multiplicam no intestino médio. 5. Os epimastigotas se
transformam em tripomastigotas metaciclicos no intestino posterior. 6. O inseto vetor libera tripomastigotas
metaciclicos nas fezes apds se alimentar em hospedeiro mamifero. 7. Forma tripomastigota metaciclica. 8. O
tripomastigota metaciclico infecta macrofagos. 9. O tripomastigota metaciclico se transforma em amastigota. 10.
Amastigota ¢ liberado do vacutolo parasitéforo. 11. Amastigotas se multiplicam no citoplasma. 12. Amastigotas se
transformam em tripomastigotas. 13. Tripomastigotas rompem as células. 14. Formas amastigotas e tripomastigotas.
15 (a) Tripomastigotas e (b) amastigotas infectam macrdfagos. No centro da figura, sdo observados os reservatorios
animais mais importantes envolvidos ha manutencdo do parasita no ambiente doméstico e peridomiciliar. Adaptado
de TEIXEIRA et al., 2012,
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Estimated number of T. cruzi-infected cases

Key: [ <900 900-89999 [ 90000-899999 ] 2900000 Officially no cases reported

Trends in Parasitology

Figura 2 - Distribuicdo global dos casos de doenca de Chagas, baseado em estimativas oficiais,
2006-2010. A migracdo global levou a um aumento da incidéncia da doenca de Chagas em todo o
mundo, dentro de regides anteriormente consideradas ndo endémicas para infeccdo. A propagagdo da
doenga de Chagas em todas essas areas pode ser problemética devido a presenca de vetores que podem
apoiar a transmissdo da doenca. Adaptado de PEREZ et al., 2015.
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1.2. RHODNIUS PROLIXUS

O R. prolixus pertence a subfamilia Triatominae, ordem Hemiptera e familia
Reduviidae. E considerado o principal vetor da doenca de Chagas na Colémbia, Venezuela e
certas areas da América Central (FITZPATRICK et al., 2008). Este inseto é o mais importante
vetor do T. cruzi na Colémbia, pois se adaptou com sucesso aos domicilios humanos (GUHL,
1999). A preferéncia por se alimentar de sangue de seres humanos, a alta suscetibilidade a
infecgdo pelo T. cruzi, o rapido ciclo de desenvolvimento e o curto tempo de defecacgéo séo
fatores que favorecem sua capacidade vetorial (ESCANDON-VARGAS et al., 2017).

O R. prolixus € um inseto hemimetabolo, apresentando uma fase de ovo, cinco
estadios imaturos (ninfas) e a fase adulta (Fig. 3). As ninfas sdo morfologicamente
semelhantes aos adultos, mas apresentam mudancas graduais no tamanho, ndo possuem asas
completas, o aparelho reprodutor ndo é totalmente desenvolvido e ndo tem maturidade sexual
(Fig. 3). Existe um ligeiro dimorfismo sexual, com os machos sendo menores que as fémeas.
O desenvolvimento embrionario leva em média 14 dias (28°C), enquanto os estadios de ninfa,
variam entre 3 e 4 semanas (NUNES-DA-FONSECA et al., 2016).

O inseto é hemat6fago durante todos os estadios de desenvolvimento, ninfas e adultos
se alimentam de sangue. A alimentacdo sanguinea é necessaria para a muda de cada um dos
cinco estadios ninfais, funcionando como fonte de proteina para que o inseto complete o seu
desenvolvimento e levando a um aumento significante no tamanho do corpo (BUXTON,
1930). O sangue também ¢é essencial para que as fémeas produzam ovos e, consequentemente,
para a fertilidade (VALLE et al., 1987; WHEELER, 2009).

Ao longo do século passado, o R. prolixus foi objeto de intensas investigacdes
cientificas que contribuiram para desvendar aspectos importantes sobre o metabolismo e a
fisiologia de insetos em geral (NUNES-DA-FONSECA et al., 2016). A escolha do R. prolixus
como modelo de estudos se reflete no fato desta espécie ser grande, de facil manipulacéo e as
col6nias de criacdo serem estabelecidas e mantidas de forma facil no laboratério, em relacéo a
outros triatomineos. Outro aspecto importante do uso deste inseto como modelo de estudo ¢ a
possibilidade de alimentar estes animais com dietas artificiais e/ou diretamente em
vertebrados, permitindo a manipulacdo da homeostasia celular, o estudo de diversas rotas
metabdlicas e o efeito de drogas (GARCIA et al., 2012; ESCANDON-VARGAS et al., 2017).
Em 2015, o genoma de R. prolixus foi finalmente disponibilizado (MESQUITA et al., 2015),
assegurando a ampliacdo dos estudos para outras areas do conhecimento. Estudos

comportamentais puderam ser associados a genes/proteinas olfativas e seus ligantes (odores),
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expandindo assim o conhecimento na &rea de ecologia quimica de triatomineos (OLIVEIRA
etal., 2017; FRANCO et al., 2016).

Ninfa 52 estadio Adulto

Ninfa N\ /
. Ninfa 42 estadio \
Ninfa Ninfa 32 estadio
SO
Ovos 12 estadio 22 estadio S

o Ny
Desenvolvimento Inicial e tardio o A ™ // W / =TS
inicial e tardio | Ve
S o3 /*\ N
J | \ /

N

Figura 3 — Ciclo de vida do R. prolixus. Os diferentes estagios de desenvolvimento do R. prolixus desde o ovo,
1° ao 5° estadio de ninfa até ao estagio adulto estdo assinalados na figura. Fonte: Foto de Rodrigo Nunes da
Fonseca.

1.3. CONTROLE POPULACIONAL DE TRIATOMINEOS

Uma das formas de reduzir a incidéncia da doenca de Chagas em &reas endémicas é
evitar o contato direto do inseto vetor com o ser humano. Atualmente, a reducédo da densidade
populacional de insetos vetores € feita através do controle quimico com o uso de inseticidas.
Para os triatomineos este controle € baseado, principalmente, na pulverizacdo de habitacdes e
locais de criacdo de animais domésticos com inseticidas. De fato, esta estratégia levou a
reducdo da distribuicdo geogréafica de triatomineos e, consequentemente, a interrupcdo da
transmissdo da doenca de Chagas em diversas areas das regides endémicas (MOUGABURE-
CUETO & PICOLLO, 2015).

Neste contexto, o primeiro inseticida utilizado para o controle de triatomineos foi o
organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT). Apesar de poderoso no controle de
populacdes de varias espécies de insetos, 0 DDT mostrou baixa eficacia contra triatomineos e
foi rapidamente descartado para o uso nestas populacdes. Desta forma, outros inseticidas
organoclorados foram considerados candidatos alternativos, como o lindano e a dieldrina. O
lindano foi usado em campanhas de controle de campo por varios anos, principalmente, na
Argentina e no Brasil, enquanto a dieldrina foi introduzida na Venezuela para o controle de R.
prolixus (DIAS et al., 2002). Inicialmente, as campanhas de controle nesses paises foram bem

sucedidas. No entanto, a alta estabilidade quimica (o agente fica muitos anos na natureza)
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associada aos potencias riscos toxicoldgicos e ecotoxicologicos dos inseticidas clorados,
levou a rapida substituicdo destes agentes por compostos menos toxicos (ZERBA, 1999).

O desenvolvimento de inseticidas piretrdides como deltametrina, alfacipermetrina,
betacipermetrina, entre outros, mudou drasticamente o cenario do controle de insetos.
Apontados como revolucionarios, 0s piretroides tinham a missao de controlar a populacdo de
insetos, pois tinham alta atividade inseticida, necessitavam de baixas taxas de aplica¢do, eram
seguros do ponto de vista toxicologico, e eram rapidamente degradados no ambiente
(ZERBA, 1999). No entanto, na ultima década, estudos mostraram que 0s triatomineos
conseguiram desenvolver resisténcia aos piretroides (MOUGABURE-CUETO & PICOLLO,
2015).

Desta forma, mudancas nas estratégias de controle devem ser aprimoradas. O manejo
integrado de pragas (MIP) é um sistema utilizado atualmente para o controle racional de
pragas na agricultura (ZARBIN & RODRIGUES, 2009). Este sistema preconiza a rotagéo de
principios ativos e uso de diferentes métodos de controle (ZARBIN & RODRIGUES, 2009).

Melhoria das habitaces humanas pode ser utilizada, por exemplo, como controle
fisico. Casas em condicOes precarias sdo locais propicios para o estabelecimento de coldnias
de insetos, mantendo assim a transmissdo domiciliar. Em 2000, SILVEIRA (2000) indicou
gue uma medida simples, como a substituicdo da cobertura de palha das casas infestadas por
R. prolixus (SILVEIRA, 2000), diminuiria a incidéncia da doenga.

Além disso, estratégias de controle sustentaveis devem ser incentivadas. Com isso
diminuiriamos o impacto do uso de inseticidas para o meio ambiente, refletindo diretamente
na melhoria da saude das populagcBes humanas rurais. Uma alternativa aos inseticidas
quimicos é o uso do controle bioldgico ou estratégias modificadoras de comportamento dos
insetos, como complemento ao controle quimico ou para substitui-lo totalmente. Uma
estratégia de controle bioldgico que tem recebido atencdo nos ultimos anos é o uso do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana no controle de triatomineos. Vérias cepas foram
avaliadas contra diferentes espécies de triatomineos, Triatoma infestans, T. sordida, R.
prolixus, Meccus pallidipennis) (LUZ et al. 1999, 2004; PEDRINI et al., 2009; FORLANI et
al.,, 2011; ZUMAQUERO-RIOS et al., 2014). Esta abordagem ja foi aplicada no
desenvolvimento de armadilha de atragdo. Uma formulagdo em p6 do fungo, combinado com
feromonios de agregacdo estdo presentes nas armadilhas. Os triatomineos sdo atraidos pelo
feromonio para a armadilha e ao mesmo tempo sdo infectados com o fungo, B. bassiana. A
infeccdo causada pelo fungo leva a morte dos insetos (PEDRINI et al., 2009; FORLANI et al.,
2015).
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As estratégias modificadoras de comportamento sdo amplamente utilizadas no MIP
(RODRIGUEZ-SAONA & STELINSKI, 2009; ZARBIN & RODRIGUES, 2009). Dentre
estas abordagens se destacam o0 uso de armadilhas que utilizam semioquimicos,
especificamente feromonios sexuais e volateis de plantas hospedeiras, como ferramentas para
atrair e manipular o comportamento destes insetos (RODRIGUEZ-SAONA & STELINSKI,
2009). Em triatomineos, o uso de volateis do hospedeiro vertebrado ou feromdnios sexuais
emanados pelas fémeas, pode ser utilizado para interferir no comportamento normal do inseto
e com isso controlar a densidade populacional em uma determinada area (LAZZARI &
LORENZO, 2009).

1.4. ASPECTOS COMPORTAMENTAIS E SEMIOQUIMICOS

Os insetos exercem suas relacBes ecoldgicas com o ambiente e com 0s outros
organismos de varias maneiras, sendo uma das mais importantes a comunicacdo por meio de
compostos quimicos (semioquimicos). A deteccdo destes compostos ocorre atraves da
modalidade sensorial denominada olfacdo. O processamento dos semioquimicos leva a uma
reacdo comportamental especifica. Quando os compostos sdo mediadores de comunicacdo
intraespecifica, ou seja, emissor e receptor do sinal quimico sdo da mesma espécie, este
semioquimico é denominado feroménio. Os feromdnios sdo divididos de acordo com a sua
funcdo em, feromdnio de alarme, sexual, de oviposicdo, de atracdo e agregacdo, entre outros
(ZARBIN & RODRIGUES, 2009). Quando o0s compostos quimicos intermedeiam
comportamentos de individuos de espécies diferentes, relacdo denominada de interespecifica,
estas substancias sao classificadas de aleloquimicos. Os aleloquimicos podem ainda ser
classificados em cairoménios, quando os compostos beneficiam o individuo receptor;
alomonios, quando os compostos beneficiam o emissor; e sinomdnios quando os dois séo
beneficiados (THOMAZINI, 2009; ZARBIN & RODRIGUES, 2009).

Assim como os demais insetos, o R. prolixus depende da olfacdo para sua
sobrevivéncia, pois a utiliza na deteccdo de sinais quimicos do hospedeiro para a busca de
alimento, na deteccdo de feromdnios sexuais para atrair o0 parceiro para a copula, na
percepcdo de feromonios de agregacdo, na localizacdo de sitios de oviposicdo e em
comportamentos de alarme (LORENZO FIGUEIRAS & LAZZARI, 2002; VITTA et al.,
2002; GUERENSTEIN & LAZZARI, 2009; PONTES, 2010).
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1.4.1. Deteccao de hospedeiros vertebrados

Insetos vetores de doencas utilizam pistas olfativas e de calor que evocam
comportamentos que estdo envolvidos no estabelecimento de sua capacidade vetorial. Dentre
estes, a propensdo para selecionar seres humanos para a alimentacdo sanguinea é
indiscutivelmente o mais importante desses comportamentos, na medida em que contribui
significativamente para a capacidade de transmitir patdégenos (ZWIEBEL & TAKKEN,
2004).

Estudos mostram que diferentes espécies de mosquitos vetores de doencas sdo atraidas
por uma série de volateis emanados pelo hospedeiro humano. O mosquito Aedes aegypti,
transmissor da dengue, Zika, febre amarela e chikungunya, é atraido por volateis como COg,
acido lactico e extratos etandlicos de residuos da pele (GEIER et al., 1996; ZWIEBEL &
TAKKEN, 2004). O vetor da malaria, Anopheles gambiae, é atraido por &cidos carboxilicos,
amonia e por compostos presentes no suor humano (KNOLS et al., 1997; BRAKS et al.,
2001). O mosquito Culex quinquefasciatus vetor da filariose, é atraido por uma mistura de
COg, acetona, 1-octen-3-ol e acido butirico (MBOERA et al., 2000).

Sinais olfativos, pistas térmicas, sentidos higricos (deteccdo de umidade do ambiente),
e visuais desempenham papéis importantes na orientacdo de R. prolixus para a deteccdo de
hospedeiros vertebrados (BARROZO et al., 2017). Odores sdo particularmente relevantes,
pois estdo envolvidos na busca do hospedeiro para alimentacdo. Diversos estudos revelaram
que R. prolixus e outros triatomineos sao atraidos por compostos exalados pelo hospedeiro
como, COg, acido lactico, acido piravico, nonanal, acido isobutirico, 1-octen-3-ol e aménia
(BARROZO et al., 2017). Este fato sugere que existe uma maquinaria complexa de
sinalizacdo celular envolvida no processamento de deteccdo de odores nesta espécie.
Certamente, estudar e compreender o processo de olfacdo em R. prolixus pode gerar
oportunidades para desenvolver métodos sustentaveis a fim de reduzir e/ou prevenir o contato
entre o inseto e o ser humano, diminuindo, desse modo, a transmissdo vetorial da doenca de

Chagas.

1.4.2. Detecgéo de feromonios sexuais

Varios estudos vém demonstrando que o comportamento sexual de R. prolixus machos
envolve a participacdo de feromonios sexuais produzidos pelas glandulas metasternais (GMs)
localizadas no metatorax ventral de fémeas adultas (PONTES et al., 2008, 2014; BOHMAN



28

et al., 2018). Odores de insetos fémeas originados de secrecfes da GM, quando detectados
pelos insetos machos, promovem mudangas no comportamento destes. Essas mudancas
incluem a saida dos abrigos, o aumento na frequéncia de inicio do voo, 0 aumento na
orientacdo durante a atividade locomotora, promovendo a agregacdo em torno de pares e
levando ao acasalamento (PONTES et al., 2014; BOHMAN et al., 2018). Os compostos mais
abundantes encontrados nas GMs de fémeas sdo: 2-butanona, 2-pentanona, (S)-2-butanol, 2-
metil-3-buten-2-ol, 3-metil-2-butanol, 3-pentanol, (S)-2-pentanol, (E)-2-metil-3-penten-2-ol,
2-metil-1-butanol e 4-metil-3-penten-2-ol (Fig. 4) (PONTES et al., 2008; VITTA et al., 2009).

Feromonios sexuais sdo amplamente utilizados em armadilhas para atragdo e captura
de insetos pragas, como o besouro Tribolium castaneum, a mariposa Spodoptera frugiperda e
a mosca Ceratitis capitata (TREMATERRA, 1997; ZARBIN & RODRIGUES, 2009). Um
estudo recente mostrou que machos de R. prolixus séo atraidos por uma mistura sintética de
feromonios de fémeas, sendo uma isca promissora que pode ser utilizada em armadilhas de
atragdo no campo (BOHMAN et al., 2018). Sendo assim, seria relevante estudar
genes/proteinas envolvidas na deteccdo destes feromoénios sexuais em R. prolixus, através da
identificacdo dos seus ligantes. A verificacdo do comportamento destes insetos diante do
silenciamento destes genes também é importante, pois interferir na detecgdo da fémea pelo
macho impediria a copula e, consequentemente, levaria a diminuigdo do numero de insetos

em determinada area.
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Figura 4 - Estruturas dos feromdnios mais abundantes das glandulas metasternais de fémeas de
R. prolixus. Adaptado de BOHMAN et al., 2018.

1.4.3. Comportamento de agregacao

Os triatomineos passam a maior parte de suas vidas escondidos em abrigos escuros e

estreitos. O comportamento de agregacao dentro desses micro-ambientes é induzido por sinais
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emitidos por suas fezes e por componentes cuticulares deixados no substrato do abrigo
(BARROZO et al., 2017).

Volateis presentes nas fezes de varias espécies de triatomineos (T. infestans, T.
brasiliensis e Panstrongylus megistus) sdo capazes de atrair insetos para os abrigos, imitando
o efeito de agregagdo. Estes compostos incluem substancias altamente volateis que sdo
subprodutos comuns do metabolismo microbiano, tais como &cidos graxos de cadeia curta,
um diol e uma amida (MOTA et al., 2014). Em R. prolixus foi relatada a agregacao induzida
por substancias presentes em suas fezes (SCHOFIELD & PATTERSON, 1977). Além disso,
respostas interespecificas também foram observadas, volateis oriundos da microbiota
intestinal, presentes nas fezes de R. prolixus, sdo capazes de induzir o comportamento de
agregacdo em T. infestans (LORENZO FIGUEIRAS & LAZZARI, 2002), o contrario ndo
ocorre.

A cuticula de T. infestans produz uma substancia quimica que impregna superficies e
provoca o comportamento de agregacgdo entre os individuos desta espécie. Este sinal constitui
uma marca de agregacdo que permanece em lugares anteriormente ocupados, denominado
footprint (LORENZO FIGUEIRAS & LAZZARI, 1998). Aparentemente, R. prolixus ndo
exibe resposta a sinais quimicos emitidos de sua prépria cuticula (LORENZO FIGUEIRAS &
LAZZARI, 2002). Além disso, o R. prolixus ndo entra em abrigos de T. infestans, pois ndo
responde aos sinais de agregacdo do Triatoma. Essa diferenca entre as espécies pode estar
relacionada com os seus tipos de habitats e hospedeiros. O R. prolixus vive em palmeiras,
associado a ninhos de aves, e 0 uso deste sinal pode ser menos importante na orientacao para
reflgios, pois a protecdo é relativamente préxima a fonte de alimento. Ao contrario do T.
infestans, que vive em habitats domésticos e 0s seus possiveis abrigos estdo presentes nas
paredes e tetos, ou seja, 0s insetos devem deslocar-se para encontrar um hospedeiro e retornar
a um local protegido, tornando o refugio relativamente longe da fonte de alimento
(LORENZO FIGUEIRAS & LAZZARI, 1998).

1.4.4. Localizacao de sitios de oviposi¢ao

A selecdo pelas fémeas de locais adequados para depositarem seus ovos &€ um fator
chave para a sobrevivéncia de seus imaturos (ovos, larvas ou ninfas). A determinacgéo do local
adequado para oviposicdo envolve a interpretacdo de uma série de mensagens quimicas e
olfativas (NAVARRO-SILVA et al., 2009).
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Mosquitos do género Culex depositam seus ovos em &gua suja, rica em matéria
organica, na qual suas formas larvais exploram os nutrientes para alimentacdo. Fémeas do
mosquito Culex colocam seus ovos em grupos de mais de 100 ovos, formando estruturas
chamadas “jangadas” que flutuam na superficie da &gua (SULLIVAN et al., 2014). As fémeas
gravidas de Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens e Cx. tarsalis sdo atraidas para os sitios de
oviposicdo pelo feroménio de oviposicdo de mosquito (MOP). O MOP é produzido nas
jangadas de ovos induzindo, nas fémeas gravidas, 0 comportamento de oviposicdo (BRUNO
& LAURENCE, 1979; LAURENCE & PICKETT, 1982; SULLIVAN et al., 2014).

As fémeas de R. prolixus possuem o comportamento de ovipor e aderir seus ovos a um
substrato como as penas de aves, sugerindo que a selecdo de um local adequado para a
oviposicdo esta relacionada a disponibilidade de uma fonte de alimento. As ninfas de
triatomineos que eclodem dos ovos necessitam se alimentar de sangue. Estudos mostraram
que odores naturais do hospedeiro, como aqueles liberados pelas penas de galinhas,
estimulariam o comportamento de oviposi¢do nesta espécie (SCHILMAN et al., 1996;
GUIDOBALDI & GUERENSTEIN, 2015). Portanto, o odor do hospedeiro orienta o R.
prolixus na busca de locais adequados para a oviposicdo (GUIDOBALDI & GUERENSTEIN,
2015).

1.4.5. Feromonios de alarme

Insetos adultos perturbados mecanicamente liberam um odor pungente que funciona
como um feroménio de alarme (BARRETT, 1976; KALIN & BARRET, 1975; WARD, 1981;
MANRIQUE et al., 2006). Em R. prolixus este odor é produzido por um par de glandulas
situadas no metatorax dorsolateral, denominadas glandulas de Brindley (GBs) (PATTENDEN
& STADDON, 1972; PONTES, 2010), que estdo presentes exclusivamente em insetos
adultos. O feromdnio de alarme de triatomineos é uma mistura complexa de volateis que varia
de acordo com as espécies (GUERENSTEIN & GUERIN, 2004). O acido isobutirico é o
principal componente do feromonio de alarme em todas as espécies estudadas que possuem as
GBs funcionais, esta substancia teria funcdo de defesa, agindo contra possiveis predadores
(SCHOFIELD, 1979). Outros acidos carboxilicos de cadeia curta, como &cido butirico e 2-

metil-butirico também séo encontrados em secre¢des das GBs (BARROZO et al., 2017).



31

1.5. OLFACAO EM INSETOS
1.5.1. Sensilase antenas

O sistema sensorial de insetos € composto por um grande numero de pequenas
estruturas quitinosas denominadas sensilas, onde se localizam 0s neurbnios sensoriais
olfativos (NSOs) (GUIDOBALDI et al., 2014). As sensilas olfativas estdo localizadas na
superficie de antenas e palpos maxilares, enquanto as sensilas gustativas estdo localizadas nas
pecas bucais (palpos labiais e probdscides, um apéndice tubular sugador de alimentos), pernas
e asas (DE BRUYNE & BAKER, 2008; GUERENSTEIN & HILDEBRAND, 2008;
NICHOLS & VOGT, 2008; SPARKS et al., 2015), mas também é possivel encontra-las em
outras partes do corpo de algumas espécies de insetos (CATALA, 1995). As sensilas abrigam
0s neurdnios sensoriais olfativos (NSOs). Varias células epidérmicas especializadas (células
acessorias) embainham os neurdnios nas sensilas (LORENZO & MELO, 2012).

Em triatomineos a olfacdo ocorre nas antenas, o principal 6rgdo sensorial responsavel
pela deteccdo de moléculas quimicas presentes no ar. As antenas de R. prolixus se localizam
proximas ao apice da cabeca, inseridas no tubérculo antenifero. Sdo divididas em trés
segmentos: escapo, pedicelo, e dois flagelomeros, flagelo proximal e flagelo distal (Fig. 5).
As sensilas olfativas sdo encontradas apenas nos flagelémeros distais e proximais e,
dependendo da espécie, também no pedicelo (BARROZO et al., 2017). As sensilas possuem
multiplos poros e o interior da antena é preenchido pela linfa sensilar. Trés tipos de sensilas
olfativas foram descritas no flagelo de diferentes espécies de triatomineos: basiconicas
(paredes finas), tricdides (paredes grossas) e caéticas (parede dupla) (WIGGLESWORTH &
GILLET, 1934; CATALA, 1994; MAY-CONCHA et al., 2016).

flagelo distal |

e —
S S

B
flagelo proximal \f//
V4

/)
/

pedicelo / /

i

escapo

Figura 5 — Morfologia das antenas de R. prolixus. (A) Vista ventral da cabega de R. prolixus. As sensilas podem
ser vistas distribuidas por toda a antena. Adaptado de OTALORA-LUNA, 2005. (B) Segmentos da antena de um
triatomineo. lustracéo de OTALORA-LUNA, 2007. Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Antena-triatomine.PNG.
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1.5.2. Visao geral da recepcao de odores

A sinalizacgdo olfativa envolve uma série de proteinas, que incluem proteinas ligadoras
de odor (OBPs), proteinas quimiossensoriais (CSPs), receptores olfativos (ORs), receptores
ionotropicos (IRs) e enzimas degradadoras de odor (ODEs). A olfagdo se inicia quando
moléculas de odor presentes no ambiente externo entram pelos poros das sensilas (Fig. 6). As
moléculas de odor sdo geralmente hidrofdbicas, e quando atingem o interior aquoso das
sensilas precisam ser solubilizadas e transportadas do ambiente externo até a membrana
quimiossensivel dos NSOs. Esta tarefa € realizada por pequenas proteinas sollveis,
encontradas em alta concentracdo na linfa sensilar, as OBPs e as CSPs. Estas proteinas
transportam semioquimicos através da linfa sensilar até os ORs presentes na membrana dos
NSOs (Fig. 6) (BRITO et al., 2016; PELOSI et al., 2018).

Os ORs de insetos sdo proteinas com sete dominios transmembranares, mas em
contraste com as proteinas GPCR (receptores acoplados a proteina G) de vertebrados, sua
topologia é invertida, com o N-terminal intracelular e o C-terminal extracelular (CAREY &
CARLSON, 2011; WICHER, 2014). Os ORs funcionam como um complexo heteromérico
formado por um OR responsavel pela ligagdo ao composto quimico (OR-X), e um coreceptor
olfativo (Orco) obrigatério (BENTON et al., 2006). A sequéncia primaria de aminoacidos do
Orco é conservada entre as diferentes espécies de insetos apresentando em torno de 94% de
similaridade (STENGL & FUNK, 2013). Em contraste, ORs convencionais apresentam pouca
ou nenhuma similaridade em suas sequencias primarias, comparando os diferentes ORs dentro
de uma mesma espécie ou entre espécies diferentes. Isso reflete a especificidade de cada
receptor ao seu ligante e a sua funcdo em diferentes espécies de insetos (CAREY &
CARLSON, 2011). Curiosamente, o Orco € expresso na maioria dos NSOs, enquanto 0s ORs
sdo expressos apenas em subconjuntos especificos de NSOs (NAKAGAWA et al., 2005;
CAREY & CARLSON, 2011). Acredita-se que o complexo OR+Orco atue em conjunto para
formar um canal i6nico ndo seletivo, dependente de ligante (SPARKS et al., 2015)
responsavel pela transducdo do sinal olfativo (Fig. 6).

A ligacdo do odor ao OR desencadeia o inicio da sinalizacdo olfativa (Fig. 6). A
informacdo periférica, formada pela apresentacdo do odor pela OBP ao complexo OR<Orco é
propagada pelo axdnio do NSO, chegando a regido glomerular do lobo antenal. Em seguida,
neurbnios de segunda ordem, presentes no lobo antenal, propagam a informacdo até uma
regido denominada de corpo de cogumelo, onde finalmente a informacao é processada Figura
7(Fig. 7) (GUIDOBALDI et al., 2014). Apos a transducéo do sinal olfativo, o complexo OBP-
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odor é degradado por ODESs ou por mecanismos rapidos de inativacdo ainda ndo identificados
que podem ocorrer antes da degradagdo (Fig. 6) (ISHIDA & LEAL, 2005; LEAL, 2012;
SAKURAI et al., 2014).
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Figura 6 - Representacdo esquematica do mecanismo de olfagdo em insetos. Uma vez que
moléculas de odor entram pelos poros das sensilas, se ligam e sdo solubilizados pelas OBPs,
transportados através da linfa sensilar e finalmente atingem os dendritos sensoriais, onde ativam ORs
ligados & membrana. A transducdo do sinal evoca uma resposta comportamental ao estimulo
detectado e odores dispersos sdo rapidamente degradados. Adaptado de BRITO et al., 2016.
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Figura 7 - Visdo anterior do cérebro de um inseto adulto mostrando as vias olfativas. Esquerda: os
neurdnios sensoriais olfativos (NSOs) estdo localizados dentro das sensilas nas antenas e pec¢as bucais
(ndo mostradas). Os ax6nios dos NSOs projetam, via nervo da antena (AN), para glomérulos esféricos
no lobo antenal (AL), onde fazem sinapse com interneurdnios (LNs) e neurénios de projecdo (PNs).
NSOs expressando 0 mesmo receptor olfativo projeta-se para 0 mesmo glomérulo (por exemplo,
neurdnios a) enquanto NSOs que expressam outros receptores projeta-se para outros glomérulos (por
exemplo, neurdnios b, c). Direita: LNs e PNs projetam a partir de corpos celulares localizados em um
dos vérios aglomerados de células do lado de fora da massa glomerular. Os LNs sdo multiglomerulares
e limitados ao AL. PNs sdo uni ou multi-glomerulares e projetam-se para fora, para o protocerebrum
lateral (LPC) e corpos de cogumelo (MB). Adaptado de GUIDOBALDI et al., 2014.
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1.5.3. Sinalizagéo olfativa

Apos a ligacdo do semioquimico ao complexo heteromérico OR+Orco, inicia-se a via
de transdugdo do sinal olfativo, na qual a informacdo quimica da molécula de odor é
convertida em sinais elétricos nos NSOs. Diversos estudos mostram que a sinalizagdo olfativa
em insetos pode ocorrer por diferentes mecanismos.

No modelo classico o OR funciona como uma GPCR, com ativacdo de uma cascata
mediada por segundo mensageiro. A estimula¢do do OR por um odor ativa uma proteina G
que por sua vez ativa a fosfolipase C (PLC), que leva a um aumento de inositol trifosfato
(IP3) e DAG (diacilglicerol). O aumento de IP3 ativa um canal de Ca?* dependente de IP3
fazendo com que os niveis intracelulares de Ca®" aumentem, ativando canais de cations
dependentes de Ca?* que conduz a uma corrente de transducéo (Fig. 8A) (STENGL & FUNK,
2013; SAKURAI et al., 2014).

Em um modelo alternativo, 0 OR formaria um complexo heteromérico com o Orco,
gerando um canal iénico induzido pela ligacdo do OR ao odor. O canal formado conduziria a
um influxo de cétions, levando a transducéo do sinal olfativo (Fig. 8B) (SAKURALI et al.,
2014; SPARKS et al., 2015). Neste modelo ndo ha evidéncias de participacdo da cascata
mediada por proteina G e nem de segundos mensageiros (SMART et al., 2008).

Outro modelo sugere que o Orco em si seria um canal de cations e que este canal seria
ativado por duas vias diferentes. Na primeira via (rapida, ionotrépica) o odor ativaria o OR,
que por sua vez ativaria diretamente o canal do Orco. Na segunda via (lenta, metabotropica) a
ativacdo do OR resultaria na ativacdo de uma cascata envolvendo uma proteina G e uma
adenilato ciclase (AC). Esta ativacdo resultaria em um aumento da concentracdo de AMPCc,
que provocaria a ativacdo do Orco (Fig. 8C) (WICHER et al., 2008; SAKURAI et al., 2014).

A fosforilagdo do Orco por uma proteina quinase C (PKC), ativada por segundos
mensageiros, poderia melhorar a resposta a odores, sugerindo que o sistema de segundo
mensageiro modularia as respostas a odores atraves da fosforilagdo do Orco (WICHER et al.,
2011). Estudos adicionais sdo necessarios para construir um consenso sobre o papel das vias
envolvendo cascatas mediadas por proteina G e segundo mensageiro na recepcao de odores

em insetos.
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Figura 8 - Mecanismos propostos para a transduc¢do de sinal olfativa de insetos. (A) Modelo cléssico da
transducdo olfativa de insetos que envolve uma proteina G mediada pelo caminho PLC-IP3 (B) Modelo
alternativo em que o receptor olfativo (OR) forma um canal de cations heteromérico ndo-seletivo com uma
proteina da familia Orco, que é ativado pela ligacdo do odor. (C) Modelo alternativo postulando duas vias,
ambas dependem da funcéo de canal de cétions do Orco. A via ionotropica envolve a ativagdo direta do Orco por
um OR ativado por um ligante, induzindo um influxo de cation rapido, porém transitério. A via metabotropica é
acoplada a proteina G e induz uma corrente de cations lenta, porém prolongada. Adaptado de SAKURAI et al.,
2014.
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1.5.4. Proteinas ligadoras de odor (OBPs)

As OBPs sdo uma familia multigénica de proteinas hidrofilicas com caracteristicas
acidas. Sdo o elemento mais importante do sistema olfativo de um inseto, pois realizam o
primeiro contato entre os odores do meio exterior com o interior das sensilas, transportando as
moléculas de odor até os NSOs (WOJTASEK et al., 1999; BREZOLIN et al., 2018). As OBPs
sdo sintetizadas pelas células acessorias e sdo secretadas na linfa sensilar (BRITO et al.,
2016).

1.5.4.1. Estrutura de OBPs

As OBPs de insetos sdo proteinas pequenas, com peso molecular entre 14-30 kDa
(130-140 residuos) (PELOSI et al., 2006; LEAL, 2012). OBPs sdo extremamente divergentes
em suas sequéncias de aminoacidos entre membros da mesma espécie, bem como entre
espécies diferentes, com até menos de 10% de similaridade (PELOSI et al., 2014).

A Figura 9 apresenta 0 modelo da estrutura tridimensional de duas OBPs classicas de
insetos: HarmOBP7 de Helicoverpa armigera, que foi construido sobre a estrutura cristalina
da OBP1 de An. gambiae (SUN et al., 2013). As OBPs classicas possuem um padrdo de 6
cisteinas conservadas em sua sequéncia de aminoacidos (Fig. 9) e sao formadas por 6 a-
hélices ligadas por 3 pontes dissulfeto em um padrdo especifico C1-X25-30-C2-X3-C3-
X36—42-C4-X8—14-C5-X8-C6 (XU et al., 2003), montadas em uma estrutura compacta (Fig.
9) (PELOSI et al., 2014).

Além disso, OBPs com variados nimeros de cisteinas tem sido relatadas em diferentes
espécies de insetos: Minus C OBPs (menos de seis cisteinas), Plus C OBPs (oito cisteinas e
uma prolina conservada), OBPs atipicas (nove a dez cisteinas) e dimeros de OBPs (dois
dominios de OBPs fusionados) (XU et al., 2005; PELOSI et al., 2006; VIEIRA et al., 2012).
As OBPs podem ser divididas em duas subfamilias: proteinas ligadoras de feroménios
(pheromone binding proteins - PBPs) e OBPs gerais (LEAL et al., 1995).

OBPs possuem afinidade por odores, geralmente hidrofobicos, que se acoplam ao
interior hidrofobico da proteina denominado binding pocket (Fig. 9) (VOGT & RIDDIFORD,
1981; PELOSI et al., 2006; SUN et al., 2013). Diferentes estudos mostraram que o binding
pocket possui um grande numero de residuos hidrofébicos envolvidos na interacdo com
ligantes especificos (Fig. 9) (SUN et al., 2013; ISHIDA et al., 2014; PELOSI et al., 2014;
PELOSI et al., 2018).
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Figura 9 - Modelo tridimensional da HarmOBP7 de H. armigera. O modelo foi construido sobre a
estrutura cristalina da OBP1 de An. gambiae (acc. 3 n7 hB). No alinhamento das duas proteinas, as cisteinas
s8o destacadas em amarelo, residuos comuns em azul claro. Residuos que fazem parte do binding pocket
estdo em fonte vermelha e s&o rotulados no modelo da HarmOBP7. Trés residuos de fenilalanina e quatro de
leucina estdo dentro do binding pocket, de acordo com a afinidade desta proteina para compostos

hidrofobicos. Adaptado de SUN et al., 2013.
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1.5.4.2. Funcéo das OBPs

Estudos recentes indicam que as OBPs sdo importantes no reconhecimento de
moléculas olfativas e podem detectar e distinguir diversos odores especificos, como
feroménios ou moléculas de odor do hospedeiro (XU et al., 2005; BIESSMANN et al., 2010;
HE et al., 2011; PELLETIER et al., 2010). Com base em analises de PCR quantitativo,
estudos mostraram que genes de OBPs sdo expressos majoritariamente nas antenas (GU et al.,
2011a; HE et al., 2011; YUAN et al., 2015). No entanto, algumas OBPs também séo
expressas em outros 6rgaos, como pernas, cabegas, 0rgaos gustativos e intestino, o que sugere
que estas proteinas podem estar associadas com outras funcées além do transporte de odores
(KITABAYASHI et al., 1998; SHANBHAG et al., 2001; JEONG et al., 2013; RIBEIRO et
al., 2014). Dessa forma, as OBPs expressas exclusivamente em 6rgdos olfativos, como as
antenas, por exemplo, sdo consideradas OBPs verdadeiras, cuja principal fungdo é o
transporte de moléculas de odor (LEAL, 2006).

O genoma de R. prolixus descreveu 27 genes candidatos a OBPs (MESQUITA et al.,
2015). Em seguida, o mapeamento protedmico das antenas de adultos identificou 17 OBPs
(OLIVEIRA et al, 2017). Portanto, dos 27 genes OBPS candidatos, pelo menos 17 podem
estar sendo transcritos nas antenas, sugerindo que estas proteinas transportem odores. No
entanto, as funcdes e os ligantes especificos das OBPs de R. prolixus ainda ndo sdo
conhecidos.

A caracterizacdo das funcdes das OBPs é feita por diferentes metodologias. Por
exemplo, a identificacdo dos ligantes é baseada em expressao heter6loga e ensaios de binding
utilizando sondas fluorescentes (HE et al., 2010; GU et al., 2011b; YIN et al., 2015). Estudos
também utilizam a técnica de RNAI para silenciar OBPs e detectar os seus ligantes por

eletroantenograma ou ensaios comportamentais (PELLETIER et al., 2010; HE et al., 2011).

1.5.4.3. RNA.i e proteinas ligadoras de odor

A técnica de RNA de interferéncia (RNAI) pode ser utilizada para analisar o papel das
OBPs na deteccdo de moléculas de odor. A inativagcdo de genes por delecdo genética ou por
bloqueio da traducdo de seus transcritos (silenciamento) constitui uma estratégia
extremamente importante tanto para atribuir fungdo aos genes como para mapear a inter-
relacdo dos diferentes componentes das vias regulatorias intracelulares. Esta técnica consiste

no silenciamento génico pods-transcricional atuando sobre o RNA mensageiro (RNAm),
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iniciado pela introducdo de RNA dupla-fita (dsSRNA) em uma célula (FIRE et al., 1998). Apds
ser introduzido no organismo, a molécula de dsSRNA é reconhecida e clivada pelo complexo
enzimatico Dicer para produzir pequenos fragmentos de RNA (small interfering RNAs -
siRNAs). Estes interagem com o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Uma
helicase presente no complexo abre a dupla-fita dos siRNAs, de forma que a fita antisenso do
duplex guia o complexo até o RNAm alvo. Uma endorribonuclease, também presente no
complexo, cliva o referido RNAm, degradando-o e, consequentemente, ocorre o0
silenciamento (MARTINEZ et al., 2002).

A técnica de RNAI foi utilizada com sucesso em diversos estudos para interferir no
processo de olfagdo de insetos e identificar fungbes de OBPs na discriminacdo de odores
(BIESSMANN et al., 2010; PELLETIER et al., 2010; HE et al., 2011; SWARUP et al., 2011;
DENG et al., 2013; LI et al., 2016; SHORTER et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Estes
estudos verificaram os efeitos fenotipicos do silenciamento medindo as respostas
eletrofisioldgicas das antenas a determinados semioquimicos para, desta forma, identificar os
ligantes das OBPs (BIESSMANN et al., 2010; PELLETIER et al., 2010; ZHANG et al.,
2016). Além da identificacdo dos ligantes é importante observar 0s impactos que o
silenciamento pode causar no comportamento do inseto. Nesse contexto, diversos estudos
verificaram os efeitos comportamentais desencadeados pelo silenciamento de OBPs utilizando
ensaios comportamentais (HE et al., 2011; SWARUP et al., 2011; DENG et al., 2013; LI et
al., 2016; SHORTER et al., 2016).

1.5.4.4. Modelos propostos dos mecanismos de acdo de OBPs de insetos

As OBPs se ligam a diferentes classes de odores especificos que induzem diferentes
respostas comportamentais. Os odores sdo moléculas volateis de diversas naturezas quimicas,
como por exemplo, compostos aromaticos heterociclicos: indol (feromdnio de oviposi¢do em
mosquitos - BIESSMANN et al., 2010); alcoois: bombicol (feroménio sexual de bicho-da-
seda - KAISSLING & KASANG, 1978); aminas: 3-metilindol (feromonio de oviposi¢édo em
mosquitos - PELLETIER et al., 2010); aldeidos: nonanal (feromonio de oviposicdo em
mosquitos; odor do hospedeiro - PELLETIER et al., 2010; LEAL et al., 2017).

Os odores se ligam as proteinas transportadoras, com alta afinidade, de maneira
reversivel e com varios graus de especificidade através de pelo menos trés modos distintos de
acao, porém estes mecanismos ndo sao conclusivos (Fig. 10) (PELOSI et al., 2006; SPARKS

et al., 2015; BRITO et al., 2016). Na mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster, o complexo
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OBP-odor pode provocar diretamente a ativacdo do OR (Fig. 10) (XU et al., 2005;
LAUGHLIN et al., 2008). Este modelo € controverso e foi contestado por um estudo recente
(GOMEZ-DIAZ et al., 2013). Em mariposas, as OBPs dependem de uma a-hélice ativada por
pH para ejetar o odor do binding pocket (Fig. 10) (WOJTASEK et al., 1999; HORST et al.,
2001). Em um terceiro mecanismo, descrito em mosquitos, as OBPs se ligam aos odores em
pH neutro ou elevado e o ligante é coberto por um “loop” do C-terminal que atua como uma
"tampa" (Fig. 10) (WOGULIS et al, 2006). A superficie da membrana em torno do receptor
olfativo é descrita como carregada negativamente, o que induz a uma diminui¢do do pH em
torno desta regido (KEIL, 1999). Quando o complexo OBP-odor atinge a membrana do
dendrito do NSO, onde o pH esta mais baixo, a OBP muda de conformacéo, levando a
extremidade C-terminal a se afastar da cavidade de ligacdo e, portanto, "a abertura da tampa",
liberando o odor que em seguida se liga a0 OR e, assim, desencadeia-se uma cascata de
sinalizacdo que resulta na transducéo do sinal quimico (Fig. 10) (LEAL 2005; PELOSI et al,
2006; LEAL 2013; GUIDOBALDI et al., 2014; MANOHARAN et al., 2014; SUH et al.,
2014).

Diante do exposto, pode-se concluir que o modo de acdo de OBPs ainda é uma questéo
em debate e apresenta caracteristicas especificas dependendo da espécie. Outro mecanismo
discutido em animais é a fosforilacio de OBPs. A fosforilagdo pode servir como um
interruptor molecular para o controle da ligacéo e a liberacdo de odores.
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Figura 10 — Modelos do mecanismo de acdo de OBPs de insetos. Na mosca-da-fruta, D. melanogaster, o complexo
OBP-odor ativa diretamente o receptor olfativo. Em mosquitos, a molécula de odor é coberta por um “loop” do C-
terminal que atua como uma “tampa”. Quando este complexo chega a regido perto do neurbnio, a OBP muda de
conformag@o induzida pela queda do pH e dessa forma libera o odor. J& as OBPs de mariposas dependem de uma o-
hélice ativada por pH baixo para ejetar o odor. Adaptado de SUH et al., 2014.

1.6. IDENTIFICACAO DE OBPS FOSFORILADAS POR FOSFOPROTEOMICA

A fosforilacdo € uma modificacdo pds-traducional envolvida em diversos mecanismos
regulatérios em células eucarioticas, tais como regulacdo da expressdo de genes, divisdo
celular, transducdo de sinal, metabolismo, diferenciagdo e apoptose, que séo regulados pela
interacdo de proteinas quinases e fosfatases. A fosforilagdo de serina, treonina e tirosina
permite a modificacdo de determinadas funcGes das proteinas. A identificacdo de
fosfoproteinas pode ser realizada por diversas tecnologias. A espectrometria de massas (MS)
de fosfopeptideos, obtidos a partir da digestédo triptica de proteinas, tornou-se uma ferramenta
poderosa para caracterizacdo de fosfoproteinas, por ser um método sensivel e por permitir a
identificacdo de sitios de fosforilagdo especificos (TICHY et al., 2011; LIU et al., 2014;
SOLARI etal., 2015).

Apesar da espectrometria de massas de fosfopeptideos ser uma técnica extremamente
sensivel e permitir a detecg@o de fosfopeptideos presentes em baixos niveis, a identificacao de
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fosfopeptideos ainda é uma tarefa dificil, pois estdo presentes em baixa abundéancia e suas
isoformas ndo fosforiladas estdo presentes em quantidades muito maiores dentro da célula.
Além disso, devido aos fosfatos serem carregados negativamente, a ionizacao durante a MS ¢
insuficiente e com isso as espécies fosforiladas sdo pouco detectadas (FILA & HONYS, 2012;
BELTRAN & CUTILLAS, 2012).

Dessa forma, para aumentar o numero de fosfoproteinas identificadas por MS é
preciso realizar o enriquecimento dos fosfopeptideos. O enriquecimento consiste em remover
proteinas ou peptideos ndo fosforilados das amostras, para enriquecer as isoformas
fosforiladas antes da MS. Uma infinidade de técnicas de enriquecimento de fosfoproteinas
tem surgido nos ultimos anos e tém sido fundamentais para o desenvolvimento e sucesso da
fosfoprotedmica (DUNN et al., 2010; BELTRAN & CUTILLAS, 2012). Estas técnicas
podem ser divididas em dois grupos: aqueles que executam o enriquecimento no nivel de
proteina, ou seja, que é feita com a proteina inteira e aqueles que enriquecem fosfopeptideos
apos a digestdo de proteinas com proteases. A maioria das estratégias de enriquecimento sao
baseadas em modificacGes quimicas, cromatografia de afinidade para capturar peptideos e
proteinas contendo grupos fosfato carregados negativamente em uma matriz carregada
positivamente, ou por imunoprecipitacdo utilizando anticorpos especificos para fosforilacdo
(DUNN et al., 2010; LEITNER et al., 2011; BELTRAN & CUTILLAS, 2012).

H& um namero limitado de relatos que descrevem modificacfes pos-traducionais de
OBPs (NAGNAN-LE MEILLOUR et al., 2009; BRIMAU et al., 2010; RAJKUMAR et al.,
2010, 2011). Estudos em mamiferos baseados em espectrometria de massas mostraram a
presenca de fosforilagdo em OBPs recombinantes, identificadas na mucosa nasal de suinos
(NAGNAN-LE MEILLOUR et al., 2009; BRIMAU et al., 2010) e na glandula prepucial de
ratos (RAJKUMAR et al., 2011). Além disso, ensaios de ligacdo com ferom6nios mostraram
que existem diferencas na especificidade de ligacdo de OBPs recombinantes quando sofrem
fosforilagcdo, sugerindo que esta modificacdo pode ter um papel na determinacdo da
especificidade de ligacdo de OBPs a moléculas de odor (BRIMAU et al., 2010). Em insetos,
foi identificada uma forma fosforilada da GP-9, uma proteina ligadora de feroménio nas
antenas da formiga-de-fogo, Solenopsis invicta (LEAL & ISHIDA, 2008).

Estes estudos indicam que a fosforilagdo pode atuar como um mecanismo de regulacéo
de OBPs, ativando ou desativando estas proteinas. Além disso, a fosforilagdo pode estar
envolvida no aumento da especificidade das OBPs a odores ou na interagdo das OBPs com
ORs. Embora OBPs fosforiladas tenham sido identificadas em diferentes organismos, ndo ha

um modelo descrito na literatura do mecanismo de agdo de OBPs por fosforilagao.
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Né&o existem relatos na literatura sobre a caracterizacdo de OBPs de R. prolixus. Dessa
forma, é necessario que as proteinas olfativas deste inseto sejam estudadas, pois 0s sistemas
sensoriais desencadeiam comportamentos essenciais para sua sobrevivéncia. Além disso, este
inseto € um importante vetor da doenca de Chagas. Diante da alta morbidade e mortalidade da
doenca de Chagas, da auséncia de vacina contra esta doenca e da ineficcia e toxicidade de
inseticidas quimicos, é preciso que seja feito o controle deste vetor de forma mais eficaz. A
investigacdo das funcGes de proteinas olfativas de R. prolixus, pode levar ao desenvolvimento
de atrativos e repelentes eficazes e praticos para manipular o comportamento deste inseto e
que possam, portanto, diminuir o contato do inseto com o hospedeiro humano e assim

prevenir a transmisséo da doenca de Chagas.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi a caracterizagdo molecular, funcional e estrutural da

OBP27 e a fosfoprotebmica das antenas do vetor da doenca de Chagas, R. prolixus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Andlise da expressdo do RNAm das 17 OBPs identificadas no proteoma das antenas
de R. prolixus, em diferentes 6rgaos de insetos machos e fémeas adultos.

e Silenciamento do gene OBP27 por RNA de interferéncia.

o Verificagdo do fenotipo do silenciamento através de bioensaios de atratividade.

e Predicdo do modelo 3D e projecéo in silico da funcdo da OBP27.

¢ Identificacdo de proteinas fosforiladas envolvidas nas vias de sinalizacdo olfativa nas

antenas de R. prolixus.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MANUTENCAO DOS INSETOS

Os insetos R. prolixus foram criados no Laboratério de Bioquimica de Insetos do
Instituto de Bioquimica Médica na Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde eram
mantidos a 28°C e 70-75% de umidade relativa, sob fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de
escuro. Neste trabalho foram utilizados machos e fémeas adultos, e machos ninfas de 5°
estadio (N5). A alimentacdo sanguinea dos insetos foi feita diretamente na orelha de coelhos,
em intervalos regulares de 21 dias para os adultos e intervalos variados de 3 a 5 semanas para
as ninfas do primeiro ao quinto estddio de desenvolvimento. O RNA de machos e fémeas
adultos foi extraido 3 dias apds a alimentagdo. Nos experimentos de silenciamento, machos
N5 ndo alimentados, foram injetados com dsRNA (dsOBP27 ou dsf-gal) e foram alimentados
com sangue de coelho sete dias ap06s o tratamento. Foram aguardados 21 dias até a completa

ecdise das ninfas. Ap6s a muda, os machos adultos e virgens foram utilizados nos bioensaios.

3.2. PROTOCOLO DE BIOETICA

Todos os protocolos de cuidado e experimentacdo animal foram conduzidos seguindo
as diretrizes da Comissdo de Avaliacdo do Uso de Animais em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (CAUAP), baseados no Guia do Instituto Nacional de Salde e Uso
de Animais de Laboratério (ISBN0-309-05377-3). Os protocolos foram aprovados pela
CAUAP, sob o nimero de registro CEAU-UFRJ#1200.001568/2013-87, 155/13. Os coelhos
foram criados por técnicos da UFRJ, sob-rigidas diretrizes para garantir o manejo cuidadoso e

consistente dos animais.

3.3. DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

As sequéncias dos 17 genes OBPs selecionados para este estudo foram obtidas no
banco de dados do genoma de R. prolixus (https://www.vectorbase.org/organisms/rhodnius-
prolixus). Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta

OligoPerfect™ Designer — Thermo Fisher Scientific e estéo listados na Tabela 1.



46

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR, gPCR e RNAI.

Tamanho
Nome do gene do
/VectorBase Primer Sequéncia TmeoC -
D amplicon
(bp)
RproOBP1 Senso CCGCCACACAAAGCCCTG 631 149
RPRC010284 Antisenso GACACATTCCAGCAAACACCTT '
RproOBP6 Senso GCACAAATGAAACAGGCGATGAA 631 147
RPRC004413 Antisenso GCCCATAATACAGCCTAAGTAGCA '
RproOBP7 Senso AAAGAAATGCCAACAACTTTCCA 60.8 138
RPRC000311 Antisenso GCTGCTCCAATCATCAATCCA '
RproOBP11 Senso GCAGCACTAAGCACCATTTATC 60.0 141
RPRC004408 Antisenso AATCTACTCTCCCATCAACGAG '
RproOBP12 Senso ATGGCAAACCATGTGTAGAGG 60.9 135
RPRC000492 Antisenso CCAATTCTCCTTCTTCTTTAGCTTTC '
RproOBP13 Senso GGAGTGCCATAGAGGAAGTG 59.8 149
RPRC000177 Antisenso GTAACAAGAATATAGAGCGAACCC '
RproOBP14 Senso CTAAACTAGCAGAGCTTGAGGCA 628 137
RPRC004407 Antisenso GCAGCCGAGTACACACTTGA '
RproOBP17 Senso TGGAGCTTTGATTGAACCTTGT 60.7 126
RPRC000118 Antisenso GCTTCAGCATCTAATTCACCATC '
RproOBP18 Senso CAGTGCTGACATGGCTTCTA 59.8 150
RPRC001924 Antisenso GGTCTGGTAACTCCGATCTTT '
RproOBP20 Senso ATAGCGACAACGCCGAAG 59.9 150
RPRC007008 Antisenso CCAGTCCAATCTCTTTAGCCT '
RproOBP21 Senso TCCAGAAACTGTGCAATACCTT 60.6 141
RPRC001925 Antisenso TCACCATCATCTGACAACATACC '
RproOBP22 Senso GGCATCCCAAATGAGAGGTT 60.6 148
RPRC000115 Antisenso CAGGCAACGGTACACTTTCA '
RproOBP23 Senso AAAGACGCCCAGCCACAA 62.0 158
RPRC000174 Antisenso GCCATAGAATAACCAAGTTCACAGA '
RproOBP24 Senso GCTCTAGCTGTTGCTTCAGACC 63.6 121
RPRC009905 Antisenso CAAGTTCGCATTCATTATCCATCTTCC '
RproOBP26 Senso TGGGAGAGGTTAAGAGAAAGCTAC 621 123
RPRC000182 Antisenso CTCTTGATAACTTGGATGGAAACGAA '
RproOBP27 Senso TTCAAGAAATTAAAGGGCTTAACAAA 59.0 146
RPRC009914 Antisenso GCCGTCGTTATCGGGTAT '
RproOBP29 Senso ACTGGGCACGCAATACTC 595 155
RPRC005254 Antisenso CCGCAACCTCTCCATACATA '
RproOBP27 Senso* TAATACGACTCACTATAGGGAAAGGGCTTAACAAAAAGGAA 58.2 207
silenciamento | Antisenso* TAATACGACTCACTATAGGGTTTCCAGCATAACATCCCAAT '
CquiB-gal Senso* TAATACGACTCACTATAGGGAATGGTTCAGGTCGAAAACG 56 500
(XU etal., 2014) Antisenso* TAATACGACTCACTATAGGGCCGCCTCGTACAAAACAAGT
RproR18S Senso TCGGCCAACAAAAGTACACA 534 104
Ay~ | Antisenso TGTCGGTGTAACTGGCATGT ‘

*As sequéncias sublinhadas correspondem a sequéncia do promotor T7.
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3.4. EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

Foram dissecados diferentes orgdos em triplicatas bioldgicas: antenas, probdscides,
pernas e cabegas (sem antenas e proboscides) de 30 fémeas e 30 machos adultos, 3 dias apds a
alimentacdo com sangue. Os 6érgdos foram dissecados utilizando uma ping¢a. Posteriormente,
0s orgaos foram separados e colocados diretamente em tubo de polipropileno, seguido de
congelamento em nitrogénio liquido e triturados com o auxilio de um bastdo de plastico. O
RNA total foi extraido utilizando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme
instrugbes do fabricante. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%. As
concentracdes de RNA foram determinadas a 260 nm em espectrofotdmetro UV-1800
(Shimadzu Inc., Kyoto, Japdo). Os RNAs foram tratados com DNAse | livre de RNase
(Fermentas International Inc., Burlington, Canada). O cDNA foi sintetizado a partir de RNA
extraido dos o6rgdos utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems, Foster City,USA) e random primers.

3.5. PCR CONVENCIONAL

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas utilizando o kit GoTagq®
Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). Foram utilizados iniciadores especificos
para cada gene (Tabela 1). O gene ribossomal R18S de R. prolixus foi utilizado como gene de
referéncia (MAJEROWICZ et al., 2011). As reagOes foram realizadas em termociclador
Veriti® Thermal Cycler - 96 well (Apllied Biosystems, Foster City, CA, EUA), e consistiram
de 35 ciclos para OBPs e 25 ciclos para o R18S, nas seguintes condicdes: 94 °C por 3 min,
seguido pelas etapas de desnaturacdo a 94 °C por 30 seg, anelamento de acordo com o
oligonucleotideo iniciador (Tabela 1) por 30 seg e a etapa de extensdo a 72 °C por 1 min e 30
seg, finalmente seguido de 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR obtidos foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA,USA) em
tampdo TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM). Os géis foram fotografados em
fotodocumentador DNR MiniBIS Pro Bio-Imaging Systems (Bio America Inc. Texas, EUA).
As imagens foram digitalizadas e tratadas em Adobe Photoshop.
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3.6. PCR QUANTITATIVO (qPCR)

As reagdes de qPCR foram realizadas em termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) usando Power SYBR® Green PCR Master Kit (Applied
Biosystems). A concentracédo final dos oligonucleotideos utilizados foi de 400 nM para R18S
e 600 nM para OBPs. As reacdes foram realizadas em trés replicatas bioldgicas e trés
replicatas técnicas para cada amostra, em placa 6tica de 48 pocos, com o seguinte ciclo inicial
de 50 °C por 2 min; 95 °C por 10 min; seguido pelas etapas de desnaturacdo a 94 °C por 15
seg, a 60 °C por 15 seg e extensdo a 72 °C durante 1 min, por 40 ciclos; seguidas por curva de
dissociacdo, em condi¢des padrdes do aparelho. O gene R18S foi utilizado como referéncia
para a normalizacdo dos valores de Ct (threshold cycle). A expressao relativa dos genes de
OBPs nos diferentes 6rgdos foi determinada pelo método 244t (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001). A comparagdo dos niveis de expressdo entre os genes de OBPs nas antenas foi
realizada pelo método Miner (ZHAO & FERNALD, 2005). Os dados foram apresentados

como média * erro padrao de trés experimentos independentes em triplicatas bioldgicas.

3.7. RNA DE INTERFERENCIA (RNAI) - SINTESE DE dsRNA

O dsRNA (RNA de dupla fita) foi sintetizado utilizando fragmentos de produto de
PCR que codificam o gene OBP27 (tamanho 146 pb). Os fragmentos foram amplificados por
PCR, utilizando cDNA de antenas de machos adultos, alimentados com sangue. As seguintes
condigdes foram usadas para amplificacdo: ciclo inicial de 94 °C por 3 min, seguido por 35
ciclos de 94 °C por 30 seg para desnaturacao, 59 °C por 30 seg para anelamento, 72 °C por 1
min e 30 seg para extensdo, e 72 °C durante 10 min. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a sintese de dsSRNA estdo listados na Tabela 1. Os iniciadores continham uma
sequéncia de ligacdo da T7 RNA polimerase, necessaria para a sintese do dsRNA. Para
confirmar a especificidade do silenciamento do OBP27, foi utilizado dsRNA do gene da
proteina B-galactosidase (B-gal) de Cx. quinquefasciatus (XU et al., 2014). O gene da g-gal
clonado em pGEM-T (Promega) foi amplificado por PCR, usando primers com promotor T7
sob as seguintes condigdes: ciclo inicial de 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por
30 seg para desnaturacdo, 56 °C por 30 seg para anelamento, 72 °C por 1 min e 30 seg para
extensdo, e 72 °C por 10 min. O produto de PCR gerado foi usado como molde para a sintese
de dsp-gal, que foi usado como controle no ensaio de silenciamento. Os produtos de PCR

foram utilizados como molde para as reagdes de transcri¢do utilizando a enzima T7 RNA
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polimerase do kit MEGAScriptRNAi (Ambion, Austin, EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Apds a sintese in vitro, todos os dsRNAs foram purificados usando fenol-
cloroformio (1:1), quantificados usando espectrofotdmetro a 260 nm e analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed™. Para os ensaios de RNAi foi
utilizado o protocolo descrito por FRANCO et al. (2016). Brevemente, foi injetado 1 pL de
dsRNA (1 pg/uL H20 livre de RNase) na cavidade metatordcica de machos N5 (N=20 para

cada tratamento de dsSRNA), usando uma seringa Hamilton de 10 pL.

3.8. EFEITOS DO SILENCIAMENTO NA FISIOLOGIA DOS MACHQOS

Para verificar se o silenciamento afetaria a ecdise dos insetos silenciados, foram
utilizados machos N5 em jejum. Apds 7 dias da injecdo do dsRNA, os insetos foram
alimentados com sangue e mantidos sob condigdes controladas de temperatura e umidade. Os
insetos foram monitorados durante 21 dias até a ecdise. O processo de ecdise completa foi
checado nos insetos tratados com dsOBP27 e controle. A mortalidade foi acompanhada do 1°
ao 20° dia apds a injecdo do dsRNA. O numero de N5 sobreviventes foi registrado nesse
periodo. O efeito da injecdo do dSRNA na ingestdo de sangue foi verificado conforme descrito
por Franco et al. (2016). Os machos N5s tratados com dsOBP27 e dsp-gal foram pesados duas
horas antes e duas horas ap6s a alimentacdo em coelhos. Para a alimentacédo foi utilizado um
frasco de vidro de formato cilindrico de 20 cm de altura e 6 cm de didmetro, contendo em seu
interior um papel filtro de mesmo tamanho e uma tela de fil6 na extremidade aberta do vidro.
Em contato com a tela de filé havia um coelho como fonte alimentar. A alimentacéo era feita
durante 30 min. A massa de sangue ingerida (mg) foi calculada pela diferenga de peso, duas
horas ap0s e duas horas antes da alimentacdo. Apds a ecdise, os adultos resultantes tratados
com dsRNA, foram alimentados com sangue de coelho e cada inseto dos diferentes grupos foi

usado individualmente nos bioensaios.

3.9. BIOENSAIO DE ATRATIVIDADE

Machos injetados com dsRNA no estadio N5 foram utilizados nos bioensaios. Os
grupos de insetos consistiram em 20 insetos para cada condi¢do: N=20-dsOBP27; N=20-dsp-
gal. Os bioensaios foram realizados usando machos adultos 7 dias ap6s a alimentacdo
sanguinea. O protocolo utilizado foi o proposto por Zermoglio et al. (2015) com

modificagdes. Neste ensaio foi utilizado um tubo de poliestireno (tubo falcon) de
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aproximadamente 10 cm de comprimento e 2 cm de didmetro. Para facilitar a interpretacéo
dos resultados o tubo foi dividido em trés zonas: zona da fémea (ZF), zona intermediéria (Z1)
e zona de liberacdo do macho (ZM) (Fig. 11). ZM e ZI eram divididas por um anteparo de
papel de filtro que servia como “portao”. Na extremidade oposta (aberta do tubo) havia uma
tela de protecdo que mantinha uma fémea adulta alimentada, aprisionada atras da tela. Na
primeira etapa do ensaio um macho era posicionado na ZM. O inseto permanecia aprisionado
na ZM para aclimatacdo por 5 min. Apds este periodo o portdo era aberto, permitindo que o
inseto acessasse todas as zonas. O tempo de deslocamento do macho através do tubo em
direcdo a fémea era aferido usando um crondémetro digital num periodo maximo de 300 seg.
Quando o macho alcangava a ZF o crondmetro era zerado e iniciado novamente. Assim, 0
tempo de permanéncia de cada macho junto a fémea era aferido. Cada inseto, dos diferentes

grupos: dsOBP27 e dspg-gal, foi testado individualmente em trés replicatas técnicas.

Macho

Zona da fémea Zona intermedidaria Zona de liberagdo do macho

Figura 11 - Dispositivo utilizado no bioensaio de deteccdo da fémea. Um tubo de poliestireno (10 x 2 cm)
dividido em trés zonas: zona da fémea (ZF), zona intermediaria (ZI) e zona de libera¢do do macho (ZM). Um portao
divide 0 ZM de ZI. Uma tela protetora foi usada para separar a fémea de ZM e ZI. Uma fémea adulta era colocada
atras da tela de protecdo aprisionada ao tubo. Um macho era colocado na ZM, apds 300 seg o portdo era aberto.
Adaptado de ZERMOGLIO et al., 2015.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos qPCRs e dos bioensaios foi realizada pelo teste t seguido do
teste de Mann Whitney (software GraphPad PRISM 6.00, San Diego, CA, Estados Unidos). A
analise de gPCRs foi feita usando trés réplicas biologicas e técnicas para cada gene. Os

bioensaios foram realizados de forma independente em trés replicatas técnicas. A analise
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estatistica da comparacdo da expressdo dos diferentes genes OBPs foi feita utilizando
ANOVA, seguido do teste de Tukey, no programa GraphPad PRISM 6.00. As barras
representam o erro padrdo de trés repeticdes, asteriscos indicam diferencas estatisticamente

significativas (p <0,05).

3.11. ESTUDOS DE DOCKING

Estruturas 3D ainda ndo foram caracterizadas para OBPs de R. prolixus, dessa forma, a
sequéncia priméaria da OBP27 madura foi usada para construir um modelo 3D para estudos de
docking in silico. A modelagem tridimensional foi desenvolvida utilizando o programa online
de modelagem de proteinas PHYRE2 (KELLEY et al., 2015). A qualidade estereoquimica e a
precisdo do modelo predito foram avaliadas usando o software PROCHECK (LASKOWSKI
et al., 1996) e Verify3D (EISENBERG et al.,, 1997). Os compostos mais abundantes
identificados como volateis emitidos pelas GMs de insetos fémeas e relatados como capazes
de modular a orientacdo de machos (PONTES et al., 2008, 2014), foram selecionados para 0s
estudos de docking: 2-metil-3-buten-2-ol, (S)-2-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol e
(2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol. N6s utilizamos o principio termodindmico de que compostos
ligam-se fortemente ao sitio ativo de uma proteina quando a energia livre de ligacdo do
processo € baixa (DU et al., 2016). Portanto, esse parametro foi usado para estimar afinidades
dos compostos das GMs a OBP27. As estruturas tridimensionais dos compostos foram obtidas
a partir do banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) (KIM et al., 2016).
O docking molecular com a OBP27 e cada um dos ligantes selecionados foi realizado 100
vezes utilizando o programa Docking Server (BIKADI & HAZAI, 2009) e o scoring function

da energia livre de ligacao foi considerado para estimar a afinidade de ligacéo.

3.12. EXTRACAO DE PROTEINAS

Para 0 mapeamento de proteinas fosforiladas e identificacdo de fosfopeptideos,
foram dissecadas no total 180 machos e 60 fémeas. Na analise do perfil de fosfoproteinas por
gel 2-DE e MS, foram dissecadas antenas de 60 machos e 60 fémeas. Todos 0s insetos eram
adultos e estavam alimentados em sua 32 alimentagdo sanguinea. Para 0 mapeamento de
fosfoproteinas utilizando fosfatase (adaptado de YAMAGATA et al., 2002), as antenas dos
machos foram separadas em dois grupos, controle (60 machos) e tratado com fosfatase (60

machos). As antenas foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido. As proteinas
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soluveis foram extraidas com tampéo contendo HEPES 25 mM pH 7,4, EDTA 2,5 mM,
PMSF 0,33 mM, NaF 50 mM, coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, P-8340) e
inibidores de fosfatase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, P5726 e P0044). O
homogeneizado foi centrifugado a 12000 g durante 10 min a 4 °C, para a remocao do material
ndo soltvel. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado reconstituido no mesmo tampé&o e
centrifugado novamente nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi recolhido e reunido com a
primeira extracdo. As proteinas das antenas do grupo tratado foram extraidas como descrito
acima, porém sem o0s inibidores de fosfatase. A concentracdo total de proteinas foi
determinada utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Foi obtido,
aproximadamente, 100 ug de proteinas soliveis em cada amostra. As proteinas do grupo
tratado foram defosforiladas com 10U da fosfatase alcalina rAPid alkaline phosphatase
(Roche).

3.13. ELETROFORESE EM GEL 2-DE

As proteinas (100 pg) de cada amostra foram ressuspendidas em 125 pL de solucéo
de reidratacdo (ureia 8 M, CHAPS 2%, anfolitos Bio-Lyte® 3/10 0,2% (p/v), DTT 50 mM,
azul de bromofenol 0,002%). A primeira dimensdo foi efetuada em tiras de 7 cm (pH 3-10 e
4-7) no sistema Protean IEF Cell (BioRad). A temperatura foi mantida a 20°C. Apés a
focalizacdo isoelétrica, cada tira foi equilibrada durante 10 min em 1,5 mL de Tris-HCI 0,375
M, pH 8,8, ureia 6 M, glicerol 20% v/v, SDS 2% p/v, azul de bromofenol 0,002%, DTT 2%
(p/v), seguido por um segundo passo de incubacdo na mesma solugédo tampao, exceto o DTT
que foi substituido por iodoacetamida 0,01 M. As tiras foram lavadas em tampéo de corrida
Tris-Glicina (Tris 25 mM, Glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8.3), transferidas para um SDS-
PAGE 15% e cobertas com agarose 0,5% (p/v) contendo azul de bromofenol, em tampéo de
corrida (Tris-Glicina, pH 8,3). A segunda dimensao foi realizada no sistema Mini-PROTEAN
Il (BioRad, Hercules, CA, EUA) em 200 W por 40 min. Os géis foram corados com
Coomassie blue G250 (Sigma-Aldrich). As imagens foram digitalizadas em

fotodocumentador e tratadas em Adobe Photoshop.

3.14. DIGESTAO EM GEL

Os spots de baixa massa molecular do gel 2-DE foram cortados em pedagos pequenos

de aproximadamente 2 x 2 mm. Em seguida, foram descorados com bicarbonato de aménio
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25 mM em ACN 50%, durante a noite, a temperatura ambiente (TA). Os pedacos de gel foram
lavados com bicarbonato de aménio 25 mM por 10 min em TA para remover 0 excesso de
reagente. Finalmente, os pedacos de gel foram desidratados com acetonitrila 100% durante 10
min e secos completamente em sistema de centrifugacdo a vacuo (SpeedVac). As amostras
foram reidratadas em aproximadamente 10 pL de tampédo de digestdo contendo tripsina
(Sequencing Grade Modified — Promega) a uma concentragdo final de 10 ng/mL em 25 mM
de bicarbonato de amdnio, durante 20 h, a 37 °C. Apds a incubacdo, foi adicionado acido
formico puro para interromper a digestdo e o liquido de cada pedaco de gel foi transferido
para um tubo de microcentrifuga de 500 puL. Os peptideos foram extraidos dos pedacos de gel
trés vezes por incubagdo com acetonitrila 50% durante 15 min. As solugGes de extragdo foram
reunidas e desidratadas em SpeedVac. Em seguida, cada amostra foi solubilizada em 10 pL de
agua deionizada. Os peptideos (10 pL) foram purificados e dessalinizados em ponteiras com
resina C18 (ZipTip, Millipore) e eluidos com 50% de ACN. Em seguida, foram liofilizados e
reconstituidos em 0,1% de acido férmico.

3.15. ENRIQUECIMENTO DE FOSFOPEPTIDEOS

As proteinas das antenas de machos (N=180) de R. prolixus foram extraidas como
descrito anteriormente. Beta-caseina do leite bovino (C3400 Sigma) foi utilizada como
padrdo de identificacdo de fosfopeptideos. O padrdo foi testado nas concentracBes de 25 pg e
100 pg. As proteinas foram digeridas diretamente em solucdo com tripsina (Promega) em
uma razdo tripsina/proteina de 1/50 durante 16 horas a 37 °C. Os peptideos foram purificados
em resinas Poros 20 R2 (C-18). Os fosfopeptideos foram enriquecidos utilizando tips
contendo TiO2 (Glygen NuTips - Columbia, MD, USA). Resumidamente, as amostras secas
foram reconstituidas no tampéo de ligacdo contendo ACN 80%, 1 M de &cido glicolico, TFA
5%. As amostras foram passadas 50x no tip para ligacdo dos fosfopeptideos. Os peptideos
fosforilados foram eluidos com NH4OH 1% e acidificados com TFA 1%. Posteriormente, 0s
fosfopeptideos foram purificados em OligoR3 (Applied Biosystems) para a dessalinizagdo

apos o enriquecimento. As amostras foram secas a vacuo em SpeedVac.

3.16. ESPECTROMETRIA DE MASSAS NANO LC-ORBITRAP

Aproximadamente 5 pg de cada amostra de peptideo purificado em ZipTip C18,
obtida da digestdo triptica em gel, foi injetada em um nanofluxo LC (Nano-LC Easy I,
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Thermo Fisher Scientific) ligado a uma espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), do Laboratério de Quimica de Proteinas -
Unidade Protedbmica, Departamento de Bioquimica, 1Q-UFRJ. A pré-coluna (Resina
ReproSIL-Pur C18-AQ, esferas de 5 um de diametro, 2 cm de comprimento, 200 um DI, Dr.
Maisch GmbH, Alemanha) e a coluna analitica (Resina ReproSIL Gold C18 esferas de 3 pm
de didmetro, 12 cm de comprimento, ponta de silica de 75 um DI, Dr. Maisch GmbH,
Alemanha) foram empacotadas in house. Os peptideos foram fracionados utilizando um
gradiente durante 50 min comegando com 95% da fase A (95% de agua, 5% de ACN, 0,1%
de &cido formico) até 40% da fase B (85% de ACN, 15% de &gua, 0,1% de &cido acético) por
42 min; 40 a 90% da fase B por 4 min, e mantidos a 90% da fase B por mais 4 min
(totalizando 50 min em um fluxo de 200 nL/min). A varredura completa dos espectros foram
adquiridos no Orbitrap com um controle automatico de ganho (AGC) de 10% jons e um
tempo méximo de preenchimento de 500 ms. Os espectros foram obtidos com resolucéo de
60.000 em m/z 400, sequido de fragmentagdo CID (35% de energia de colisdo normalizada)
dos 6 ions mais intensos, analisados no ITMS com uma dindmica de exclusdo de 90 seg e um
limite de intensidade de 1000. Cada uma das trés replicatas bioldgicas foram analisadas em

duplicata (replicatas técnicas).

3.17. BUSCA EM BANCO DE DADOS E IDENTIFICACAO DE PROTEINAS

Os espectros MS/MS foram analisados no software Mascot v2.3.02 (licenciado para o
Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron - Campinas, SP, Brasil) utilizando um banco de
dados de peptideos preditos do genoma de R. prolixus (R. prolixus-
CDC_PEPTIDES_RproCl.1.fa.gz), disponivel no VectorBase (http://www.vectorbase.org).
Para a identificacdo dos fosfopeptideos da caseina bovina foi utilizado o banco de dados Bos
taurus, também disponivel no Mascot. Os parametros de busca foram os seguintes: a perda
de um sitio de clivagem, hidrdlise por tripsina, £15 ppm de tolerancia de massa para peptideo
precursor e +0,6 Da para fragmentos de ion, ESI-TRAP como instrumento utilizado,
carbamidometilagdo de cisteinas como modificacdo fixa e oxidacdo das metioninas,
acetilacdo do N-terminal, fosforilacdo de serinas, treoninas e tirosinas como modificacdes
variaveis e espectro de massa MS/MS monoisotopico. Os critérios para a identificacdo
positiva incluiram a pontuacdo minima de confiabilidade fornecida pelo Mascot e o
percentual de cobertura da sequéncia. O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05. O
FDR (False Discovery Rate) foi determinado utilizando uma busca automaética do banco de
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dados decoy do Mascot. Os peptideos foram identificados em 1% de FDR pela abordagem de
filtragem Mascot-Percolator. As sequéncias das proteinas obtidas pelo Mascot foram
correlacionadas com o banco de dados NCBI-nr pelo BLASTp para anotacao e verificacdo. A
identificacdo de sitios de fosforilacdo de quinases especificas foi realizada no sistema de
predicdo GPS (Group-based Prediction System v2.0 http://gps.biocuckoo.org/online.php)
(XUE et al., 2008). Os fosfopeptideos enriquecidos com TiO2 das antenas de macho foram
analisados no software Proteome Discoverer 2.1 (Thermo Fisher Scientific), utilizando o
banco de dados de peptideos preditos do genoma de R. prolixus (Rhodnius-prolixus-
CDC_PEPTIDES_RproC3.3.fa.gz), disponivel no VectorBase (http://www.vectorbase.org).
Foram utilizados os parametros de busca padréo do software.

4. RESULTADOS
4.1. PARTE | - RASTREAMENTO DOS GENES OBPS EXPRESSOS NAS ANTENAS
4.1.1. Perfil de expressdo em diferentes 6rgdos - PCR convencional

Proteina ligadora de odor (OBP) é uma denominacdo genérica dada a pequenas
proteinas sollGveis que transportam moléculas hidrofobicas em geral. Quando a proteina
transporta feromonio, recebe a denominacdo de proteina transportadora de feroménio (PBP).
Nos insetos acredita-se que OBPs expressas exclusivamente em antenas, proboscides e palpos
maxilares (6rgdos olfativos) tenham como funcdo principal o transporte de semioquimicos
envolvidos com a olfagdo. Portanto, a primeira etapa deste estudo foi avaliar o perfil de
expressdo dos genes OBPs em 6rgéos olfativos e ndo olfativos. Nesta situacdo particular, é
aceito que OBPs expressos em 6rgdos nao olfativos geram proteinas que apresentam funcgéo
de transportar moléculas em geral. Nos triatomineos as antenas sao consideradas 0s 6rgaos
primarios responsaveis pela olfacdo. Assim, encontrar OBPs expressos exclusivamente neste
6rgdo é um forte indicio da participacdo desta proteina no mecanismo de identificacdo e
transporte de semioquimicos relacionados com a olfagao.

Estudo prévio realizado por Oliveira e colaboradores (2017) identificaram 17 OBPs
nas antenas de R. prolixus adultos. A presenca de proteinas maduras nas antenas indicou que
63% dos genes candidatos a OBPs preditos no genoma, transcreviam proteinas funcionais nas
antenas. Apesar de robusta e consistente, a analise protedmica nao descartou a hipotese dessas
proteinas apresentarem transcritos em outros Orgdos e, portanto, terem funcbes gerais de

transporte. Assim, partindo da premissa que para ser considerada uma proteina ligadora de
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odor, a OBP deveria ser transcrita exclusivamente nas antenas, iniciamos este estudo pela
triagem dos RNAs nos diferentes 6rgdos de insetos adultos usando PCR semiquantitativo:
antenas, proboscides, pernas e cabecas (sem os apéndices).

Os experimentos de PCR foram realizados utilizando iniciadores especificos para
determinar a distribuicdo de OBPs nos 6rgdos. Quantidades iguais de cDNA (1 pg) foram
usadas nas reacOes de PCR. O gene R18S foi utilizado como controle interno. Este gene se
mostrou constitutivamente expresso em todos os 6rgdos, sendo amplificado nas reacGes de
PCR um produto de 104 bp, confirmando assim a integridade de todas as amostras de RNAS
(Fig. 12; Fig. 13).

Os resultados do PCR mostraram a presenga de transcritos para 11 OBPs, (OBP1,
OBP7, OBP11, OBP12, OBP14, OBP18, OBP20, OBP22, OBP23, OBP24 e OBP29) (Fig.
12) expressos nos 6rgdos analisados: antenas (6rgdo olfativo), proboscides, pernas e cabecas
sem os apéndices (6rgaos ndo olfativos). A presenca de transcritos nos varios 6rgdos sugere
uma funcdo geral de transportes para estas OBPs. Os genes OBP11, OBP14, OBP20 e OBP22
foram encontrados expressos nos 4 orgaos testados (Fig. 12). Foi observado, também,
variacdes no perfil de expressdo. Transcritos para os genes OBP7, OBP12 e OBP29 estavam
ausentes em ambas as cabecas, este resultado esta de acordo com o esperado, pois as cabegas
estavam sem os apéndices (antenas e probdcides) (Fig. 12). Os genes OBP1, OBP23 e OBP24
ndo foram expressos apenas nas cabecas de machos. Enquanto, o gene OBP18 néo foi
detectado apenas nas cabecas de fémeas (Fig. 12). Por fim, transcritos para o OBP12 néo
foram detectados nas proboscides de fémeas (Fig. 12).

Em contrapartida, 4 genes, OBP6, OBP13, OBP17 e OBP21, foram detectados
exclusivamente e/ou principalmente nas antenas dos insetos adultos. Estes achados sugerem
um possivel papel destas OBPs no transporte de semioquimicos envolvidos com a olfacéo
(Fig. 13). Apesar de majoritariamente expressos nas antenas, transcritos para 0s genes OBP13
e OBP21 foram, também, detectados nas probéscides e pernas. A banda, de cerca de 141bp
identificada nos géis, é, provavelmente, resultante da amplificacdo de produtos de PCR néo
especificos (Fig. 13).

Dos 17 genes de OBPs, 88% foram expressos nas antenas de ambos os adultos (Fig.
12; Fig. 13). No entanto, transcritos para os genes, OBP26 e OBP27, foram observados
exclusivamente nas antenas de insetos machos. Nenhum produto de PCR foi detectado nas
antenas de fémeas (Fig. 13). Apesar de nos géis terem sido detectadas bandas fracas para o

OBP27 em proboscides de insetos machos e pernas de insetos fémeas, a intensidade da banda
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originada das antenas indicam a presenca majoritaria de RNA da OBP27 neste 6rgédo (Fig.
13).

Desta forma, ao final da triagem tinhamos identificado alguns genes com expressao
majoritaria nas antenas, que seriam fortes candidatos a transcrever OBPs com papel

importante na comunicacao quimica de R. prolixus.

N AF AM PF PM CF CM LF LM

Figura 12 - Padréo de expressdo dos genes RproOBP1, RproOBP7, RproOBP11, RproOBP12, RproOBP14,
RproOBP18, RproOBP20, RproOBP22, RproOBP23, RproOBP24 e RproOBP29 em diferentes 6rgéos de R.
prolixus. Gel de agarose 1% com produto da reacdo de PCR, utilizando cDNASs de insetos adultos e alimentados.
N - controle negativo; AF — antena de fémea; AM — antena de macho; PF — proboscide de fémea; PM —
proboscide de macho; CF — cabega de fémea; CM — cabega de macho; LF — perna de fémea; LM — perna de
macho. RproR18S — Ribossomal 18S usado como gene controle para verificar a integridade do RNA.
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Figura 13 - Padrao de expressdo dos genes RproOBP6, RproOBP13, RproOBP17, RproOBP21, RproOBP26
e RproOBP27 em diferentes érgdos de R. prolixus. Gel de agarose 1% com produto da reacdo de PCR,
utilizando cDNAs de insetos adultos e alimentados. N - controle negativo; AF — antena de fémea; AM — antena
de macho; PF — probdscide de fémea; PM — proboscide de macho; CF — cabeca de fémea; CM — cabeca de
macho; LF — perna de fémea; LM — perna de macho. RproR18S — Ribossomal 18S usado como gene controle
para verificar a integridade do RNA.
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4.1.2. Abundancia dos RNAs nas antenas de insetos adultos

Além da expressao exclusiva nas antenas, genes OBPs podem apresentar variacfes na
abundancia dos transcritos, sendo encontrados em maior ou menor quantidade neste 6rgéo.
Encontrar RNAs em quantidades elevadas nas antenas pode indicar a participagdo dessa
proteina no transporte de semioquimicos especificos para aquele momento de vida do inseto
como, por exemplo, proteinas que transportam feromoénios em machos adultos. Apoiados na
hipGtese que encontrar genes OBPs expressos exclusivamente nas antenas de insetos machos
ou nas antenas de insetos fémeas poderia indicar a funcdo daquela proteina na comunicacao
quimica de R. prolixus, partimos para a avaliacdo quantitativa dos transcritos usando o
método comparativo 224t de LIVAK & SCHMITTGEN (2001). A eficiéncia da
amplificacdo do gene de referéncia e dos genes alvos variou de = 92% a = 96% dentro,
portanto, do intervalo aceitavel do método.

Foram investigados RNAs extraidos das antenas, pernas, probdscides e cabecas (sem
0s apéndices). Os resultados obtidos no qPCR mostraram que os genes OBP6, OBP13,
OBP17, OBP21, OBP26 e OBP27 sao, de fato, expressos em abundéncia nas antenas (Fig. 14
a Fig. 21). Nao foram identificados quaisquer transcritos nos ensaios de gPCRs nas
proboscides, pernas e cabecas, dessa forma podemos concluir que as bandas observadas no
PCR semiquantitativo ndo eram especificas (Fig. 13). Como ndo houve produto detectavel
nestes orgaos, as figuras que apresentam os perfis de expressdo por gPCR, de cada um dos
genes, exibem apenas o0s resultados obtidos nas antenas dos insetos adultos. Em todos 0s

orgdos foi confirmada a presenca de amplicons para o gene controle (R18S).

4.1.2.1. Perfis dos genes expressos nas antenas dos adultos

A andlise quantitativa confirmou, como observado no PCR semiquantitativo (Fig. 13),
gue os genes OBP6 e OBP13 apresentam transcritos em quantidades iguais nas antenas de
insetos machos e fémeas (p>0,05) (Fig. 14; Fig. 15). As bandas fracas observadas no gel do
PCR semiquantitativo para o gene OBP13 nas proboscides de insetos machos e fémeas, e nas
pernas de insetos fémeas (Fig. 13), eram produtos de amplificacdo ndo especificos. Como nao
houve diferencas na quantidade de RNAs é possivel que a concentracdo destas proteinas
circulantes nas antenas seja equivalente nos insetos adultos. Isso pode indicar um

envolvimento das proteinas, OBP6 e OBP13, no transporte de semioquimimicos que
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modulem comportamentos semelhantes nos insetos adultos como, por exemplo, a

identificacdo de volateis do hospedeiro vertebrado para a busca da alimentacdo sanguinea.
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Figura 14 - Expressao relativa de transcritos do gene RproOBP6 em antenas de R. prolixus. Os ensaios de
gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e alimentados. As barras de
erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas para cada amostra.
O gene RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressao relativa dos transcritos do gene
OBP6 foram comparados em relagdo a antena de fémea. AF — antena de fémea; AM — antena de macho.
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Figura 15 - Expresséo relativa de transcritos do gene RproOBP13 em antenas de R. prolixus. Os ensaios de
gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e alimentados. As barras de
erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas para cada amostra.
O gene RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressdo relativa dos transcritos do gene
OBP13 foram comparados em relagdo a antena de fémea. AF — antena de fémea; AM — antena de macho.
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4.1.2.2. Genes encontrados enriquecidos nas antenas de insetos fémeas

Os genes OBP17 e OBP21 foram expressos em niveis mais altos em antenas de insetos
fémeas (Fig. 16; Fig. 17). Em termos quantitativos as antenas de insetos fémeas apresentaram
3 e 2 vezes mais transcritos para os genes OBP17 e OBP21, respectivamente (p<0,05); (Fig.
16; Fig. 17). O significado bioldgico para essa diferenca ndo esta claro e precisa ser melhor
investigado. Um possivel papel das proteinas OBP17 e OBP21 na deteccdo de volateis
responsaveis por comportamentos caracteristicos de insetos fémeas, como a detecgcdo de
volateis dos sitios de oviposi¢do, ndo pode ser descartado. Além disso, as bandas fracas
observadas no gel do PCR semiquantitativo para o gene OBP21 (Fig. 13) em probdscides e
pernas nao eram especificas, pois ndo foram detectados transcritos nestes 6rgaos no ensaio de
gPCR.
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Figura 16 - Expresséo relativa de transcritos do gene RproOBP17 em antenas de R. prolixus. Os ensaios de
gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e alimentados. As barras de
erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas para cada
amostra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t sequido do teste de Mann Whitney; * = p<0,05. O gene
RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressao relativa dos transcritos do gene OBP17
foram comparados em relagdo a antena de fémea. AF — antena de fémea; AM — antena de macho.
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Figura 17 - Expressao relativa de transcritos do gene RproOBP21 em antenas de R. prolixus. Os ensaios de
gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e alimentados. As barras de erro
representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas para cada amostra. A
analise estatistica foi realizada pelo teste t seguido do teste de Mann Whitney; *** = p<0,05. O gene RproR18S foi
utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressdo relativa dos transcritos do gene OBP21 foram
comparados em relacdo a antena de fémea. AF — antena de fémea; AM — antena de macho.
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4.1.2.3. Comparagdo dos niveis de RNAs nas antenas

Utilizando a quantificacdo dos RNAs foi possivel determinar o perfil de distribuicdo
de cada gene nas antenas. Os niveis de RNAs das antenas foram comparados usando o
método de Miner (ZHAO & FERNALD, 2005). As antenas de insetos fémeas apresentaram
maior quantidade de RNAs para os genes OBP6 e OBP17 (Fig. 18) (p<0,05), confirmando as
bandas fortes observadas nas antenas de fémeas para estes OBPs no PCR semiquantitativo
(Fig. 13). Enquanto, os niveis de amplicons para os genes OBP13 e OBP21 mostraram-se
relativamente menores (Fig. 18), como observado no PCR semiquantitativo (Fig. 13). Em
contrapartida, nas antenas de insetos machos ndo houve flutuacdo na quantidade de RNA para
0s genes OBP6, OBP13 e OBP21 (Fig. 19). O gene com maior quantidade relativa de
amplicons foi o gene OBP17 (Fig. 19) (p<0,05). No entanto, este perfil ndo esta de acordo
com o observado no PCR semiquantitativo, pois 0 OBP17 possui a banda mais fraca nas
antenas de macho (Fig. 13). As variagdes nos niveis de transcritos podem estar relacionadas
as possiveis demandas por uma determinada OBP. Essa hipoOtese é baseada nos diferentes
comportamentos que os insetos apresentam na fase adulta. A resposta comportamental a um

determinado composto quimico depende da identificacdo deste volatil no meio ambiente e
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que, em Ultima andlise, depende da presenca e/ou combinacdo de OBPs especificas circulando
na linfa sensilar das antenas que fardo o transporte do odor até o receptor olfativo especifico.
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Figura 19 - Niveis de expressdo de transcritos de OBPs nas antenas de fémeas de R. prolixus.
Os ensaios de gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas adultas e alimentadas.
As barras de erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas
técnicas para cada amostra e as letras diferentes (a, b, ¢) acima de cada barra, denotam diferencas
significativas (ANOVA seguido pelo teste de Tukey; p<0,05).
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Figura 18 - Niveis de expressdo de transcritos de OBPs nas antenas de machos de R. prolixus. Os ensaios
de gPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de machos adultos e alimentados. As barras de erro
representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas para cada amostra
(ANOVA seguido pelo teste de Tukey). O asterisco representa diferenga significativa do OBP17 em relagéo
aos outros genes OBPs (p <0,05).
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4.1.2.4. Genes encontrados exclusivamente nas antenas de insetos machos

Transcritos para os genes OBP26 (Fig. 20) e OBP27 (Fig. 21) foram encontrados em
abundancia nas antenas de insetos machos, apontando para um possivel envolvimento dessas
proteinas na deteccdo de volateis que induzem o comportamento de acasalamento. Os
resultados dos ensaios de gPCR confirmaram o padrdo de expressdo observado no PCR
semiquantitativo para estes genes (Fig. 13). As bandas fracas observadas para 0 OBP27 em
probdscides e pernas (Fig. 13), ndo eram especificas, pois ndo foram detectados transcritos em
outros 6rgdos no gPCR. Apesar de pequena quantidade de transcritos para o gene OBP26 ter
sido detectado nas antenas de insetos fémeas (fold=1,02), este gene mostrou ser
predominantemente expresso nas antenas de insetos machos (fold=138,31) (Fig. 20), o que
representa um nivel de expressdo 135x maior (Fig. 20, p=0,004).

Surpreendentemente, o gene OBP27 apresentou quantidades de transcritos na faixa de
12.000x nas antenas de insetos machos (p=0,004) (Fig. 21). Gene de OBPs expressos
exclusivamente nas antenas de insetos machos, de modo geral, estdo associados a proteinas
envolvidas na deteccdo de ferbmonio sexual. Portanto, a OBP27 se torna um alvo interessante
para estudos relacionados ao comportamento de insetos machos. Para testar a hipdtese da
participacdo da OBP27 na deteccédo de volateis emanados pelos insetos fémeas, foi utilizada a
técnica de RNAI associada a analise fenotipica comportamental. Entre os dois genes
exclusivos de antenas de insetos machos, o OBP27 foi escolhido para prosseguir com o
estudo funcional por duas razdes: (1) quantidade exuberante de transcritos nas antenas de
machos (>12.000x) e, (2) estudo prévio mostrou a superexpressdo do gene OBP26 no
intestino (RIBEIRO et al., 2014), o que descartaria, em tese, a participacdo dessa proteina no
transporte de odores, porém no presente estudo, ndo descartamos a possibilidade da OBP26
transportar moléculas de odor. Entretanto, a presenca abundante de transcritos deste gene nos
intestinos sugere que a OBP26 tenha uma funcdo mais complexa e de dificil definicéo,
envolvendo a integracdo dos 6rgaos olfativos e digestorio e a identificacdo de uma variedade

de semioquimicos e outras moléculas.
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Figura 20 - Expressdo relativa de transcritos do gene RproOBP26 em antenas de R. prolixus. Os
ensaios de qPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e alimentados.
As barras de erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas
para cada amostra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t seguido do teste de Mann Whitney; ***
p=0,004. O gene RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressao relativa dos
transcritos do gene OBP26 foram comparados em relagdo a antena de fémea. AF — antena de fémea; AM —
antena de macho.
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Figura 21 - Expressdo relativa de transcritos do gene RproOBP27 em antenas de R. prolixus. Os
ensaios de qPCR foram realizados utilizando cDNA de antenas de fémeas e machos adultos e
alimentados. As barras de erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas bioldgicas e trés
replicatas técnicas para cada amostra. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t seguido do teste de
Mann Whitney; *** p=0,004. O gene RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de
expressdo relativa dos transcritos do gene OBP7 foram comparados em relagdo a antena de fémea. AF —
antena de fémea; AM — antena de macho.
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4.2. PAPEL DA OBP27 NO COMPORTAMENTO DOS INSETOS MACHOS

4.2.1. Silenciamento do OBP27 por RNA de interferéncia

A técnica de RNAI foi utilizada para reduzir as quantidades relativas de RNAs do
gene OBP27 nas antenas de insetos machos. Os insetos tratados com dsRNA foram utilizados
nos bioensaios, com o intuito de avaliar como a reducdo da expressdo da proteina afetaria o
comportamento deste grupo. Insetos injetados com dsp-gal foram utilizados como controle. A
hipdtese a ser testada incluia se a reducdo na expressdo do gene OBP27, exuberante nas
antenas de machos (Fig. 21), afetaria a capacidade dos insetos machos detectarem insetos
fémeas. A hipoOtese se mostrando verdadeira indicaria que a OBP27 é uma proteina
transportadora de feromoénio (PBP) e participaria diretamente no comportamento sexual de R.
prolixus.

Os niveis de transcritos foram avaliados por gPCR. O gene R18S foi utilizado como
referéncia para calcular a expressédo relativa. A andlise dos resultados do qPCR mostrou uma
reducdo significativa, na faixa dos 88%, nos niveis de transcricdo do gene OBP27 nos insetos
tratados com dsOBP27, em compara¢do aos niveis de transcritos no grupo controle (fold dsp-
gal=1,06; fold dsOBP27=0,13; p=0,0016) (Fig. 22). Portanto, estimamos que na linfa sensilar

dos insetos tratados com dsOBP27 existiria menos proteina madura circulante.
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Figura 22 - Expressao relativa de transcritos do gene RproOBP27 em antenas de R. prolixus machos adultos,
tratados com dsRNA. Os insetos foram injetados com o controle dsf-gal (gene ndo relacionado) ou com dsOBP27. O
gene RproR18S foi utilizado como gene de referéncia. Os niveis de expressdo relativa de transcritos foram comparados
com dsg-gal. As barras de erro representam o erro padrdo da média de trés replicatas técnicas. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t seguido pelo teste de Mann Whitney. Os asteriscos representam diferencas significativas (p
<0,05).
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4.2.2. Efeitos sobre a fisiologia dos insetos machos

Foram avaliados importantes aspectos para a fisiologia dos insetos machos: a ecdise, a
taxa de sobrevivéncia e a capacidade de ingestdo de sangue. Todos 0s insetos dos grupos
tratado com dsOBP27 e com dsp-gal realizaram a ecdise normalmente. Isto indica que o
silenciamento do OBP27 n&o afetou a ecdise dos insetos.

Os bioensaios subsequentes estavam diretamente ligados a disponibilidade de insetos
tratados com dsRNA. A possibilidade de mortalidade foi avaliada, visto que, os insetos foram
injetados com dsRNA no 5° estadio e utilizados nos bioensaios no estagio adulto. Portanto,
com um intervalo de tempo relativamente longo, intercalado por uma alimentacdo sanguinea,
seguida de ecdise e outra alimentacdo. Assim, caso fosse detectada taxas altas de mortalidade
o0 protocolo de injecdo deveria ser revisto. A taxa de sobrevivéncia foi monitorada do 1° até o
20° dia, ap6s a injecdo do dsRNA. Os insetos apresentaram boa tolerancia ao tratamento,
obtendo taxa de sobrevivéncia entre 70 e 95% (Fig. 23), portanto, a injecdo de dsp-gal e
dsOBP27 ndo afetava de forma significativa o tempo de vida dos insetos. A mortalidade na

faixa de 5-30% permitiu obter nimero suficiente de insetos adultos para os bioensaios.
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Figura 23 - Taxa de sobrevivéncia dos R. prolixus machos N5 nédo alimentados, tratados com dsRNA (N = 20 para
dsOBP27 e N = 20 para dsp-gal). A sobrevivéncia dos insetos foi acompanhada do 1° ao 20° dia ap6s a inje¢do do dsRNA.
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Outro parametro relevante analisado foi a capacidade de ingestdo de sangue. A
possibilidade da proteina OBP27 estar relacionada com o transporte de volateis do hospedeiro
foi testada. Se essa hipdtese se mostrasse verdadeira a reducdo na expressao do gene pelo
RNAI poderia afetar a capacidade do inseto de detectar o hospedeiro e, consequentemente, de
se alimentar de sangue. Entretanto, apesar dos insetos tratados com dsOBP27 apresentarem
uma quantidade bem menor de OBP27 circulante na linfa sensilar, este fato ndo afetou a
capacidade dos insetos silenciados com dsOBP27 identificar o hospedeiro, iniciar e completar
0 repasto sanguineo (Fig. 24). Insetos dos dois grupos se alimentaram regularmente de
sangue. Os insetos do grupo dsp-gal (controle) ingeriram em média 215,8 £ 23.14 mg de
sangue (N=5). Enquanto, os insetos tratados com dsOBP27 ingeriram um volume um pouco
maior de 249,1+ 16,85 mg de sangue (N=5). Apesar da diferenca na quantidade absoluta de
sangue ingerido, ndo houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos (p=0,4206).
Este resultado mostrou que a OBP27 ndo tem envolvimento direto com a deteccéo de volateis
emanados pelo hospedeiro vertebrado. Portanto, apresentar ou ndo niveis normais de OBP27
madura na linfa sensilar ndo afeta a capacidade dos insetos tratados com dsRNA de encontrar

0 hospedeiro e ingerirem sangue.
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Figura 24 - Ingestdo de sangue de R. prolixus injetados com dsOBP27 e dsf3-gal. Os machos N5
foram pesados duas horas antes e duas horas apés a alimentagdo sanguinea. A massa ingerida (mg)
foi calculada pela diferenca de peso apds e antes a alimentacao.
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4.2.3. Perfil comportamental dos insetos machos

Excluindo a hipotese do envolvimento da OBP27 na deteccdo do hospedeiro, partimos
para testar a possibilidade de essa proteina estar relacionada com a deteccdo de volateis
emanados pelas fémeas. Nesta anélise foi utilizado o protocolo de ZERMOGLIO et al., 2015,
com algumas modificacdes, sendo avaliada a capacidade dos insetos dos grupos dsOBP27 e
dsp-gal detectarem fémeas presentes no ambiente. Para isso, utilizamos como parametro o
tempo de deslocamento de cada inseto macho para percorrer um tubo de aproximadamente 10
cm e alcangar um inseto fémea aprisionado na extremidade oposta do tubo. Os ensaios foram
registrados num periodo de tempo limite de 300 s. Para facilitar a interpretacdo dos resultados
0 tubo foi dividido em 3 zonas: ZF (zona da fémea), ZI (zona intermediaria), e ZM (zona de
liberacdo do macho). Cada grupo foi constituido por insetos alimentados, sendo cada inseto
testado individualmente em triplicata técnica. Visivelmente, os insetos tratados com dsOBP27
apresentaram comportamento distinto do apresentado pelos insetos do grupo controle. A
velocidade de deslocamento até as fémeas ficou comprometida. Os insetos tratados com
dsOBP27 se moviam de forma lenta em direcdo a ZF, com uma velocidade média de 0,96 +
0,12 mm/s (N=14, p=0,0065) (Fig. 25). Em contraste, os insetos tratados com dsf-gal foram
muito mais ativos e quase duas vezes mais rapidos. Estes insetos se descolaram em direcdo a
fémea com uma velocidade média de 1,63 £ 0,19 mm/s (N=14, p=0,0065) (Fig. 25).

Outra importante mudanca comportamental observada, foi que os insetos tratados com
dsOBP27 permaneceram na ZF por um periodo de tempo significativamente menor (126,1 +
17,6 s, p=0,002), quando comparados ao grupo controle dsp-gal (205,9 + 15,2 s, p=0,002)
(Fig. 26). Estes dados indicaram que os insetos dsOBP27 tinham pouco ou nenhum interesse
pelas fémeas. Além disso, os insetos com reduzida quantidade de OBP27 circulante nas
antenas, ndo apresentaram o comportamento de copula. Os insetos machos do grupo dsp-gal,
assim que alcangcavam a ZF, tentavam atravessar a tela de protecdo, possivelmente, para tentar

copular com os insetos fémeas.
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Figura 25 - Velocidade de deslocamento dos R. prolixus machos injetados com dsOBP27 e dsf3-
gal, através do tubo em direcdo a fémea. As barras de erro representam o erro padrdo da média de
trés replicatas técnicas. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t seguido pelo teste de Mann
Whitney. Os asteriscos representam diferencas significativas (p <0,05).

300 - o0
v @ H
@ 250+
T}
@ 200 o
= ol®
E 450-
a o

@
g 100 -
2
= 50 -
2
0 T I
dsp-gal dsOBP27

Figura 26 - Tempo de permanéncia dos R. prolixus machos injetados préximo a fémea. O
tempo que 0s machos injetados com dsOBP27 e dsf3-gal permaneceram préximo a fémea foi
registrado durante um tempo limite maximo de 300 s. As barras de erro representam o erro padrdo
da média de trés replicatas técnicas. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t seguido pelo teste
de Mann Whitney. Os asteriscos representam diferengas significativas (p <0,05).
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4.3. PREDICAO DO MODELO 3D E IDENTIFICACAO IN SILICO DOS LIGANTES
DA OBP27

Os resultados obtidos nos bioensaios indicaram claramente a participacdo da OBP27
na deteccdo de volateis emanados pelas fémeas. Para testar a capacidade de ligagdo da OBP27
a volateis produzidos pelas GMs das fémeas, utilizamos ensaios in silico. Doze supostos
modelos 3D foram obtidos para a OBP27 usando o programa Phyre2. Estes modelos
incluiram PBP1 de Antheraea polyphemus [PDB#2JPO; confianca (C) = 99.4; % i.d. = 18];
PBP1 de Amylois transitella (PDB#4INW; C = 99.4; % i.d. = 18); PBP1 de Bombyx mori
(PDB#1DQE; C = 99.3; % i.d. = 15), OBP2 (PDB#2WCL; C = 99.3; % i.d. = 22), PBP de
Leucophaea maderae (PDB#10W4; C = 99.1; % i.d. = 10); OBP5 de Apis mellifera
(PDB#3R72; C = 99.1; % i.d. = 12); OBP4 de An. gambiae (PDB#3Q8I; C = 99.0; % i.d. =
17); OBP14 de A. mellifera (PDB#3S0B; C = 98.9; % i.d. = 10), OBP (PDB#1R5R; C = 98.9;
% i.d. = 14), OBP56a de Phormia regina (PDB#5DIC; C = 98.9; % i.d. = 14); OBP20 de An.
gambiae (PDB#3BV1; C = 98.8; % i.d. = 16) e OBP1 de Locusta migratoria (PDB#4PT1; C
=98.8; % i.d. = 16).

Todos os modelos foram testados usando PROCHECK e Verify 3D. O melhor modelo
para a OBP27 de R. prolixus (Fig. 27A) foi obtido utilizando a estrutura cristalina da OBP20
de An. gambiae (AgamOBP20, PDB#3VB1). O modelo tedrico da OBP27 foi usado nos
estudos de docking. Este modelo foi o que melhor satisfez os critérios exigidos pelo
PROCHECK e Verify 3D para a validagdo de um bom modelo (Fig. 28; Fig. 29). As
afinidades de ligacdo da OBP27 in silico foram testadas contra quatro principais volateis
produzidos pelas GMs de fémeas: 2-metil-3-buten-2-ol, (S)-2-pentanol, (3E)-2-metil-3-
penten-2-ol e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol (PONTES et al., 2008). Termodinamicamente, 0s
ligantes se acoplam fortemente ao sitio ativo de uma proteina quando a energia livre de
ligacdo do processo é baixa. Portanto, esse parametro foi usado para estimar as afinidades de
ligacdo dos compostos 2-metil-3-buten-2-ol, (S)-2-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol e
(2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol a OBP27. Os valores negativos obtidos sugeriram interacdes
favoraveis com todos os 4 ligantes testados (Fig. 27B). Sendo mais conservadores, e
utilizando um valor de cut-off mais restrito (-4.00), os resultados ainda assim indicaram que a
OBP27 era capaz de se ligar ao (3E)-2-metil-3-penten-2-ol e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol.
A andlise in silico, reforcou os dados descritos na literatura, que apontam que ambos 0s
compostos, ((3E)-2-metil-3-penten-2-ol e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol), evocam um

comportamento especifico de insetos machos, que € a orientacdo do voo modulada por
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volateis emitidos pelos insetos fémeas. O docking do modelo 3D da OBP27 com os volateis
(3E)-2-metil-3-penten-2-ol e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol estd apresentado na Fig. 30. Os
residuos do binding pocket da OBP27 que interagem com (3E)-2-metil-3-penten-2-ol incluem
aminoacidos hidrofobicos (TYR56, ILE63, PRO64, TYR136 e ALAL139) e hidrofilicos
(LYS140 e LYS143) (Fig. 30). Os residuos que interagem com (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol
também incluem aminoacidos hidrofébicos (TYR56, ILE63, PRO64, TYR136) e
hidrofilicos (LYS140 e LYS143) (Fig. 30).

A analise da sequéncia primaria da OBP27 (Fig. 31) revelou tratar-se de uma OBP do
tipo Minus C (menos de seis cisteinas). O modelo 3D proposto para a OBP27 revelou que a
proteina ¢ formada por 5 a-hélices localizadas nas seguintes regides da estrutura primaria: o-
hélice 1: 3 a 32; a-hélice 2: 39 a 52; a-hélice 3: 62 a 72; a-hélice 4: 75 a 90; a-hélice 5: 98 a
112. A OBP27 possui duas pontes dissulfeto (Fig. 27A) e apresenta 153 residuos, sendo 28
acidos, 24 basicos, 75 polares e 78 apolares. A OBP27 é uma proteina com caracteristicas
acidas, pl em torno de 5,4, e peso molecular de 17,83 kDa.

B
Ligante Energia livre de ligagdo estimada
(kcal/mol)
2-metil-3-buten-2-ol -3.65
(S)-2-pentanol -3.38
(3E)-2-metil-3-penten-2-ol -4.08
(2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol -4.03

Figura 27 - Modelo 3D da OBP27 de R. prolixus. As a-Helices sdo mostradas em vermelho, loops em verde e
ligagBes dissulfeto sdo destacadas em azul. A modelagem 3D foi desenvolvida usando a estrutura cristalina de
OBP20 de An. gambiae (PDB#3VB1) como modelo, pelo programa online PHYRE2 e validado usando
PROCHECK e Verify3D.
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Figura 28 - Resultado do PROCHECK do modelo 3D tedrico da OBP27. Diagrama de
Ramachandran do modelo selecionado: 89,8% de residuos em regides favoraveis (A, B, L);
9,2% de residuos em regiGes adicionais permitidas (a, b, I, p); 1% de residuos em regides
generosamente permitidas (~a, ~b, ~I, ~p); 0% de residuos em regides ndo permitidas.
Numero de residuos ndo-glicina e ndo-prolina: 98. Nimero de residuos finais (excluindo
Gly e Pro): 2. Nimero de residuos de glicina (mostradas como triangulos): 4. Numero de
residuos de prolina: 1. Numero total de residuos: 105. A area do grafico é dividida em
quatro regibes: mais favorecida (vermelha), adicionalmente permitida (amarela),
generosamente permitida (amarelo claro) e ndo permitida (branca).
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96.19% of the residues have
averaged 3D-1D score >=0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile

Verify3D: c3vb1A_.11.pdb
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Figura 29 - Resultados do Verify3D do modelo 3D teérico da OBP27.

Figura 30 - Docking do modelo 3D da OBP27 com volateis das glandulas metasternais. (A) OBP27 acoplada
com (3E)-2-metil-3-penten-2-ol. (B) OBP27 acoplada com (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol. Os residuos que fazem
parte do binding pocket s&o mostrados como bastéo.

>RproOBP27
MHLFGYILVGLAVVDLVLSIQEIKGLNKKEIQELELRSLEECRVEYN
VDKSEVQNYLDMDKVIPDNDGFKKVLGCYAGKMTFVDDTRINW
DKVRLAAEIYHENEKEYRDKSLKLIDECEKKCKLSYEGLSHNEVSYV
VAKCIKDGYVQRGIKW

Figura 31 - Sequéncia de amino&cidos da OBP27. O peptideo sinal esta destacado em vermelho.
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4.4. PARTE Il - MODELO DE FUNCIONAMENTO DAS OBPS
4.4.1. Mapeamento de proteinas fosforiladas

Existe na literatura uma lacuna sobre o mecanismo de ligacdo dos semioquimicos a
sua OBP especifica. Algumas OBPs mostram-se promiscuas ligando-se a diferentes
moléculas, outras sdo mais especificas. Os mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo
estdo bem estabelecidos. Uma das hipdteses sugere que o processo de ligacdo odor-OBP seria
regulado por fosforilacdo/defosforilacdo. Para testar essa hipdtese antenas de insetos machos
foram dissecadas e as proteinas extraidas e separadas em dois grupos: um extrato proteico foi
tratado com fosfatase alcalina (grupo-tratado) e, o outro extrato ndo foi tratado com fosfatase
(grupo-controle). No grupo-controle as proteinas foram extraidas com inibidores de fosfatase.
As proteinas dos dois grupos foram entdo submetidas separadamente a eletroforese em gel 2-
DE em pH 3-10 (Fig. 32).

Comparando-se o gel do grupo-controle com o gel contendo as proteinas tratadas com
fosfatase, observou-se que houve uma mudanca na migracdo das proteinas. As proteinas
defosforiladas migraram para areas mais béasicas do gel. Esta mudanca na migracdo pode ter
ocorrido devido a mudanca do pl das proteinas, provocada pela perda do grupo fosfato apds
tratamento com fosfatase (Fig. 32 - A, B). As OBPs sdo na maioria proteinas acidas e de
baixo peso molecular, logo, durante a focalizacdo isoelétrica seguida de SDS-PAGE, essas
proteinas migram para regides acidas e de baixo peso molecular no gel. Dessa forma, é
possivel observar que na area &cida do gel contendo os extratos de proteinas tratados com
fosfatase, alguns spots estdo apagados (spots 32, 33, 35, 36, 38, 39, 40) e outros
desapareceram (spots 31, 34, 37) (Fig. 32 - C, D). Esta mudanca no perfil de migracdo e o
desaparecimento de spots no gel sugerem que houve defosforilacdo (Fig. 32 - C, D). Nota-se
nitidamente, comparando os geéis (Fig. 32C), que as proteinas presentes no spot 41, por
exemplo, mudaram para uma regido mais béasica no gel-tratado (Fig. 32D), sugerindo
mudanga no pl. A varia¢do no padrdo de migracdo em SDS-PAGE das proteinas das antenas

tratadas com fosfatase alcalina indica que as OBP de R. prolixus podem estar fosforiladas.



A Controle—inibidores de fosfatase B Tratado-—fosfatase

Figura 32 - Eletroforese em Gel 2-DE em pH 3-10 com proteinas das antenas de machos de R. prolixus. (A) Gel 2-DE controle com proteinas extraidas
com tampdo HEPES e inibidores de fosfatase. (B) Gel 2-DE com proteinas extraidas com tamp&o HEPES e tratadas com fosfatase alcalina. A regido acida do
gel controle (A) estd ampliada em (C). A regido &cida do gel tratado (B) esta ampliada em (D). A OBP24 do spot 31 esta indicada no gel com uma seta preta.
Esta OBP possui um possivel peptideo fosforilado, mostrado na Tabela 2. A Tabela suplementar Gel 2-DE pH 3-10, com as proteinas totais identificadas neste

gel esta disponivel em: https://goo.gl/34Eb6J.
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4.4.2. ldentificacdo de peptideos fosforilados

Inicialmente, os peptideos fosforilados foram identificados por nano LC-MS/MS,
analisando extratos de proteinas das antenas de insetos machos ndo tratadas com fosfatase
alcalina e de baixo peso no gel-2DE em pH de 3-10 (Fig. 32A). Em seguida, para ampliar a
identificacdo de fosfopeptideos e verificar diferencas nos perfis de proteinas entre as antenas
de insetos machos e fémeas, os extratos proteicos foram separados usando uma faixa mais
restrita de pH (4-7). Para isso, antenas de ambos os sexos foram dissecadas, as proteinas
extraidas e submetidas a eletroforese em gel-2DE em pH de 4-7, separadamente (Fig. 33). Os
spots marcados em vermelho (Fig. 33) foram cortados, tripsinizados e analisados por nano
LC-MS/MS. Os fosfopeptideos foram identificados usando o software Mascot, utilizando os
parametros de busca fosforilagdo de serinas, treoninas e tirosinas como modificacdes
variaveis. As tabelas suplementares com as listas de proteinas e seus respectivos peptideos
identificados nas andlises estdo disponiveis em: https://goo.gl/34Eb6J.

Foram identificados peptideos fosforilados teéricos e seus sitios de fosforilagcdo em 5
OBPs e 1 CSP (Tabela 2). A OBP24 indicada no spot 31 da Fig. 32C desapareceu do gel apds
a defosforilacdo com fosfatase (Fig. 32D). E, de fato, a OBP24 foi identificada na forma
fosforilada no spot 31 do gel controle (Fig. 32C), indicando que esta proteina possui um
peptideo fosforilado. Além da identificacdo de OBPs, também foram identificadas quinases e
fosfatases. OBPs sdo expressas na linfa sensilar, ou seja, no meio extracelular, e para serem
fosforiladas, é necessario a presenca de quinases neste meio. O proteoma das antenas de R.
prolixus identificou algumas quinases, porém somente a quinase tyrosine-protein kinase
Src64B (RPRC010134-PA), identificada anteriormente por nosso grupo (OLIVEIRA, 2014),
possui localizacdo subcelular no meio intracelular, na membrana plasmatica e no meio
extracelular, ou é secretada neste meio (https://www.uniprot.org). Portanto, é provavel que
esta ecto-quinase fosforile OBPs presentes na linfa sensilar. A tyrosine-protein kinase Src64B
foi encontrada nas antenas de insetos machos no spot 8 do gel 2-DE em pH 4-7. Além desta
quinase, também foram identificadas no mesmo spot as seguintes OBPs: OBP6, OBP11,
OBP12, OBP18 e OBP24. Isso mostra que em eletroforese em gel 2-DE, OBPs co-migram
com quinases. Uma isoforma da OBP11 foi encontrada na forma fosforilada no spot 20, que
estd localizado em uma area mais acida do mesmo gel (Tabela 2). Além disso, a tyrosine-
protein kinase Src64B é uma proteina que fosforila residuos de tirosina e o peptideo
fosforilado identificado para a OBP11 apresentou a fosforilagdo neste residuo,
“R.GYLVDGRVDFDK.L + Phospho (Y)”.
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Para verificar se as OBPs identificadas no mesmo spot da quinase possuiam sitios de
fosforilagdo para essa enzima, foi utilizado o sistema de predicdo GPS, que identifica sitios de
fosforilacéo tedricos de quinases especificas. Assim, foram identificados sitios de fosforilacéo
em 3 OBPs que co-migraram com a Src64B no gel: OBP11l: CEVAYQAYSCAFTRP;
OBP12: KEEGELAYELTNCFV; 0OBP24: YKEELRAT, IMQCVVKYEREVGIA. Esta
predicdo indica que OBPs de R. prolixus podem sofrer fosforilacdo pela tyrosine-protein
Kinase Src64B.

Além disso, foram identificadas 3 fosfatases no gel 2-DE em pH 4-7 nas antenas de
insetos fémeas: phosphoserine phosphatase (RPRC003241-PA, spot 39), prostatic acid
phosphatase-like (RPRC012000-PA, spot 55) e serine/threonine-protein phosphatase 2A
catalytic subunit beta isoform isoform X1 (RPRC007500-PA, spot 57) (Fig. 33). A fosfatase
prostatic acid phosphatase-like (RPRC012000-PA) possui localizacdo subcelular no meio
extracelular ou € secretada (https://www.uniprot.org), podendo estar envolvida na
defosforilagdo de OBPs na linfa sensilar.

Foram identificados peptideos fosforilados em proteinas que participam da via de
transducdo do sinal olfativa nos insetos (Tabela 3). Dois receptores olfativos: OR12
(RPRC000376-PA) e OR79 (RPRC000202-PA); um receptor gustativo: GR20
(RPRC000451-PA) e, dois receptores de potencial transitério (TRPS): transient receptor
potential channel pyrexia-like (RPRC001596-PA) e transient receptor potential-gamma
(RPRC000350-PA), todos identificados na forma fosforilada (Tabela 3). Também foram
identificadas proteinas envolvidas nas vias metabotropicas mediadas por segundo
mensageiros como a diacylglycerol kinase eta-like (DAGK, RPRC015094-PA) e a
calmodulin (RPRC007515-PA).

Para entender melhor o papel de cada uma destas proteinas nas antenas de R. prolixus,
foi construido um modelo da transducao do sinal olfativo (Fig. 34). A Figura 34 apresenta o
esquema de uma sensila, mostrando o modelo proposto para o R. prolixus. As proteinas
envolvidas na transducdo do sinal olfativo identificadas neste estudo (Tabela 3) estéo
indicadas na figura (Fig. 34). As vias metabotropicas, ionotropicas e a regulacdo via
fosforilagdo/defosforilacdo estdo todas representadas no modelo (Fig. 34).

Os scores obtidos in silico dos fosfopeptideos identificados foram baixos, indicando
que ha maior probabilidade destes peptideos terem sido identificados ao acaso. Dessa forma,
para refinar estes resultados partimos para o enriquecimento dos fosfopeptideos presentes nas

antenas.
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Figura 33 - Eletroforese em Gel 2-DE em pH 4-7 com proteinas das antenas de R. prolixus. (A) Gel 2-DE com proteinas extraidas das antenas de macho. (B) Gel 2-DE com proteinas extraidas
das antenas de fémea. A tabela suplementar Gel 2-DE pH 4-7a, com as proteinas totais identificadas neste gel esta disponivel em: https://goo.gl/34Eb6J.
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Tabela 2 - Peptideos fosforilados de OBPs de R. prolixus identificados pelo software
Mascot. F — fémea; M — macho.

Sequéncia do peptideo e
(0]
Proteina Ge;/r:)tdo Classificacdo sitio de fosforilacéo
P (sublinhado)
o K.CFLSCYLKER.G +
OBP11 4-7/M35 | OBP cléssica Phospho (ST)
. R.GYLVDGRVDFDK.L +
- * L
OBP11 | 4-7/M20 OBP cléssica Phospho (Y)
K.DNKEDLETALK.I +
OBP26 4-7/F46 | OBP classica | Acetyl (N-term); Phospho
(ST)
K. ATYKHALNK.F +
CSP11 4-7IM24 CSP Phospho ()
o K.LMDFSRVPQSAEAK.R
= * p=4
OBP12 | 3-10/F19* | OBP cléssica + Phospho (ST)
. K.VDSTGGETVKK.A +
- * il
OBP12 | 4-7/F52 OBP cléssica Phospho (ST)
K.IALAVASDLMK.N +
OBP24 | 3-10/M31 | OBP cléssica | Oxidation (M); Phospho
(ST)
Minus C K.VRLAAEIYHENEK_.E +
- * L
OBP27 | 4-7/F56 OBP Phospho ()

*Fosfopeptideos identificados no estudo protedmico das antenas de macho e fémea de R.
prolixus realizado anteriormente por nosso grupo.
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Tabela 3 - Peptideos fosforilados de proteinas que participam da via de transducéo
do sinal olfativa identificados pelo software Mascot. F — fémea; M — macho.

Gel/n° do
spot

VectorBase ID

Proteina

Sequéncia do peptideo e sitio de
fosforilacdo (sublinhado)

4-7/IM19

RPRC015094-PA

diacylglycerol kinase eta
isoform X1

R.SKITQFASYVEK.N +
Phospho ()

4-7IM21*

RPRC015094-PA

diacylglycerol kinase
eta-like

K.VSFYFSSRK.L +
Acetyl (N-term); Phospho (ST)

R.SKITQFASYVEK.N +
Acetyl (N-term); Phospho (ST)

4-7/F2

RPRCO007515-PA

calmodulin

M.ADQLTEEQIAEFK.E +
Phospho (ST)

4-7/M9
4-7/IM19

RPRCO000376-PA

OR12

K.YILVITVGSGVAMVAVSGFLALS
LADRPGGLLGLFIMCGAQISNILSVC
YLGELVSDMNNQLNFELYSVNWY
CYTK.K + Acetyl (N-term); 2
Oxidation (M); Phospho (ST); Phospho
(Y)

K.YILVITVGSGVAMVAVSGFLALS
LADRPGGLLGLFIMCGAQISNILSVC
YLGELVSDMNNQLNFELYSVNWY
CYTK.K + Acetyl (N-term); Phospho
(ST); 2 Oxidation (M); Phospho (Y)

4-7IM17

RPRC000202-PA

OR79

R.SVFLAIYHTIMVNYVGMASAAAL

IIGEQSLVDFVQVLGVTMIYINNVV

K.A + Acetyl (N-term); Oxidation (M);
2 Phospho (ST)

K.LTPYWPYFAGMAFDAMLMVTM
SQYYMSFTTLLFAFTTELNACVR.V
+ 3 Oxidation (M); 2 Phospho (Y); 6
Phospho (ST)

K.LTPYWPYFAGMAFDAMLMVTM

SQYYMSFTTLLFAFTTELNACVR.V

+ Acetyl (N-term); 2 Oxidation (M); 4
Phospho (Y); 5 Phospho (ST)

4-7/F56

RPRCO000451-PA

gustatory receptor GR20

K.TQLESVIKIFVNFK.N + Acetyl (N-
term); Phospho (ST)

4-7/M28

RPRC001596-PA

transient receptor
potential channel
pyrexia-like

K.LQRIDSNVSLLAQDMNELK.L +
Phospho (ST); Oxidation (M)

4-7IM60

RPRC000350-PA

transient receptor
potential-gamma

R.IHAYRALASPSLIALSSK.D +
Acetyl (N-term); Phospho (ST);
Phospho (Y)

*Fosfopeptideos identificados no estudo protedmico das antenas de macho e fémea de R.
prolixus realizado anteriormente por nosso grupo.
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Figura 34 - Modelo proposto da via de transducéo do sinal olfativo em R. prolixus. As proteinas envolvidas na transducdo do sinal olfativo de insetos estdo indicadas na figura. Dentre
estas, as seguintes proteinas foram identificadas neste estudo: kinase Src64B (RPRC010134-PA), OBP27 (RPRC009914-PA), prostatic acid phosphatase (RPRC012000-PA), OR12
(RPRC000376-PA), OR79 (RPRC000202-PA), GR20 (RPRC000451-PA), TRP gama (RPRC000350-PA), DAGK - diacylglycerol kinase eta-like (RPRC015094-PA) e calmodulina

(RPRC007515-PA).
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4.4.3. Enriguecimento de fosfopeptideos

O enriguecimento dos fosfopeptideos foi obtido utilizando tips contendo uma resina de
dioxido de titanio (TiO2). Em seguida, foi realizada a identificacdo das proteinas fosforiladas
por espectrometria de massas.

Inicialmente, utilizou-se beta-caseina do leite bovino para a padronizacdo da
identificacdo de fosfopeptideos pelo método TiO.. Os fosfopeptideos foram identificados no
software Mascot, utilizando os pardmetros de busca fosforilagdo de serinas, treoninas e
tirosinas como modificacdes variaveis. Com este método foi possivel identificar 4 peptideos
fosforilados e 10 sitios de fosforilagdo na beta-caseina bovina (Tabela 4), indicando que este

método pode ser utilizado para a identificacdo de fosfopeptideos.

Tabela 4 - Peptideos fosforilados da beta-caseina bovina identificados pelo software
Mascot.

Concentracéo
de beta- Sequéncia do peptideo e sitio de fosforilacdo (sublinhado)
caseina
25 ug K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
25 ug K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIHNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V + Acetyl
(N-term); 2 Phospho (ST); Oxidation (M)
100 pg K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
100 g K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPPLLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSK.V
+ 2 Oxidation (M); 2 Phospho (ST)
100 ug - RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.I + 2 Phospho (ST)
100 pg - RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.I + 3 Phospho (ST)

Apds a padronizacdo, o enriquecimento de fosfopeptideos foi realizado nas proteinas
das antenas de insetos machos de R. prolixus. Os fosfopeptideos foram identificados no
software Proteome Discoverer. Nesta analise foi possivel identificar apenas 7 fosfoproteinas
(Tabela 5). Indicando que esta metodologia precisa de um refinamento maior para padronizar
as amostras de antenas de R. prolixus. Por ser uma amostra complexa, que possui uma mistura
de diferentes proteinas, o enriquecimento levou a identificagdo de poucas fosfoproteinas nas
antenas, devido a uma limitacdo da técnica ou a quantidade de proteinas utilizadas na
metodologia.

Apesar disso, foram identificadas duas proteinas de citoesqueleto na forma fosforilada:
tubulina (Tubulin alpha chain (Fragment), RPRC014377-PA) e dineina (dynein intermediate
chain 3, ciliary-like, RPRC004415-PA). Foi identificada a chaperona dnaJ fosforilada (dnaJ
homolog subfamily C member 13, RPRC007871-PA) e uma ferritina fosforilada (FerHCH:
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ferritin HCH, RPRC013830-PA). Uma proteina ribossomal das mitocondrias (mRpL11: 39S
ribosomal protein L11, mitochondrial, RPRC007804-PA), uma subunidade regulatéria da
fosfatase 6 (serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory ankyrin repeat subunit A-like,
RPRC004548-PA) e uma proteina ndo caracterizada (Uncharacterized protein, RPRC007967-
PA) foram identificadas na forma fosforilada. Os fosfopeptideos encontrados nestas proteinas
estdo indicados na Tabela 5.

Ademais, esta analise permitiu a identificacdo da forma néo fosforilada da OBP26
(OBP26, RPRC000182-PA - DNKEDLETALK). Na analise por eletroforese em gel 2-DE
(Tabela 2) esta proteina havia sido encontrada na forma fosforilada, este resultado indica que
a separacdo das amostras por gel 2-DE melhora a resolucdo da identificacdo de

fosfopeptideos.
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Tabela 5 - Peptideos fosforilados das antenas de macho de R. prolixus identificados pelo
software Proteome Discoverer.

VectorBase 1D

Proteina

Sequéncia do peptideo fosforilado

RPRCO007871-PA

dnaJ homolog
subfamily C

member 13

IIPVGLLNYLNSTDVAPSTGEDPEWTIRDNLKLAQDHASK
+ 2xPhospho [Y9; T26]

Uncharacterized

QLICLTTLVLSVYGAQTSYPFQNQMVTAVQPQPTDVCK +

RPRCO007967-PA protein 2xPhospho [Y13; T34]; 2xCarbamidomethyl [C4; C37];

(Fragment) 1xOxidation [M25]

Tubulin alpha
) LADQCSGLQGFLIFHSFGGGTGSGFTSLLLERLSIDYGKK +
RPRCO014377-PA chain )
2xPhospho [T21; T26]; 1xCarbamidomethyl [C5]
(Fragment)
dynein

RPRC004415-PA

intermediate
chain 3, ciliary-
like

NPNPKWQNAIGVTSYCFEPNLPTKFLVGTATGMVIEGNK
+ 2xPhospho [T23; T29]; 1xCarbamidomethyl [C16]

RPRC013830-PA

FerHCH: ferritin
HCH

LMKYLNKR + 1xPhospho [Y4]

RPRCO007804-PA

mRpL11: 39S
ribosomal
protein L11,

mitochondrial

KDITAQQKK + 1xPhospho [T4]

RPRC004548-PA

serine/threonine-
protein
phosphatase 6
regulatory
ankyrin repeat
subunit A-like

GNTPLHIASSK + 1xPhospho [S10]
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5. DISCUSSAO

A comunicacdo quimica € uma das formas mais antigas de interacdo entre os seres
vivos e a natureza (WYATT, 2014; TOMBERLIN et al., 2016). Os insetos, por exemplo,
apresentam um refinado sistema olfativo destinado a detec¢do de sinais quimicos do meio
ambiente. Semioquimicos (odores) promovem comportamentos especificos 0s quais permitem
que os insetos obtenham alimento, encontrem seu parceiro sexual, encontrem abrigo e fujam
de predadores. O primeiro contato entre 0 meio ambiente e a maquinaria olfativa ocorre
quando o odor penetra através dos poros das sensilas das antenas e é solubilizado por
proteinas ligadoras de odor (OBPs). Estas proteinas estdo presentes em altas concentracdes na
linfa sensilar (BRITO et al.,, 2016). Em seguida, as OBPs entregam o odor ao complexo
ORs*Orco ou IRs*IRcoreceptor especificos presentes nas membranas dos NSOs. Finalmente,
proteinas degradadoras de odor e/ou outro mecanismo ndo determinado ainda removem o
semioquimico, dessensibilizando os receptores e deixando-o0s disponiveis para novas rodadas
de sinalizacdo (LEAL, 2012). Todo esse processo tem como resultado uma resposta
comportamental que é essencial para a vida de um inseto. Dessa maneira, bloquear o primeiro
contato (odor+OBP) pode impedir os comportamentos de sobrevivéncia daquela populagéo.
Em se tratando de insetos transmissores de doencas isso refletiria imediatamente na densidade
populacional daquela espécie. Portanto, levando-se em consideracdo que nas areas endémicas
a transmissao vetorial tem papel determinante no nimero de casos de doenca de Chagas,
impedir que os barbeiros se reproduzam pode ser um fator chave para reduzir a transmisséo.
Estudos relacionados com o mecanismo de olfacdo em R. prolixus tornaram-se factiveis a
partir da publicacdo do genoma em 2015 (MESQUITA et al., 2015). Nesta ocasido, foram
anotados diversos genes candidatos a desempenhar papéis importantes na deteccdo e
identificacdo de semioquimicos. A seguir apresentaremos uma compilacdo de dados que
sugerem a participacdo da OBP27 no comportamento de R. prolixus e a identificacdo de

proteinas fosforiladas que participam da sinalizacéo olfativa.

5.1. PADRAO DE EXPRESSAO DOS GENES OBPS

OBPs sdo proteinas descritas como transportadoras de feroménios e odores gerais nas
antenas e 0Orgaos sensoriais de insetos (VOGT & RIDDIFORD, 1981). Apesar do nome
proteinas transportadoras de odor, as OBPs podem transportar outras moléculas néo

odoriferas. Portanto, para que uma proteina seja considerada transportadora de
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odor/feromdnio ela deve ser expressa exclusivamente em 6rgaos olfativos sendo, dessa forma,
denominadas OBPs funcionais (LEAL et al., 2006).

Embora no genoma tenham sido anotados 27 genes candidatos a OBPs em R. prolixus
(MESQUITA et al., 2015), apenas 17 (63%) foram encontrados expressos nas antenas de
adultos (OLIVEIRA et al., 2017). Este achado sugere que diversos genes incluidos na familia
das OBPs, provavelmente ndo estdo diretamente envolvidos no transporte de moléculas
quimiossensorias, 0 que é relativamente frequente nos insetos (PELOSI et al., 2018). Na
mariposa S. exigua foram identificados 11 genes putativos que codificam OBPs, todos
altamente expressos nas antenas (ZHU et al., 2013). Nesta espécie 6 OBPs sdo expressos
igualmente em antenas de insetos machos e fémeas, 4 OBPs sdo mais expressos em antenas
de insetos fémeas e 1 OBP é expresso especificamente em machos (ZHU et al., 2013). Em S.
litura, 17 genes de OBPs/PBPs sdo exclusivos ou principalmente expressos nas antenas (GU
et al., 2015). Dentre estes, 7 genes OBPs possuem o mesmo perfil de expressdo nas antenas
dos adultos, 3 PBPs sdo mais expressos em antenas de machos e 7 OBPs sdo altamente
expressos em antenas de fémeas (GU et al., 2015). No hemiptero fitéfago, Adelphocoris
lineolatus foram encontrados 14 genes de OBPs nas antenas de adultos, sendo 5 OBPs
expressos em ambos os sexos, 5 OBPs foram expressos principalmente em antenas de insetos
machos e 4 OBPs foram mais expressos em antenas de insetos fémeas (GU et al., 2011a).

Especificamente em R. prolixus onze genes OBPs encontraram-se expressos, alem das
antenas, nas proboscides, pernas e cabecas (OBP1, OBP7, OBP11, OBP12, OBP14, OBP18,
OBP20, OBP22, OBP23, OBP24 e OBP29) (Fig. 12). A presenca de transcritos em Orgaos
ndo olfativos indica que estas proteinas podem transportar moléculas ndo relacionadas
diretamente com a olfacdo. Alias, dos onze genes OBPs encontrados distribuidos em 6rgaos
olfativos (antenas) e ndo olfativos (probdscide, perna e cabeca) (Fig. 12), quatro haviam sido
descritos anteriormente no transcriptoma de intestino do R. prolixus: OBP1, OBP11, OBP14,
e OBP24 (RIBEIRO et al., 2014). Isso mostra que é provavel que estas proteinas, apesar de
apresentarem transcritos nas antenas, ndo estarem relacionadas com o transporte de odores.
Um exemplo tipico deste caso é o gene OBP11, que foi encontrado expresso em todos os
Orgdos analisados. A OBP11 é, na verdade, a proteina transportadora de heme de R. prolixus
(Rhodnius heme-binding protein - RHBP) que é sintetizada majoritariamente no corpo
gorduroso e secretada para a hemolinfa. A principal funcdo da RHBP ¢ o transporte de
radicais heme gerados a partir da digestdo do sangue, protegendo as células intestinais do
estresse oxidativo (DANSA-PETRETSKI et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1995). E muito
intrigante encontrar transcritos para a RHBP nas antenas e o papel desta proteina neste 6rgéo
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deve ser investigado com atengdo. Apesar de ndo existir nenhuma evidéncia mostrando que a
RHBP transporta odores, esta proteina apresenta a assinatura da familia das OBPs
(pfam01395). Nesta familia estdo incluidas as proteinas ligadoras de feroménio (PBP) e as
proteinas ligadoras de odor gerais (GOBP) (VOGT et al., 1981).

Nos insetos € comum encontrar transcritos para OBPs em grandes quantidades, ndo
apenas nas antenas, mas, também, em outros 0rgdos como pernas, cabecas e Orgdos
envolvidos na gustacdo. Isso indica que esses OBPs participam de outras fungdes celulares,
além da deteccdo de odor (SHANBHAG et al., 2001; JEONG et al., 2013; YUAN et al., 2015;
XUE et al., 2016). Algumas OBPs, por exemplo, sdo importantes na solubilizacdo de lipidios
e outros componentes da dieta, sendo essenciais na absor¢do de nutrientes (SANCHEZ-
GRACIA et al., 2009; PELOSI et al., 2018). Em triatomineos, OBPs expressos nas glandulas
salivares, sugerem a participacdo dessas proteinas na percepcdo de moléculas gustativas
(RIBEIRO et al., 2004; ASSUMPCAO et al., 2008; SANTIAGO et al.,2016). Dessa forma,
podemos especular que os genes OBPs de R. prolixus que encontramos nas probdscides,
pernas e cabecas podem estar envolvidos no transporte de moléculas hidrofébicas
relacionadas com funcdes néo olfativas.

Além dos genes encontrados distribuidos em todos os o6rgdos, seis OBPs foram
expressos exclusivamente nas antenas (OBP6, OBP13, OBP17, OBP21, OBP26, e OBP27)
(Fig. 13). Nos insetos, genes OBPs expressos especificamente nas antenas originam proteinas
envolvidas na deteccdo de diferentes semioquimicos que participam do processo de olfacdo
(SCHULTZE etal., 2012; SUN et al., 2014).

Apesar de excelente para uma triagem inicial, o0 PCR semi-quantitativo ndo € usado
para avaliar diferencas quantitativas nos perfis dos transcritos. Dessa forma, para identificar
genes OBPs diferencialmente expressos entre as antenas dos insetos machos e fémeas, 0s
niveis de RNAm dos seis OBPs foram quantificados por qPCR. A mesma quantidade de
transcritos para os genes, OBP6 e OBP13, foram detectadas nas antenas de ambos 0s sexos
(OBP6 p=0.3799; OBP13 p=0.5345) (Fig. 14; Fig. 15). Portanto, pode-se assumir que as
proteinas transportem odores semelhantes. Ambos, insetos machos e fémeas se alimentam de
sangue. Portanto, os adultos devem ser capazes de detectar volateis especificos emitidos pelo
hospedeiro vertebrado e, com isso, adquirir a refeicdo sanguinea (OTALORA-LUNA et al.,
2004; ESCANDON-VARGAS et al., 2017). Encontrar OBPs com expressdo semelhante nas
antenas de ambos o0s sexos € comum em insetos. Em A. lineolatus, 0s genes para as OBP2,
OBP7, OBP8, OBP9 e OBP10, tem 0 mesmo perfil de expressdo nas antenas dos adultos (GU
et al., 2011a). Na mariposa, S. exigua os genes OBP1, OBP5, OBP6, OBP8, OBP9 e OBP11



89

(ZHU et al., 2013) apresentam a mesma quantidade de transcritos nas antenas de insetos
machos e fémeas. Em outra espécie de mariposa, S. litura, as antenas de adultos apresentam
mesmo perfil de expressdo para os genes OBP1, OBP3, OBP4, OBP5, OBP6, OBP7 e OBP15
(GU etal., 2015).

Em contrapartida, os genes OBP17 e OBP21 foram quantitativamente mais expressos
nas antenas de fémeas (OBP17 p=0.0336; OBP21 p=0.0002). Encontrar genes de OBPs
predominantemente expressos nas antenas de fémeas sugere a participacdo dessas proteinas na
deteccdo de odores envolvidos em comportamentos peculiares das fémeas, como a deteccao
de feromonios de oviposi¢do (Fig. 16; Fig. 17). A deteccdo de volateis de sitios de oviposi¢do
é essencial para a reproducdo de uma determinada espécie, e & observado em insetos
hematofagos. No mosquito Cx. quinquefasciatus, OBPs expressos exclusivamente nas antenas
de fémeas estdo relacionados com a deteccdo de feromonios de oviposicdo. O escatol, é
transportado pela OBP2, e o feromonio de oviposi¢do do mosquito (MOP) transportados pelas
OBP1 e OBPS5. Os genes OBP1, OBP2, e OBP5 nédo sdo expressos nas antenas de insetos
machos. Estes genes tem funcédo especifica nos insetos fémeas (PELLETIER et al., 2010; YIN
et al., 2015). Dessa forma, ndo podemos descartar a possibilidade dos genes OBP17 e OBP21
serem candidatos a deteccéo e transporte de volateis dos sitios oviposicdo em R. prolixus.

A variacdo na quantidade de transcritos presentes em cada antena também foi avaliada.
Nas antenas de insetos fémeas os genes OBP6 e OBP17 tiveram 0s maiores niveis de
expressao (Fig. 18), enquanto o gene OBP17 foi o mais expresso nas antenas de insetos
machos (Fig. 19). Perfis de expressdo diferenciais de OBPs também foram observados em
outras espécies, como nos hemipteros A. lineolatus, Nilaparvata lugens e Apolygus lucorum
(GU et al., 2011a; HE et al., 2011; YUAN et al., 2015), suportando a hipo6tese que essas
proteinas apresentem funcées diferentes em insetos machos e fémeas. Curiosamente, RNAS
para 0s genes OBP6, OBP17 e OBP26 também foram detectados no transcriptoma do
intestino de R. prolixus (RIBEIRO et al., 2014). Dada a complexidade do processamento das
informagdes quimicas por um inseto, sejam relacionadas aos sistemas olfativo ou digestorio,
ndo é possivel inferir o significado da presenca de RNAs de OBPs tanto nas antenas como nos
intestinos. N&o é de todo absurdo acreditar que exista uma correlacdo entre os dois sistemas e
que as proteinas atuem em conjunto no processo de sinalizacdo da disponibilidade de
alimento.

Embora transcritos para o gene OBP26 tenham sido encontrados em grandes
guantidades nas antenas de insetos machos (Fig. 20), este gene também foi relatado expresso

em altos niveis no intestino meédio de R. prolixus (denominado RP-3726) (RIBEIRO et al.,
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2014). Assim, ndo podemos descartar a possibilidade de dupla funcdo para a OBP26,
transporte de moléculas no intestino, bem como de semioguimicos nas antenas. Curiosamente,
apesar da quantidade de transcritos do gene OBP26 nas antenas de fémeas ser 135x menor
que o expresso nos machos (Fig. 20, p=0.004), a proteina OBP26 encontra-se circulante na
hemolinfa sensilar de ambos os adultos (OLIVEIRA et al., 2017). E provavel, que a proteina
encontrada por OLIVEIRA et al. (2017) no proteoma das antenas de insetos fémeas seja
sintetizada também nos intestinos (RIBEIRO et al., 2014). Embora apenas um gene candidato
a OBP26 tenha sido anotado no genoma (MESQUITA et al., 2015), ndo podemos descartar a
possibilidade do mesmo sofrer splicing alternativo e produzir proteinas com fungdes
diferentes como observado em outras espécies de insetos (FORET & MALESZKA, 2006;
HULL et al., 2014).

OBPs expressos exclusivamente nas antenas de insetos machos estdo, na maior parte
das vezes, relacionados com proteinas que detectam feroménio (HE et al., 2010; BOHBOT &
VOGT, 2005). No presente estudo também foram encontrados transcritos exclusivos nas
antenas de machos, os genes OBP26 e OBP27 (OBP26, p=0.004; OBP27, p= 0.004) (Fig. 20;
Fig. 21). Estes achados indicam que estes genes podem traduzir proteinas ligadoras de
feromonio (PBPs), que estariam envolvidas em comportamentos especificos de machos, como
a deteccdo de feromonios sexuais. Apesar da maioria dos trabalhos que relacionam PBPs
expressos nas antenas de insetos machos com a deteccdo de feroménio (MAO et al., 2016;
ZHANG et al., 2018) terem sido publicados em modelos de insetos pragas (ndo hematdfagos),
um gene OBP encontrado nas antenas de insetos machos de A. aegypti também foi apontado
como transportador de feroménio (BOHBOT & VOGT, 2005). O padrédo de expressdo do
gene OBP10 nas antenas e nas asas de mosquitos machos adultos indica a participacdo dessa
proteina na deteccdo de feromdnios sexuais em A. aegypti (BOHBOT & VOGT, 2005).

Em insetos a comunicacdo quimica via feromdnio € uma das principais formas de
identificacdo intraespecifica, e as OBPs participam deste mecanismo (BOHBOT & VOGT,
2005; HE et al., 2010). As OBPs, PBP1 e GOBP2, expressas especificamente nas antenas de
insetos machos no bicho-da-seda, B. mori, se ligam ao principal componente do feroménio
sexual deste inseto, o bombicol [(10E, 12Z)-hexadecadien-1-ol] e aos seus analogos (HE et
al., 2010). A PBP1 de B. mori transporta, também, outro componente do feromdnio, 0
bombical [(10E, 12Z) -hexadecadienal] (HE et al., 2010). Na mariposa, Chilo suppressalis, as
proteinas PBP1 e PBP3 expressas nas antenas de insetos machos reconhecem os trés
componentes principais do feroménio sexual desta espécie, (Z)-11-hexadecenal (Z11-16:
Ald), (2)-9-hexadecenal (Z9-16: Ald) e (Z)-13-octadecenal (Z13-18: Ald) (CHANG et al.
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2015). Portanto, estes estudos comprovam que OBPs expressas exclusivamente nas antenas
de insetos machos tem papel crucial no comportamento sexual nas diferentes espécies de
insetos.

Apenas 22% dos candidatos a OBPs preditos no genoma de R. prolixus foram
expressos majoritariamente nas antenas. Este nimero parece condizente com trabalhos
prévios que relatam uma variagéo entre 8-45% dos genes de OBPs candidatos nos genomas
serem expressos exclusivamente nas antenas. No lepidoptero S. exigua, por exemplo, 45% dos
OBPs candidatos do genoma foram especificos das antenas (ZHU et al., 2013). Na abelha A.
melifera, 42% dos OBPs preditos foram identificados somente nas antenas (FORET &
MALESZKA, 2006). Enquanto, apenas 8% dos genes OBPs do genoma de B. mori, que
possui anotado 45 candidatos, foram encontrados nas antenas (GONG et al., 2009). Esta
variacdo revela que a maioria dos genes candidatos a OBPs ndo produzem proteinas
funcionais nas antenas. Isso certamente tem implicacdo direta para o sistema de sinalizacdo da
olfacdo. Insetos com poucas OBPs circulante na linfa sensilar devem utilizar diferentes
mecanismos para identificar os varios sinais quimicos presentes na natureza, como a
combinacédo de diferentes OBPs. Ndo podemos descartar, também, a possibilidade das OBPs

sofrerem modificagdes pos-translacionais como fosforilagdo e defosforilagéo.

5.2. ESTUDO FUNCIONAL DA OBP27 POR RNAI

O gene OBP27 se mostrou exclusivo das antenas de insetos machos, indicando que a
proteina pode estar relacionada com a deteccdo de volateis liberados pelos insetos fémeas.
Assim, para investigar esta hipotese o gene OBP27 foi silenciado por RNA de interferéncia
(RNAI).

A técnica de RNAI é amplamente utilizada para investigar funcdes de genes em
insetos (BIESSMANN et al., 2010; PELLETIER et al., 2010; HE et al., 2011; SWARUP et
al., 2011; DENG et al., 2013; LI et al., 2016; SHORTER et al., 2016; ZHANG et al., 2016).
Em R. prolixus essa técnica foi aplicada com sucesso para o silenciamento do coreceptor
olfativo (Orco) (FRANCO et al., 2016) e para o silenciamento da quitina sintase (MANSUR
et al., 2014). A tecnica de RNAI também contribuiu para identificacdo de ligantes especificos
das OBPs e para verificar os efeitos fenotipicos comportamentais desencadeados pelo
silenciamento (CHEN et al., 2008; BIESSMANN et al., 2010; PELLETIER et al., 2010; HE
etal.,, 2011; SWARUP et al., 2011; DENG et al., 2013; REBIJITH et al., 2016; SHORTER et
al., 2016; LI et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Algumas evidéncias mostram que silenciar
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genes olfativos pode ser usado como estratégia para o controle de insetos. Individuos
submetidos ao tratamento com dsRNA apresentam modificagdo no comportamento que
influencia diretamente na sobrevivéncia dos mesmos (HE et al., 2011; FRANCO et al., 2016;
Ll etal., 2016; DONG et al., 2017).

Dos dois genes OBPs encontrados nas antenas de machos, selecionamos o gene
OBP27 para os estudos funcionais. O gene OBP26, aparentemente, apresenta multiplos papéis
na fisiologia de R. prolixus, pois esta expresso em grandes quantidades também no intestino
(RIBEIRO et al., 2014). Portanto, a avaliacdo das funcGes do gene OBP27 poderia gerar um
perfil funcional muito mais claro do que aquele do gene OBP26.

Machos adultos tratados com dsOBP27 tiveram uma reducdo de 88% na quantidade
dos transcritos para o gene OBP27 (Fig. 22), representando uma drastica diminui¢do na
guantidade de proteina circulante nas antenas. Com a reducdo da expressao do gene podemos
deduzir que os insetos possuiam uma diminuigdo de OBP27 circulante na linfa sensilar.

Os efeitos fenotipicos iniciais do silenciamento foram verificados atraves da avaliagdo
de trés parametros importantes para a fisiologia de um triatomineo, a ecdise, a sobrevivéncia e
a capacidade de ingerir sangue. No primeiro caso, era preciso verificar se a OBP27 teria
alguma relacdo com o processo de ecdise. No segundo caso, a sobrevivéncia dos grupos era
importante porque precisdvamos de um numero adequado de insetos para realizar os
bioensaios. No terceiro, queriamos verificar se a OBP27 estaria ou ndo relacionada com a
deteccdo de volateis do hospedeiro ou ingestdo de sangue.

O silenciamento do OBP27 néo afetou a ecdise dos insetos. Tanto os insetos tratados
com dsOBP27, como os insetos controle (dsp-gal) realizaram a ecdise normalmente. O
silenciamento do Orco de R. prolixus levou a diminuicdo da ecdise dos insetos, indicando que
a diminuicdo da expressdo do coreceptor afetou o desenvolvimento dos insetos (FRANCO et
al., 2016).

O silenciamento também ndo afetou a sobrevivéncia dos insetos (Fig. 23). A
capacidade de ingerir sangue também néo foi afetada (Fig. 24). Todos os grupos fizeram o
repasto sanguineo normalmente, ambos os grupos, controle e dsOBP27, ingeriram quase a
mesma quantidade de sangue, p=0,4206, indicando que a OBP27 ndo esta relacionada com o
reconhecimento de volateis emanados pelo hospedeiro (fonte alimentar) (Fig. 24). Esse perfil
parece ser frequente em outros insetos. Os efeitos fenotipicos do silenciamento de OBPs néo
afetaram a sobrevivéncia e nem a alimentacdo de An. gambiae (BIESSMANN et al., 2010).
Portanto, os resultados obtidos aqui estdo de acordo com o observado para outro hematofago.

De maneira diferente, a reducdo na expressao Orco de R. prolixus, afetou diretamente a
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capacidade do inseto de realizar a alimentacdo sanguinea (FRANCO et al., 2016). O Orco,
diferente das OBPs, é uma proteina transmembranar expressa nos NSOs e de importancia
vital para o correto posicionamento e funcionamento dos ORs (BENTON et al., 2006). No
hemiptero fitofago, N. lugens, a reducdo da expressdo do gene OBP3, por RNAI, reduziu a
capacidade de deteccdo de volateis da planta hospedeira, levando a diminui¢do da busca pelo
alimento e a um aumento da taxa de mortalidade atribuida a interrupcdo do transporte de
horménio juvenil realizado por esta OBP (HE et al., 2011).

Descartada a possibilidade do envolvimento da OBP27 com volateis do hospedeiro,
seguimos para a avaliacdo da capacidade dos insetos machos silenciados detectarem os
insetos fémeas. Em triatomineos, feromonios sexuais sdo produzidos por fémeas adultas pelas
glandulas metasternais (GMs) (VITTA et al, 2009; MAY-CONCHA et al., 2013). Os
feromonios desencadeiam reacGes comportamentais no sexo oposto, podendo atrai-lo de
longas ou curtas distancias, levando a aproximacéo, reconhecimento e contato entre machos e
fémeas (VITTA, 2009). Estudo recente mostrou que os insetos machos adultos de R. prolixus
sdo atraidos por sinais sexuais quimicos emitidos pelas fémeas. Estes volateis (feroménios)
estimulam tanto a saida dos insetos machos dos abrigos artificiais, como a atividade
locomotora (PONTES, 2010). Portanto, é possivel inferir que existem OBPs nas antenas dos
insetos machos envolvidas diretamente como o transporte e apresentacdo desses volateis ao
NSO.

Dessa forma, para imputar uma funcdo a OBP27, foi utilizado o bioensaio de
atratividade proposto por ZERMOGLIO et al.,, 2015 (modificado). Assim, seria possivel
determinar se o silenciamento, com consequente reducdo dos niveis de OBP27, afetaria a
capacidade de reconhecimento dos insetos fémeas pelos machos. Insetos injetados com dsp-
gal (controle) e, portanto, com quantidades regulares de OBP27 circulante na linfa sensilar,
foram capazes de detectar e se locomover rapidamente em direcdo a fémea (Fig. 25). Insetos
injetados com dsOBP27 e que tinham uma menor concentragdo de OBP27 na hemolinfa
foram mais lentos (Fig. 25). A diferenca na mobilidade entre os grupos mostrou ser
estatisticamente significante (p=0,0065).

Além disso, insetos machos tratados com dsOBP27 quando comparados aos insetos do
grupo controle, permaneciam 40% menos tempo préximos aos insetos fémeas (Fig. 26,
p=0,002). Os insetos do grupo dsOBP27 apresentaram um comportamento bem peculiar. O
macho-dsOBP27 ao se aproximar da fémea, retornava rapidamente para a zona intermediaria
(Z1) do tubo, ou para a zona de liberagdo do macho (ZM), extremidade oposta a fémea. Este

comportamento indicava que os machos-dsOBP27 tinham pouco ou nenhum interesse pelas
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fémeas. Em contraste, insetos do grupo dsi3-gal (controle) permaneciam um tempo mais longo
na zona da fémea (ZF) (Fig. 26). Apesar de existir uma barreira fisica (tela de prote¢do),
impedindo o contato direto entre 0 macho e a fémea, os insetos dos grupos dsR-gal, tentavam
repetidas vezes transpor esta barreira, provavelmente para realizar a copula. Com base nesta
clara diferenca comportamental, podemos inferir que a proteina OBP27 de R. prolixus esta
envolvida na recepcdo de semioquimicos relacionados a busca pela fémea para o
acasalamento.

Em 2010 Pontes (PONTES, 2010) mostrou que odores produzidos pelas GMs das
fémeas promoviam mudangas comportamentais em insetos machos, principalmente nos
mecanismos que mediavam o comportamento sexual, como o inicio do voo, a orientacdo
anemotatica, observada durante a marcha, e 0 comportamento de agregacdo durante a copula.
Portanto, é razoavel supor que os insetos tratados com dsOBP27 tenham a capacidade de
deteccdo dos sinais quimicos produzidos pelas GMs diminuida. Isso explicaria porque o
grupo que expressou menor quantidade de OBP27 permaneceu menos tempo préximo a
fémea (Fig. 26) e, ndo exibiu o comportamento de copula como os insetos do grupo controle.

Sabe-se que as OBPs estdo diretamente envolvidas na transducdo do sinal de
feromonios (VOSSHALL & STENSMYR, 2005). D. melanogaster mutantes, que n&o
expressam OBP76a (conhecida como LUSH) ndo respondem ao 11-cis-vacenil acetato, um
feromonio de agregacdo produzido pelos insetos machos e que atrai tantos machos quanto
fémeas (XU et al., 2005). Hemipteros apresentam o mesmo padrdo. Em A. lineolatus, a
reducdo da expressdo da OBP4 diminui as respostas eletrofisioldgicas aos feromonios sexuais
(ZHANG et al., 2016). Nesta espécie, outra OBP, a OBP1, apresenta maior expressao nas
antenas de insetos machos e tem alta afinidade de ligacdo pelos dois componentes putativos
de feromonios (GU et al., 2011b).

5.3. DOCKING DA OBP27 COM VOLATEIS DAS GLANDULAS METASTERNAIS

Para confirmar a hipdtese da participacdo da OBP27 na deteccdo de feromdnios
produzidos pelas GMs das fémeas, foi feita uma analise in silico. Compostos volateis
emitidos pelas GMs de R. prolixus sdo conhecidos por modular a orientacdo de machos e
aumentar a tentativa de copula (PONTES et al., 2014). Dos 12 compostos identificados nas
GMs, quatro sdo considerados feromonios sexuais putativos: 2-metil-3-buten-2-ol, (S)-2-
pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol (PONTES et al., 2008).
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O modelo obtido para a OBP27 (Fig. 27A) foi validado pelos softwares PROCHECK
e Verify 3D, indicando ser um bom modelo (Fig. 28; Fig. 29). Os valores negativos de energia
livre de ligacdo do docking (Fig. 27) indicaram interacGes favoraveis com 0s quatro
candidatos a ferdmonio. Uma analise mais restritiva dos resultados de docking mostrou que
valores iguais a -4 sdo esperados quando encontramos ligantes especificos (alta afinidade de
ligacdo) para uma determinada proteina (JAYANTHI et al., 2014). Mesmo usando o critério
mais restritivo (valores de -4) para estimar o potencial de ligacdo, a interacdo da OBP27 com
0 2-metil-3-penten-2-ol e o (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol (Fig. 30), ainda assim atenderam
aos critérios de alta afinidade de ligacdo (Fig. 30). Estes resultados sustentam ainda mais
nossa hipotese de que a OBP27 é uma transportadora de semioquimicos derivados de fémeas,
portanto uma proteina ligadora de feroménio (PBP). A maioria dos residuos do binding
pocket da OBP27 que interagem com os volateis da GM sdo hidrofobicos. Esses residuos
interagem com moléculas de odor, que sdo geralmente hidrofobicas. No entanto, residuos
hidrofilicos também foram identificados no binding pocket, e estes podem ser responsaveis
pela formacdo de pontes de hidrogénio com grupos funcionais de alguns ligantes (Fig. 30).
Este mesmo padrdo também foi observado no binding pocket de modelos 3D de OBPs de
outros insetos, como a OBP1 de A. lineolatus (GU et al., 2011b) e a OBP20 do mosquito An.
gambiae (ZIEMBA et al., 2012).

OBPs classicas sdo caracterizadas pela presenca de 6 alfas hélices conectadas por 3
pontes dissulfeto com padrdo especifico C1-X25-30-C2-X3-C3-X36—42-C4-X8—14-C5-X8-
C6 (XU et al., 2003). A OBP27 apresenta 5 cisteinas em sua sequéncia primaria (Fig. 31) e,
dessa forma, foi classificada como uma OBP do tipo Minus C. Apesar do padrdo Minus C da
OBP27, com 5 alfas hélices e 2 pontes dissulfeto, a funcionalidade ndo esta comprometida.
Este padréo se repete em outros insetos. A OBP14 de A. mellifera, assim como a OBP27 de R.
prolixus é caracterizada por fazer apenas duas pontes dissulfeto, ao contrario das trés pontes
tipicas das OBPs cléssicas (SPINELLI et al., 2012).

5.4, FOSFOPROTEOMICA

A analise protedmica dos géis-2DE das antenas de adultos mostrou que as OBPs se
repetiam em diferentes spots, sugerindo que modificagcbes pos-traducionais poderiam ser
responsaveis pela modificacdo do perfil de migracdo. Uma possibilidade seria as proteinas
estarem presentes nas antenas nas formas fosforiladas e defosforiladas (OLIVEIRA et al.,
2017).
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Dessa forma, para verificar se as OBPs de R. prolixus estariam fosforiladas, foi
realizado o mapeamento das fosfoproteinas das antenas. Inicialmente, verificou-se que as
proteinas tratadas com fosfatase sofriam mudancas no perfil de migracdo em gel-2DE. Essa
mudanca estaria ligada a perda do grupamento fosfato que alteraria os pls das proteinas,
indicando que OBPs de R. prolixus estariam fosforiladas (Fig. 32). Para confirmar esta
hipotese, foi realizada a identificacdo de peptideos fosforilados nas antenas de insetos machos
e fémeas, utilizando eletroforese em gel 2-DE em pH de 4-7 (Fig. 33), seguido de nano LC-
MS/MS e identificacdo dos fosfopeptideos utilizando Mascot.

Na anélise fosfoprotebmica foram identificadas diversas proteinas fosforiladas
envolvidas no mecanismo de sinalizagdo olfativa de insetos (LEAL, 2012; GUIDOBALDI et
al., 2014; SAKURAI et al., 2014). Para entender melhor o papel destas proteinas nas antenas
de R. prolixus, foi construido um modelo da transducéo do sinal olfativo (Fig. 34). Proteinas
envolvidas nas vias de transducdo de sinal metabotropicas e ionotrépicas foram identificadas
na forma fosforilada e defosforilada (Tabela 3), indicando que assim como ocorre em outras
espécies de insetos (WICHER et al., 2011; SAKURAI et al., 2014; SUH et al., 2014), a
regulacdo do processo de olfacdo esta presente nas antenas de R. prolixus.

Cinco OBPs e uma CSP com provaveis peptideos fosforilados (Tabela 2) foram
identificadas nas antenas de R. prolixus. As OBPs sdo proteinas transportadoras de moléculas
de odor através das sensilas olfativas (PELOSI et al., 2018) (Fig. 34). Quando o complexo
odor+OBP atinge a regido proxima aos NSOs, a OBP libera o odor e este se liga ao OR
especifico (BRITO et al., 2016) (Fig. 34). Ndo existe um consenso sobre o mecanismo de
liberacdo dos odores pelas OBPs. Diferentes hipdteses sugerem que a liberacdo do odor
ocorre por uma mudanca de conformacdo na OBP induzida por uma diminui¢do do pH, que
leva a eje¢ao do odor por uma a-hélice ou pela abertura de um “loop” do C-terminal que atua
como uma "tampa" na proteina (HORST et al., 2001; XU et al., 2005; WOGULIS et al, 2006;
SUH et al., 2014). Outra hip6tese sugere o envolvimento do mecanismo de fosforilagdo-
defosforilagéo para a liberagéo do odor pelas OBPs.

De fato, OBPs fosforiladas foram identificadas em alguns mamiferos e em um inseto
(LEAL & ISHIDA, 2008; NAGNAN-LE MEILLOUR et al., 2009; BRIMAU et al., 2010;
RAJKUMAR et al., 2010, 2011; BOUCLON et al., 2017). Na mucosa respiratoria de suinos,
por exemplo, existe uma OBP e uma proteina envolvida na recepcdo gustativa (proteina da
glandula de Von Ebner, VEG) ambas fosforiladas (NAGNAN-LE MEILLOUR et al., 2009).
Na saliva de bufalos foi identificada uma OBP com diferentes modificagdes como,

glicosilagdo, hidroxilagdo, ubiquitinacdo e di-hidroxilagdo (RAJKUMAR et al., 2010). Além
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disso, na glandula prepucial de ratos existem 3 isoformas de OBPs, todas fosforiladas
(RAJKUMAR et al., 2011). Estudos sobre a participacdo de OBPs fosforiladas no processo de
reconhecimento de odores em insetos sdo raros. Em 2008, Leal e Ishida (LEAL & ISHIDA,
2008) isolaram a proteina ligadora de feroménio GP-9 das antenas da formiga S. invicta e
identificaram por MS que esta proteina existe na forma fosforilada e defosforilada. Portanto, o
presente estudo é o primeiro relato da identificacdo de modificacdo pos-traducional em OBPs
nas antenas de hemipteros. Embora OBPs fosforiladas tenham sido identificadas em
diferentes organismos, ainda ndo ha um modelo do mecanismo de fosforilacdo para essas
proteinas. E possivel que o processo de ligacdo e liberacio de odores pelas OBPs nas antenas
de R. prolixus ocorra pelo mecanismo de fosforilacdo/defosforilacdo. Essa hip6tese se baseia
nos resultados apresentados aqui que relatam a identificacdo de 5 OBPs e 1 CSP na forma
fosforilada (Tabela 2). Estas proteinas existem na hemolinfa sensilar na forma defosforilada
(OLIVEIRA et al., 2017). Até o presente, apenas um estudo mostrou que a fosforilacéo altera
as propriedades de ligacdo das isoformas de OBPs recombinantes de suino a diferentes
ligantes, sugerindo que a especificidade de ligacdo é determinada por fosforilacdo (BRIMAU
et al., 2010). Diante do universo grande de semioquimicos que participam da ecologia
quimica de R. prolixus e do nimero reduzido de transcritos para OBPs (22%) nas antenas é
provavel que o mecanismo de fosforilacdo/defosforilacdo de OBPs aumente a especificidade e
a seletividade dessas proteinas a diferentes moléculas quimicas.

As OBPs sdo sintetizadas por células acessorias e secretadas para a linfa sensilar, ou
seja, para 0 meio extracelular. Portanto, as OBPs nao sdo fosforiladas ou defosforiladas por
quinases ou fosfatases citoplasmaticas. Estudos mostram que diversas quinases e fosfatases
sdo expressas no meio extracelular de diferentes tipos celulares de vertebrados, sendo
denominadas ecto-quinases e ecto-fosfatases. Essas enzimas fosforilam e defosforilam
proteinas na superficie das células e proteinas sollveis presentes nesse meio (PASS &
FISHELSON, 1995; NATH et al., 2008). Nas antenas de insetos ndo ha nenhum relato da
presenca de ecto-quinases e/ou ecto-fosfatases na linfa sensilar. Entretanto, identificamos uma
quinase (tyrosine-protein kinase Src64B (RPRCO010134-PA)) que possui localizagéo
subcelular no meio extracelular ou é secretada para este meio (https://www.uniprot.org), que
pode estar circulando na hemolinfa sensilar e ser responsavel pela fosforilagdo de OBPs nas
antenas de R. prolixus. A Src64B co-migrou com cinco OBPs (OBP6, OBP11, OBP12,
OBP18 e OBP24) nos géis 2-DE. Além disso, sitios tedricos especificos de fosforilacao para a
Src64B foram identificados em 3 destas OBPs (OBP11, OBP12 e OBP24), sugerindo a

participacdo desta quinase no processo de fosforilagdo. Também foram identificadas 3
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fosfatases (phosphoserine phosphatase (RPRC003241-PA), prostatic acid phosphatase-like
(RPRCO012000-PA) e serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform
isoform X1 (RPRC007500-PA). A fosfatase prostatic acid phosphatase-like (RPRC012000-
PA) possui localizacdo subcelular no meio extracelular ou € secretada
(https://www.uniprot.org), ou seja, pode estar presente na linfa sensilar. Assim, néo
descartamos a possibilidade desta fosfatase participar do processo de defosforilagdo das OBPs
na linfa sensilar. A presenca de quinases e fosfatases no meio extracelular reforca a hipotese
que o processo de fosforilacdo e defosforilagdo de OBPs ocorra nas antenas de R. prolixus
(Fig. 34). Como a fosforilagdo de residuos de serina, treonina e tirosina permitem a
modificacdo de determinadas funcdes das proteinas, as implicacbes que a fosforilacdo
exerceria sobre as fungbes das OBPs nas antenas de R. prolixus precisam ser melhor
investigadas.

Neste trabalho, propomos um possivel mecanismo de acédo de OBPs de R. prolixus por
fosforilagéo/defosforilacdo (Fig. 34). Tomemos como exemplo a OBP27 que foi encontrada
na forma fosforilada e defosforilada. Quando a OBP27 esta proxima aos poros da sensila, ela
se encontra em um ambiente basico (FAN et al., 2011). OBPs sem o fosfato se encontram na
forma basica, como observamos no gel 2-DE (Fig. 32B). Entdo, a fosfatase prostatic acid
phosphatase-like (RPRC012000-PA) estaria defosforilando a OBP27 e levando a ligacdo da
OBP ao odor (Fig. 34).

A membrana do NSO em repouso apresenta-se com carga elétrica positiva do lado
externo (voltado para fora da célula) e negativa do lado interno (em contato com o citoplasma
da célula), ou seja, estd polarizada. Quando um estimulo quimico chega ao neur6nio, pode
ocorrer a alteracdo da permeabilidade da membrana, permitindo grande entrada de sddio na
célula e pequena saida de potéssio dela. Com isso, ocorre uma inversdo das cargas ao redor
dessa membrana, que fica despolarizada gerando um potencial de acdo (KRUEGER-BECK et
al., 2011). Quando a OBP27 se aproxima da membrana dos NSOs (onde se encontram 0s
ORs), ela encontra um ambiente &cido, pois esta regido € descrita como carregada
negativamente quando ha despolarizacdo da membrana do NSO (KEIL, 1999). Dessa forma,
como OBPs estdo em um estado acido quando estdo fosforiladas, a tyrosine-protein kinase
Src64B (RPRC010134-PA) estaria fosforilando a OBP27 e induzindo a liberagdo do odor da
OBP (Fig. 34).

Existem diferentes hipoteses que tentam explicar como ocorre a transducdo do sinal
olfativo nas antenas de insetos (SATO et al., 2008; WICHER et al., 2009; GETAHUN et al.,
2013). A via ionotropica (SATO et al., 2008), na qual o complexo heteromérico OR*Orco
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forma o canal de cétions ativado pela ligacdo do odor, parece ocorrer nas antenas de R.
prolixus (Fig. 34). Dois receptores olfativos foram encontrados na forma fosforilada (OR12 -
RPRC000376-PA e OR79 - RPRC000202-PA) (Tabela 3), indicando que a regulacdo do
mecanismo de sinalizacdo olfativa por fosforilacdo, como encontrado em outras espécies de
insetos (MEDLER & BRUCH, 1999; ZUFALL & ZUFALL, 2000; WICHER et al., 2011),
estd presente em R. prolixus (Fig. 34). Estudos mostram que a fosforilacdo de receptores
olfativos estimulados por ligantes € um mecanismo regulador de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) e é essencial para finalizar a transducéo de sinal (ZUFALL & ZUFALL,
2000). O neurdnio olfativo ativado deve retornar para o estado estacionario num processo
conhecido como dessensibilizacdo. Os ORs podem ser fosforilados apés ligacdo do odor por
proteinas quinases tais como, proteina quinase A (PKA), resultando na dessensibilizacdo de
ORs, ou seja, “desligando” a cascata de sinalizacdo (MEDLER & BRUCH, 1999; ZUFALL
& ZUFALL, 2000). Em insetos tem sido descrito que a fosforilagédo do Orco, leva ao aumento
da resposta a odores, regulando dessa forma, a sensibilidade do receptor (SARGSYAN et al.,
2011; WICHER et al., 2011; GETAHUN et al., 2013, 2016).

O receptor gustativo GR20 (RPRC000451-PA) foi também identificado na forma
fosforilada (Tabela 3) nas antenas (Fig. 34). Receptores gustativos também sdo descritos
como GPCRs e séo identificados em antenas de alguns insetos, indicando que a antena de R.
prolixus além da funcdo olfativa, também pode ter funcdo gustativa (MONTELL, 2009;
JACQUIN-JOLY etal., 2012).

A via metabotropica mediada por segundo mensageiro (WICHER et al., 2009;
GETAHUN et al.,, 2013) também é representada na Figura 34. Neste trabalho foram
identificadas proteinas fosforiladas envolvidas nas vias metabotropicas: diacylglycerol kinase
eta-like (DAGK, RPRC015094-PA) e calmodulin (RPRC007515-PA) (STENGL & FUNK,
2013) (Tabela 3) (Fig. 34). Nesta via a estimulacdo do OR por um odor ativa uma proteina G
que por sua vez ativa a PLC, que leva a um aumento de inositol trifosfato (IP3) e DAG
(diacilglicerol) (Fig. 34). O aumento de IP3 ativa um canal de Ca* (STENGL & FUNK,
2013; SAKURAI et al., 2014) (Fig. 34). Um aumento de DAG ativa a PKC, que ativa canais
de célcio (Fig. 34). Foi identificada uma quinase DAGK (diacylglycerol kinase eta-like -
RPRC015094-PA) fosforilada. A DAGK atua como reguladora da transducdo de sinal
reduzindo o nivel endogeno de diacilglicerol em uma reacéo de fosforilacdo que produz &cido
fosfatidico (Fig. 34) (CHOUQUET et al., 2008). Quando a DAGK ¢ fosforilada pela PKC,
sua atividade aumenta (YAMAGUCHI et al.,, 2006). J& a calmodulina é uma proteina

regulatdria da concentracédo de calcio intracelular (Fig. 34). A fosforilacdo de calmodulina em
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residuos de serina/treonina pela caseina quinase Il diminui a sua capacidade para ativar a
proteina quinase 11 dependente de Ca?*/calmodulina (CAMKII) (SACKS et al., 1995).

Os receptores de potencial transitério (TRPs) sdo um grupo de canais catibnicos
permedveis a Ca®* que funcionam como sensores celulares de varios estimulos internos e
externos. Diversos estudos mostram que TRPs sdo regulados por fosforilagcdo (YAO et al.,
2005; VOOLSTRA et al., 2013). Foram identificados 2 TRPs fosforilados nas antenas de R.
prolixus (transient receptor potential channel pyrexia-like (RPRC001596-PA) e transient
receptor potential-gamma (RPRCO000350-PA) (Fig. 34), indicando que as antenas sao 6rgéos
em que a resposta a diferentes estimulos como temperatura e umidade, também estdo ativos e
séo regulados.

O enriquecimento de fosfopeptideos é uma técnica muito utilizada para a identificacao
eficiente de fosfoproteinas. Atualmente, uma das técnicas mais utilizada é baseada na
afinidade de fosfopeptideos com espécies inorganicas. Nestas técnicas, peptideos ou proteinas
fosforiladas podem ser purificados de misturas explorando a afinidade dos grupos fosfato, que
sdo carregados negativamente, com certas espécies quimicas ligadas a matrizes de afinidade
solidas. Esses reagentes de afinidade podem ser usados como a fase sélida de cromatografia
liquida (THINGHOLM et al., 2009; BELTRAN & CUTILLAS, 2012).

Dentre estas técnicas se destacam a cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (Immobilized metal affinity chromatography - IMAC) e a cromatografia de
afinidade de oxido de metal (Metal oxide affinity chromatography - MOAC). Na IMAC
podem ser utilizados diversos metais como Cu?*, Ni?*, Zn?*, Fe%*, Co?*, AI** e Ga?*, porém o
mais utilizado e que possui mais afinidade e sensibilidade com fosfopeptideos € o ferro. Esta
técnica possui algumas limitagdes, como a diminuicdo da especificidade pela ligacdo
concomitante de grupos carboxilas ao material IMAC levando a co-purificacdo de peptideos
acidos juntamente com fosfopeptideos. Uma solucdo para este problema é o ajuste do pH. Em
matrizes imobilizadas com Fe®* o pH deve ser ajustado entre 2.5 ¢ 3.5 (BELTRAN &
CUTILLAS, 2012).

Na MOAC a interacdo € baseada na afinidade do oxigénio no grupo fosfato com os
atomos de metal. Didxido de zircénio (ZrOz) e dioxido de titanio (TiO2) podem ser utilizados,
sendo o TiO2 0 mais usado. A MOAC também possui a limitacdo de diminuicdo da
especificidade pela ligagdo concomitante de grupos carboxilas. Adicdo de acidos organicos
aos solventes de ligacdo minimizam a ligacdo de grupos carboxilas ao TiO,, aumentando a
especificidade para fosfopeptideos. Comparando-se IMAC com MOAC, o MOAC TiO; é

mais seletivo e sensivel do que IMAC Fe®". Estas técnicas de enriquecimento podem ser feitas
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tanto em colunas cromatograficas como também em microcolunas, tips, granulos e
nanoparticulas (GATES et al., 2010; BELTRAN & CUTILLAS, 2012).

Para refinar os resultados encontrados anteriormente, foi realizado o enriquecimento
dos fosfopeptideos utilizando tips contendo TiO.. Inicialmente foi utilizada beta-caseina
bovina como padréo para otimizacdo da metodologia. A anélise permitiu a identificacéo de 4
peptideos fosforilados e 10 sitios de fosforilacdo na caseina (Tabela 4). Seis dos sitios de
fosforilacdo identificados estdo de acordo com os sitios descritos na literatura (-
.RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.I e K.FQSEEQQQTEDELQDK.l) (BINGHAM et
al.,1988; LI et al., 2012). Esta anélise indicou que a nossa metodologia era eficiente e poderia
ser utilizada para a identificacdo de fosfopeptideos nas amostras de antenas de R. prolixus.

Entretanto, apenas 7 fosfoproteinas (Tabela 5) foram identificadas nas antenas de
insetos machos. Levando-se em consideracdo que as antenas apresentam toda a maquinaria
proteica para a sinalizacdo olfativa, ORs, IRs, OBPs (LEAL, 2012; STENGL & FUNK, 2013)
e que R. prolixus possui 581 proteinas expressas nas antenas (OLIVEIRA et al., 2017) é
dificil acreditar que estes resultados reflitam a real quantidade de fosfoproteinas nas antenas.
Em seres humanos, por exemplo, 75% das proteinas podem sofrer fosforilacdo (OLSEN et al.,
2010). Extrapolando essa estimativa para R. prolixus poderiamos supor que, pelo menos, 436
proteinas poderiam estar fosforiladas em algum momento nas antenas. Entretanto, a
modificacdo de uma proteina por fosforilacdo é transitoria e, via de regra, a isoforma
defosforilada é encontrada em maiores concentracdes nas células (BELTRAN & CUTILLAS,
2012). Portanto, a técnica de enriquecimento dos fosfopeptideos usando tips contendo TiO»,
que funcionou muito bem no caso de uma amostra de caseina purificada, ndo foi eficiente
qguando aplicada a uma amostra mais complexa, como as antenas. Muitos fatores podem ter
contribuido para a falha na identificacdo dos fosfopeptideos, dentre eles, a baixa concentracao
das isoformas fosforiladas nas antenas deve ser considerada.

De qualquer maneira, apesar da baixa eficiéncia dos tips TiO2, as fosfoproteinas
identificadas indicam que a técnica pode ser aprimorada. Excetuando-se a identificacdo de
uma proteina sem funcédo caracterizada (Uncharacterized protein (Fragment) - RPRC007967-
PA), as demais fosfoproteinas tem papel importante nos 6rgdo sensoriais e suas fungdes séo
reguladas pelo mecanismo de fosforilacao.

Dentre as proteinas fosfoforiladas encontramos uma isoforma de tubulina (tubulin
alpha chain (Fragment), RPRC014377-PA). As tubulinas sdo uma familia de proteinas
estruturais que formam microtdbulos em organismos eucariéticos. Nos insetos elas fazem

parte dos componentes fundamentais do citoesqueleto de dendritos e axénios dos NSOs
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(NIELSEN et al., 2010). O processo de fosforilacdo de tubulinas esta envolvido na regulacéo
da estabilidade de microtubulos e na formagdo de axénios (SAKAKIBARA et al., 2013).
Outra proteina estrutural identificada fosforilada foi a dineina (dynein intermediate chain 3,
ciliary-like - RPRC004415-PA). A dineina é uma proteina motora de citoesqueleto envolvida
no transporte axonal nos neurbnios de insetos (PILLING et al., 2006). A regulagdo da
motilidade das dineinas nas células ocorre por fosforilagdo (GAO et al.,, 2015). A
chaperonina, dnaJ (dnaJ homolog subfamily C member, 13 - RPRC007871-PA), foi
encontrada fosforilada nas antenas. A dnalJ é expressa em uma ampla gama de terminais
sinapticos de D. melanogaster e sua fosforilagdo implica na mudanca de conformagdo da
proteina (EBERLE et al., 1998; PATEL et al., 2016). Chaperoninas membros da familia dnaJ
sdo importantes para a liberacdo de neurotransmissores nas fendas sinapticas e na prevencao
de neuro degeneracbes (ZINSMAIER, 2010). Uma isoforma de ferritina foi identificada
fosforilada, a FerHCH: ferritin HCH - RPRC013830-PA, nas antenas. A ferritina é uma
proteina de reserva e transporte de ferro encontrada em abundancia nas antenas de R. prolixus
(OLIVEIRA et al., 2017). As ferritinas de insetos sdo proteinas secretadas (STRICKLER-
DINGLASAN et al., 2006) e envolvidas em diferentes func@es, incluindo a defesa imune
(GEISER et al., 2015). A maioria das ferritinas de insetos sdo proteinas grandes (400-600
kDa) apresentando 2 subunidades pesadas (21-36 kDa), frequentemente glicosiladas
encontradas no reticulo endoplasmético e circulando na hemolinfa. O mecanismo de
fosforilacdo é responsavel pela regulacdo das fungdes da ferritina (BEAZLEY et al., 2009). A
identificacdo de uma isoforma de ferritina fosforilada nas antenas de R. prolixus sugere que
essa proteina tenha papel ativo nas antenas. Encontramos também uma proteina ribossomal
das mitocondrias fosforilada, a mRpL11: 39S ribosomal protein L11, mitochondrial -
RPRC007804-PA. A fosforilacdo de proteinas ribossomais esta envolvida nos mecanismos de
regulacdo da sintese de proteinas mitocondriais (MILLER et al., 2009). O enriquecimento de
fosfopeptideos também permitiu a identificagdo de uma subunidade regulatéria da fosfatase 6
fosforilada (serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory ankyrin repeat subunit A-like,
RPRC004548-PA). Estudos indicam que a fosforilagéo desta subunidade regula a atividade de
fosfatases (KWIEK et al., 2006). Apenas uma OBP, a OBP26 (odorant binding protein 26,
RPRCO000182-PA), foi identificada no fosfoproteoma, entretanto, na forma ndo fosforilada.
Esta proteina foi identificada na analise por eletroforese em gel 2-DE (Tabela 2) na forma
fosforilada. Aparentemente a separacdo das amostras por gel 2-DE melhora a resolucdo da
identificacdo de fosfopeptideos. Os resultados do fosfoproteoma nédo permitiram confirmar a

hipdtese da regulacdo da funcdo das OBPs por fosforilacdo, ainda assim, a presenca de OBPs
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fosforiladas nos géis 2-DE ndo descarta totalmente essa possibilidade. Uma solucdo para

aumentar as chances de encontrar OBPs fosforiladas nas antenas de R. prolixus seria a

combinacdo, como sugerido por Herrera e colaboradores (HERRERA et al., 2017) da

eletroforese em gel 2-DE, seguida do enriquecimento dos fosfopeptideos utilizando os tips

contendo TiOx.

6. CONCLUSOES

Este estudo utilizou ferramentas de biologia molecular, protedbmica e bioensaio para

realizar a caracterizacdo funcional de OBPs, expressas nas antenas do vetor da doenga de

Chagas, R. prolixus, permitindo as seguintes conclusdes:

e Identificacdo do perfil de expressdo de 17 OBPs em diferentes 6rgdos de machos e

fémeas adultos, por PCR semiquantitativo e gPCR:

>

YV V VYV V

Foram identificados 11 OBPs classificadas como transportadoras gerais por
serem encontradas em diferentes 6rgdos (OBP1, OBP7, OBP11, OBP12, OBP14,
OBP18, OBP20, OBP22, OBP23, OBP24 ¢ OBP29).

Foram identificados 6 OBPs possivelmente funcionais (OBP6, OBP13, OBP17,
OBP21, OBP26 e OBP27), devido a presenca exclusiva nas antenas.

OBP6 e OBP13 foram expressos nas antenas de ambos 0s sexos.

OBP17 e OBP21 foram mais expressos nas antenas de fémeas.

OBP26 e OBP27 foram expressos exclusivamente nas antenas de machos.

OBP6 e OBP17 foram 0s genes mais expressos nas antenas de fémeas e OBP17

foi 0 mais expresso nas antenas de machos.

e Silenciamento do OBP27 por RNA de interferéncia:

>
>
>

Reducéo de 88% da expressao do gene OBP27.

O silenciamento do OBP27 néo afetou a sobrevivéncia dos machos silenciados.

O silenciamento do OBP27 ndo afetou a ingestdo de sangue dos machos
silenciados.

Os insetos tratados com dsOBP27 se moveram de forma mais lenta em diregéo as
fémeas em comparacdo com os insetos controle (dsg-gal).

Machos adultos injetados com o dsOBP27 ficaram 40% menos tempo préximo a
fémea.

Os machos tratados com dsOBP27 ndo apresentaram 0 comportamento de

tentativa de copula.
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» A proteina OBP27 é funcional nas antenas de machos.
e Predicdo do modelo 3D e projecéo in silico da funcdo da OBP27:

» 0O modelo 3D teorico da OBP27 foi validado como um bom modelo.

> A OBP27 possui afinidade por 2 volateis produzidos pelas glandulas metasternais
das fémeas, o (3E)-2-metil-3-penten-2-ol, e o (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol.

> Os residuos de aminoacidos que fazem parte do binding pocket da OBP27 que
interagem com os volateis das GMs foram identificados.

¢ Identificacdo de proteinas fosforiladas nas antenas de R. prolixus:

> Proteinas de baixo peso molecular das antenas de R. prolixus migram para areas
mais bésicas do gel 2-DE quando tratadas com fosfatase, indicando que as OBPs
podem estar fosforiladas.

» Foram identificados por eletroforese em gel 2-DE e MS possiveis peptideos
candidatos fosforilados e seus sitios de fosforilagdo em 5 OBPs e 1 CSP.

» Foram identificadas 4 fosfatases e 1 quinase.

» Qito proteinas fosforiladas envolvidas nas vias de transducéo de sinal olfativa de
insetos foram identificadas.

> Foi construido um modelo do mecanismo ativo de ligacdo e de transporte de
odores pelas OBPs através de fosforilacdo e defosforilacao.

» A otimizacao do enriquecimento de fosfopeptideos permitiu a identificacdo de 10
sitios de fosforilacdo na beta-caseina bovina.

> O enriquecimento de fosfopeptideos permitiu a identificacdo de 7 fosfoproteinas
nas antenas de macho de R. prolixus, incluindo, tubulina (tubulin alpha chain
(Fragment), RPRC014377-PA), dineina (dynein intermediate chain 3, ciliary-
like, RPRC004415-PA), dnalJ (dnaJ homolog subfamily C member 13,
RPRC007871-PA), ferritina (FerHCH: ferritin HCH, RPRC013830-PA), proteina
ribossomal das mitocondrias (mRpL11: 39S ribosomal protein L11,
mitochondrial, RPRC007804-PA), subunidade regulatéria da fosfatase 6
(serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory ankyrin repeat subunit A-like,
RPRC004548-PA) e proteina ndo caracterizada (Uncharacterized protein,
RPRC007967-PA).

» Identificacdo da forma n&o fosforilada da OBP26 (odorant binding protein 26,
RPRC000182-PA).
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