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RESUMO

O Rhodnius prolixus é um dos vetores da doenca de Chagas, que é endémica na
Ameérica Latina. Estima-se que h& aproximadamente 7,5 milhdes de portadores da doenca. A
transmissdo por inseto vetor é estimada em 29.925/ano. O contato triatomineo/hospedeiro
ocorre através da deteccdo de semioquimicos (odores) pelas sensilas das antenas no processo
da olfacéo. A olfacdo envolve diferentes proteinas com destaque para os receptores olfativos
(ORs). ORs sdo proteinas do tipo GPCRs (G-protein-coupled receptors), ancoradas a
membrana dos neurdnios sensoriais olfativos representando, a porta de entrada dos estimulos
olfativos. Nos insetos para que um OR se torne funcional € necessaria a co-expressao do
correceptor olfativo, ORCO. O comportamento de um inseto, portanto, dependera da
interpretacdo dos odores presentes no meio ambiente. Assim, bloguear a deteccdo de odores
emanados pelo ser humano pode contribuir para evitar a transmissdo do Trypanosoma cruzi.
Este estudo teve como principais objetivos (1) deorfanizar ORs de R. prolixus e (2) identificar
semioquimicos fisiologicamente ativos. Através de bioinformatica foram selecionados 28
candidatos a ORs dentre 0s 116 descritos no genoma. A selecéo foi baseada na homologia das
sequéncias de ORs descritos como funcionais em outros insetos. RNAs para os ORs
candidatos foram encontrados exclusivamente nas antenas. Estes transcritos foram
quantificados por técnica de PCR quantitativo e 4 receptores foram selecionados para
clonagem no vetor pPGEMHE, e expressdo em ovdcitos de Xenopus laevis. Os pares dos 4
ORX/ORCO expressos em ovocitos foram testados, por técnica de eletrofisiologia (patch
clamp), usando 109 semioquimicos, individualmente e em diferentes concentracdes. Destes,
0s compostos 2-heptanona, y-octalactona, acetofenona e 4 metilciclohexanol foram capazes de
produzir a despolarizacdo da membrana do ovdcito que expressava o complexo OR80-ORCO.
Os bioensaios mostraram que todos 0s quatro compostos fisiologicamente-ativos no patch
clamp promoviam, em diferentes concentracdes, acdo repelente nos insetos. O alcool 4-
metilciclohexanol apresentou a melhor performance na agdo repelente. Para confirmar a
hipotese de que o OR80 estava envolvido na deteccdo do 4-metilciclohexanol, os insetos
foram silenciados por RNA de interferéncia. Os insetos tratados com dsOR80 apresentaram
uma reducdo de 77% nos niveis de transcritos, esta reducdo promoveu a perdar da capacidade
de deteccdo do 4-metilciclohexanol revertendo completamente a agdo repelente deste
composto. Este resultado confirmou a participagdo do OR80 na deteccdo do 4
metilciclohexanol. Este trabalho apresentou a prospec¢do de 4 semioquimicos capazes de

repelir o R. prolixus, e a participacdo do OR80 na deteccdo de um deles. Em um futuro



proximo, estes semioquimicos poderdo vir a ser empregados individualmente ou em conjunto

como repelentes para triatomineos.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus, receptor olfativo, repelente, RNAI, deorfanizagéo



ABSTRACT

Rhodnius prolixus is one of the vectors of Chagas disease, which is endemic in Latin
America. It is estimated that there are approximately 7.5 million people with the disease.
Transmission by insect vector is estimated at 29,925 / year. The triatomine / host contact
occurs through the detection of odors (semiochemical) by the sensilla in the antennas in the
olfaction process. Olfaction involves different proteins with prominence for odorant receptors
(ORs). ORs are GPCRs (G-protein-coupled receptors), anchored to the membrane of olfactory
sensory neurons representing the entrance port of olfactory stimuli. In the insects for an OR to
become functional, co-expression of the olfactory coreceptor, ORCO, is required. The
behavior of an insect, therefore, will depend on the interpretation of the odors present in the
environment. Thus, blocking the detection of odor emanating from humans may contribute to
avoiding the transmission of Trypanosoma cruzi. The main objectives of this study were to
(1) deorphinate ORs from R. prolixus and (2) to identify physiologically active
semiochemicals. Through bioinformatics, 28 candidates for ORs were selected from among
the 116 described in the genome. Selection was based on the homology of sequences of ORs
described as functional in other insects. RNAs for ORs candidates were found exclusively in
the antennas. These transcripts were quantified by quantitative PCR technique and four
receptors were selected for cloning in the pGEMHE vector, and expression in oocytes of
Xenopus laevis. The 4 pairs of the ORx/ ORCO expressed in oocytes were tested by
electrophysiology (patch clamp), using 109 semiochemicals, individually and in different
concentrations. Of these, the compounds 2-heptanone, y-octalactone, acetophenone and 4-
methylcyclohexanol were able to produce depolarization of the oocyte membrane expressing
the OR80-ORCO complex. The bioassays showed that all four physiologically active
compounds in the patch clamp promoted, in different concentrations, insect repellent action.
The alcohol 4-methylcyclohexanol presented the best performance in the repellent action. To
confirm the hypothesis that OR80 was involved in the detection of 4-methylcyclohexanol, the
insects were silenced by RNA of interference. The insects treated with dsSOR80 showed a 77%
reduction in transcript levels, this reduction promoted the loss of the ability to detect 4-
methylcyclohexanol by completely reversing the repellent action of this compound. This
result confirmed the participation of OR80 in the detection of 4-methylcyclohexanol. This

work presented the prospection of 4 semiochemicals capable of repelling R. prolixus, and the



participation of OR80 in the detection of one of them. In the near future, these
semiochemicals may be used individually or together as triatomine repellents.

Keywords: Rhodnius prolixus, odorant receptor, repellent, RNAI
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

Tripanossomiase americana € uma infeccdo parasitdria humana causada pelo
Trypanosoma cruzi, (Eucarya, Kinetoplastea, Trypanosomatidae). Esta infeccdo conhecida
por doenca de Chagas é uma homenagem ao médico sanitarista Carlos R. J. Chagas que
descobriu e descreveu esta patologia (Chagas, 1909). O sanitarista identificou o inseto vetor
(barbeiro, Triatoma infestans), o agente etioldgico (o protozoério, T. cruzi) e descreveu a
tripanossomiase americana (VINHAES & DIAS, 2000; ARGOLO et al., 2008; KROPF et al.,
2005).

Semelhante as demais doencas negligenciadas, a doenca de Chagas é considerada uma
antropozoonose resultante das alteragBes antropicas e das desigualdades socioecondmicas. Ela
ocorre principalmente em regides rurais ou mais precarias causando um grande impacto nos
trabalhadores da agricultura e da pecuaria em paises acometidos pela doenca. (VINHAES &
DIAS, 2000; ARGOLO et al., 2008). A doenca é endémica em grande parte do México,
América Central e América do Sul, onde estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam
infectadas. A doenca tornou-se mundialmente problematica devido a migracao internacional
em larga escala de latino-americanos para paises ndo endémicos, particularmente EUA,
Canada, Europa, Australia e Japdo (SCHMUNIS & YADON 2010) (Fig. 1). O Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention) estima que ha
mais de 300 mil pessoas infectadas pelo T. cruzi, morando nos Estados Unidos, e a maioria
destas pessoas foram infectadas nos paises endémicos (CDC, 2016). No Brasil, ha cerca de
2,9-7,2 milhdes de pessoas que vivem com doenca de Chagas, causando cerca de 6.000
mortes anuais (MARTINS-MELO et al., 2014).

Os triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiro, bicudo, chupancga, furdo,
dentre outros, sdo os vetores da doenca de Chagas. Pertencentes a Ordem Hemiptera, sdo
estritamente hematdfagos. Hoje, existem cerca de 148 diferentes espécies conhecidas,
subdivididas em 18 géneros. Desses 18 géneros, 3 sdo considerados como 0Ss mais
importantes: Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (GALVAO, 2015).

Os triatomineos prosperam em condi¢Ges precarias de habitacdo, por exemplo,
construgcdes com paredes de barro, casa de pau-a-pique, (Fig. 2), assim, em paises endémicos,
as pessoas que vivem em areas rurais correm maior risco de adquirir a infeccdo (SALES-
JUNIOR et al, 2017; CDC, 2016).
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A doenca se apresenta na clinica em duas fases: aguda e cronica (WHO et al., 2018).
A infeccdo aguda pode ocorrer em qualquer idade, embora ocorra geralmente durante os
primeiros anos de vida, sendo assintomatica na maioria dos casos (PEREZ-MOLINA &
MOLINA, 2018) ou com sintomas leves e inespecificos (WHO et al., 2018).

Figura 1. Distribuicdo mundial da doenca de Chagas. Rotas de migracdo da América Latina e estimativa do
namero total de individuos infectados em paises ndo endémicos. Adaptado de COURA & VINAS, 2010.

Figura 2. Casa tipica da regiéo rural do semiarido nordestino, PB. Adaptado ARGOLO et al, 2008
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Em pouco menos de cinquenta por cento das pessoas picadas por um triatomineo
infectado com o T. cruzi, aparece o primeiro sinal visivel caracteristico da doenca que pode
ser uma lesdo cutanea ou um inchacgo arroxeado das palpebras de um olho, conhecido como
sinal de Romana (Fig. 3), em homenagem ao médico Cecilio Romarfia que descreveu este sinal
clinico permitindo assim fécil e imediata identificacdo de casos agudos (WHO, 2018; PEREZ-
MOLINA & MOLINA, 2018; KROPF, 2005). Além deste, outros sintomas como febre, dor
de cabeca, glandulas linfaticas aumentadas, palidez, dores musculares, dificuldade de respirar,
inchaco e dor abdominal ou toracica podem aparecer (WHO, 2018). Esta fase tem duracéo de
4 a 8 semanas e a parasitemia diminui substancialmente a partir de 90 dias (PEREZ-MOLINA
& MOLINA, 2018).

Figura 3. Sinal de Romafia em uma menina procedente de area endémica no Brasil. Adaptado ARGOLO et al,
2008.

Na fase crbnica, os parasitas estdo presentes principalmente no coracdo e nos
musculos do sistema digestério (WHO, 2018). Esta fase é caracterizada por parasitemia
flutuante, embora a maioria dos pacientes permaneca assintomatico, ap0s Varios meses,
podendo chegar até décadas, caracterizando assim a forma indeterminada da doenca de
Chagas (SALES-JUNIOR, 2017). Aproximadamente trinta por cento dos pacientes sofre de
distarbios cardiacos e aproximadamente dez por cento sofrem de disturbios digestivos
(tipicamente aumento do eséfago ou colon) e altera¢bes neurolégicas ou mistas (WHO, 2018).
O individuo infectado pode chegar ao quadro de ébito apos anos de infeccdo devido a
arritmias ou insuficiéncia cardiaca progressivas causada pela destruicdo do musculo cardiaco
e do sistema nervoso (WHO, 2018).

A transmissdo da doenga de Chagas pode ocorrer por diferentes vias, tais como:

através de transfusdes de sangue, transplantes de 6rgdos, acidentalmente, de forma vertical
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(congénita), através do aleitamento materno, oral e, excepcionalmente, por meio sexual, como
ja comprovada em animais experimentais (REICHE et al., 1996; DIAS, 1992). Na literatura
estdo relatadas duas formas de transmisséo vetorial do T. cruzi, um ciclo silvestre e um ciclo
doméstico. O ciclo silvestre constitui o ciclo original da tripanossomiase americana, calcula-
se que mais de duzentas espécies, entre hospedeiros vertebrados e triatomineos silvestres,
participem deste ciclo. O T. cruzi circula entre os mamiferos silvestres através dos insetos
vetores. Devido a complexidade dos inumeros hospedeiros e vetores envolvidos no ciclo
silvestre, este ainda ndo esta bem definido. Por outro lado, o ciclo doméstico € muito bem
estudado, o homem e animais sinantropicos e triatomineos domiciliares fazem parte deste
ciclo. O ciclo doméstico se estabeleceu quando o homem passou a habitar locais os ectopicos
silvestres, normalmente em fazendas e outros tipos de habitacdes rurais que oferecem abrigo e
alimento abundante aos vetores, incluindo-se, desta forma, no ciclo epidemioldgico da doenca
(ARGOLO et al., 2008). Além disso, as atividades antropicas, como a destruicdo da vegetacdo
pela agricultura, acarretando desequilibrios nos ecossistemas, levaram as modificacbes no
comportamento dos insetos vetores que passaram a ter o ser humano como unica fonte
alimentar (ARGOLO et al., 2008).

Os triatomineos infectados com T. cruzi eliminam nas fezes uma forma celular
alongada com um flagelo denominada tripomastigota metaciclico (Fig. 4A). Apds a entrada
no organismo do hospedeiro vertebrado, ocorre a infeccdo de células proximas a area da
picada (Fig. 5). Dentro da célula, os parasitas assumem uma forma ovoide e sem flagelo,
denominada amastigota, que se multiplica rapidamente (Fig. 4B). O grande numero de
parasitos promove um rompimento celular e os tripanossomatideos adentram as correntes
sanguinea e linfatica. Nesse momento, 0s protozoarios reassumem a forma flagelada, sendo
denominados no vertebrado, de tripomastigotas sanguineos. Desta forma, eles se espalham
pelo organismo e infectam outras células em novos ciclos de multiplicacdo, causando lesdes,
principalmente, em tecidos musculares cardiacos e lisos (REY, 2001; ARGOLO et al., 2008).
O inseto é infectado ao se alimentar de hospedeiros vertebrados contendo as formas
tripomastigotas sanguineos. No barbeiro, estas formas se modificam assumindo a forma de
epimastigotas, que voltam a adquirir a capacidade de multiplicagdo. Os epimastigotas se
multiplicam intensamente na mucosa intestinal e apos uma série de divisdes assumem a forma

tripomastigota metaciclico sendo liberadas nas fezes (ARGOLO et al., 2008).
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Figura 4. As duas principais formas do T. cruzi em hospedeiros vertebrados: A, tripomastigota (formas
sanguineas aderidas a células musculares cardiacas); B, amastigota (formas intracelulares presentes no
citoplasma de células musculares cardiacas, onde se multiplicam). Adaptado de ARGOLO et al., 2008
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Figura 5. Ciclo de transmissdo do T. cruzi (simplificado) ARGOLO et al., 2008
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O impacto econdmico causado pela doenca de Chagas é grande, além do altissimo
custo social (ARGOLO et al., 2008). O custo com cuidados médicos é exorbitante. Somente
na Coldémbia, o custo anual dos cuidados médicos para todos os pacientes com Chagas foi
estimado em aproximadamente US$ 267 milhGes em 2008 (WHO, 2018).

Apesar de todo esforco de pesquisa na &rea da doenca de Chagas, e grande
conhecimento adquirido, ainda nédo existe uma vacina e nem um tratamento que reduza os
danos provocados pelo T. cruzi no organismo humano. Até o presente, ha somente dois
medicamentos utilizados para o tratamento da doenca, o benzonidazol e o nifurtimox
(SALES-JUNIOR et al, 2017). Os mecanismos de acdo de benzonidazol e nifurtimox ndo séo
inteiramente claros. E relatado na literatura que o benzonidazol atua na redugdo do
metabolismo do parasita, pois utiliza 0 NADH dependente da mitocondria para a sua ativacao
como um pré-farmaco (SOBRINHO et al., 2009). No entanto, experimentos realizados em
camundongos por OLIVEIRA et al. em 2008, demonstraram que o benznidazol nédo elimina
todos os parasitas na fase cronica da doenca, mas pode impedir 0 avanco das formas mais
grave. Assim, a reducdo populacional dos triatomineos ainda se constitui a forma mais

eficiente de prevencao da doenca de Chagas.

1.2. Rhodnius prolixus

O R. prolixus é um inseto hematdfago estrito pertencente ao Filo Arthropoda, Subfilo
Hexapoda, Classe Insecta, ordem Hemiptera, género Rhodnius, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae. Ele apresenta metamorfose incompleta (hemimetabolo), ap6s a
eclosdo dos ovos passa por cinco fases de ninfa até atingir a forma adulta (Fig. 6). Os adultos
apresentam asas e aparelho reprodutor totalmente desenvolvido e estdo aptos para a
reproducdo (WIGGLESWORTH, 1934).

O R. prolixus ndo possui hospedeiro preferencial, alimenta-se de qualquer vertebrado
de sangue quente, sendo apontando como principal vetor da doenga de Chagas no norte da
América do Sul e América Central (LEHANE, 1991; LENT, 1999). O repasto sanguineo é
crucial para que o inseto possa mudar de fase de desenvolvimento (BUXTON, 1930). Além
disso, o sangue funciona como fonte de nutrientes para as fémeas iniciarem o0 processo de
formacgéo de ovos. A voracidade por sangue é tanta que as ninfas de quinto estadio de R.
prolixus chegam a ingerir até 9 vezes o seu peso em sangue (FRIEND et al., 1965). Apds a
alimentacdo, os insetos podem permanecer por um longo periodo em jejum, podendo chegar a

varias semanas. Em média 3 dias apds a alimentagéo, os ovarios das fémeas R. prolixus ja se
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encontram repletos de ovécitos, e por volta do 5° dia inicia-se a postura. A embriogénese tem
duracdo de 15 dias, ap0s este periodo eclode a ninfa de 1° estadio (WIGGLESWORTH,
1934).

Em virtude de sua importancia epidemioldgica, associada ao conhecimento acumulado
sobre fisiologia e bioguimica, o R. prolixus foi selecionado, entre os triatomineos, para ter o
genoma sequenciado. Em 2008 foram disponibilizados na plataforma VectorBase
(www.vectorbase.org) as primeiras sequéncias. Por fim, em 2015 ap6s anos de pesquisa com
0 envolvimento de diversos grupos a anotacdo do genoma foi concluida e disponibilizada
(MESQUITA et al., 2015).

Ovo Ninfas Fémea Macho

||IllIH|i||||\||l\’\\l\\\\\\\\\\

I
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Figura 6. Ciclo de vida do R. prolixus. Os diferentes estagios de desenvolvimento do barbeiro desde o ovo, 1° ao
5° estadio de ninfa até ao estagio adulto estdo assinalados na figura. Fonte: Foto de Roberto Eizemberg.

1.3. Controle Vetorial

No Brasil, o controle de triatomineos é feito fundamentalmente, através da aplicacéo
de inseticidas quimicos. Inicialmente, testou-se o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT),
entretanto seus efeitos a longo prazo eram despreziveis (DIAS, 2011). Em 1947, foram
realizados ensaios laboratoriais com um novo inseticida clorado, o gamexanne P530 ou
hexaclorociclohexano (BHC), que apresentou resultados muito bons. Esses resultados foram
ratificados, posteriormente, em estudos realizados na Argentina (ROMANA & ABALLOS
1948) e Uruguai (OSIMANI et al. 1950).

No ano de 1983, introduziu-se no Brasil, um programa de erradicagdo do principal
vetor doméstico da doenca de Chagas, o Triatoma infestans, através da pulverizacdo de
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inseticidas em locais fechados (DIAS, 2011). Este programa foi eficaz por um longo periodo,
permitindo que no ano de 2006 o Brasil fosse oficialmente considerado livre da transmisséo
da doenca de Chagas (DIAS, 2006). Por outro lado, com o desaparecimento do T. infestans
outras espécies, antes consideradas de importancia epidemioldgica secundaria, assumiram o
papel na transmisséo da doenga (COSTA & PETERSON, 2012, DIAS 2011).

Quanto ao controle quimico houve uma evolugdo que permitiu a selecdo de inseticidas
menos nocivo ao ecossistema local. Atualmente utiliza-se inseticidas como os piretréides
sintéticos, que sd@o menos toxicos para animais domésticos e seres humanos (ARGOLO et al.,
2008).

Nos ultimos anos, vém sendo amplamente discutido alternativas que possam substituir
a utilizacdo de inseticidas quimicos no controle de vetores de doencas. Estas alternativas de
controle teriam como principais vantagens: a seguranca, a atuacdo especifica no inseto e, ser
inofensiva para o ecossistema. Dentre as abordagens que poderiam ser empregadas destacam-
se as substancias de origem vegetal e 0 uso de inseticidas biolégicos (MACIEL et al., 2010;
MOREIRA et al., 2012). Assim, sugiram novas substancias naturais ou sintéticas capazes de
intervir em processos bioldgicos essenciais para a reproducdo dos insetos. Por exemplo, 0s
analogos do horménio juvenil que interferem no sistema endocrino provocando retardo no
desenvolvimento e causando a morte do inseto (DHADIALLA et al., 1998). Outro exemplo é
o controle biol6gico através do uso de insetos que parasitam ovos de triatomineos (BARRET,
1975). A melhoria habitacional, saneamento bésico, boas condi¢cBes de saude e higiene
também sdo alternativas para o controle populacional de vetores, pois 0s triatomineos nédo
infestam moradias de boa qualidade e em boas condicGes de higiene (ARGOLO et al., 2008).
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem incentivando o desenvolvimento de projetos
que usem as denominadas “tecnologias verdes” para o controle de vetores de doencas.
Proteinas do inseto envolvidas diretamente com a percepcdo do meio ambiente como, por

exemplo, os receptores olfativos podem se constituir bons alvos para o controle.

1.4. Repelentes e os triatomineos

A utilizagdo de repelentes pode ser uma forma eficiente de diminuir o contato de
insetos vetores com 0s seres humanos e, consequentemente, impedir a transmissao vetorial de
doencas. Repelentes sdo definidos como uma substancia quimica, de natureza volatil que
induz artropodes a se moverem na dire¢do oposta a sua fonte (WHITE & MOORE 2015). Os

repelentes devem ser eficazes para proteger 0s usuarios contra 0s diversos insetos
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hematofagos por um longo periodo e, principalmente, ndo devem provocar reacdes adversa ao
usuario (LUPI et al., 2013).

Os repelentes evoluiram a partir da queima de plantas (fumaca), de formulacdes de
extratos de plantas (6leos essenciais) com um ou mais agentes ativos de substancias
repelentes. A fumaca oriunda da queima de plantas ainda é a forma mais utilizada para repelir
mosquitos em algumas zonas rurais (LEAL, 2014). Compostos de origem vegetais tais como
citronela e 6leo essencial de eucalipto sdo amplamente utilizados como repelentes topicos,
velas que liberam compostos de origem vegetal também sdo utilizadas para afastar os insetos.
Existem repelentes cujo principio ativo é sintético. Os mais populares sdo o etil-butil-acetil-
amino-propionato (IR3535) e o DEET (n,n-dietil-meta-toluamida), ambos utilizados de forma
eficaz para repelir mosquitos dos géneros Aedes, Culex e Anopheles (LUPI et al., 2013).

O DEET é um dos ingredientes ativos mais comuns e amplamente utilizados em
repelentes comerciais, podendo ser formulado como aerossois, cremes, logdes, sprays, géis e
lencos de papel e em concentragfes que varia de 5 a 100% (DIAZ, 2016). A maioria dos
produtos comercializados com DEET estdo em concentragdes entre 30 e 40 % ou menores
(DIAZ, 2016). Seguindo corretamente as indicacdes do produto, o DEET € considerado
seguro para o uso. No entanto, 43 casos de toxicidade foram descritos nas ultimas cinco
décadas, 25 casos com envolvimento do sistema nervoso central, um caso com o sistema
cardiovascular e 17 com reacgdes cutaneas/alérgicas. Os sintomas relativos ao sistema nervoso
central incluem: letargia, confusdo, psicose maniaca aguda, dores de cabeca, ataxia,
desorientacdo, encefalopatia aguda, tremores e convulses. No sistema cardiovascular, 0s
sintomas sdo bradicardia e hipotensdo. Os sintomas cutaneos e alérgicos relatados incluem
anafilaxia, urticéaria, bolhas hemorragicas e erosbes (KATZ et al., 2008). Wiles et al. (2014)
relatou um caso de morte por ingestdo do repelente contendo 40% de DEET de um paciente
adulto do sexo masculino. H& mais 5 outras mortes relatadas na literatura relacionada a
intoxicacdo por DEET, duas por ingestdo e trés por exposicGes dérmicas (BRIASSOULIS et
al., 2001; TENENBEIN, 1987).

IR3535 € um repelente sintético desenvolvido pela empresa Merck na década de 70.
Desde de sua criacdo o IR3535 encontra-se presente no comércio europeu e somente em 1999
chegou ao Estados Unidos. Na concentragdo de 20%, o IR3535 é eficaz contra 0s mosquitos
do género Aedes e Culex por um periodo de 7-10 h, mas contra 0s mosquitos do género
Anopheles ¢ eficiente somente por aproximadamente 4 h. Sua eficiéncia é comparada com a
do DEET, porém ele requer frequentes aplicacdes a cada 6-8 h (ISLAM et al., 2017). O

IR35335 esta disponivel no mercado através dos produtos comerciais Pick-out (Vichy), Baby
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Clear Lotion (J&J), Avon Bronze e Skin So Soft (Avon), entre outros. Este repelente causa
pouca irritagdo nas mucosas e exibe uma toxicidade oral e dérmica mais segura do que o
DEET, ndo existindo relatos de toxicidade por este repelente (ISLAM et al., 2017; DIAZ,
2016).

Vérios grupos de pesquisas vém buscando compostos que promovem repeléncia em
triatomineos e que ndo sejam nocivos ao meio ambiente. Zamora et al. (2015) estudou a agdo
repelente de diferentes componentes do 6leo essencial, citronela, em 3 diferentes espécies de
triatomineos, Triatoma rubida, T. protracta, e T. recurva. Estes pesquisadores constataram
que todos os componentes do dleo de citronela promoveram alguma inibi¢do na alimentacao
destes insetos, variando desde uma inibicdo fraca provocada pelo limoneno a uma mais
significativa como no caso do geraniol e citronelol. Eles também observaram que a mistura
dos componentes geraniol e citronelol repelia as trés espécies e que 0s componentes citronela
e limoneno ndo promoviam agéo repelente significativa. Moretti et al. (2013) analisaram o
efeito da atividade locomotora e repeléncia em ninfas de primeiro estadio de R. prolixus e em
T. infestans por 10 diferentes monoterpenos. Eles constataram que 0S monoterpenos
carvacrol, eugenol e geraniol promoveram acdo repelente semelhante ao DEET em ambas
espécies. Por outro lado, h& alguns grupos de pesquisas que tem demonstrado que 0s
triatomineos, de modo geral, ndo respondem aos repelentes sintéticos disponiveis
comercialmente. Zermoglio et al. (2015) demonstraram que o DEET so6 tem efeito repelente
sobre R. prolixus utilizando altas concentracdes do produto (acima de 90%), o que torna
incompativel sua utilizacdo em seres humanos. A ineficacia destes repelentes para triatomineo
ja vem sendo estudada ha mais de 40 anos através de trabalhos como de DIAS & SILVA,
1969.

1.5. Ecologia Quimica e o Rhodnius prolixus

Ecologia quimica € a ciéncia que busca conhecer os mecanismos da comunicagéo
quimicas e interacBes intraespecificas e interespecificas atraves da identificacdo dos
compostos quimicos envolvidos (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013; LEAL, 2017).

Substancias quimicas especificas (semioquimicos) medeiam uma ampla gama de
interacdes ecologicas e comportamentais entre 0s insetos, particularmente para comunicagéo
intraespecifica (feroménios) e para o reconhecimento de fatores ambientais (aleloquimicos)
como a deteccio de alimentos (CRUZ-LOPEZ et al., 2001).
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Os insetos, assim com todos 0s outros animais, necessitam perceber e interpretar as
informagdes do meio ambiente obtidas por meio dos 6rgdos sensoriais (JEFFERIS, 2005).
Desta forma, os insetos podem executar atividades crucias para sua sobrevivéncia como a
reproducdo e a alimentacdo (JEFFERIS, 2005; ZWIEBEL & TAKKEN, 2004).

Os insetos, de modo geral, reconhecem um individuo do mesmo género ou de géneros
diferentes através de feromonios sexuais e/ou de agregacdo. Em vérias espécies de
lepidopteros os insetos machos reconhecem e localizam as fémeas através dos feromonios
sexuais. Alguns feromdnios denominados de trilha séo usados pelas formigas para demarcar o
percurso para os demais membros da colonia. Também esté descrito feromonio de agregacéo
em gafanhotos (GADENNE et al., 2016). Os insetos também sdo capazes de reconhecer sinais
qguimicos emitidos por organismos de outras espécies, como plantas, predadores e outras
fontes de origem natural ou antropogénica (GADENNE et al., 2016).

Em triatomineos feroménio sexuais sdo produzidos pelas fémeas adultas para atrair os
machos da mesma espécie (VITTA & LORENZO, 2009; CRUZ-LOPEZ et al., 2001). Em R.
prolixus, 0 macho € atraido pela fémea (VELASQUEZ-ANTICH, 1968), e no momento do
acasalamento o casal libera compostos volateis que atraem outros machos que se agregam ao
redor do casal (BALDWIN et al., 1971). As fémeas produzem e liberam os feromonios
sexuais pelas glandulas metasternais (CRESPO & MANRIQUE, 2007). Os odores oriundos
destas glandulas séo preferencialmente emitidos durante a escotofase (PONTES et al., 2008),
e sdo capazes de induzir os machos a sairem de seus abrigos (PONTES, 2010), levantarem
vbo (ZACHARIAS et al., 2010) e os orienta para correntes de ar associadas com odores das
fémeas, exibindo anemotaxia positiva (VITTA et al., 2009; MAY-CONCHA et al., 2013).
Basicamente, estdo presentes no feromoénio produzido pelas glandulas metasternais
substancias como cetonas, alcoois, dioxolanos e aldeidos (MANRIQUE et al., 2006; PONTES
etal., 2008; VITTA et al., 2009, MAY-CONCHA et al., 2013).

O comportamento de agregacdo é comum em triatomineos e, pode ser mediado por
semioquimicos presentes nas fezes (SCHOFIELD & PATTERSON, 1997; FIGUEIRAS et al.,
1994; LORENZO & LAZZARI, 1996; FIGUEIRAS & LAZZARI, 2002; VITTA et al.,
2002). O comportamento de agregacao esta relacionado, tanto ao ato de buscar abrigos, como
ao reconhecimento intraespecifico (LORENZO & LAZZARI, 1996; PIRES et al., 2002). E
bem conhecido que a cuticula de T. infestans produz um semioquimico que promove a
agregacéo através do contato direto inseto-inseto (FIGUEIRAS & LAZZARI, 1998). Mota et

al. (2014) demonstraram que compostos volateis presentes nas fezes dos triatomineos (T.
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infestans, T. brasiliensis e Panstrongylus megistus) séo capazes de recrutar os insetos em
abrigos. Basicamente, estes volateis sdo acidos graxos de cadeia curta, um diol e uma amida.

A localizacdo do hospedeiro vertebrado para a alimentacdo sanguinea € uma funcao
crucial para a sobrevivéncia dos triatomineos. Esses insetos demonstram uma resposta
denominada anemotética, que se caracteriza pela capacidade do inseto de se orientar quando
confrontados com correntes de ar que transportam odores associados ao hospedeiro (NUNEZ
1982 & 1987; GUERENSTEIN et al., 1995; BARROZO et al., 2004). A localizagdo do
hospedeiro também € influenciada por sinais térmicos, que provocam no inseto o reflexo de
extensdo da proboscide que leva a localizagdo de vasos sanguineos sob a superficie da pele e,
consequentemente, a picada para a ingestdo de sangue (FERREIRA et al., 2007).

Todos esses sinais quimicos (feroménios e outros demais semioquimicos) que
provocam alguns comportamentos de atracdo ou repulsdo sdo processados pelo sistema

olfativo do inseto.

1.6. Sistema olfativo dos insetos

A olfacdo, modalidade sensorial que é responsavel pela transdugdo do sinal olfativo,
provoca respostas comportamentais que séo criticas para o sucesso evolutivo das espécies, tais
como, a localizagdo da fonte alimentar, encontrar um local para abrigo, substratos para
construcdo de ninhos, localizar sitios para a oviposicdo, assim como avaliar a presenca de
predadores e outros perigos ou simplesmente mover-se pelo ambiente (JEFFERIS, 2005). A
informacdo oriunda do semioquimico é vital para os insetos, pois, o sistema olfativo possui
eximia capacidade de captar e interpretar uma ampla variedade de moléculas de odor, que sao
emanados por diferentes fontes ambientais (HANSSON et al.,, 2010; HANSSON e
STENSMYR, 2011; LORENZO & MELO, 2012). Moléculas de odor de todas as formas e
tamanhos séo detectadas pelo sistema olfativo (WICHER et al., 2009). Até o momento, ainda
ndo ha uma estimativa precisa da quantidade de moléculas de odor que participam da
comunicagdo quimica de uma dada espécie de inseto (LORENZO & MELO, 2012).

Evidentemente a olfacdo é extremamente importante nos insetos e este fato é
confirmado pela presenca de estruturas complexas como as antenas, cuja a fungdo é analoga
ao nariz humano (LORENZO & MELO, 2012).
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1.6.1. Morfologia do sistema olfativo

Os insetos apresentam um par de antenas localizadas em sua cabeca, inseridas em uma
estrutura denominada tubérculo antenifero. No género Rhodnius as antenas estdo préximo ao
apice da cabeca logo apds a metade da regido anteocular (Fig. 7) (OPAS, 2009). Nesta espécie
as antenas sdo constituidas por 4 segmentos: escapo, pedicelo e dois segmentos flagelar
possuindo diversos tipos de sensilas distribuidas em sua superficie (Fig. 8)
(WIGGLESWORTH & GILLETT, 1934; ORTIZ et al., 2011).

..H‘"F--.- \\‘, -
Tubérculo
antanifaro

Figura 7. Detalhe da cabe¢a de R. prolixus, mostrando a localizacdo das antenas, inseridas no tubérculo
antenifero, situado apds a metade da regido anteocular. Adaptado de OPAS, 2009.

As sensilas olfativas sdo pequenas estruturas quitinosas e porosas presentes na
superficie das antenas (Fig. 8) (LORENZO & MELO, 2012). As sensilas sdo estruturas
basicas usadas na percep¢do dos estimulos ambientais tais como quimicos, mecanicos,
térmicos, luminosos e até variagdes na umidade relativa do ar (CAREY & CARLSON, 2011).
Além das antenas, as sensilas podem ser localizadas em outras estruturas, como palpos labiais
e maxilares, proboscides, 6rgdos genitais, patas e asas (DE BRUYNE & BAKER, 2008;
GUERENSTEIN & HILDEBRAND, 2008; NICHOLS & VOGT, 2008; GUIDOBALDI et
al., 2014).

A morfologia das sensilas esta relacionada com suas funcdes (CHAPMAN, 1998). As
sensilas s&o classificadas de acordo com a modalidade sensorial em olfativas,
mecanosensoriais, gustativas, e podem abrigar termo/higro receptores capazes de detectar
calor e umidade (GUIDOBALDI et al., 2014).

As sensilas possuem uma cavidade distal onde se encontram os dendritos dos
neurdnios sensoriais olfativos (NSOs) que é preenchida por um liquido chamado linfa sensilar
(LORENZO & MELO, 2012). Em cada sensila olfativa, ha trés células acessorias

denominadas tecogena, tricogena e termogena (KEIL, 1999); estas duas Ultimas fornecem
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proteinas e concentracOes ibnicas adequadas a linfa sensilar. Através dos poros presentes na
parede cuticular das sensilas as moléculas de odor tém acesso & membrana do NSOs
(LORENZO e MELO, 2012). Os NSOs sdo tipicamente bipolares com um corpo celular
grande de onde se projeta um dendrito, que se estende dentro da projecdo cuticular, e um
axonio que se prolonga pela antena através do nervo antenal, atingindo o cérebro do inseto
(ZACHARUK, 1980; ANTON & HOMBERG, 1999).

Figura 8. Micrografia eletronica de varredura da antena fémea adulta de R. prolixus. Vista ventral. Segmentos da
antena: pedicelo (P), segmentos flagelares F1 e F2. Barra = 1 mm. As setas indicam os quatro tipos de sensilas:
tricodea de paredes finas (TH), tricddea de paredes espessas (TK), basiconica (BA) e cerdas (BR-bristles).
Barras = 50 um. Adaptado de ORTIZ et al., 2011

Ha diferentes tipos morfologicos de sensilas quimiossensoriais nos insetos, tricodea
(olfativa - sdo multiporosas; gustativa - com um Unico poro na ponta), basiconica (olfativa),
coeloconica (olfativa, embora possa também conter termo/higro receptores) e placodea
(olfativa) (Fig. 9) (ALTNER & PRILLINGER, 1980). As sensilas olfativas podem ter uma
parede Unica (tricdea, basiconica e placddea) ou dupla (coelocbnica). A parede Unica pode
ser grossa (tricddea) ou fina (placddea e basicénica) (GUIDOBALDI et al., 2014). R. prolixus
apresenta inumeras sensilas distribuidas da seguinte forma: mecanoreceptoras (caéticas),
olfativas (tricoidea, basicénica e celocOnica) e gustativas (tricoidea) (Fig. 8) (CHAIKA,

1980).
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Figura 9. Esquema da sensila olfativa. (a) Estrutura interna da sensila olfativa. A sensila contém um ou mais
NSOs, trés células acessdrias tecdgena (Th), tricégena (Tr) e termdgena (To), poros (P), cuticula (Cu), dendritos
(D), célula epidérmica (E), axbnio (Ax), lamina basal (BL) e linfa sensilar (SL). (b) Tipos de sensilas
guimiossensoriais. (a) sensila tricddea multiporosa (olfativa), (b) sensila tricédea uniporosa (gustativa), (c)
sensila basiconica (olfativa) (d) sensila coeloconica (olfativa) e (e) placodea (olfativa). Adaptado de
GUIDOBALDI et al., 2014.

1.6.2. Receptores Quimiossensoriais

Nos altimos anos, avancos significativos foram feitos na compreensdo dos eventos
relacionados a quimiorrecepgdo de insetos a nivel da membrana dendritica. Trés classes de
receptores envolvidos no olfato foram identificados: receptores olfativos (ORs), receptores
ionotrépicos (IRs) e receptores gustativos (GRs) (Fig. 10) (GUIDOBALDI et al., 2014;
WICHER, 2015).

Os receptores ionotropicos (IRs) foram descritos inicialmente por BENTO et al. em
2009. Estes receptores fazem parte de uma familia de proteinas transmembranares
estruturalmente relacionadas com os receptores de glutamato presentes na regido poés-
sinapticas dos motoneur6nios de insetos. Por isso, foram denominados de receptores
ionotropicos do tipo glutamato, pois apresentam evolucdo independente dos ORs, que é uma
das caracteristicas dos protostdmios (RYTZ et al., 2013). Os IRs sdo expressos conjuntamente
com um co-receptor (existem diferentes correceptores) nos NSOs (particularmente em
sensilas coelocdnica) em que ndo ha expressdo de ORs e/ ou Orco (SCOTT et al., 2001;
COUTO et al., 2005; YAO et al., 2005; GUIDOBALDI et al., 2014). Estudos apontam que 0s
IRs funcionam como canais ionicos dependentes de ligantes, estes canais ndo seletivos
conduzem Na" e K*, embora alguns também conduzam Ca®*. Semelhante aos ORs eles
necessitam do complexo IRX e IRcoY para obter resposta ao odor. A especificidade ao odor é
determinada pelo IRX (ABUIN et al., 2011; WICHER, 2015). Estudos sugerem que os IRs
possuem um papel especificamente dedicados a detec¢do de compostos nitrogenados, acidos
graxos de cadeia curta, aldeidos e ésteres (BENTON et al., 2009; OLIVIER et al., 2010;
RYTZ, CROSET & BENTON, 2013).
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Figura 10. Receptores quimiossensoriais de insetos. (A) Receptores olfativos sdo heterébmeros compostos por um
co-receptor olfativo, ORCO e um OR especifico para odores, OrX para odores alimentares (incluindo também
odores de locais de oviposicdo, predadores, substancias tdxicas, etc.) e OrY para feroménios. (B) receptores
gustativos (GRs). Os receptores gustativos para percepcdo de dioxido de carbono formam heterodimeros de Grl
ou Gr2 e Gr3. (C) Receptores ionotrdpicos (IRs) sdo heterotetrameros compreendendo um co-receptor IRcoY e
um receptor IRX. Ambos IRco e IRX sdo proteinas com 3 hélices transmembranares separadas por uma regido
extracelular contribuindo com o dominio de ligacdo ao odor (LBD-em inglés ligand-binding domain). P indica a
regido com poro. O coreceptor tem um dominio amino terminal (em inglés amino-terminal domain ATD).
Adaptado de WICHER ,2015.

Receptores gustativos (GRs) estruturalmente relacionados com os ORs de insetos; sdo
normalmente expressos nas sensilas gustativas (LORENZO & MELO, 2012) e estdo
envolvidos com a percep¢do de CO, (SUH et al., 2004; JONES et al., 2007; KWON et al.,
2007). A percepcdo deste gas € possivel através da dimerizacdo de pelo menos dois receptores
gustativos. Em An. gambiae, por exemplo, pode ser 0 AgGR22 ou AgGR23 e 0 AgGR24
(homélogos dos receptores de Ae. Aegypti: AeaGR1 ou AeaGR2 e AeaGR3, respectivamente)
(KENT et al., 2008) que sdo coexpressos em um Unico NSO e codificam receptores

funcionais como um heterodimero (LU et al., 2007).

1.6.3. Transducéo do sinal olfativo via ORs

Semioquimicos (odores) presente no ambiente podem penetrar nas antenas através dos

poros da parede cuticular externa das sensilas olfativas. Assim, o semioquimico entra em
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contato com a linfa sensilar aquosa rica em proteinas soltveis. Estes semioquimicos, de modo
geral, sdo moléculas hidrofébicas e, portanto, mesmo em baixas concentra¢cdes ndo entram em
solucdo. Assim, essas moléculas precisam ser solubilizadas por proteinas ligadora de odor
(odorant binding proteins - OBPs). As OBPs transportam semioquimicos através da linfa
sensilar que preenche a cavidade em torno dos dendritos e, finalmente, os odores sdo
liberados proximos aos receptores olfativos (ORs), onde terd inicio a transducdo do sinal
olfativo (LEAL, 2012). Imediatamente ap0s a propagacdo do impulso nervoso, o sistema
requer uma rapida inativacdo das moléculas de odor para que o OR fique disponivel para a
deteccdo de novos estimulos. Na literatura, sdo propostos dois modelos para explicar como
ocorre a inativacdo da molécula de odor. Um dos modelos prop8e que a inativagdo ocorra
através de uma armadilha molecular desconhecida e, o segundo modelo sugere que a
inativacdo do odor se da através da acdo rapida de uma enzima de degradacdo de odor (Fig.
11) (ISHIDA & LEAL, 2005).
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Figura 11. Representacdo esquematica do modelo de ligagdo da molécula de odor e sua inativagdo. A deteccdo
do odor se inicia com a entrada da molécula de odor na sensila através de poros presentes na parede cuticular (1).
Ocorre em seguida a ligagdo da molécula de odor a OBP (2). O complexo formado odor/OBP é transportado pela
linfa sensilar até o OR (3). O receptor olfativo (B) conjuntamente com o co-receptor olfativo ORCO (A) ao
receber a molécula de odor iniciam a transducdo do sinal olfativo (4). Apos a transducdo de sinal, a molécula de
odor é liberada do OR (5), seguido da inativacdo do odor por uma armadilha molecular desconhecida (6) e/ou
pela acdo rapida de uma enzima de degradacdo de odor (ODE) (7). Adaptado de LEAL (2012).
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1.6.4. Receptores olfativos

O inicio da década de 90 foi um marco para os estudos de proteinas envolvida na
olfacdo. Linda Buck e Richard Axel foram os primeiros a identificar e descrever um receptor
de olfativo (ORs) em epitélio nasal de ratos (BUCK e AXEL, 1991). Buck e Axel (1991)
propuseram que os ORs eram membros da familia de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) e que eram codificados por genes expressos exclusivamente nos tecidos olfativos.
Pela descoberta dos receptores olfativos, Buck e Axel foram agracriados com o prémio Nobel
de Fisiologia e Medicina em 2004 (MOMBAERTS, 2004).

Em seguida, uma ampla gama de ORs foram identificados em varias espécies,
incluindo os seres humanos (SELBIE et al., 1992; BEN-ARIE et al., 1994), peixe (NGAI et
al., 1993; BYRD et al., 1996), ofideo (LUO et al., 1994), canideos (ISSEL-TARVER e RINE,
1996), em aves (NEF et al., 1996) e na marmota (MATARAZZO et al., 2000), revelando uma
grande homologia na sequéncia primérias das proteinas entre os Chordata (MOMBAERTS,
1999). Estratégias baseadas em homologia dos ORs de mamiferos foram conduzidas em
insetos para identificar candidato a ORs, mas sem éxito (MONTAGNE et al., 2015). Algumas
tentativas de clonar ORs de abelhas com oligonucledtidos degenerados derivados de
sequéncias de mamiferos apenas amplificaram contaminantes de vertebrados (DANT et al.,
1994; MONTAGNE et al., 2015). Paralelamente, foi possivel ampliar o conhecimento sobre
0s ORs em invertebrados a partir de estudos usando como modelo o nematdide
Caenorhabditis elegans, que foi o primeiro invertebrado a possuir ORs caracterizados
(MCCLINTOCK e SAMMETA, 2003). Assim, foi identificada uma nova familia de ORs
denominadas de SR (serpentine receptor ou receptor do tipo serpetina). Os SRs sdo muito
divergentes quanto a composicdo de aminoacidos e apresentam pouca identidade quando
comparados com o0s ORs dos vertebrados sugerindo uma origem evolucionaria independente
(TROEMEL et al., 1995).

A partir do projeto genoma de D. melanogaster e do acesso livre aos bancos de dados
do National Center for Biotechnology Information — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) varios
grupos de pesquisa iniciaram estudos para descrever candidatos a receptores olfativos e
proteinas relacionadas ao processo de olfacdo em insetos (CLYNE et al., 1999; GAO e
CHESS, 1999; VOSSHALL et al., 1999). Os grupos basearam-se na hipotese que nos insetos
0 processo de olfagdo ocorreria com a participacao de proteinas do tipo GPCR, semelhante ao
processo de olfacdo dos vertebrados. Utilizando diferentes algoritimos, trés grupos de

pesquisa conseguiram de forma independente identificar regides que codificavam proteinas
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transmembranares (TMs) no genoma de Drosophila. Estudos funcionais e de hibridizacdo in
situ revelaram, posteriormente, ser correta a hipOtese. Usando esta estratégia foram
identificados 19 ORs em D. melanogaster, chamados sequencialmente de OR1-OR19.
Quando o projeto genoma foi concluido o nimero de ORs em D. melanogaster foi ampliado
para 48 (ADAMS et al., 2000). Em uma andlise posterior do genoma foram identificados 62
receptores olfativos codificados por 60 genes (ROBERTSON, WARR e CARLSON, 2003).

Anos mais tarde, foi demonstrado que os ORs de insetos sdo proteinas do tipo GPCRs
que apresentam 7 dominios transmembranares, mas possuem uma topologia na membrana
celular distinta das GPCRs classicas (MONTAGNE et al., 2015; BENTON et al., 2006;
BENTON et al., 2015). Diferente do que ocorre em outros organismos, nos insetos os ORs
apresentam a porcdo amino-terminal voltada para regido intracelular (BENTON et al., 2006;
LUNDIN et al., 2007). Curiosamente, ndo apresentam homologia com os receptores olfativos
acoplados a proteina G de vertebrados (WISTRAND, KALL e SONNHAMMER, 2006) e sdo
bem divergentes entre si, apresentando menos de 10 % de identidade na sequéncia de
aminoéacidos entre os membros de uma mesma familia (BENTO et al., 2015).

A gquantidade de ORs varia muito entre as diferentes espécies de insetos. Nos dipteros,
foram descritos 62 em D. melanogaster (ROBERTSON, WARR & CARLSON, 2003), 79 em
An. gambiae (PITTS et al., 2011), 131 em Ae. aegypti (BOHBOT et al., 2007) e 177 em
Culex quiquefasciatus (LEAL et al., 2013). A variacdo é maior entre os lepiddpteros: 10 em
Spodoptera exigua (LIU et al., 2015), 43 em Cydia pomonella (BENGTSSON et al., 2012),
47 em Manduca sexta (GROBE-WILDE et al., 2011), 48 no bicho da seda, Bombyx mori,
(WANNER et al., 2007 a) e 60 em Helicoverpa armigera (LIU et al., 2014 b). Tribolium
castaneum apresenta descrito em seu genoma 259 candidatos a ORs (ENGSONTIA et al.,
2008). O inseto com maior nimero de candidatos a receptor olfativo descrito até o0 momento €
0 himenoptero Linepithema humile com 367 ORs (SMITH et al., 2011). No grupo dos
triatomineos R. prolixus apresenta 116 candidatos a ORs no genoma (MESQUITA et al.,
2015).

Dois tipos de receptores sdo co-expressos nos NSOs. Um correceptor olfativo
universal, denominado Orco (VOSSHALL & HANSSON, 2011) e, um receptor olfativo
propriamente dito, conferindo especificidade ao neurénio (KAUPP, 2010). Sabe-se que a
funcionalidade de um OR depende da co-expresséo do Orco. Esta concluséo foi obtida a partir
de estudos que mostraram aumento nas respostas eletrofisiolégicas em células que
expressavam simultaneamente um OR e o Orco, sugerindo que o dimero é a unidade

funcional que confere a célula a capacidade de resposta olfativa (SATO et al., 2008;
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NAKAGAWA & VOSSHALL, 2009; KAUPP, 2010). Nos insetos é comum a
oligomerizacdo dos receptores para forma um par funcional. Em D. melanogaster os
receptores gustativos GR21 e GR63, presentes nas sensilas basiconicas do tipo AB1 nas
antenas, formam um dimero que responde a presenca de CO, (GOLDMAN et al., 2005;
HALLEM & CARLSON, 2006; KAUPP, 2010).

O Orco faz parte de uma familia de proteinas transmembranares com 7 dominios
(STENGL e FUNK, 2013). Diferente dos ORs convencionais cujas sequéncias primarias de
aminoacidos sdo bastante divergentes, a sequéncia primaria do Orco é conservada entre 0s
insetos (NAKAGAWA et al., 2012; STENGL e FUNK, 2013). Além disso, h4 apenas um
gene que codifica o co-receptor nas espécies de insetos (OLAFSON, 2013; STENGL &
FUNK, 2013). Alguns estudos propdem que a presenca do Orco é necessaria para a correta
localizagdo e estabilizacdo dos ORs nas membranas dendriticas (LARSSON et al., 2004;
BENTON et al., 2006; STENGL e FUNK, 2013). Alternativamente, o co-receptor poderia,
também, desempenhar um papel decisivo para a ligagao transiente e a transducdo de sinal por
meio do complexo heteromérico OR-Orco. Usando uma cepa mutante de D. melanogaster,
gue nao expressava o Orco, foi possivel verificar o papel do Orco na localizacdo e
estabilidade dos ORs na membrana dendritica (LARSSON et al., 2004). Moscas mutantes
apresentavam distor¢fes quanto a localizagdo dos ORs nos NSOs (LARSSON et al., 2004).
Os pesquisadores também observaram que moscas silenciadas para o Orco, por RNA de
interferéncia (RNAI), apresentaram alteracfes nas respostas eletrofisioldgicas as moléculas de
odor (LARSSON et al., 2004). Estes dados reforcam a importancia da presenca do correceptor
para a correta deteccdo do odor (LARSSON et al., 2004).

Fundamentado, principalmente, por trabalhos com moscas e mariposas diferentes
hipoteses para a transducdo do sinal olfativo mediado por OR foram testadas e,
aparentemente, mais de um mecanismo pode existir (GUIDOBALD et al., 2014). Sato et al.
(2008) propuseram que o mecanismo de transdugéo de sinal olfativo em insetos seria do tipo
ionotrépico (Fig. 12). A estimulacéo do OR pelo odor, conduziria a um influxo de Ca** e a
um aumento da condutancia de cations ndo seletivos, mostrando que o processo ionotrdpico
de transducgdo do sinal é independente das vias que envolvem segundos mensageiros acoplado
ao sistema de proteina G.

Wicher et al. (2008) propuseram que o Orco em si seria um canal de cations, e que ele
poderia ser ativado por duas diferentes vias: uma do tipo ionotrépica e a outra metabotropica
(Fig.13). A primeira via ionotrépica seria rapida. Nesta via a molécula de odor se ligaria ao

OR especifico e ocorreria a abertura imediata do canal idnico Orco. A segunda via



40

metabotrdpica seria mais lenta. Nesta a transdugdo do sinal olfativo ocorria pelo mecanismo
do segundo mensageiro, com a ativacdo da cascata da proteina G e da adenilato ciclase, que
geraria aumento na concentracdo de AMPc, provocando uma corrente i6nica que levaria a

fosforilacdo do canal ORCO via proteina quinase C (PKC) abrindo o canal.
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Figura 12. Modelos do mecanismo de transdugdo do sinal olfativo em uma tipica sensila olfatéria. Ap6s a
entrada de uma molécula de odor pelo poro da cuticula sensilar, a molécula é transportada por uma OBP até um
OR especifico, presente na membrana dendritica de um NSO. Normalmente, OBPs e ORs ligam-se apenas a um
composto de odor especifico ou um conjunto de compostos de odor. Trés hipo6teses tém sido propostas para a
transducdo do sinal olfativo: Hipo6tese ionotrépica. O complexo heteromérico OR-Orco forma um canal de
cations que se abre quando o odor se liga ao OR levando a um processo de transducéo de sinal ionotrépico (Sato
et al., 2008). OR + odor, conduz a um influxo de Ca** e um aumento da condutancia do cation no seletiva. Este
processo ionotrépico de transdugdo do sinal é independente das vias envolvendo os segundos mensageiros
acoplado ao sistema de proteina G (SATO et al., 2008). Adaptado de GUIDOBALDI et al., 2014

Outros estudos propdem que guando uma molécula de odor se liga ao seu OR, a
ligacdo ativa uma proteina G que, por sua vez, ativa a fosfolipase C. A ativacdo destas
proteinas contribuiria para 0 aumento da concentracdo de inositol trifosfato (IP3). O aumento
de IP3 ativaria um canal de Ca** fazendo com que os niveis intracelulares de Ca** se elevem.
O aumento de Ca?* ativaria os canais de cations dependentes deste fon levando a um aumento
na concentracdo de diacilglicerol (DAG) que ativaria uma PKC que ativaria outros canais de

cations, incluindo o Orco, aumentando assim sua condutancia e levando a uma corrente
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metabotrépica adicional (Fig. 13) (STENGL et al., 1999; STENGL & FUNK, 2013;
GUIDOBALDI et al., 2014).

(b)

Figura 13. Modelos do mecanismo de transdugdo do sinal olfativo em uma tipica sensila olfatéria; 1-Cascata
ionotrépica e metabotropica (hipdtese Wicher et al., 2008); 2-cascata metabotrépica (STENGL & FUNK, 2013).
1- Cascata ionotrdpica e metabotrdpica. De acordo com esta hip6tese o préprio Orco é o canal de cétions que
é ativado por duas vias. Na primeira via (rdpida, ionotrépica) o odor ativa 0 OR, que por sua vez ativa o canal do
Orco. Na segunda via (lenta, metabotrdpica) a ativagdo do OR resulta na ativacdo de uma proteina G e uma
adenilato ciclase. Isto resulta em um aumento da concentracdo de AMPc, que provoca uma corrente idnica
somente apds a fosforilagdo do Orco via proteina quinase C (WICHER et al.,, 2008). 2- Hipdtese
metabotrépica. A ligagdo do odor ao OR ativa uma proteina G e uma fosfolipase Cp (PLCP). Isso resulta em
um aumento de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que aumenta as concentragdes intracelulares de Ca?, através da
ativagdo rapida destes canais dependentes IP3. O influxo de Ca®* resulta na abertura de canais de cations
dependentes do cation que dé& suporte a uma corrente de transducéo breve. Um aumento maior de Ca?* ou de
longa duracdo juntamente com diacilglicerol ativam a proteina quinase C que ativa outros canais de cations e
assim fosforila 0 Orco aumentando a sua condutancia (STENGL & FUNK, 2013). Adaptado de GUIDOBALDI
etal., 2014

1.6.4.1. Estudo funcional de receptores olfativos

Embora muitos candidatos a ORs estejam disponiveis, a maioria ndo tem funcéo
definida, ou seja, seus ligantes ndo sdo conhecidos (MONTAGNE et al., 2015). Em virtude da
necessidade de conhecer a funcdo dos ORs, a comunidade cientifica tem desenvolvido e

adaptado técnicas de expressao heteréloga, tanto in vivo como in vitro, com alta capacidade e
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rendimento (MONTAGNE et al., 2015). As técnicas de expressdo heterdloga in vitro
normalmente sdo escolhidas devido a praticidade e a velocidade dos ensaios. Em insetos, 0s
sistemas de expressdo heter6loga mais utilizados para estudar a funcdo dos OR sdo 0s
ovocitos de Xenopus laevis, células embrionarias de tecido renal (HEK), células de insetos
Sf9, células S2 e High-Five (KIELY et al., 2007; ANDERSON et al., 2009; CLAUDIANOS
et al.,2014; HILL et al., 2015; JUNG et al., 2015; TSITOURA et al., 2010; GERMAN et al.,
2013).

O sistema de expressdo heter6loga em ovdcito de X. laevis tem sido bastante utilizado
para a expressdo de proteinas olfativas (MONTAGNE et al., 2015). As caracteristicas dos
ovécitos como tamanho e metabolismo sdo vantajosas para utilizacdo deste sistema
(HATCHER-SOLIS et al., 2014). Os ovdcitos sdo injetados com RNA complementar
(cCRNA), preparado in vitro a partir de um cDNA que codifica a proteina de interesse
(HATCHER-SOLIS et al., 2014). No caso do estudo com ORs de insetos, sdo injetados uma
mistura do cRNA de ORX com a mesma quantidade de cRNA do Orco. Os ovdcitos injetados
sdo aclimatizados nas condicdes favoraveis para seu desenvolvimento por um periodo de
aproximadamente 3 a 7 dias, afim de que expressar heterologamente o OR e o Orco
(NAKAGAWA et al., 2005). Neste sistema de expressdo, normalmente é utilizado a técnica
de patch-clamp que consiste em introduzir 2 eletrodos nos ovdcitos injetados para aferir a
corrente elétrica induzida pelos semioquimicos testados (HATCHER-SOLIS et al., 2014). A
expressao em ovocito de X. laevis seguido do registro do perfil eletrofisioldgico foi utilizado
pela primeira vez na caracterizacdo funcional do receptor olfativo 43a de Drosophila
(WETZE et al., 2001). Mais tarde, esse protocolo tornou-se amplamente utilizado para a
prospeccao de moléculas atrativas ou repelentes em insetos pragas de lavouras ou vetores de
doenca (CAREY et al., 2010; WANG et al.,, 2010; LIU et al., 2013; XU et al., 2014;
PELLETIER et al.,, 2015). XU et al. (2014) usando ensaios de expressdo heterdloga,
eletrofisiologia, eletroantenograma e silenciamento génico por RNAIi mostraram que 0s
repelentes DEET, IR3535 e picaridina se ligavam especificamente ao OR136 no mosquito C.
quinquefasciatus. LIU et al. (2013) ao utilizarem o sistema de expressdo heter6loga em
ovocitos de X. laevis conseguiram identificar dois receptores de feromdnio da mariposa
Spodoptera exigua, os ORs SexiOR13 e SexiOR16 que sdo abundantemente expressos nas
antenas dos insetos machos e respondem aos componentes do feromdnio sexual dessa espécie.

Outro sistema de expressdo heter6loga in vitro bastante utilizado para o estudo
funcional de ORs, é a expressdo em células embrionarias HEK seguido do registro de influxo

de calcio por técnica de calcium imaging ou patch-clamp (MONTAGNE et al., 2015). A
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expressdo heter6loga em linhagens de celulas HEK tem demonstrado ser bastante atrativa
devido a estabilidade e a capacidade de expressdo dessas linhagens celulares transformadas
com ORX e Orco. Além disso, este sistema possui uma alta compatibilidade com leitores de
placas (MONTAGNE et al., 2015). LIU et al. (2016) ao expressarem os receptores OR10 e
ORB88 de Ae. albopictus em linhagens de celulas HEK293 demonstraram que estes receptores
s80 responsivos aos volateis emitidos pelos humanos, portanto, relacionados a localizagdo do
hospedeiro vertebrado. Além da expressdo heter6loga em ovdécitos de Xenopus e em celulas
HEK?293, outros sistemas de expressdo in vitro sdo bastante utilizados: células de insetos Sf9
(KIELY et al., 2007; ANDERSON et al., 2009; CLAUDIANOS et al.,2014; HILL et al.,
2015; JUNG et al., 2015), B5 (TSITOURA et al., 2010) e High-Five (TSITOURA et al.,
2010; GERMAN et al., 2013).

Além dos sistemas de expressao heterdloga de ORs in vitro, também é muito utilizado
0 sitema in vivo, conhecido como empty neuron de Drosophila. Neste sistema, um candidato a
OR ¢é expresso no lugar do receptor DmelOR22a end6geno nas antenas da mosca da fruta. Em
seguida, é verificado o registro por eletroantenograma com um painel de diferentes odores
(MONTAGNE et al., 2015). CAREY et al. (2010) investigaram a funcdo de 72 ORs do
mosquito da malaria An. gambiae atraves deste sistema in vivo. Os autores conseguiram com
sucesso deofanizar receptores como o AgamOR8 que responde ao 1-octen-3-ol, composto
presente no suor humano e atrativo para os mosquitos. O sistema de expressao in vivo ja foi
empregado para diversas espécies de insetos (SYED et al., 2006; CAREY et al., 2010;
MONTAGNE et al., 2012; RONDEROS et al., 2014).

A técnica de RNA de interferéncia (RNAI) vem sendo largamente empregada para
caracterizacdo funcionais das proteinas olfativas. ZHU et al. (2013) usando ensaio de
expressao heterdloga em ovocitos de X. laevis e eletrofisiolégia demonstraram que 0s
receptores OR37 e OR99 de Cx. quinquefasciatus respondiam aos compostos 4-metilfenol e
4-etilfenol. Os autores testaram a hipdtese de que estes semioquimicos seriam compostos
atrativos para localizacdo de sitio de oviposicdo usando bioensaios. De fato, eles
comprovaram que fémeas de mosquito eram atraidas e tinham as taxas de oviposicdo
aumentadas na presenca destes compostos. Finalmente, usando o silenciamento génico por
RNAI, os autores puderam confirmar a funcédo destes receptores. Outros autores tém utilizado
a técnica de RNAI seguido de ensaios de comportamento ou de ensaios de eletrofisiologia
possibilitando a identificagdo das fungdes de genes olfativos, tais como o Orco, ORs e
proteinas transportadoras de odor (ENGSONTIA et al., 2008; PELLETIER et al., 2010;
ZHAO et al., 2011; DONG et al., 2013; WANG et al., 2015; FRANCO et al., 2016; SUN et
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al., 2016; ZHANG et al., 2017). Franco et al. (2016) demonstraram o papel essencial do Orco
para a sobrevivéncia do R. prolixus, a deficiéncia na expressao do co-receptor provocou uma
perda na capacidade do inseto de localizar o hospedeiro vertebrado. Além disso, foi verificado
que os insetos silenciados para o Orco ingeriam uma menor quantidade de sangue e,
consequentemente, apresentaram uma maior taxa de mortalidade e baixas taxas de ecdise e de
oviposigéo.

A caracterizacdo funcionalmente de receptores olfativos em insetos visa a prospeccao
de semioquimicos atrativos e repelentes que poderdo ser empregados em armadilhas de

captura e/ou como repelentes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizacdo funcional de receptores olfativos do vetor da doenca de Chagas,

Rhodnius prolixus, visando a prospeccdo de semioquimicos atrativos e repelentes para este

vetor.

2.2. Objetivos especificos

<\

NS NERNE NN

Selecionar os ORs por homologia de sequéncias de proteina de ORs de outros insetos;
Identificar os ORs expressos exclusivamente nas antenas por técnica de PCR
convencional;

Quantificar a expressao génica dos ORs por técnica de PCR quantitativo;
Selecionar os ORs mais abundantes em machos;
Expressar potenciais ORs selecionados ativos em ovdcitos de X. laevis;

Identificar potenciais ligantes de ORs através de técnica de eletrofisiologia;

Verificar se 0s compostos responsivos a técnica de eletrofisiologia provocam alguma
resposta comportamental nos insetos em bioensaios de alimentacdo e comportamental
de atragéo ou repeléncia;

Confirmar o papel funcional dos receptores olfativos com seus ligantes por técnica de
RNA.I.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Insetos

Os insetos R. prolixus foram criados e mantidos, a temperatura de 26 + 2°C com
umidade variando de 70 a 75 %, no insetario do Laboratorio de Bioquimica de Insetos do
Instituto de Bioquimica Médica na Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os insetos foram
alimentados com sangue de coelho, com intervalos de 21 dias para os adultos e intervalos
variados de 3 a 5 semanas para as ninfas do 1° ao 5° estadio de desenvolvimento. Apds serem
transportados para o Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular de Vetores/IQ, 0s
insetos foram aclimatados em estufas mantendo as condi¢cdes de temperatura e umidade.
Neste estudo foram utilizados insetos machos de 5° estadio de ninfa e adultos (machos e

fémeas).

3.2. Declaracéo de ética em pesquisa

Todos os protocolos de cuidado e experimentacdo animal foram conduzidos seguindo
as diretrizes do Comité de Avaliacdo do Uso de Animais para Pesquisa da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, que é baseado no Guia do Instituto Nacional de Satde e Uso de
Laboratorio Animais dos EUA (ISBN0-309-05377-3). Os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Avaliacdo do Uso de Animais para Pesquisa (CAUAP) da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, sob o0 nimero de registro CEAU-UFRJ n° 1200.001568 / 2013-87, 155/13. Os
técnicos dedicados a criacao de animais na UFRJ eram treinados para a criacdo de coelhos sob
rigidas diretrizes para garantir 0 manejo cuidadoso e consistente dos animais. Todos 0s
protocolos envolvendo voluntario humano foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (CEP/HUCFF/UFRJ), e foram baseados na Resolu¢cdo CNS N° 466
de 2012 e na Norma Operacional do CNS N° 001/2013 do Conselho Nacional de Saude. O
protocolo foi aprovado pelo CEP/HUCFF/UFRJ recebendo o numero de registro CAAE-
UFRJ n° 82075818.1.0000.5257-2/2018.
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3.3. Triagem dos receptores olfativos

As sequéncias referentes aos genes candidatos a receptores olfativos (ORs) no genoma
do R. prolixus foram obtidas a partir do banco de dados do VectorBase
(https://www.vectorbase.org/organisms/rhodnius-prolixus). ~ Foram  identificados 116

candidatos ORs de R. prolixus, e em seguida, as sequéncias génicas foram organizadas em um
unico arquivo no formato fasta. Paralelamente, foram selecionados aproximadamente 114
ORs de outros insetos cuja a funcdo e o ligante eram conhecidos (Tabela suplementar 1). A
triagem dos ORs, que seriam utilizados no presente estudo, foi feita baseada na analise
filogenética utilizando na construcdo da arvore um total de 230 ORs, sendo os 114 ORs pré-
selecionados na literatura e 116 candidatos a ORs do R. prolixus depositado na plataforma
vectorBase. Para o alinhamento das sequéncias protéicas foi utilizado o programa Praline

(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/). A andlise e a contrucdo da arvore filogenética

foi realizada utilizando o programa MEGA 7. A arvore filogenética foi gerada usando o
método de Neighbor-Joining com 1000 replicatas (bootstrap). As distancias evolutivas foram
calculadas usando o método p-distance e representam o0 numero de diferencas de
aminoacidos. Todas as posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias. No
conjunto de dados finais existiam 523 posicdes e, desta forma, foi construida uma arvore

filogenética contendo 10 ramos.

3.4. Disseccao dos tecidos, extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Antenas, patas e probdscides foram dissecados com auxilio de pincas de aco
inoxidavel. Para a disseccdo, 0s insetos foram anestesiados a baixa temperatura
(aproximadamente 8° C). Em seguida, foram fixados através do toérax com alfinetes
entomologicos em uma placa plana de isopor envolvida em papel aluminio. Apos a fixacéo 0s
tecidos foram coletados individualmente e separados em tubos de polipropileno
acondicionados em gelo. Em seguida procedeu-se a extracdo do RNA.

A extracdo do RNA total foi realizada pelo método do TRIzol® (Invitrogen) conforme
instrucGes do fabricante. A integridade do RNA ap0s extracdo foi avaliada em gel de agarose
1% em tampdo TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM), corado com GelRed™
Nucleic Acid Stain (Biotium). Apos a extragdo, o RNA foi armazenado a -80 °C até o


https://www.vectorbase.org/organisms/rhodnius-prolixus
http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/
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momento do uso. A quantificagdo foi realizada em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu).
A absorvancia (ABS) em 260 nm foi relacionada a concentracdo de RNA de forma que uma
unidade de ABS, em um caminho Otico de 1 cm, equivaleria a 40ug/mL. O valor de ABS a
280 nm também foi avaliada a fim de checar a existéncia de contaminacéo por proteinas. Para
qgue o RNA possa ser considerado adequado para uso, a razdo entre ABS 260 nm e 280 nm
deve ter um valor de 1,8 a 2,0. O RNA foi tratado com a enzima DNAse | livre de RNAse
(Fermentas Life Sciences, Portugal) e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por
transcricdo reversa.

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir do RNA dos diferentes
tecidos, utilizando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit com RNase Inhibitor
(Applied Biosystems). Por fim, o material foi tratado com RNase H (New England Biolabs) e

armazenado a -20 °C até sua utilizacéo.

3.5. Reacdo em cadeia da polimerase

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados usando o programa Primer3. Os
parametros de Tm e GC % foram avaliados usando o programa OligoAnalyzer. A formacéo de
estruturas secundarias indesejadas foi analisada pelos programas Beacon Designer e
UNAFold (THORNTON & BASU, 2011).

Para as reacGes de PCR convencional foi utilizado o kit GoTaqg®Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente,
cada reacdo continha 5 pl. da mistura de reacdo do kit, que possui a enzima Taq DNA
polimerase, 2 puL. de H,O nuclease-free, 2 uL. de cDNA diluido 1:10 e 1 pL dos iniciadores
especificos senso e anti-senso [5 uM] (Tabela 1). As reacdes foram realizadas em
termociclador Veriti® Thermal Cycler - 96 well (Apllied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
e consistiram de 45 ciclos para os ORs e 25 ciclos para o gene de referéncia, R18S
(MAJEROWICZ et al., 2011). As condicdes de reacdo incluiram: 95 °C/2 min, seguido pelas
etapas de desnaturacdo a 95 °C/30 seg, anelamento a 55 °C/30 seg e a etapa de extensdo a 72
°C/30 seg. A reacdo era finalizada a 72 °C/5 min. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM),
corado com GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium) e as imagens digitalizadas em
fotococumentador DNR MiniBIS Pro Bio-Imaging Systems (Bio America Inc. Texas, EUA).
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3.6. PCR quantitativo (qPCR)

As reacdes de qPCR foram realizadas em termociclador CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA), utilizando
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA) em um volume final de 10 plL. As concentragdes finais dos
oligonucleotideos iniciadores variaram entre 400nM e 600nM, e a do cDNA 1:10. Os
iniciadores apresentavam eficiéncia variando de 88-131%. Oligonucleotideos iniciadores
utilizados nos gPCRs foram desenhados para amplificar uma regido de ~130 bp (Tabela 1).
As reacOes foram realizadas em triplicatas bioldgicas e experimentais, em placa 6tica de 96
pocos, nas seguintes condi¢des: 95°C/30 seg; etapas de desnaturacdo a 95°C/15 seg; 50°C/15
seg e extensdo a 72° C/30 seg, por 44 ciclos e, por fim, curva de dissociacdo, em condicOes

padrdo do aparelho.

3.7. Analise dos resultados de gPCR

Os valores de Ct (threshold cycle) obtidos traduzem o nimero de ciclos necessarios
para produzir uma quantidade determinada de fluorescéncia. Estes valores foram
normalizados usando como referéncia o gene R18S (MAJEROWICZ et al., 2011). Os Cts
normalizados foram usados para calcular o nivel de expressdo génica relativa nas amostras
usando o método 2*“* (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os dados foram apresentados
como média + erro padrdo de trés experimentos independentes.

A andlise estatistica da expressdo relativa dos ORs foi feita a partir dos valores de Ct
utilizando ANOVA seguida por teste de Tukey para comparacao entre todos os grupos. A

diferenga entre os grupos foi considerada significativa para valores com p< 0,05.



Tabela 1. Lista de primers para PCR convencional e quantitativo.

Gene VectorBase Access # Primer sequence (5 - 3") Fragmento (bp)
R18S RPRCO017412-RA For-TGTCGGTGTAACTGGCATGT 115
Rev-TCGGCCAACAAAAGTACACA

ORco RPRC000476-RA For-ATGGTAATGAGTTCGACGTA 135
Rev-ACCATAAGTTCCTGCTTCTT

OR1 RPRC000579-RA For-CCGCCCAATTTCAACTACTC 92
Rev-AGCCTCTTCACTCATTTCCA

OR2 RPRC001689-RA For-GCAATCCAAGAGGCAAGACC 151

Rev- GCCGATACCAGAAACAATACTAAAGA
OR3 RPRC000059-RA For- CCATTTTGGATAGCATTCTCTCTGC 91
Rev- CGATGGTAAAATAAGTGGCTGAACC

ORS8 RPRCO001154-RA For-ATTCGGTCTTCTTTCAACGCTACTT 126
Rev- GGCACCTCCTCTCCTTCGT

OR9 RPRC000895-RA For-CTTTGTAGCGTTCCTCTGTTCGCCT 100

Rev- CTGTGCCTGGTTTGTCGGTTCCT
OR16 RPRC000420-RA For-CCCCATACCCACATGGATTCCCTA 110
Rev-AAGTGCCGAATATTAAGCCAACAT
OR18 RPRC000616-RA For- GGTCAAATTGGTTGTTGCTAGTTGG 105
Rev- ATTAATAGCTCCATTTCCAGATGC
OR19 RPRC000449-RA For- TGCCTACAAATACTGCCTCAAAGAA 103
Rev- ACTCACAAAGACTGGTACAGAAAGG
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Tabela 1. Lista de primers para PCR convencional e quantitativo.

Gene VectorBase Access # Primer sequence (5'- 3") Fragmento (bp)
OR24 RPRCO001980-RA For- AGAAGCCCAACTTAGACTATCTGGT 97
Rev- GGAGTTCGCATGTCAAGATAAATAC
OR25 RPRCO000029-RA For- CTATGGCTCTGTCTGGTTTGTATCT 85
Rev- ATCGGTTTGTGTGCTGTTTGAATG
OR40 RPRC000229-RA For- AAACTATTTGTAGCTGTGCTGGT 125
Rev- GGCAGAGATGTTTCTCATATCCTT

OR41 RPRC000146-RA For- GCTTTCTTCTTTGTGATTGGTT 143
Rev- TTTATGAACTCCTGTTCCCAC

OR42 RPRC000108-RA For- TGGCGTCCAACCAATGAATG 108
Rev- CACCAGATGATGCCCCAAAA

OR43 RPRC000140-RA For- TTCCTTTGGACGGCTATCT 110
Rev- TGCTACATTATTTGCGACGA

OR44 RPRC001291-RA For- GCTTTGGCGTATTCTTTCC 87

Rev- GGCAATCTTTCATTCTGACATT
OR46 RPRC001292-RA For- TCGCAGTTATATTCCGTTTAGAAGA 114
Rev- AGCCAAAGATTAGTTTCAGCCA

OR47 RPRCO000413-RA For- CAGATACCACTGAAATACCACCAA 147
Rev- TTGTGCCGACTAAATACGCAA

OR53 RPRC002122-RA For- ACTTTTTGTAGCTGGAATTATGGTG 117

Rev- CAGTGTTCAAGATCATCAATCAAAC
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Tabela 1. Lista de primers para PCR convencional e quantitativo.

Gene VectorBase Access # Primer sequence (5'- 3") Fragmento (bp)
OR66 RPRC000452-RA
OR67 RPRC000222- RA For-CGGAAATTCGCCAACTGAT 137
ORG68 RPRCO000541-RA Rev-TCCAAAAAACATTCCATAA
OR74 RPRC000200-RA For-TTTCTGGCGTAATTGTGTTTGCTAC 123
Rev-TGCTCTTATCGTTTGCTTGTTTCTTC
ORS80 RPRCO000441-RA For-GAACCGAATCAATCACGCAAACGA 109
Rev-CGCCAAACACTCCACAAACAAGG
OR83 RPRC006981-RA For- TTCAGTTTGAAGATTTTACAAGA 164
Rev- TCACCGATGATGCCAGTGATGA
OR101 RPRC000188-RA For- AAACTGAAGGAAAGGAAACACT 141
Rev- CATGCAACACATCGGCTAC
OR106 RPRC000371-RA For- TTGAAAGAATCCGTGAAACATCATC 126
Rev- AAAGCCAGACAAACAGAGCATAAA
OR108 RPRC000301-RA For- TGGTATGGAGAACAACTACAAAGA 190
Rev- TCAGCACATTTGAATAGGAATTGAG
OR111 RPRC002142-RA For- TTGGTAATGTTGACTTCGGTGG 157
Rev- TTCTGACCCAAATATCGTGTGTATC
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3.8. Clonagem e sequenciamento dos ORs

Usando o critério de expressdo majoritaria nas antenas de machos, selecionamos 4
genes para expressdo heter6loga: OR1 (RPRC000579-RA), OR3 (RPRC000059-RA), OR74
(RPRC000200-RA), e OR80 (RPRC000441-RA). Para estes quatro 4 genes, a sequéncia
completa foi amplificada por PCR convencional (item 3.5). Posteriormente, os produtos de
PCR foram purificados e utilizado na clonagem em pGEM-T Easy. Devido a dificuldades na
clonagem do ORF do OR1, este gene foi sintetizado. Em seguida, os clones (pGEM-T Easy)
foram utilizados como molde na reacdo de PCR com primers especificos para cada OR
contendo na sequéncia as enzimas de restricdo Xmal e Xbal (Tabela 2). Os produtos de PCR
purificado, foram clonados em vetor de expresséo pGEMHE utilizando o In-fusion HD
Cloning kit (Clontech, Mountain View, CA, EUA). Para a reacdo de ligacdo inicialmente o
plasmideo (PGEMHE) foi linearizado com as enzimas de restricdo Xmal e Xbal (Tabela 2).
Posteriormente, o plasmideo linearizado e os produtos de PCR foram mensurado em
nanodrop e diluido para atingir a concentragdo de 10 ng/uL para o calculo da razdo molar da
reacdo de ligacdo inserto-vetor (2:1). A ligacao foi feita com 1 uL do plasmideo linearizado
(pPGEMHE) a 10 ng/uL, 0,6 uL do produto de PCR purificado ¢ 0,4 uL de In-Fusion HD
Enzyme Premix. A reacdo foi incubada a 50°C por 15 min. Células de Escherichia coli
(Stellar Competent Cells) foram usadas para a propagacdo do plasmideo segundo o protocolo
do fabricante. 1,5 uL do plasmideo contendo o inserto foi adicionado a um tubo contendo 20
puL de células de E. coli competentes, seguido de incubagdo no gelo por 30 min. Para
incorporacdo do DNA do plasmideo, as bactérias foram submetidas a choque térmico, por
transferéncia para banho a 42 °C/45 seg e incubagéo no gelo por 2 min. Ao tubo contendo as
células transformadas foi adicionado 100 pL do meio de cultura SOC. As células foram
incubadas em agitador a 37 °C/1 h. Ap0s este periodo, as células foram plaqueadas em meio
seletivo contendo meio LB solido com ampicilina 100 pg/mL, e as placas incubadas em estufa
a 37 °C overnight. No dia seguinte, as col6nias foram coletadas com a ponta de palitos de
madeira estéreis e, individualmente, adicionados a tubos de polipropileno, homogeneizadas
em 10 pL de HyO nuclease-free. Em seguida, foi retirado 2 pL. do homogeneizado para a
reacdo de PCR de colonia. Para o PCR foi utilizado 5 pL. de GoTaq™ Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), 1 uL da mistura dos iniciadores especificos (senso e anti-
senso) (10 uM) (Tabela 2) e 3 uL de H,O nuclease-free. As reacdes foram realizadas em
termociclador Veriti® Thermal Cycler-96 well (Aplliedd Biosystems) com a seguinte

programacéo: 95 °C/2 min, seguido pelas etapas de desnaturacdo a 95 °C/30 seg, anelamento a
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55 °C/30 seg e a etapa de extensdo a 72 °C/30 seg. A reacéo foi finalizada a 72°C/5 min. Ao
final, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo
TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM), corado com brometo de etidio e as imagens
digitalizadas.

As col6nias positivas foram propagadas em 2 mL de meio LB liquido com ampicilina
100 pg/mL, em agitagdo vigorosa (220 RPM) a 37°C overnight. Os plasmideos foram
purificados utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (QUIAGEN, Hilden, Alemanha). Todas
as etapas de purificacdo foram realizadas de acordo com o manual do fabricante que envolve
diversas etapas de homogeneizacdo e centrifugacdo. Ao final, a coluna foi recolocada em um
novo tubo estéril e adicionado 50 uL. do tampao de eluicdo (EB), seguido de centrifugagio por
1 min a 17000 g. Esta etapa foi repetida 2 vezes. Em seguida, os plasmideos foram
sequenciados na Davis Sequencing Facility na Universidade da Califérnia em Davis (EUA),
usado o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction e o aparelho ABI
PRISM DNA Analyzer 3730 (Applied Biosystems). Finalmente, as sequéncias foram
analisadas utilizando o alinhamento dos clones com a sequéncias dos receptores olfativos

disponibilizadas na base de dado da plataforma VectorBase.

3.9. Digestdo dos plasmideos para a sintese de cRNA

Os plasmideos contendo os receptores olfativos foram linearizados com as enzimas de
restrigdo Nhel, Sphl ou Pstl. Para esta reacdo foi utilizado 70 uL do clone dos ORs, 10 puL do
tampao 10X NEBuffer, 4 pL da enzima de restricdo (Nhel, Sphl ou Pstl) e 16 uL de H,O
nuclease-free. Todos os componentes foram homogeneizados via pipetagem e a reacao foi
incubada a 37° C overnight. Em seguida os plasmideos foram purificados e precipitados pelo
método do fenol-cloroférmio.



Tabela 2. Iniciadores paras as reacdes de PCR para clonagem. Sublinhado esta destacada as enzimas de restricdo Xmal ou Xbal e em negrito o fragmento de okazaki

Receptor VectorBase Access#  Forward primer (5°- 37 Reverse

ORco RPRC000476-RA GATCAATTCCCCGGGACCATGCAGAA CAAGCTTGCTCTAGAATTTCAATTGT 1422
AGTGAAGATGCAT ACCAGCACCA

OR1 RPRC000579-RA GATCAATTCCCCGGGACCATGGAAGA CAAGCTTGCTCTAGATTATTTAGTTGA 1230
ATTTGCTGGGATTGATG TGATTTCACCGAGCC

OR3 RPRCO000059-RA GATCAATTCCCCGGGACCATGGATATC CAAGCTTGCTCTAGATTAAGTATTTTT 1323
TTGCAAAGATTTAAAGATTTCCTCC GAAAGCCAACAGTAGACTGAAGTAT

OR74 RPRC000200-RA CACCCCCGGGATGAATTTTAAAAGGCT TCTAGACTAATCAGCTGTTTCC 1122
TTCACCAATACA AAGTTGC

OR80 RPRCO000441-RA CACCCCCGGGATGGTAACGGAAAATT TCTAGATTAATCTGTCTCCAGG 1137

TATCTCCAGTAAAG TTGATTATCA
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3.10. Extracéo e precipitacdo de DNA pelo método fenol-cloroférmio

Ao tubo contendo 100uL da amostra, foram inicialmente adicionados 100uL de fenol-
cloroférmio, seguida de agitacdo cuidadosamente em vortex e incubacdo por 20 min/TA.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 21.000g/15min/4°C. O sobrenadante
(aproximadamente 100uL) foi coletado e, em seguida, adicionado 10 pL. de acetato de sddio
[3M] e homogeneizado em vortex gentilmente. 110uL de isopropanol foi adicionado ao tudo
que foi incubado a -20°C/overnight. Ao final da incubacéo, o tubo foi centrifugado a 21.000
9/15 min/4°C e, imediatamente, todo o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se ao tubo 100
uL de etanol 75 % e, novamente, o tubo foi centrifugado a 21.000g/15min/4°C. O
sobrenadante foi descartado e o tubo foi colocado na posicdo horizontal para que todo o

residuo de etanol evaporasse. O precipitado foi ressuspendido em 5ul de H,O nuclease-free.

3.11. Sintese de cRNA

Os plasmideos linearizados, purificados e precipitados por fenol-cloroférmio foram
utilizados como moldes para a sintese do cRNA utilizando o kit MMESSAGE mMACHINE
T7 seguindo o protocolo do fabricante. Brevemente, 1,5uL do plasmideo linearizado foi
homogeneizado em 2,5ul. de 2XNTP/CAP. Em seguida, foi adicionado 0,5uL. de tampéo
(10x) e 0,5uL de T7 enzyme mix. Os tubos foram incubados por 2h/37°C. Imediatamente ap0s
o0 término da incubacdo, 0,5uL da enzima DNAse foi adicionado seguido de incubagdo por 15
min/37°C. A ultima etapa incluiu a adicdo de 8uL de H,O nuclease-free, 8uL de cloreto de
litio seguido de incubacdo a -20°C/overnight. No dia seguinte, o tubo contendo cRNA foi
centrifugado a 21.000g/15min/4°C e, imediatamente, todo o sobrenadante foi descartado e ao
tubo foi adicionado 100uL de etanol 75 % e, novamente, centrifugado a 21.000g/15min/4°C.
O sobrenadante foi descartado e o tubo foi colocado na posicao horizontal para evaporar todo
o residuo de etanol. O precipitado foi ressuspendido em 5 pL de H,O nuclease-free. Em
seguida, o cRNA foi quantificado em nanodrop, diluido para a concentracdo de 200ng/uL e

armazenado a -80°C até 0 momento de uso.


https://www.sinonimos.com.br/imediatamente/
https://www.sinonimos.com.br/imediatamente/
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3.12. Expressédo heterdloga e estudo de eletrofisiologia

Os cRNAs (2 ng de ORX e 2 ng de Orco) foram micro injetados em ovdcito de X.
laevis nos estagios V ou VI (EcoCyte Bioscience, Austin TX). Os ovaécitos foram incubados a
18°C por 3-7 dias em Barth’s (NaCl [88mM], KCl [ImM], NaHCOj3 [2,4mM], MgSO4
[0,82mM], Ca(NOs), [0,33mM], CaCl? [0,41mM], HEPES [10mM], pH 7,4) suplementado
com gentamicina [10ug/mL], estreptomicina [10ug/mL] e piruvato de sodio [1,8 mM]. A
corrente elétrica induzida pelos compostos quimicos testados (Tabela suplementar 2) foi
registrada através de 2 eletrodos pela técnica patch clamp usando um potencial de -80mV. Os
sinais foram captados em amplificador OC-725C (Warner Instruments, Hamden, CT), nas
frequéncias de 50 Hz a 1 kHz. A aquisicdio e a analise dos dados foi realizada,
respectivamente, com o programa Digidata 1440A e pCLAMP 10(Molecular Devices, LLC,
Sunnyvale, CA).

3.13. Painel de semioquimicos

Os compostos utilizados no registro de eletrofisiologia foram adquiridos pelas
empresas Bedoukian Research, Inc e Sigma-Aldrich. Todos os compostos estdo descritos na
Tabela 2 dos anexos. Além desses compostos foram utilizados os extratos da cuticula de
insetos machos e fémeas. Os compostos 1-dodecanol foi adquirido pela empresa Acros, 1-
butanol pela Fisher Scientific, octadecyl acetate foi doacdo da empresa Bedoukian Research,
Inc. Os compostos 2-metil-3-buten-2-ol, (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol e (2R/2S)-
4-metil-3-penten-2-ol, foram gentilmente cedido pelo professor Carl Rikard Unelius da

Universidade de Linnaeus/Suécia.
3.14. Preparacdo dos extratos da cuticula dos insetos

Os insetos foram mergulhados individualmente por um periodo de aproximadamente 2
min em um recipiente estéril contendo 10 mL de hexano, foram utilizados aproximadamente
100 insetos de cada género, separadamente. Apds a passagem de todos os insetos no solvente,
eles foram descartados. No final da preparacéo foi padronizada o volume total do extrato para
10 mL cada amostra. No total foram preparadas uma amostra do extrato da cuticula de insetos

machos e de insetos fémeas.
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3.15. Bioensaio

O bioensaio foi realizado de acordo com o protocolo proposto por ZERMOGLIO et al
(2015). Foi utilizado um olfatdmetro de tubo de poliestileno de aproximadamente 10 cm de
comprimento por 2 cm didmetro. O olfatdmetro foi dividido em 3 zonas denominadas zona de
fuga (ZF), zona intermediaria (ZI) e zona do hospedeiro (ZH) (Figura 14).

No momento inicial do ensaio a ZF era separada das demais por um anteparo que
impedia o inseto alcancar as demais zonas. Para o bioensaio foi recrutado um voluntario
humano que serviu de “isca” para atrair o inseto. Cada grupo era constituido por 10 insetos
testados individualmente 3 vezes. Os insetos do grupo 1 (controle-1) foram testados na
presenca do volutario humano que posicionava o braco a uma distancia de 2 c¢cm do
olfatbmetro na extremidade oposta a localizacdo do inseto proximo a um papel de filtro seco.
Os insetos do grupo 2 (hexano) foram testados na presenca da isca humana e com o papel de
filtro embebido com 50 uL de hexano. O grupo 3 (DEET 1%) foi constituido por insetos
testados com a isca humana e o papel de filtro embebido em 50 uL de DEET 1%. Os insetos
do grupo 4 foram testados individualmente e em dias diferentes na presenca da isca humana e
com o papel de filtro embebido em 2-heptanona, acetocenona, y-octalactona e 4-
metilciclohexanol nas concentracdes de 0,01, 0,1 e 1%. Uma tela de protecéo, entre as ZH e o
voluntario humano impedia o contato entre eles. Para aclimatacdo, cada inseto permanecia por
5 min na ZF. Apos este periodo, o anteparo que retinha o inseto era removido. O tempo que
inseto levava para alcancar a ZH era registrado por 300 segs. Quando o inseto chegava a ZH,
0 crondmetro era zerado e iniciado novamente para aferir o tempo de permanéncia. Ao final,
todos os dados foram agrupados e o comportamento dos insetos nos diferentes grupos foram

avaliados. O tempo de permanéncia médio (+/- erro padrédo) foi calculado individualmente.
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Figura 14. Desenho esquematico do protocolo do bioensaio. ZH = zona do hospedeiro; ZI = zona intermediéria;
ZF = zona de fuga. Adaptado de ZERMOGLIO et al., 2015.

3.16. Ingestdo de sangue na presenca dos compostos

Para quantificar a massa de sangue ingerida pelos insetos, na presenca dos compostos,
foi utilizado o protocolo de FRANCO et al. (2016). s insetos foram divididos em 5 grupos
contendo 10 insetos cada: grupo 1 — hexano; grupo 2 - semioquimicos [0,01%]; grupo 3 -
semioquimicos [0,1 %]; grupo 4 — semioquimicos [1 %]; e grupo 5 - DEET (1%). Para o
bioensaio foi utilizado um recipiente de vidro de formato cilindrico de 10 cm de altura por 6
cm de diametro, contendo em seu interior um papel filtro de mesmo tamanho e uma tela de
fild na extremidade aberta do vidro. Em contato com a tela de fil6 havia um coelho
(Oryctolagus cuniculus) como fonte alimentar (Fig. 15).

Os insetos eram pesados 2 h antes e 2 h apés a alimentacdo sanguinea. Posteriormente,
era calculada a massa de sangue ingerida pela diferenca de peso apos e antes da alimentacéo.
O tempo de 2 h apos a alimentacdo foi escolhido baseado no estudo de RIBEIRO (1996) que
mostrou que as ninfas de R. prolixus podem eliminar, em até 6 h, seis vezes a sua massa

corporal.
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Figura 15. Fotografia do bioensaio de ingestao de sangue segundo FRANCO et al. (2016).

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para sintese de dSRNA. Em sublinhado representa o promotor T7

Receptor VectorBase Access#  Forward primer (5°- 3") Reverse primer (5°- 3") Size (bp)
OR80 RPRC000441-RA TAATACGACTCACTATA TAATACGACTCACTATA 371
GGGTGTGCAAGCCCTTT GGGATACGCAGGTGGT
CAGTAA GAACTCC
Cquip-GAL  CPI1J003337-RA TAATACGACTCACTATA TAATACGACTCACTATA 492
GGGAATGGTTCAGGTC  GGGCCGCCTCGTACAA
GAAAACG AACAAGT

3.17. Sintese de dsRNA

O dsRNA (dsOR80) foi sintetizado através da utilizacdo dos plasmideos pGEM-T
Easy carreando o inserto do gene OR80. Estes plasmideos foram usados como moldes em
uma primeira reacdo de PCR com iniciadores especificos para o gene OR80 que continha a
sequéncia do promotor T7 (Tabela 3). Estas reagdes continham 25 pl. de GoTaq™ Green
Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA), 18 uL de H,O nuclease-free, 5 uL do plasmideo
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e 1 pL de cada um dos iniciadores especificos (Tabela 3) [10uM]. As reagdes foram
realizadas em termociclador Veriti® Thermal Cycler-96 well (Aplliedd Biosystems) com a
seguinte programacédo: 95 °C/2 min, seguido pelas etapas de desnaturacdo a 95 °C/30 seg,
anelamento a 55 °C/30 seg e a etapa de extensdo a 72 °C/30 seg. A reacdo foi finalizada a 72
°C/5 min. Esta reacdo de PCR gerava um fragmento de aproximadamente 400 bp. Como
controle de gene ndo relacionado foi utilizado dsRNA produzido a partir de um plasmideo
contendo a enzima que hidrolisa glicosideos, [B-galactosidase, do mosquito Culex
quinquefasciatus, gentilmente cedido pelo Prof. Walter Leal da Universidade da California-
Davis (XU et al, 2014).

Os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo de purificagdo com fenol-
cloroférmio. Os produtos purificados foram novamente monitorados por eletroforese em gel
de agarose 1% e a dosagem feita através de espectrometria em um comprimento de onda de
260 nm.

Os produtos de PCR do OR80 e CquifiGal, contendo a sequéncia do promotor T7
ligada a regido 5 foram utilizados como moldes para as reacdes de transcricdo utilizando a
enzima T7 RNA polimerase. As reacdes foram realizadas utilizando o kit MEGAScrip®RNA.
(Ambion, Austin, EUA). Os dsRNAs foram produzidos em reagdes contendo 1pug de produto
de PCR purificado, 2 pL do tampao de reagdao (10x), 2 puL de cada solugdo de
ribonucleotideos na concentragdao de 75 mM (ATP, GTP, CTP, UTP), 2 uL da enzima T7
RNA polimerase, completado o volume para 20 uL. com H;0 nuclease-free. As reagdes foram
incubadas a 37 °C/5 h. Apos este periodo, a temperatura foi elevada para 85 °C/5 min e em
seguida foram resfriadas a TA, para maximizar a formagéo das duplas fitas de RNA.

Do produto oriundo desta reacdo (dsRNA), foi retirado 1uplL para verificar a
especificidade e qualidade do dsRNA através de eletroforese em gel de agarose 1 %. Aos 19
pL restantes foram adicionados 31 pL de H,O nuclease-free e o dsRNA foi purificado
novamente seguindo o protocolo de purificagdo com fenol-cloroférmio. Apés a purificacdo o
dsRNA foi quantificado por espectrometria a 260 nm.

3.18. Injecéo dsRNA

Ninfas de 5° estddio (machos) foram injetadas com 1 pg dsRNA (dsOR80 ou
dsCquipGal) diluido em 2 puL. de H,O milli-Q autoclavada ou injetadas apenas com 2 pL de
H.O milli-Q na cavidade metatoréxica. Para a injecdo foi utilizada uma seringa Hamilton de
10uL.
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3.19. Analise estatistica

Os efeitos fenotipicos dos bioensaios foram avaliados utilizando ANOVA, seguido do
teste de Tukey, foram consideradas diferencas estatisticamente significantes com p<0,05. A
andlise estatistica e a construgdo dos graficos foram realizadas utilizando o programa
GraphPad PRISM 5.01.

Os valores de SEM () foram obtidos através da férmula descrita abaixo em uma
planilha do software Excel.

Férmula =STDEV(B1:B10)/SQRT(COUNT(B1:B10))
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4. RESULTADOS

4.1. Selecdo dos receptores olfativos no genoma de R. prolixus

A analise filogenética permitiu inferir funcbes as proteinas candidatas a ORs de R.
prolixus e dessa forma selecionar os ORs que seriam estudados. As sequéncias de
nucleotideos dos candidatos a ORs do R. prolixus foram obtidas no genoma deste

triatomineo disponivel na plataforma Vectorbase (https://www.vectorbase.org/). Foram

identificados 116 candidatos ORs de R. prolixus e para elucidar suas possiveis funcgdes
buscamos para comparacdo 114 ORs de outros insetos com fungdes conhecidas. A arvore
filogenética foi gerada usando o método de Neighbor-Joining com 1000 replicatas
(bootstrap). As distancias evolutivas foram calculadas usando o método p-distance e
representam o ndmero de diferencas de aminoacidos. A anélise envolveu um total de 230
ORs, 0s 116 candidatos a ORs de R. prolixus e 114 ORs de diferentes espécies de insetos
(Tabela suplementar 1). Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de
sequéncias. No conjunto de dados finais foram geradas 523 posicGes e, desta forma, foi
construida a arvore filogenética contendo 10 ramos (Fig. 16).

No ramo 1, foram agrupados ORs responsaveis pela deteccdo de feroménios sexuais,
volateis de agregacdo e de odores atrativos de hospedeiros (Tabela 4). Neste ramo foi incluido
apenas um candidato a receptor olfativo de R. prolixus, o OR1 (Fig. 16). O ramo 2 agrupou
ORs exclusivos de R. prolixus, totalizando 38 receptores (Fig. 16). No ramo 3, foram
agrupados receptores responsaveis pela deteccdo de feromonios de agregacdo, de atrativos de
sitios de oviposicdo, de atrativos de hospedeiros e de moléculas repelentes. Dezoito
candidatos a ORs de R. prolixus foram reunidos no ramo 3 (Fig. 16). No ramo 4, foram
agrupados receptores de feroménio de agregacdo do percevejo da cama, Cimex lectularis, e
neste ramo encontramos 4 candidatos a OR de R. prolixus, incluindo o0 OR2. Nos ramos 5, 6 e
7 foram reunidos receptores de feromdnio sexual, de feroménio de agregacéo, atrativos de
hospedeiro, feromonio de sitio de oviposicao e volateis com acdo repelente. R. prolixus ndo
apresentou OR no ramo 6. Apenas 2 candidatos a OR de R. prolixus foram encontrados, o

OR14 no ramo 5 e no ramo 7, o co-receptor Orco.


https://www.vectorbase.org/
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Figura 16. Andlise filogenética dos candidatos a receptores olfativos de R. prolixus. A anélise
filogenética foi realizada utilizando o programa MEGA7 (KUMAR, STECHER &
TAMURA, 2016) e 0 método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987) com 1000 replicatas
(bootstrap). As distancias evolutivas foram calculadas pelo método p-distance e envolveu 230
ORs. Foram obtidas 523 posi¢es no conjunto final de dados. Ramo 1: feromdnios sexuais,
feromonios de agregacéo, atrativos do hospedeiro; Ramo 2: Fungdo desconhecida - exclusivo
de R. prolixus; Ramo 3: agregacdo de feroménios, atrativos de oviposicdo, atrativos do
hospedeiro, repelentes; Ramo 4: feroménios de agregacdo; Ramo 5: FeromoOnios sexuais,
atrativos do hospedeiro, repelentes; Ramo 6: feromonios sexuais, feroménio de agregacao;
Ramo 7: Feromonios sexuais, atrativos de oviposicao, atrativos do hospedeiro, repelentes;
Ramo 8: atrativos do hospedeiro, repelente, localizacdo do local de oviposi¢do; Ramo 9:
feromonios de agregacdo; Ramo 10: exclusivo de R. prolixus. (¢) indica os ORs selecionados.
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No ramo 8 foram agrupados OR exclusivos de culicideos. Neste ramo, encontramos
receptores responsaveis pela detecgdo de atrativos do hospedeiro, de repelente e de atrativos
de sitio de oviposicdo. O ramo 9 foi representado por ORs exclusivos do hemiptero, C.
lectularis, e de 18 candidatos a OR de R. prolixus. Os receptores caracterizados em C.
lectularis sdo responsaveis pela deteccdo de feromonio de agregacdo. Os ramos 2 e 10
reuniram ORs exclusivos de R. prolixus. O ramo 2 agrupou 38 ORs, enquanto o ramo 10
reuniu 30 ORs.

Para avaliar funcbes na identificacio de semioquimicos que desencadeiam
comportamentos em R. prolixus foram selecionados 28 ORs pertencentes aos ramos 1, 2, 4, 9
e 10: OR1, OR2, OR3, OR8, OR9, OR16, OR18, OR19, OR24, OR25, OR40, OR41, OR42,
OR43, OR44, OR46, OR47, OR53, OR66, OR67, OR68, OR74, OR80, OR83, OR101, OR106,
OR108 e OR111 (Tabela 4).

4.2. Perfil geral de expressédo dos receptores olfativos de R. prolixus

Apbs a selecdo in silico iniciamos a analise da expressdo dos genes usando PCR-
convencional. Nos insetos, apéndices como antenas, palpos maxilares e probdscides, de modo
geral, estdo envolvidos na percepcdo de odores. Desta forma, encontrar genes candidatos a
ORs expressos, majoritariamente, nestes tecidos indica a participacdo do gene no processo de
olfacdo. Todos os 28 genes candidatos a OR selecionados na andlise filogenética (Fig.16)
apresentaram expressdo exclusiva nas antenas (Figs. 17, 18 e 19). Portanto, a presenca de
transcritos unicamente nas antenas, sugere a participacao destes genes no processo de olfagéo
de R. prolixus.

Apesar da técnica de PCR convencional ser 6tima para a triagem inicial de genes
olfativos, esta ndo permite verificar diferencas na quantidade de transcritos em um
determinado 6rgdo. Genes ORs diferencialmente expressos nas antenas de insetos machos ou
de insetos fémeas podem indicar funcdo especifica como, por exemplo, a deteccdo de
feroménio sexual (machos) ou a deteccdo de volateis de sitio de oviposicdo (fémeas). Para
verificar diferencas nas expressdes dos ORs foi utilizada a técnica de gPCR. Foram avaliados

transcritos dos 28 ORs nas antenas, nas patas e nas proboscides.



Tabela 4. Lista de receptores selecionados por filogenia.
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Receptores Olfativos (funcdo)
Posicdo na arvore Fungéo_ ol . . Atrativos_ do .
desconhecida- Feromonio Atrativos-sitio de hospedeiro Feromonio
Gene (ramo) . S x Repelentes
Exclusivo de sexual oviposicdo agregacdo
. Vertebrado | Planta
R. prolixus

1 OR1 1 X X X X X X
2 OR2 4 X

3 OR3 2 X

4 ORS8 2 X

5 OR9 2 X

6 OR16 2 X

7 OR18 2 X

8 OR19 2 X

9 OR24 2 X

10 OR25 2 X

11 OR40 9 X

12 OR41 9 X

13 OR42 9 X

14 OR43 9 X

15 OR44 9 X

16 OR46 9 X

17 OR47 9 X

18 OR53 9 X

19 OR66 10 X

20 OR67 10 X

21 OR68 10 X

22 OR74 10 X

23 OR80 10 X

24 OR83 10 X

25 OR101 3 X X X X
26 OR106 2 X

27 OR108 2 X

28 OR111 2 X
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Figura 17. Andlise da expressdo dos ORs por PCR convencional: A) OR16; B) OR42, C) OR44, D) OR66-67-68.
O RNA total foi extraido de antenas, patas e probéscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado com
DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcri¢do reversa. A reacdo de PCR foi realizada
utilizando iniciadores especificos. O gene ribosomal R18S foi usado como controle enddgeno. MA - Antenas de
machos, FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL - patas de fémeas, MP- probéscides de macho, FP -

probdscides de fémeas.
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A
MA FA ML FL MP FP N
B
RproOR40 125 bp
RproR18S 104 bp
C

Figura 18. Andlise da expressdo dos ORs por PCR convencional: A) OR2, B) OR40, C) OR101. O RNA total foi
extraido de antenas, patas e proboscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado com DNAse | e
utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcrigdo reversa. A reacdo de PCR foi realizada utilizando
iniciadores especificos. O gene ribosomal R18S foi usado como controle enddgeno. MA - Antenas de machos,
FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL - patas de fémeas, MP- probéscides de macho, FP -

probdscides de fémeas.
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Figura 19. Anélise da expressdo dos ORs de R. prolixus por PCR convencional:A) OR8, B) OR9, C) OR18, D) OR19, E) OR24, F) OR25, G) OR41, H) OR43, 1) OR46, J)
OR47, K) OR53, L) OR83, M) OR106, N) OR108, O) OR111. O RNA total foi extraido de antenas, patas e probodscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado com
DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcricdo reversa. A reacdo de PCR foi realizada utilizando iniciadores especificos. O gene ribosomal R18S foi
usado como controle enddgeno. MA - Antenas de machos, FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL - patas de fémeas, MP- probdscides de macho, FP - probdscides

de fémeas.
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Curiosamente, apesar de terem sido anotados no genoma como genes distintos, 0s
genes OR66, OR67 e OR68 sdo, aparentemente, isoformas de um mesmo gene. Devido ao
elevado grau de homologia (identidade >94%) nédo foi possivel desenhar olinonucleotideos
iniciadores que atendessem a todos os critérios de um bom par de iniciadores (% GC, tm) e
que diferenciassem estes genes entre si nos ensaios de PCR. Desta forma, neste estudo os
genes OR66, OR67 e OR68 foram considerados um gene Unico.

4.2.1. ORs expressos nas antenas de insetos machos e de insetos fémeas

Conforme observado previamente no PCR convencional, os genes OR16, OR42, OR44
e OR66-67-68 (Fig. 17) apresentaram quantidades equivalentes de transcritos nas antenas de
insetos machos e fémeas, sem diferencas estatisticas no perfil de expressao (OR16, p=0,8261;
OR42,p=0.9689 ; OR44, p=0,9856 ) (Fig. 20). Foram identificados poucos transcritos dos
genes OR16 e OR42 nas probdscides e nas patas de fémeas quando comparado com as antenas
de insetos adultos (OR16 — (MA, FA) X FP, p<0,0001, FP X (MP, ML, FL), p=0,9999 e
OR42 (MA, FA) X (MP, FP, ML, FL), p<0,0001, MP X ML X FP X FL, p=0,9967) (Fig.
20). Baseado no perfil de expressdao dos genes, descritos acima, em antenas (Fig. 20) e na
analise filogenética, a qual reuniu estes genes em ramos exclusivos de hemipteros (Fig. 16),
podemos inferir que os genes OR16, OR42, OR44 e OR66-67-68, podem ter papel importante
na deteccdo de volateis relacionados com comportamentos intrinsecos do R. prolixus ou de

hemipteros em geral.

4.2.2. ORs enriquecidos e/ou exclusivos das antenas de insetos fémeas

A analise dos géis de agarose do material proveniente do PCR convencional revelaram
que 3 genes eram expressos exclusivamente nas antenas de insetos fémeas, (OR2, OR40 e
OR101) (Fig. 18). E, de fato, este perfil foi confirmado por qPCR (Fig. 21), onde foi
observado poucos ou nenhum transcrito desses genes nos demais 6rgaos analisados (Fig. 21).
Apesar de bandas, provenientes da amplificacdo dos genes OR8, OR9, OR18, OR19, OR24,
OR25, OR41, OR43, OR46, OR47, OR53, OR83, OR106, OR108 e OR111 terem sido
observadas, nos geis, de antenas de ambos os sexos (Fig. 19), no ensaio de gPCR, estes genes
mostraram-se expressos em maior quantidades, significativamente, nas antenas de insetos
fémeas (Fig. 21). Entretanto, existi quantidades mensuraveis de RNA nas antenas de insetos

machos, em todas as analises realizadas.
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Figura 20. Expressdo relativa dos ORs de R. prolixus por g°PCR: A) OR16, B) OR42, C) OR44, D) OR66-67-68.
O RNA total foi extraido de antenas, patas e probdscides de insetos machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado
com DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcricdo reversa. As reacdes de gPCR foram
realizadas utilizando SYBR Green e iniciadores especificos para cada gene. O nivel de expressdo dos ORs nas
antenas de macho (MA) foi considerado basal (ou 1). O gene ribossomal R18S foi usado como controle
enddgeno para normalizar o nivel de expressdo. As barras representam a média da expressdo * erro padrdo de 3
experimentos independentes. MA - antenas de machos, FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL -
patas de fémeas, MP- probdscides de macho, FP - probdscides de fémeas. A anélise estatistica entre 0s grupos
foi feita utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey. Letras diferentes representam diferengas estatisticas, p<
0,0001. OR16: MA X FA, p=0,8261; (MA, FA) X (MP, FP, ML, FL), p< 0,0001; MP X FP X ML X FL,
p>0.9999. OR42: MA X FA, p=0,9689; (MA, FA) X (MP, FP, ML, FL), p< 0,0001; MP X ML X FP X FL,
p=0,9967. OR44: MA X FA, p= 0,9856; (MA, FA) X (MP, FP, ML, FL), p<0.0001; MP X ML X FP X FL,
p>0,9999. OR66-67-68: MA X FA, p=0.9999; (MA, FA) X (MP, FP, ML, FL), p<0,0001; MP X ML X FP X
FL, p>0.9999.
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Figura 21. Expressdo relativa dos ORs de R. prolixus por gPCR: A) OR2, B) OR8, C) OR9, D) OR18, E) OR19, F) OR24, G) OR25, H) OR40, I) OR41, J) OR43, K) OR46, L)
OR47, M) OR53, N) OR83, O) OR101, P) OR106, Q) OR108 e R) OR111. O RNA total foi extraido de antenas, patas e probdscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi
tratado com DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcrigdo reversa. As reacdes de gPCR foram realizadas utilizando SYBR Green e iniciadores
especificos para cada gene. O nivel de expressdo dos ORs nas antenas de macho (MA) foi considerado basal (ou 1). O gene ribosomal R18S foi usado como controle
enddgeno para normalizar o nivel de expressdo. As barras representam a média da expresséo + erro padrdo de 3 experimentos independentes. MA -antenas de machos, FA -
antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL - patas de fémeas, MP- probdscides de macho, FP - probdscides de fémeas. A analise estatistica entre os grupos foi feita
utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey. Letras diferentes representam diferencas estatisticas, p< 0,0001. OR2: MA X FA, p= 0,0002; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999.
OR8: MA X FA, p=0,0004; (MA, MP, FP, ML, FL), p=0,3079. OR9: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR18: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL)
p=0.9998. OR19: MA X FA, p=0,0066(MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR24:MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p=0.9982. OR25: MA X FA, p=0,0284; (MP, FP, ML,
FL), p=0.9901. OR40: MA X FA, p<0.0001 (MA, MP, ML, FP, FL), p>0,9999. OR41: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0.9999. OR43: MA X FA, p<0,0001;
(MP, FP, ML, FL), p=0.9997. OR46: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0.9999. OR47: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR53: MA X FA,
p=0,0040; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR83: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR101: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p=0,9944. OR106:
MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR108: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR111: MA X FA, p<0,0001; (MP, FP, ML, FL), p=0,7910.
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Neste ponto, podemos observar que alguns genes sdo expressos principalmente nas
antenas de insetos fémeas. A quantidade de transcritos, nestas antenas, dos genes OR2, OR25,
OR43 e OR53 foi 1,5 vezes maior do que a encontrada nas antenas de insetos machos; 2,0 a
2,5 vezes maior para os genes OR19, OR24 e OR108; 3,0 a 3,5 vezes maior para 0S genes
ORS8, OR9, OR18 e OR101; 4 a 6 vezes maior para os genes OR41, OR46, OR47 e OR83; 8
vezes maior para OR106; 10 vezes maior para 0 OR111 e 70 vezes maior para 0 gene OR40
(Fig. 21).

Comparando estes resultados de expressdo como o perfil de distribuicdo dos genes na
arvore filogenética, podemos observar que os genes OR106 e OR111 encontram-se reunidos
no ramo 2 da arvore (Fig. 16). Neste ramo, estdo agrupados ORs exclusivos de R. prolixus.
Este fato, associado a grande quantidade de transcritos presentes nas antenas de insetos
fémeas, sugere que os OR106 e OR111 participem da deteccdo de volateis relacionados a
comportamentos peculiares de insetos fémeas.

Nesta mesma linha de raciocinio, o gene OR40, que apresentou 70 vezes mais
transcritos nas antenas de insetos fémeas quando comparado a antenas de insetos machos, foi
agrupado na arvore filogenética no ramo 9 (Fig. 16). Neste ramo, foi encontrado
exclusivamente receptores olfativos responsaveis pela deteccdo de feromdnio de agrega¢édo do
hemiptero hematdfago, C. lectularius. Portanto, podemos sugerir que 0 OR40 de R. prolixus
tenha um papel deteccdo de feromonios de agregacdo semelhante aos ORs encontrado no

percevejo de cama, C. lectularius.

4.2.3. ORs enriquecidos e/ou exclusivos de antenas de insetos machos

A anélise dos géis de agarose do material proveniente do PCR convencional revelou
que 2 genes foram expressos exclusivamente nas antenas dos insetos machos, os genes OR1 e
OR3 (Fig. 22A, 22B), ndo sendo detectado produto de amplificacdo nos demais 6rgaos.
Entretanto, a analise quantitativa mostrou a presenca de transcritos do gene OR1 tanto nas
antenas de insetos machos quanto de fémeas (Fig. 23). Contudo, as antenas de insetos machos
apresentaram um enriguecimento do OR1 2 vezes maior quando comparado aos transcritos
nas antenas de insetos fémeas(p<0,0001). Do mesmo modo, ndo houve produto de PCR
amplificado de OR1, no ensaio de gPCR, em amostras de cDNA de patas e probdscides (Fig.
23).

Semelhante ao OR1, o OR3 foi detectado apenas nas antenas de insetos machos no

ensaio PCR convencional (Fig. 22 B) e detectado nas antenas de machos e fémeas quando
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utilizado o qPCR (Fig. 23). A quantidade de transcritos de OR3 foi 5 vezes maior nas antenas
de insetos machos quando comparada com antenas de insetos fémeas (Fig. 23). Além disso,
pouca quantidade de transcritos do gene OR3 foram detectadas em amostras de proboscides
de insetos fémeas e de machos e em amostras de patas de insetos machos em ensaio de gPCR
(Fig.23).

Na analise filogenética, podemos observar que o OR1 foi agrupado no ramo 1, onde
encontram-se diversos receptores olfativos responsaveis pela deteccdo de uma gama variada
de volateis em diferentes espécies (Fig. 16; Tabela 4). Por outro lado, 0 OR3 mostrou estar
relacionado na arvore filogenética com receptores exclusivos de R. prolixus, agrupando-se no
ramo 2 (Fig. 16). Portanto, podemos inferir que no caso do OR3 pode existir uma relagéo
plausivel deste receptor com a deteccdo de semioquimicos relacionados com a ecologia
quimica da espécie R. prolixus.

O perfil de expressdo dos genes OR74 e OR80, no PCR convencional, mostrou
produto amplificado tanto nas antenas de insetos machos como nas antenas de fémeas (Fig.
22). Os demais 6rgdos, ndo apresentaram produtos de amplificacdo detectaveis (Fig. 22). A
guantidade de transcritos de OR74 e OR80 foi aproximadamente 5 vezes maior nas antenas de
insetos machos quando comparada com antenas de fémeas (Fig. 23). Além disso, pouca
quantidade de transcritos do gene OR74 foram detectadas em amostras de patas e de
proboscides de insetos machos e fémeas, no ensaio de qPCR (Fig.23). E pouca quantidade de
transcritos do gene OR80 foram detectadas em amostras de probdscides de machos e fémeas
(p>0,9999) (Fig. 23).

Na andlise filogenética podemos observar que os receptores OR74 e OR80 foram
agrupados no ramo 10. Neste ramo, encontramos o0s receptores olfativos exclusivos de R.
prolixus (Fig. 16). Comparando os resultados obtidos no gPCR para os genes OR74 e OR80
com a anélise filogenética podemos sugerir que estes receptores participem da deteccdo de
volateis relacionados com a ecologia de insetos machos de R. prolixus, como, por exemplo, a

deteccdo de feromonios sexuais proveniente de fémeas.
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A
MA FA ML FL MP FP N
B
C
RproOR74 123 bp
RproR18S 104 bp
D
RproOR80 109 bp
RproR18S 104 bp

Figura 22. Analise da expressdo dos ORs de R. prolixus por PCR convencional: A) OR1, B) OR3, C) OR74, D)
OR80. O RNA total foi extraido de antenas, patas e probdscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado
com DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcri¢do reversa. A reacdo de PCR foi
realizada utilizando iniciadores especificos desenhados para a sequéncia dos ORs. O gene ribosomal R18S foi
usado como controle enddgeno. MA - antenas de machos, FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL -
patas de fémeas, MP- probdscides de macho, FP - probéscides de fémeas.
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Figura 23. Expresséo relativa dos ORs de R. prolixus por g°PCR: A) OR1, B) OR3, C) OR74, D) OR80. O RNA
total foi extraido de antenas, patas e proboscides de machos e fémeas adultos. O RNA foi tratado com DNAse | e
utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcricdo reversa. As reacdes de qPCR foram realizadas
utilizando SYBR Green e iniciadores especificos para cada gene. O nivel de expressdo dos ORs nas antenas de
macho (MA) foi considerado basal (ou 1). O gene R18S foi usado como controle endégeno para normalizar o
nivel de expressdo. As barras representam a média da expressao + erro padrdo de 3 experimentos independentes.
MA -antenas de machos, FA - antenas de fémeas, ML - patas de machos, FL - patas de fémeas, MP- probdscides
de macho, FP - probdscides de fémeas. A andlise estatistica entre os grupos foi feita utilizando ANOVA seguida
do teste de Tukey. Letras diferentes representam diferencas estatisticas, p< 0,0001. OR1: MA X FA, p<0.0001;
(MP, FP, ML, FL), p>0,9999. OR3: MA X FA, p<0.0001; (FA, MP, FP, ML, FL), p=0,9984. OR74: MA X FA,
p<0.0001; (FA, MP, FP, ML, FL), p=0.9932. OR80: MA X FA, p<0.0001; (FA, MP, FP, ML, FL), p>0,9999.
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4.3. Expresséo heterdloga e resposta eletrofisiologica

O genoma de R. prolixus decreveu 116 candidatos a receptores olfativos. Na tentativa
de identificar ORs envolvidos na deteccdo de constituintes de feromonio sexuais
comparamos, atraves de uma analise filogenética, os ORs de R. prolixus com ORs de outros
insetos cujos ligantes eram conhecidos. Para o estudo da andlise filogenética, foram
selecionados 230 genes de ORs de varias espécies de insetos, inclusive os 116 genes ORs de
R. prolixus (Fig. 16); usando o critério de expressao majoritaria nas antenas de machos,
selecionamos 4 genes para expressdao heter6loga: OR1 (RPRC000579-RA), OR3
(RPRCO000059-RA), OR74 (RPRC000200-RA), e OR80 (RPRC000441-RA).

Ressaltamos que o OR1 se agrupou no ramo 1, que inclui ORs de outras espécies
responsaveis pela deteccdo de feromonios sexuais, de atrativos de localizagcdo de sitios de
oviposicdo, localizacdo do hospedeiro, de agregacdo e de moléculas repelentes (Fig. 16). Os
trés demais ORs 3, 74 e 80, selecionados agruparam-se nos ramos 2 e 10, exclusivo de ORs
de R. prolixus.

NOs consideramos que esses genes seriam candidatos a receptores de feromonios,
devido a predominancia de transcritos nas antenas de insetos machos. Para testar essa
hipotese, a sequéncia completa de cada gene foi amplificada por PCR convencional e,
posteriormente, os produtos de PCR foram clonados no vetor de expressio pGEMHE. Em
seguida, cada gene foi co-expresso, obrigatoriamente, com o co-receptor olfativo, Orco, na
membrana de ovocitos de X. leviae. Em seguida, cada complexo ORx*Orco foi testado contra
um painel de diferentes semioquimicos e a resposta eletrofisioldgica a cada um dos odorantes
do painel teste foi registrada.

O painel de odorantes foi constituido por 109 semioquimicos (odores) (Tabela
suplementar 2), incluindo quatro feromdnios putativos sintéticos de R. prolixus, 2-metil-3-
buten-2-ol, (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-o0l e (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol
(PONTES et al., 2008). Foram testados, também, dois agonistas do Orco: 2-{[4-ethil-5-(4-
piridinil) -4H-1,2,4-triazol-3il] sulfanil} N-(4-isopropilfenil) acetamida (OCL12) e 2- (4-Etil-
5- (piridin-3-il) -4H-1,2,4-triazol-3-iltio) -N- (4-etilfenil) acetamida (VUAA-1) (CHEN &
LUETJE, 2012). Os semioquimicos avaliados pertenciam a diferentes classes quimicas,
alguns descritos na literatura como fisiologicamente ativos para dipteros como, por exemplo,
0 1,3-octenol, a octanal e o nonanal.

Inicialmente, cada ovdcito expressando o complexo ORx+Orco foi testado contra os

agonistas do Orco, 0 OCL12 e o VUAA. Estes testes iniciais, com agonistas, possibilitam
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determinarmos se o complexo OR+Orco foi expresso corretamente ha membrana do ovdcito
de X. leviae. Quando um ovocito estd expressando adequadamente o complexo ORx*Orco, 0S
agonistas do Orco, OCL12 e VUAA promovem correntes elétricas induzidas maiores
comparadas as correntes elétricas induzidas em ovocitos que expressam somente o Orco.
Baseado nas respostas obtidas pelo estimulo dos agonistas do Orco é possivel inferir se um
receptor olfativo ndo responde a um determinado semioquimico do painel teste ou se o

receptor ndo esta adequadamente expresso com o Orco.

4.3.1. Perfil de resposta eletrofisioldgica do OR1

O gene OR1 (RPRC000579-RA) codifica uma proteina com 409 aminoacidos (Fig.
24). Devido a dificuldades na clonagem do ORF do OR1, este gene foi sintetizado e
posteriormente subclonado em vetor de expresséo pGEMHE. As sequéncias consenso dos
clones foram comparadas com a sequéncia, RPRC000579-RA, depositada na plataforma
VectorBase, confirmando 100% de identidade (Fig. 25). A presenca de sete dominios
transmembranares e a topologia invertida da proteina foi determinada usado a ferramenta

Octopus (http://octopus.cbr.su.se/ ) (Fig. 26).

O complexo OR1+Orco expresso na membrana dos ovécitos de X. leviae apresentou
uma forte resposta ao agonista do Orco, OCL12, mostrando que o conjunto, recetor e co-
receptor estava corretamente expresso ha membrana do ovécito (Fig. 27B). Em seguida, 0s
semioquimicos do painel foram aplicados a membrana dos ovécitos e as respostas registradas.
O complexo OR1+Orco nao respondeu a nenhum dos constituintes do feromoénio sexual de R.
prolixus (Fig. 27A). Entretanto, estes ovoécitos apresentaram moderada resposta aos
compostos: 3-metil-1-butanol, metil butirato, (Z)-3-hexenil acetato, pentanal, 1-pentanol, 2,3-
butanodiona, 2-undecanona, e mentona (Fig. 27A). O perfil de resposta a diferentes
compostos sugeriu que o OR1 é um receptor olfativo ndo especifico, podendo se ligar e

identificar diferentes semioquimicos.
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atggaagaatttgctgggattgatgttaagtatttcaaggttataggcctatggragett
m E E F A G I D VWV K Y F KV I G L W Q L
ttaatgccttcacgaaatgggaaatatgectgtagttttaagtgocattcattggtacaatt
L m P S RNGEKY AV VL 5 A F I GTI
ttcacggtacatatcagcatacaaatgattaacacttttctcggtggttatgatttttcc
F T ¥vH I 5 I Q@ MIMNTVFULOG®®GYDF 5
aaatttactgaaaaactatcagtaaatctgacctgttttgaatcagctataaaaatttta
K F T E K L 5 ¥V N L TOCFES ATIEKTIL
tattattgttggaatcgtaacaatttgatgaatttaatttcattgtttcgtaaaaattta
Y ¥ C W M R NNLMMNILTISILFREKNL
ctaatttgctcaacacatgagccagaaaagtctaggaaaattctaacaaattcagococga
L T ¢ 5 T HEWPEI KSREKTIILTMNS5AR
tttgtgaatttgtgcactaaaagttttgtatatatgatattctgcacagttggcgtatgg
F ¥ N L CT K S F VY MIFCTV GGV W
aattctttgccaattttgcgectgocctaattagecgatgattgtgaatcatggcatataatyg
N 5 L P I LR CLTISUDUDTCESWHTIM
ccgtocctgetatccgttcaacactaaacaaataccaatgaacatcattgtctacagtttt
P 5 WY P FNTEKOQTIPMMNTITIWVYS5F
gaatttctaattatgagctattgtgcggctttgetgtatacggtgaactgtttgttctcg
EF LI M5 Y CAALLYTWVMNTCTLF 5
gcgctggcectcacagtggccgocccaatttocaactactoggogttagttttgocaccate
AL AL TV AAQFQLLOGV S FATI
gaaagacatgctgacgattatgtggccaaactggaaatgagtgaagaggctgaactggaa
ER H A DDVY ¥V A KL EM 5 E E A E L E
daaaagoaacatatgtacaggcttttgagggaatgtctgaaggatcatcaaactttgtta
K K K HMY R L L RET CLKDWHQGQTL L
agattcaccaaagctttagaagaaatgtataatccaatgtttctatttcaaatgttaaca
R F T K A L EEMY NP MF L F QML T
agcacttttacaatctgtttggttcttttacaattasacgtacatttagcctcaagtgaa
5 T F T I C L ¥V L L QL NV HLAUS S5 E
gatctaccaatagctatggcttgtaaatttattatgtatctattgttcggatctatggag
OLPI AMACKFIMY L L F G 35 ME
ttgctggtetacagttggggaggtcagatagtctttgatcagtcaggtgragtgoattgg
L L VY 5 WG G ¢ I VF D QS5 G AV H W
aatatgtatgaaagtggttggaccgaaggatctttacaatttagaaaatcactggtgttc
N M ¥ E S 6 WTEOGSLQ@QFR K S5 L V F
gctatggcaagaagttacacgocctgctactctaactgctggaaaattttacaacgttaat
A°M A R S Y TP ATLTAGIEK F Y N V N
cttaactcttttactcaggtgatgaaagcatcatattcatattttacatttctacatgga
LN 5 F T Q VWV MKAJSY S Y F T F L H G
tctggctcggtgaaatcatcaactaaataa
5 6 5 V¥V K 5 5 T K -

Figura 24. Sequéncia consenso do OR1 de R. prolixus. Sequéncia consenso obtida a partir dos clones (\GEMHE)

utilizados na sintese do cRNA.
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E RS R R R A R E R AR R P S PR R R Y
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FhdRkk kiR Rk Rk kR R R R R R R R R R R R Rk Rk R R R Rk

Figura 25. Alinhamento do OR1 de R. prolixus. A sequéncia de nucleotideo consenso do OR1 oriunda do
sequenciamento  (clones)  foi  traduzida para  sequéncia  proteica na  plataforma
https://web.expasy.org/translate/ e, posteriormente, alinhada com a sequéncia proteica depositada por

LATORRE-ESTIVALIS et al. (2017), usando a ferramenta de alinhamento crustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw ).
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Figura 26. Predigdo dos dominios transmembranares do OR1 de R. prolixus. A sequéncia de nucleotideos
consenso do OR1 oriunda dos clones (pGEMHE) foram traduzida através da plataforma Expasy
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa. Os dominios transmembranares foram avaliados através

da ferramenta Octopus disponivel em http://octopus.cbr.su.se/.
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Figura 27. Registro eletrofisiolégico do receptor olfativo 1 (OR1) co-expresso com o Orco em ovécitos
de Xenopus laevis. Ovécitos co-expressando OR1+Orco foram desafiados com uma série de compostos
quimicos em diferentes concentracBes. (A) Representacdo grafica (linha continua) da resposta provocada
no OR1+Orco quando estimulados com os 4 feromdnios (em vermelho) e com os 109 odores do painel
teste. (B) Representacdo grafica (linha continua) da resposta provocada pelo agonista do Orco OCL12.
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4.3.2. Perfil de resposta eletrofisioldgica do receptor olfativo 3 (OR3)

O gene OR3 (RPRC000059-RA) codifica uma proteina com 440 aminoacidos
(Fig. 28). Esse receptor foi clonado em vetor pGEM-T Easy e subclonado em vetor de
expressao pGEMHE. As sequéncias consenso dos clones foram comparadas com a
sequéncia, RPRCO000059-RA, depositada no VectorBase, confirmando 100 % de
identidade (Fig. 29). A presenca de sete dominios transmembranares e a topologia
invertida da proteina foram confirmados usando a ferramenta Octopus (
http://octopus.cbr.su.se/ ) (Fig. 30).

O complexo OR3+Orco nao foi ativado por nenhum dos 109 odorantes do painel
(Fig. 31A), e também n&o foi capaz de se ligar a nenhum dos feroménios putativos de R.
prolixus. 1sso sugere que o OR3 ndo € um receptor de feroménio sexual para 0s
constituintes de feromonios testados. Considerando que o compexo OR3¢Orco
apresentou uma resposta moderada ao OCL12 (Fig. 31B), concluimos que o ligante do
OR3 ndo fazia parte do universo de volateis testados. Podemos especular que se
ampliarmos o0 nimero de compostos, do painel teste, teremos chances de encontrar o

ligante chave deste receptor.

4.3.3. Perfil de resposta eletrofisiolégica do receptor olfativo 74 (OR74)

O gene OR74 (RPRC000200-RA) codifica uma proteina com 373 aminoacidos,
com N-terminal incompleto (Fig. 32). A perda do N-terminal ndo influenciou na fungéio
do receptor, visto que, a topologia dos ORs de insetos na membrana dos neurdnios
sensoriais olfativos € invertida, o sitio de ligacdo ao odor esta localizado na porcéo C-
terminal da proteina. De qualquer maneira, para minimizar qualquer efeito sobre a falta
do N-terminal, foi introduzida a trinca ATG na sequéncia dos oligonucleotideos senso.
Assim, o OR74 foi clonado em vetor pGEM-T Easy e subclonado em vetor de
expressao pGEMHE. As sequéncias consensos dos clones foram comparadas com a
sequéncia, RPRC000200-RA, depositada no VectorBase, confirmando 100 % de
identidade (Fig. 33). Esta proteina apresentou seis dominios transmembranares

determinados pela ferramenta Octopus (http://octopus.cbr.su.se/) (Fig. 34).

O complexo OR74+Orco apresentou resposta moderada ao agonista do Orco,
OCL12 (Fig. 35B), indicando que O receptor estava corretamente expresso na

membrana do ovdcito. Entretanto, este receptor ndo apresentou resposta aos feromonios


http://octopus.cbr.su.se/
http://octopus.cbr.su.se/
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testados e nem a nenhum dos 109 semioquimicos do painel (Fig. 35A). Logo, podemos
supor que o ligante chave para este receptor ndo estava presente entre 0S compostos
testados no registro eletrofisioldgico. E provavel que se aumentarmos o nimero de

ligantes do nosso painel teste possamos encontrar o semioquimico especifico do OR74.
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atggatatcttgcaaagatttaaagatttcctoccgtgaatatgatcgagataatgatgaa
moDILQQRF KD F L R EY D RUDMNDE
gttgtggataasacaatcttcgatgagtttaactatttatataggataacttttttttat
vV v D K T I F D EFNY L ¥ R ITF F Y
ccaaatttgassacaatgaaaattattgegtctacaaattgttcttttcatattttatata
P N L K T M K I I L QI V¥V L F I F ¥ I
agtttcattttgttacaaattttctttacatttateggagccatattttctgatggagat
= F I L L QI F FTFMOGGATITFS5S5DOGGD
ttctttttgatggcacattctctgoatattagoctttatatattocgttaatgoccagtgtty
F F LM AHSLHTIUSF FTIUY S5 L MPW L
actttcacggraatcactctacgctctocatctatctaatatattcaaaattattggaaac
T F T A& I TULMBRSMHL S5 MNTFHKTITIOGHM
gegattttataastacgatgaagttacatccaaagaggaaattcaaatcaaattgaagtat
G F ¥ K ¥ D E V T 5 K E E I @ I K L K ¥
tttaaaatcaasagaaatttgassattgegttttcctttacttgottttgtocgoctatgtta
F K I K R W L K I @ F P L L A F ¥ &4 M L
ttgectgttacagcaatcccattatcaaatgaatactttggattggatgattcagtcate
L AV T ATIWPLSMNIE®Y F G L DD S VM
atcastaagaaaggtgttaatttgtggttaccattaaatgettggtatccttttgactca
I N K K o ¥V N L WL PFPLMNGWYP F DS
agcgagggtttaccattttggatageattctoctoctgcaaataatatccatgatttttgtt
5 EG L P F W I AVFSLQTITI S5 M®MTIF VWV
gtaattatatatgtagcaggttcagccacttattttaccatcgttttacatgttattgct
vV I I ¥ VvV A 6 5 A TY F T I WV L HWV I A
castaccatattcttatatggagtatacgtaatataactaaaagagraatggttaattat
Q Y H I L I W5 TIRMNITKIRAMWWMY
ttgaaaattasaccatatctgcagggtasaaatagaagcaggcctaatttcgaggataty
L K I K P ¥ L Q@Q G KN RS5SRPMNTFETDM
gadttccaaaaacagatggtgttctgtttgaaacasaatatacaacattatcaacaaatt
E FQ KMV F CL KQ®MNTIQMHYQQQTI
atcagggtcgttaatctgtatgragaagtgttasaagtgactggattitiggtatttctc
I R V¥ N L Y A EV L KV T @ F L V F L
tgcattactttcattatcgoocctttctgeatttataatagtaacgggaacagcaagacca
c I T F I I A L 5 A F I I VWV TG TARP
ggaattgtatgtctcacatttgetattgcaacagtagaagtaggctatatgacagococt

6 I v C L TFGTIATWVEWVWVGY MTAP
tgtatgcttggacaaatgataatcgattitgaatgagcaactcggttttgaactatacaat
cmMmLGQEM®MTIIODILNEZGQ@LOGTFE L ¥ N

acaccctgegtaccgttgctctaaagatttcaaacaatgtttgaacattacccaagoctagy
T P WY R CS5 KD F K Q CLWMNTITQAR

attgggtatggcgtcacaataagaacactgtttaattacgraatggatategacacctat
I ¢ ¥ a v T IRTLFMNMY AMUDMDTY

tgtaaaatggtgaacgcttcttattcatacttcagtctactgttggctttocaaaaatact
C KMV N A S Y 5 Y F 5 L L L A F K NT

taa

Figura 28. Sequéncia consenso do OR3. Sequéncia consenso obtida a partir dos clones (0GEMHE)
utilizados na sintese do cRNA.
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Exp. MDILQRFKDFLREYDRDMDEVVDKTIFDEFNYLYRITFFYPHMLKTMKIIGLQIVLFIFYI
OR3 MDILQRFKDFLREYDRDMNDEVVDKTIFDEFNYLYRITFFYPMNLKTMKIIGLQIVLFIFYI

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Exp. SFILLQIFFTFMGAIFSDGDFFLMAHSLHISFIYSLMPVLTFTAITLRSHLSNIFKIIGN
OR3 SFILLQIFFTFMGAIFSDGDFFLMAHSLHISFIYSLMPYLTFTAITLRSHLSNIFKIIGN

dkdRRcR Rk R R R R Rk Rk R Rk R R R R R Rk kR R R R R R R Rk R Rk R R R Rk R R R R R R ok

Exp. GFYKYDEVTSKEEIQIKLKYFKIKRNLKIGFPLLAFVAMLLAVTAIPLSNEYFGLDDSVM
OR3 GFYKYDEVTSKEEIQIKLKYFKIKRNLKIGFPLLAFVAMLLAVTAIPLSNEYFGLDDSVM

HEERERRE AR R R R R AR AR RR R R AR AR R R R A ERBR R R R R ER R R R R R

Exp. INKKGVNLWLPLNGWYPFDSSEGLPFWIAFSLQIISMIFVVIIYVAGSATYFTIVLHVIA
OR3 INKKGVNLWLPLNGWYPFDSSEGLPFWIAFSLQIISMIFVVIIYVAGSATYFTIVLHVIA

AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RE R R R R R R R R R R kR

Exp. QYHILIWSIRNITKRAMVNYLKIKPYLQGKNRSRPNFEDMEFQKQMVFCLKQNIQHYQQI
OR3 QYHILIWSIRNITKRAMVNYLKIKPYLQGKNRSRPNFEDMEFQKQMVFCLKQNIQHYQQI

B R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R R RE R R R R R R R R R

Exp. IRVVNLYAEVLKVTGFLVFLCITFITALSAFIIVTGTARPGIVCLTFGIATVEVGYMTAP

OR3 IRVVNLYAEVLKVTGFLVFLCITFITALSAFIIVTGTARPGIVCLTFGIATVEVGYMTAP
Aok AR AR R R R R R AR R R R R R R R R AR R R R R R R R Rk Rk R R R R Rk

Exp. CMLGQMIIDLNEQLGFELYNTPWYRCSKDFKQCLNITQARIGYGYVTIRTLFNYAMDMDTY
OR3 CMLGQMIIDLNEQLGFELYNTPWYRCSKDFKQCLNITQARIGYGVTIRTLFNYAMDMDTY

AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RE R R R R R R R R R R kR

Exp. CKMVNASYSYFSLLLAFKNT -
OR3 CKMVNASYSYFSLLLAFKNT -

HHHERERRERN R R R R R R R

Figura 29. Alinhamento do OR3. A sequéncia de nucleotideo consenso do OR3 oriunda do
sequenciamento  (clones)  foi  traduzida para  sequéncia  proteica na  plataforma
https://web.expasy.org/translate/ e, posteriormente, alinhada com a sequéncia proteica depositada por
LATORRE-ESTIVALIS et al, 2017, wusando a ferramenta de alinhamento crustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw ).
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Figura 30. Predi¢do dos dominios transmembranares do OR3. A sequéncia de nucleotideos consenso do
OR3 oriunda dos clones (pGEMHE) foram traduzida através da plataforma Expasy
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa. Os dominios transmembranares foram obtidos através da
ferramenta Octopus disponivel em http://octopus.cbr.su.se/.
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Figura 31. Perfil eletrofisiol6gico do receptor olfativo 3 (OR3) expresso em ovdcitos de Xenopus laevis.
O ovocito co-expressando OR3*ORco foi desafiado com uma série de compostos quimicos em diferentes
concentragdes. (A) Representacdo gréfica (linha continua) da resposta provocada pela expressdo de
OR3+0ORco quando estimulados com 0s 4 feromonios (em vermelho) e os 109 odores do painel teste. (B)
Representacdo grafica (linha continua) da resposta provocada pelo agonista do Orco OCL12.
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atgaattttaaasaggctttcaccaatacagttaatctactacttactgacaagatgtgea
m N F KR L 5 P I QL I Y ¥ L L T R C G
ctattgaatgaagatgeccgcccatgpactgtgatcatcgocacttaccattoccatcate
L LN EDGRPWTWVITIATYHZSTIM
ctgatattggteggtcttcttacagtcgocaasagtttataagaaattggatgatataaac
L I L Vv ¢ L LT VWV A EKWVWVY K KL DUDTIN
gagtttatactaccactcatgctetgpgcaatgatcatccatatatctggaaaattottt
E F I L P L ML WAMTITIM HTIUSUGIEKF F
tatttactaasaaatcagaggaasttacgtagcttactagatcgattggaacaactacgc
Y L L KN Q R KL RS5 L L DRLEQTLR
caggaagagctcggtgattctgtctacgoctgaacatttcatcaaggccgacaagattaat
Q E E L 66D 5V ¥ A EHF I KAUDIKIN
aaaactatactctactatcttaatctgaacattcacttggttccggtaatttctaccgeg
K T I L ¥ ¥ L N L N IHLWVPV IS5 TG
ttcaacgttttgcacgattgtctegtctacatctgaaactoccatctttaatgatgocgata
FNV L HDCLSTS5 ETWPSLMMPTI
tggattccttgggagcaccagaastocttgeccttacgctgrageggttatogctaccaca
W I P W E H Q K 5 W P Y A A AV I ATT
ataatggcattttctgecgtaattgtgtttogctacgttatattccctgectagtaacaate

I m A F 56 VIVFATLY S5 L L V TTI
accttgraactgtcagecgttgetacaagtettgcaagctaaaatggagaagaaacaagca
T L @ L 5 ALV QV L Q AEKME KK QA

aacgataagagcattttccgocctgcacattastgttttacaagtactgcaacagottaac
N DK 5 I FRLHTIWMNWVILQWVLQ@QL N
gacctattatctggccaatattgtctagaaatattgctatcatcattacagccctgtgea
0OL L5 66 @Y CL EILLS5S5S5L QP C G
ttctgctacatgctgataaagtatttgaaaagtgegagattcaagatgegtesactgttte
F C¥Y M L I K Y L K 5 6D 5 R WV D CL
tataasagttttcgtctcactgttcgraacatoattoctgtgocgocctgogeteagegagatt
Y K ¥V F V5 L F A TS F L CAUCGTETETI
aattctcaggteggagtacttacatcaaagtgogtacagaggttoctgetatgaagaacag
N 5 Q@ vV EY L HQS5 A Y R G 5 WY EE Q@
cctgctgrcaaggaaagacttgataattttaataactataacatctagaccacttcaattc
P AAR KDULTITIULTITTITS SR R®PLQF
cagtacaaaggattggttacgttcaacttacgacgtttgpctacggtaattcaaggattc
Q ¥ K 6 L v T FNLRRLATWVTIWOQOGTF
tactcgtacacaacaatgttgagcaacttggaaacagctgattag

Y 5 ¥ T T M L 5 N L ETAD -

Figura 32. Sequéncia consenso do OR74. Sequéncia consenso obtida a partir dos clones (pGEMHE)

utilizados na sintese do cRNA.
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Exp. MMFKRLSPIQLIYYLLTRCGLLMEDGRPWTVITIATYHSIMLILVGLLTVAKVYKKLDDIN
OR7ANTE -NFKRLSPIQLIYYLLTRCGLLMNEDGRPWTVIIATYHSIMLILVGLLTVAKVYKKLDDIN

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk kR

Exp. EFTLPLMLWAMIIHISGKFFYLLKNQRKLRSLLDRLEQLRQEELGDSVYAEHFIKADKIN
OR74NTE EFTLPLMLWAMIIHISGKFFYLLKNQRKLRSLLDRLEQLRQEELGDSVYAEHFIKADKIN

AEERER R R R R R R R R AR AR RR R R AR AR AR R R R R R AR R R R REAREEBRBRRRRERERAE

Exp. KTILYYLNLNIHLVPVISTGFNVLHDCLSTSETPSLMMPIWIPWEHQKSWPYAAAVIATT
OR7ANTE KTILYYLNLNIHLVPVISTGFMVLHDCLSTSETPSLMMPIWIPWEHQKSWPYAAAVIATT

AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk kR

Exp. IMAFSGVIVFATLYSLLVTITLQLSALVQVLQAKMEKKQANDKSIFRLHINVLQVLQQLN
OR74NTE IMAFSGVIVFATLYSLLVTITLQLSALVQVLQAKMEKKQANDKSIFRLHINVLQVLQQLN

AEERER R R R R R R R R AR AR RR R R AR AR AR R R R R R AR R R R REAREEBRBRRRRERERAE

Exp. DLLSGQYCLEILLSSLQPCGFCYMLIKYLKSGDSRWVDCLYKVFVSLFATSFLCACGEET
OR7ANTE DLLSGQYCLEILLSSLQPCGFCYMLIKYLKSGDSRWVDCLYKVFVSLFATSFLCACGEET

AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk kR

Exp. NSQVEYLHQSAYRGSWYEEQPAARKDLIILITITSRPLQFQYKGLVTFNLRRLATVIQGF
OR74NTE NSQVEYLHQSAYRGSWYEEQPAARKDLIILITITSRPLQFQYKGLVTFNLRRLATVIQGF

AAERRRRRR R R R RR R R R R ARk R KRR R kR R R R R R R kR R R R Rk kR kR R Rk R kR Rk

Exp. YSYTTMLSMLETAD-
OR7ANTE YSYTTMLSNLETAD-

HHSRREERR R R

Figura 33. Alinhamento do receptor olfativo 74. A sequéncia de nucleotideo consenso do OR74 oriunda
do sequenciamento  (clones) foi traduzida para sequéncia proteica na plataforma
https://web.expasy.org/translate/ e, posteriormente, alinhada com a sequéncia proteica depositada por
LATORRE-ESTIVALIS et al, 2017, wusando a ferramenta de alinhamento crustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).
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Figura 34. Predicdo dos dominios transmembranares do OR74. A sequéncia de nucleotideos consenso do
OR74 oriunda dos clones (pGEMHE) foram traduzida através da plataforma Expasy
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa. A presencga dos dominios transmembranares foi realizada
através da ferramenta Octopus disponivel em http://octopus.cbr.su.se/.
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Figura 35. Perfil eletrofisiologico do OR74 expresso em ovocitos de Xenopus laevis. O ovdcito co-expressando
OR74+0ORco foi desafiado com uma série de compostos quimicos em diferentes concentragdes. (A)
Representacdo grafica (linha continua) da resposta provocada pela expressdo de OR74+ORco quando
estimulados com os 4 feromdnios (em vermelho) e os 109 odores do painel teste. (B) Representacdo grafica
(linha continua) da resposta provocada pelo agonista do ORco OCL12.
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4.3.4. Perfil de resposta eletrofisiolégica do receptor olfativo 80 (OR80)

O gene OR80 (RPRC000441-RA) codifica uma proteina com 470 aminoacidos (Fig.
36). Recentemente, o gene foi corrigido com o acréscimo de 9 nucleotideos, passando a
codificar uma proteina com 473 aminoacidos (LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017). Este
estudo foi finalizado antes da correcdo do gene. A falta de 9 nucleotidenos na regido N-
terminal ndo alterou a funcdo da proteina, pois esses aminoécidos ndo participam do sitio de
ligacdo do semioquimico. Ainda assim, para minimizar qualquer efeito sobre essa falta do N-
terminal, foi introduzido no oligonucleotideo senso a trinca ATG semelhante ao que foi feito
para 0 OR74. Posteriormente, este receptor foi clonado no vetor pPGEM-T Easy e subclonado
em vetor de expressao pPGEMHE, as sequéncias consenso dos clones foram comparadas com
a sequeéncia, , depositada por LATORRE-ESTIVALLIS et al. (2017), confirmando 100 % de
identidade (Fig. 37). A presenca de sete dominios transmembranares foi confirmada através
da ferramenta Octopus (http://octopus.cbr.su.se/) (Fig. 38).

O complexo OR80+Orco expresso na membrana dos ovOcitos de X. leviae ndo
respondeu a nenhum dos constituintes dos feroménios sexuais testados: 2-metil-3-buten-2-ol,
(2S) -pentanol, (3E) -2-metil-3- penten-2-ol e (2R / 2S) -4-metil-3-penten-2-ol. Entretanto, o
complexo apresentou respostas robustas e dose-dependentes para 0s compostos: 2-heptanona,
y-octalactona, acetofenona e 4-MHC (Fig. 39). Apesar, destes compostos apresentarem
estruturas quimicas diferentes (3 cetonas e 1 alcool) todos 0s 4 semioquimicos promoveram
respostas (Fig. 39A). Estes resultados sugerem que o OR80 € capaz de reconhecer diferentes
classes de semioquimicos. A analise dose/resposta mostrou que a ligacdo foi especifica, pois
houve um aumento da corrente de despolarizagdo na membrana do ovécito associada ao
aumento da concentracdo do ligante. Dentre os ligantes chaves do OR80, a 2-heptanona foi a
que promoveu maior resposta (Fig. 39), com concentracdes variando de 10° a 10° M. As
correntes elétricas foram efetivas, a partir da concentracio de 10 M correspondendo a 25 nA.
A heptanona, na concentracdo mais alta (10 M), promoveu uma resposta bastante acentuada
com valores proximos a 175 nA (Fig. 39 B). A y-octalactona alcangou o pico de resposta em
torno de 150 nA para a concentracdo de 10 M (Fig. 39 B). Diferente das demais cetonas, a
acetofenona promoveu a despolarizacdo da membrana do ovocito com menor intensidade,
aproximadamente 115 nA na concentragcdo maior (10°M) (Fig. 39 B). Por Gltimo, o composto
alcoolico 4-metilciclohexanol (4-MCH) promoveu a resposta menos intensa, de
aproximadamente 100 nA na concentracdo maior (10° M) (Fig. 39 B). Estes resultados
sugerem que 0s semioquimicos fisiologicamente ativos no patch-clamp poderiam induzir uma

resposta comportamental em R. prolixus.
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atggtaacggaaaatttatctccagtaaagcaatgttaccgocgcaatcagattcagtget
m v T EN L S P V KQ CY R ATIWRF 5 G
ctactagctgatactaataatgcatgetatatgatattctcagtctatcatatggttatg
L L A DTWMNW NAWMWDYMTIT FS5WVY HMWVHM
ataaattacatcggcgtegctgcagtcttagagattttactgaaggaaagaaatttactc
I N Y I 6 ¥V A AV L EI L L K EWRMNILL
gattttgtgcaagccctttcagtaatagtgatctacgtgcatgacattgttaaagotgte
ODFVQ AL SV IVIY V HDTIWVIEKEAWV
aacatcttcactcaccagaagggcgtcaaacaattacttaacaggctggaagaattcatt
N I F T HQ K 6 V K @ L L N R L EEF I
caggaaactgcaaaaaatgaaccgaatcaatcacgrasacgatcttttcgcgagacattc
Q E T A KN EPMNQSREKRS5S5FRET F
atctcaatttacatasaaatattgatttgsttgccatctttatcoccttgtttgtggagte
I 5 1 ¥ I K I L I WwWLPS5S5 L 5L V C oV
tttggcgattatatgactggctttgtcaaaccgocatttaccttaccaaatctggattocca
F 6 DY M TG F V KPP HLPY QI WTIP
tggagtttasaagaattctggccttacatggoccgeaatggtattogtgacaatgctggag
W 5 L K E F WP Y M AGMV F VWV T ML E
ttcaccacctgcgtatactacatgtoccttcacagtaatcaattttactttctcaaatgag
F T T C V¥V Y ¥ M S5 F T WV IMNFTF 5 N E
ttatcctcaagtttgagaagectacaagaacgcctggagaccaagggaccggccgataaa
L 5 5 5 L RR L QERILETIEKGGZPATD K
actgtctatgaacatcataatgcaattatacagttattactggattacaatcagttattt
T VY EHHMNATITIOGQILILILUDYMNQIL F
tctggacctotgtacgttgaaactttaatgtocttoctttaatgocttgtgoatttttotac
5 6 P LY V ETLMWS S L MPOCGF F Y
ctgtttattaagattgttaagagtttcgatccactecgocttttgagcttattttaaaagce
L F I K I v K 5 F D P L A F E L I L K A
attatgtgcgcaggcgcaccatatgttgtttgctocgtetgttoggacaagaaatcagtgat

I M C A GAPY VV CSs5 CV e Q@ EI 5 D
cagatggagcaactgcacaggagcgoctacgocagtaattggtetgaagagoccgocgaga
g M EQ LHRSAY A S5 NWTIUCETEPP R

atccgaasaaaatctgcttactttgatgatcatcactaccaaacgtattgacttaaattac
I R K N L L T LMTITITTUKRTIUDILDMNY
aggaaattcgtgtcattcaatcatgtttgcttggcaacggtattgraaggtatttacacc
R K F VvV 5 FNHV CLATWVL QG TIUYT
tacctgatgctgataatcaacctggagacagattaa

¥ LM L I I N L E T D -

Figura 36. Sequéncia consenso do OR80. Sequéncia consenso obtida a partir dos clones ()GEMHE) utilizados na

sintese do cRNA.




95

Exp. --MVTENLSPVKQCYRAIRFSGLLADTNNAWYMIFSVYHMVMINYIGVAAVLEILLKERN
OR8BOFX MSQVTENLSPVKQCYRAIRFSGLLADTNNAWYMIFSVYHMYVMINY IGVAAVLETILLKERN

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R

Exp. LLDFVQALSVIVIYVHDIVKAVNIFTHQKGVKQLLNRLEEFIQETAKNEPNQSRKRSFRE
ORBBFX LLDFVQALSVIVIYVHDIVKAVNIF THQKGVKQLLNRLEEFIQETAKNEPNQSRKRSFRE

R R R R R R R R R R R RN R R RN R R R R RN R R R R R

Exp. TEISTYIKILIWLPSLSLVCGVFGDYMTGFVKPHLPYQIWIPWSLKEFWPYMAGMVEVTM
ORBBFX TEISIYIKILIWLPSLSLVCGVFGDYMTGFVKPHLPYQIWIPWSLKE FWPYMAGMVEVTM

R RRE R R AR R R R R R R R kR R R R R R AR R Rk R R R R R R Rk R R R R R R Rk

Exp. LEFTTCVYYMSFTVINFTFSNELSSSLRRLQERLETKGPADKTVYEHHMATIIQLLLDYNQ
ORBEFX LEFTTCVYYMSFTVINFTFSHNELSSSLRRLQERLETKGPADKTVYEHHMATIIQLLLDYNQ

Rk R R R R R R kR R R R R R R Rk kR R R R kR R R R R Rk

Exp. LFSGPLYVETLMSSLMPCGFFYLFIKIVKSFDPLAFELILKAIMCAGAPYVVCSCVGQET
ORBGFX LFSGPLYVETLMSSLMPCGFFYLFIKIVKSFDPLAFELILKAIMCAGAPYVVCSCVGQET

B R MR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Exp. SDQMEQLHRSAYASNWCEEPPRIRKMLLTLMIITTKRIDLNYRKFVSFNHVCLATVLQGI
ORBGFX SDQMEQLHRSAYASNWCEEPPRIRKMLLTLMIITTKRIDLNYRKFVSFNHVCLATVLQGI

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R B R R RE KRR R RERE R R

Exp. YTYLMLIIMNLETD-
OR8BOFX YTYLMLIIMNLETD-

HHEERRRER R R

Figura 37. Alinhamento do OR80. A sequéncia de nucleotideo consenso do OR80 oriunda do sequenciamento
(clones) foi traduzida para sequéncia proteica na plataforma ( https://web.expasy.org/translate/ ) e,
posteriormente, alinhada com a sequéncia proteica depositada por LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017, usando a
ferramenta de alinhamento crustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).
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Figura 38. Predicdo dos dominios transmembranares do OR80. A sequéncia de nucleotideos consenso do
OR80 oriunda dos clones (pGEMHE) foram traduzida através da plataforma Expasy
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa,  posteriormente a  presenca dos  dominios
transmembranares foi realizada usando a ferramenta Octopus disponivel em http://octopus.cbr.su.se/.
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Figura 39. Perfil eletrofisiologico do receptor olfativo OR80 expresso em ovdcitos de Xenopus laevis. O
ovdcito co-expressando OR80+ORco foi desafiado com uma série de compostos quimicos em diferentes
concentragdes incluindo feroménios. O OR80+Orco apresentou resposta eletrofisiolégica dose-
dependente para 0s compostos 4-metilciclohexanol, acetofenona, 2-heptanona e y-octalactona. A)
Representacdo gréafica da resposta obtida pelo complexo OR80<Orco quando estimulados com 2-
heptanona, y-octalactona, acetofenona e 4-metilciclohexanol. B) Curva dose resposta com concentracdes
variando em 10° a 10° M.
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4.4. Bioensaios de acdo repelente

4.4.1. Selegdo dos insetos

Em funcdo dos quatros semioquimicos, 4-metilciclohexanol, acetofenona, 2-
heptanona e y-octalactona, promoverem correntes eléetricas robustas, no complexo
ORB80+ORco expresso nos ovlcitos de X. leviae, acreditamos quem estes compostos
possam ter um papel importante na ecologia quimica do R. prolixus. Considerando que
este triatomineo se alimenta de sangue em todas as etapas de seu ciclo de vida, seria
importante avaliar se os quatros semioquimicos selecionados, pelo ensaio de patch-
clamp, poderiam interferir no repasto sanguineo.

Outro dado importante que foi considerado é que pelo menos um dos odorantes,
a y-octalactona, € um conhecido repelente de mosquitos (BEDOUKIAN, 2013; XU et
al., 2014). Assim, usando um protocolo adaptado de ZERMOGLIO et al. (2015)
também testamos a hipotese de que os compostos funcionariam como repelentes para R.
prolixus.

A capacidade dos insetos ingerirem sangue na presenca dos quatros odorantes
foi avaliada. Desta forma, optamos por usar nos ensaios de localizagdo e alimentagéo
sanguinea utilizando insetos machos, em jejum, no 5° estadio de ninfa (N5-M), estes
insetos sdo muitos vorazes por sangue, chegando a ingerir até 10 vezes o proprio peso
em massa de sangue. A analise quantitativa do peso dos insetos foi feita antes e apos a
alimentacdo sanguinea. Inicialmente, verificamos o perfil de expressdo do OR80 nos
diferentes Orgdos de N5-M. E, de fato, a analise por g°PCR mostrou a presenca
abundante do transcrito do gene OR80 nas antenas das N5-M, ndo havendo diferencas
estatisticas nas quantidades de transcritos nas antenas de machos adultos e ninfas de 5
estadio (p=0,3332) (Fig. 40A), demonstrando que a opc¢do de realizar os bioensaios
com N5-M era adequada. Além disso, foram encontrados transcritos do gene OR80 em
probdscides de insetos machos adultos (Fig. 23) e de N5-M, e nao foram encontrados
transcritos de OR80 em patas de ninfas (controle negativo) (Fig. 40B). Comparando 0s
dois tecidos, as antenas apresentaram expressdao majoritaria do OR80 (p=0,0008),

indicando ser o principal sitio de sintese deste receptor (Fig.40 B).
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Figura 40. Expressdo relativa do gene OR80 nas antenas de adultos e de ninfas machos. (A) Comparagéo
dos niveis de transcritos do OR80 nas antenas adultos e ninfas machos de 5° estadio (N5-M). (B) Perfil
quantitativo da expressdo de OR80 nas antenas, proboscides, e patas de N5-M. O RNA total foi extraido
de antenas, patas e proboscides. O RNA foi tratado com DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de
cDNA por transcricdo reversa. As reagdes de gPCR foram realizadas utilizando SYBR Green e
iniciadores especificos para cada gene. O gene R18S foi usado como controle enddgeno para normalizar o
nivel de expressdo. As barras representam a média da expressdo + erro padrdo de 3 experimentos
independentes. Em (A) a andlise estatistica foi feita utilizando o teste t de Student, ap6s a andlise de
varidncias com o teste F (Snedecor), adultos x ninfas, p=0,3332. Em (B) a anélise estatistica entre os
grupos foi feita utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey. Antenas X probdscides e/ou patas,
p=0,0008; probdscides X patas, p=0,0111. Um asterisco indica que ha diferencas significativa entre os
grupos analisados p<0,05. Trés asteriscos indicam que nao existe diferencas significativas entre os grupos
analisados p>0,05.
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4.4.2. Avaliagdo do comportamento de R. prolixus na presenca dos

semioquimicos fisiologicamente ativos

4.4.2.1. Velocidade para alcancar o hospedeiro humano

Na avaliacdo do perfil comportamental foram observados dois parametros: (1) a
velocidade com que o inseto se locomovia até alcancar o hospedeiro humano, que
estava posicionada na extremidade oposta a zona de liberagdo do inseto e, (2) o tempo
de permanéncia do inseto préximo ao hospedeiro humano. Nos ensaios de agdo
repelente, a isca, € o hospedeiro humano e foi avaliado o tempo que o inseto levou para
a alcancar a isca, sendo calculada a velocidade média do deslocamento.

Foi registrado, também, o comportamento dos insetos na presenca de DEET, que
apesar de ser eficiente para repelir mosquitos, sabe-se que nao tem acao repelente contra
R. prolixus (controle negativo).

A velocidade média do deslocamento até o hospedeiro vertebrado nos grupos
controles dos insetos: hospedeiro humano (sem odores), com o DEET (1%) e com
solvente hexano. Os insetos dos grupos controles (hexano, hospedeiro e DEET)
percorriam a trajetoria até o hospedeiro vertebrado a uma velocidade média de 0,1488
+ 0,0247 cm/seg, 0,1976 * 0,0447 cm/seg e 0,2938 + 0,0741, respectivamente (hexano
X DEET, p=0.3899; hexano X hospedeiro, p>0.9999, hospedeiro X DEET, p=9433)
(Fig. 41).

Curiosamente, quando 0s insetos eram expostos ao composto 2-heptanona
faziam o percurso até o hospedeiro com uma velocidade média de 0,0781+ 0,0187
cm/seg, demonstrando assim uma reducdo de 3,7 vezes em relacdo aos insetos que
ficaram expostos ao DEET (p=0,0203). Os insetos expostos a acetofenona faziam o
percurso com uma velocidade média de 0,0692+ 0,0142 cm/seg, ou seja, uma reducao
de 4,2 vezes na velocidade média em relacdo aos insetos expostos ao DEET (p=0,0130).

Na presenca de 4-MCH, os insetos moviam-se com a velocidade média de
0,1101+0,0425 cm/seg (Fig. 41). Ja na presenga de y-octalactona, os insetos moviam-se
com a velocidade média de 0,1876 *+ 0,0558 cm/seg (Fig. 41), ndo apresentando
diferencas na velocidade média de deslocamento em relagdo aos grupos controles
(DEET X 4-MCH, p=0,0905 ¢ DEET X y-octalactona, p=0,8723).
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Figura 41. Velocidade média de deslocamento até o hospedeiro vertebrado na presenca de semioquimicos
fisiologicamente ativos. Ninfas de 5° estddio machos em jejum foram testados individualmente quanto a
capacidade de encontrar o hospedeiro humano na presenga de hexano, DEET, 2-heptanona, y-octalactona,
acetofenona e 4-metilcilohexanol. O tempo que o inseto necessitava para chegar até o hospedeiro humano
(zona do hospedeiro) foi aferido. Em seguida, foi calculada a velocidade média do percurso. A barra
representa a média do tempo de residéncia do inseto proximo ao hospedeiro, * erro padrdo para cada
individuo testado individualmente (N=10), em triplicata experimental. A andlise estatistica entre os
grupos foi feita utilizando ANOVA seguido do teste de Tukey. O asterisco indica diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05). DEET X 2-heptanona, p=0,0161. DEET X acetofenona,
p=0,0105.
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4.4.2.2. Tempo de permanéncia na zona do hospedeiro humano

Nos ensaios de acdo repelente foi utilizado o hospedeiro humano como isca, e
foi avaliado a capacidade dos insetos de encontar e permanecer proximo a isca. Os
insetos foram testados ao limite maximo de 300 segundos. Para os insetos, que nao
conseguiam alcancar a isca neste périodo, foi considerado que o composto repeliu
totalmente o inseto. Os grupos controles foram constituidos por insetos testados com o
hospedeiro humano (sem odores), com o DEET (1%) e com solvente hexano.

O tempo de permanéncia dos insetos na zona do hospedeiro na presenca da isca
(sem odores) foi, aproximadamente, 257+£9,96 s (Fig. 42). Esse comportamento nao foi
alterado quando as ninfas estavam na presenca de hexano ou de DEET, hexano =
246,4+153 s e DEET = 243,3+15,42, (hexano X DEET, p>0,9999; hexano X
hospedeiro, p=0.9997, hospedeiro X DEET, p=9987) (Fig. 42).

O tempo de permanéncia dos insetos na zona do hospedeiro diminuiu
significativamente na presenga dos quatros compostos: 2-heptatona, y-octalactona,
acetofenona e 4-MCH (todos a 1% v/v, p<0.0001) (Fig.42), observando assim, uma
nitida alteracdo no comportamento dos insetos na presenca dos semioquimicos.

Na presenca de 2-heptanona a 1% v/v, os insetos permaneciam em média 2,5
vezes menos tempo cerca de 95 + 29,65 s na zona do hospedeiro quando comparados
aos insetos controles (p=0,0003) (Fig. 42). A 2-heptanona também repeliu os insetos na
concentracdo de 0,1% v/v, nesta concentracdo, 0s insetos permaneciam proximo a isca
por 153+28,8 s (p<0,0001) (Fig.42).

A acetofenona também alterou o comportamento das ninfas, o tempo de
permanéncia préximo ao hospedeiro foi reduzido em 3,4 vezes, 0s insetos mantiveram-
se em média 72 = 23,54 s proximo ao hospedeiro (p<0,0001) (Fig.42). A acetofenona
foi eficaz somente na concentragéo 1% v/v.

Na presenca da y-octalactona, as ninfas permaneciam em torno de 60 + 20,18 s
proximos ao hospedeiro, reduzindo assim, o tempo de permanéncia em 4,1 vezes
(p<0,0001) (Fig. 42). A y-octalactona também repeliu os insetos em dose de 0,01% v/v,
nesta concentra¢do, o tempo de residéncia das ninfas foi de 78,9+17,4 s (p<0,0001)
(Fig. 42).

O 4-MCH foi o composto mais eficaz, promovendo uma mudanca de
comportamento acentuada nas 3 concentragfes testadas (0,01, 0,1 e 1% v/v). Na
presenca de 4-MCH, os insetos permaneceram 44,1+13,9 s proximos a hospedeiro
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utilizando a concentacdo de 1% v/v. Assim, o 4-MCH promoveu uma reducéo de 5,5
vezes no tempo de permanéncia das ninfas proximas ao hospedeiro humano (p<0,0001)
(Fig. 42). Em doses menores deste composto, o tempo de residéncia das ninfas na zona
do hospedeiro foi menor do que o tempo dos insetos dos grupos controles: 4-MCH 0,1%
v/v=39.5+11.1s, e 4-MCH 0,01% v/v =67.9+17.3s.

4.2.2.3. Ingestao de sangue na presenca dos semioquimicos fisiologicamente

ativos

Testamos a hipdtese de os compostos repelentes afetarem a habilidade dos
insetos se alimentarem com sangue. A ingestdo de sangue foi alterada na presenca de
cada um dos quatro compostos repelentes (2-heptanona, y-octalactona, acetofenona ou
4-metilciclohexanol), nesta condicdo as ninfas ndo conseguiram ingerir sangue
(p<0.0001; N=10 cada grupo) (Fig. 43). A ingestdo de sangue nao foi afetada quando os
insetos estavam na presenca de DEET ou de hexano (test t ndo pareado, N=10,
p=0.5484) (Fig. 43).

Os insetos dos grupos DEET e hexano (controles) ingeriam em média 136+16,1 mg de
sangue enguanto os insetos na presenca dos repelentes na concentragédo de 1% v/v
consumiram uma massa de sangue menor que 1 mg. A quantidade de sangue ingerida
ndo aumentou significativamente quando 2-heptanona, acetofenona, y-octalactona ou 4-
MCH foram testados em dose menores (0,1 e 0,01%). Foi observado um ligeiro
aumento da massa de sangue ingerido quando a y-octalactona foi testada na
concentracdo de 0,1% v/v, a massa ingerida foi de 6,55+4.14 mg enquanto na
concentracdo de 0,01% v/v, a massa foi de 17,5+7,7 mg; p<0,0001 para todos 0s
casos) (Fig. 43). De modo geral, os insetos que conseguiram fazer o repasto sanguineo,
ingeriram uma massa de sangue 8 vezes menor que 0s insetos dos grupos controles, o
que demonstra uma reducdo consideravel na capacidade de ingestdo de sangue, na

presenca dos quatro compostos repelentes.
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Figura 42. Resposta comportamental na presenca de semioquimicos fisiologicamente ativos. Ninfas de 5°
estadio machos em jejum foram testados, individualmente, quanto a capacidade de encontrar e
permanecer préximas ao hospedeiro humano na presenga de hexano, DEET (grupos controles) 2-
heptanona, y-octalactona, acetofenona e 4-metilcilohexanol (grupos experimentais). O tempo que o inseto
permanecia proximo ao hospedeiro humano (zona do hospedeiro) foi aferido. Os insetos foram testados
até o limite de 300 s para chegar a isca. E até 300 s, tempo de permanéncia proximo a isca. A barra
representa a média do tempo de residéncia do inseto proximo ao hospedeiro, + erro padrdo para cada
individuo testado individualmente (N=10), em triplicata experimental. A andlise estatistica entre os
grupos foi feita utilizando ANOVA seguido do teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05). DEET X 2-Heptanona, p=0,0003; DEETX y-Octalactona,
p<0,0001; DEET X Acetofenona, p<0,0001; DEET X 4MCH, p<0,00.
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Figura 43. Anédlise da quantidade de sangue ingerido na presenca dos compostos repelentes. Neste
bioensaio foram utilizados 5 grupos de insetos (N=10) para cada condi¢do avaliada (2-heptanona, y-
octalactonana, acetofenona e 4-metilciclohexanol 1%; controles: hexano e DEET 1%). Os insetos eram
pesados, individualmente, 2 h antes e ap6s o experimento. Em seguida, era calculada a massa de sangue
ingerida por cada inseto. A barra representa a massa de sangue ingerida + erro padrdo. A andlise
estatistica entre os grupos foi feita utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey. Lestras diferentes
indicam que ha diferenca estatistica, p<0,0001. Hexano X DEET, p= 0,0584; DEET X 2-Heptanona,
p<0,0001; DEET X y-Octalactona, p<0,0001; DEET X Acetofenona, p<0,0001; DEET X 4MCH,
p<0,0001..
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4.5. O Papel do OR80 na detec¢ao do 4-metilciclohexanol

Em seguida, avaliamos se a redugdo dos transcritos do OR80 por RNAI poderia
afetar a resposta dos insetos aos repelentes. Ninfas machos de 5° estadio foram injetadas
na regido do térax com dsOR80, agua ou dsR-GAL conforme protocolo pré-estabelecido
em nosso laboratério (OLIVEIRA et al., 2018). Os niveis de transcritos para OR80 nas
antenas dos insetos foram medidos 2 dias ap6s a injecdo. A expressdo relativa do gene
ORS8O0 foi reduzida em 77% nos insetos injetados com dsOR80 comparados aos insetos
dos grupos controles (p<0,0001) (Fig. 44).

Além disso, nos testamos se 0s insetos expressando o novo fenétipo poderiam
responder ao odorante mais ativo dos quatro repelentes, 0 4-MCH. As ninfas injetadas
com &gua foram repelidas pelo 4-MCH, mas ndo pelo DEET ou pelo hexano (Fig. 45).
Elas permaneceram em média 225,2 + 14,35 s na presenca do hexano, 243 + 14,64 s na
presenca do DEET e 72 £ 22,10 s na presenca do 4-MCH (Fig. 45).

As ninfas injetadas com ds3-GAL comportaram-se normalmente sendo repelidas
pelo 4-MCH, mas nédo pelo DEET e hexano (Fig. 44). Sendo o tempo de residéncia das
ninfas na zona do hospedeiro de 248,0 + 16,08 s na presenca do hexano, 234,0 £ 20,41 s
na presenca do DEET e 55,0 + 16,08 s na presenca do 4-MCH (Fig. 45).

A resposta das ninfas silenciadas para o0 OR80, na presen¢a do 4-MCH, ndo
foram repelidas. Assim, como na presenca do DEET ou do hexano (controles) (Fig. 45).
O tempo de residéncia das ninfas silenciadas para 0 OR80, na zona do hospedeiro, foi
de 233,9 + 12,05 s na presenga do hexano, 240,3 = 11,87 s na presenca do DEET e
200,0 + 21,58 s na presenca do 4-MCH (Fig. 45). Sugerindo fortemente que o OR80

participa da percepcdo de atividade repelente do composto 4-MCH.
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Figura 44. Expressdo relativa do gene OR80 nos insetos tratados com RNAi. O RNA foi tratado com
DNAse | e utilizado na sintese da primeira fita de cDNA por transcrigdo reversa. As reacdes de gPCR
foram realizadas utilizando SYBR Green e iniciadores especificos para cada gene. O nivel de expressao
do OR80 nas antenas de insetos injetados com H,O foi considerado basal (ou 1). O gene R18S foi usado
como controle endbgeno para normalizar o nivel de expressdo. As barras representam a média da
expressdo + erro padrdo de 3 experimentos independentes. A anélise estatistica entre os grupos foi feita
utilizando ANOVA seguida do teste de Tukey. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significantes (p<0,0001).
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Figura 45. Comportamento do R. prolixus silenciados para o0 OR80 na presenca de diferentes compostos.
Os grupos foram composto por insetos injetados com H,O, injetados com dspGal e injetados com
dsOR80. Os insetos foram injetados no 5° estadio. Sete dias ap6s a injecdo os insetos foram testados
individualmente quanto a capacidade de encontrar o hospedeiro na presenca de 4-MCH (1% v/v). O
tempo de percurso até o hospedeiro (méximo de 300 s) e 0 tempo que o inseto permanecia préximo ao
hospedeiro (méximo de 300 s) foram aferidos. A barra representa a média do tempo de permanéncia do
inseto proximo ao hospedeiro + erro padrdo para cada individuo testado independentemente (N=10), em
triplicata experimental. A andlise estatistica entre os grupos foi realizada utilizando ANOVA seguido do
teste de Tukey. Astericos indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A interpretacdo correta dos sinais quimicos presentes no meio ambiente a partir dos
Orgdos sensoriais tem sido objeto de vérios estudos (BARGMANN, 2006; ANDERSON et
al., 2009; BODIN, VINAUGER & LAZZARI, 2009; BILLETER et al., 2012). Nos insetos, a
olfacdo é a modalidade sensorial responsavel pela interpretacdo do meio ambiente. Apds a
deteccdo de odores o inseto pode iniciar uma série de comportamentos pertinentes a sua
sobrevivéncia, como por exemplo, a busca de fontes alimentares, de parceiros sexuais, de
sitios de oviposicao, de abrigos, pode avaliar a presenca de predadores, entre outros aspectos
comportamentais importantes para a sua sobrevivéncia.

A olfacdo envolve uma serie ordenada de fendmenos celulares que tem inicio, na
maioria das espécies, nas antenas. Estas estruturas sdo recobertas por pequenas unidades
morfofuncionais porosas denominadas sensilas olfativas. As sensilas abrigam uma série de
estruturas que em conjunto sdo responsaveis pela propagacdo do impulso nervoso olfativo.
Fazem parte deste conjunto os neurbnios sensoriais olfativos (NSOs), as células acessorias e
diversas proteinas envolvidas no processo de transducao do sinal olfativo (JEFFERIS, 2005).

Estudos relacionados com os processos celulares que envolvem a detec¢do do odor
pelos insetos, principalmente, naquelas espécies prejudiciais a economia, como pragas de
lavoura e prejudiciais a saude humana ou animal como vetores de doencas, tem crescido
muito nos Gltimos anos. Neste cenario, vale ressaltar a contribuicdo gerada pelos estudos
realizados em D. melanogater. Apesar desta espécie ndo ser prejudicial ao ser humano é um
dos modelos experimentais mais estudados no quesito olfagdo. Todos os conhecimentos
gerados através deste modelo vém ajudando a esclarecer de forma contundente muitos
aspectos importantes da transducdo do sinal olfativo em insetos (BARGMANN, 2006;
BENTON, 2008; 2009). Estudos classicos iniciados nas décadas de 80 (STOCKER et al.,
1983; STOCKER e GENDRE, 1988; MCKENNA et al., 1989) em associa¢do com as técnicas
de eletrofisiologia e biologia molecular permitiram confirmar algumas hipéteses referentes a
propagacéo do sinal olfativo em insetos (HEKMAT-SCAFE & CARLSON, 1996; HEKMAT-
SCAFE, STEINBRECHT & CARLSON, 1997; VOSSHALL et al., 1999).

O estudo da fungdo dos receptores olfativos de insetos vetores tem possibilitado a
sondagem de moléculas que podem ser utilizadas em armadilhas de capturas e/ou na criacao
de produtos repelentes. Um exemplo € o trabalho de CAREY et al. (2010) que ao caracterizar
funcionalmente os ORs de An. gambiae, verificaram que alguns volateis, presentes no suor

humano, como por exemplo, o 1,3 octenol e 0 2,3 butanodiona eram capazes de promover a
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despolarizacdo dos receptores AgamOR8 e AgamORYS5, respectivamente, atraindo o0 mosquito
para proximo do ser humano. Além disso, foi observado que o AgamORG65 era capaz de
detectar o 2-etilfenol, que é encontrado na urina de muitos animais. SCIALO et al. (2012) ao
expressar o receptor OR2 de Aedes albopictus, em células embrionarias humana HEK293,
sequido dos registros: de influxo de calcio (Ca** Imaging Measurement) e de eletrofisiologia
unitario (SSR-single sensillum recording), em moscas transgénicas (UAS-AalbOR2),
demonstraram que 0 OR2 respondia ao indol, que é um composto atrativo para a localizacédo
de sitio de oviposicdo em mosquito. ZHU et al. (2013) usando ensaio de expressdo heterdloga
em ovaocitos de X. laevis e registro eletrofisiolégico mostraram que os receptores OR37 e
OR99 de Cx. quinquefasciatus respondiam aos compostos 4-metilfenol e 4-etilfenol,
respectivamente. Em seguida, estes autores testaram a hipotese de que estes semioquimicos
seriam compostos atrativos para localizacdo de sitio de oviposicdo. De fato, eles
comprovaram que fémeas de Cx. quinquefasciatus eram atraidas e tinham as taxas de
oviposi¢cdo aumentadas na presenca destes compostos fenolicos. E, por fim, usando o
silenciamento génico por técnica de RNAI, os autores puderam confirmar a funcdo dos
receptores CquiOR37 e CquiOR99 para localizacdo de sitio de oviposicdo. MCBRIDE et al.
(2014) trabalhando com cepas domésticas e selvagens de Ae. aegypti observaram que as
fémeas, da cepa doméstica, tinham preferéncia maior pelo odor humano quando comparado
ao odor de animais. Esta preferéncia pelo hospedeiro humano é devido a dois fatores: o
aumento da expressdo e a grande sensibilidade do receptor AaegOR4 aos semioquimicos
presentes em niveis elevados no suor humano. Recentemente, ZHANG et al. (2016)
estudando o receptor olfativo OR46 de Apolygus lucorum conseguiram fazer a prospeccao de
volateis de plantas que estdo relacionados ao comportamento que o hemiptero apresenta para
localizar as plantas hospedeiras. Em 2017, LIU e colaboradores, usando SSR e expressdo
heter6loga deorfanizaram 15 ORs do percevejo de cama, C. lectularius, descrevendo 0s
receptores responsaveis pela identificacdo dos componentes do feroménio de agregacdo nesta
especie.

Apesar da maioria dos trabalhos disponiveis na literatura descreverem moléculas
atrativas, sejam elas componentes de feromonios sexuais, de agregacdo, de localizacdo de
sitio de oviposicdo e de localizagdo do hospedeiro, autores como XU et al. (2014) e
PELLETIER et al. (2015) conseguiram fazer a prospeccdo de moléculas repelentes.
Moléculas com atividade repelente poderdo vir a ser utilizadas no desenvolvimento de
produtos especificos para evitar o contato do ser humano com mosquitos e piolhos. A

identificagdo do OR responsavel pelo reconhecimento de repelentes pelo mosquito Cx.
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quinquefasciatus foi possivel usando técnica de expressdo heterdloga, registro
eletrofisioldgico, eletroantenograma e silenciamento génico por RNAI. Os repelentes DEET,
IR3535 e picaridina se ligam especificamente ao OR136 do mosquito Cx. quinquefasciatus
(XU et al., 2014) que responde a estas moléculas se afastando da fonte de odor. Usando uma
abordagem semelhante de estudo foi possivel identificar moléculas com atividade repelente
para o piolho humano (Pediculus humanus humanus) (PELLETIER et al.,, 2015). Os
compostos testados, 2,3-dimetil-fenol, 1-fenil-etanol e 4-metilciclohexanol, foram capazes de
promover a despolarizagdo do complexo PhumOR2+ORco expresso nas membranas de
ovacitos de X. leviae. Os piolhos testados na presenca do 2,3-dimetil-fenol, 1-fenil-etanol e 4-
metilciclohexanol apresentaram comportamento de fuga, condizente com a acéo repelente dos

compostos.

5.1. A importancia da compreensao da olfacdo em triatomineos

O R. prolixus € um dos vetores da doenca de Chagas na América Central e na América
do Sul. Diferente dos dipteros, onde apenas as fémeas se alimentam de sangue, 0s
triatomineos se alimentam de sangue em todas as fases de seu desenvolvimento, portanto,
estdo aptos a transmitir a doenca de Chagas em qualquer momento de seu ciclo de vida. Além
disso, estes insetos ndo possuem um hospedeiro preferencial, alimentando-se de qualquer
vertebrado de sangue quente, ingerindo grandes volumes de sangue (LEHANE, 1991; LENT,
1999). Apds a alimentacdo, os triatomineos podem permanecer por um longo periodo em
jejum, podendo chegar a varias semanas (LEHANE, 1991; LENT, 1999). Além do disso,
estes insetos costumam se esconder em locais de dificil acesso para aplicacdo de inseticidas,
tais como, frestas ou buracos das residéncias, galinheiros, entre pedacos de madeiras,
telhados, folhas de palma ou de piacava (ARGOLO et al., 2008). Todos estes fatores
contribuem para o sucesso da transmisséo vetorial da doenca de Chagas.

O comportamento de busca pelo alimento exibido pelos triatomineos € influenciado
por varios sinais envolvendo odores, calor e umidade (GUERENSTEIN & LAZZARI, 2009).
O CO,, emanado pelo hospedeiro vertebrado, tem papel crucial na localizagdo da fonte
alimentar pelo R. prolixus (GUERENSTEIN & HILDEBRAND, 2008). A olfagdo induz
comportamentos essenciais para a sobrevivéncia do inseto (LORENZO & MELO, 2012).
Desta forma, ao sentir os odores emitidos pelos hospedeiros, 0s insetos sdo atraidos e se

deslocam em direcdo ao vertebrado para realizar o repasto sanguineo.
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Ainda s&o raros os trabalhos que tratam dos eventos moleculares envolvendo a olfacdo
de triatomineos. A grande maioria dos estudos, na &area de ecologia quimica, abordam
exclusivamente 0s aspectos comportamentais apresentados pelos insetos. Odores presentes
nas fezes, por exemplo, induzem o comportamento de agregacdo caracteristico da espécie R.
prolixus (FIGUEIRAS & LAZZARI, 2002). Feromonios produzidos pelas glandulas
metaesternais de insetos fémeas promovem a saida dos insetos machos dos abrigos e a
aglutinacdo destes proximos a um casal no momento da cépula (PONTES et al., 2014).

O cenario de olfacdo comecgou a mudar com a publicacdo do genoma de R. prolixus
em 2015 (MESQUITA et al., 2015). O primeiro estudo correlacionando o comportamento do
inseto e proteinas olfativas foi disponibilizado no ano seguinte (FRANCO et al., 2016). Neste
estudo, os autores mostraram a participacdo ativa e a importancia do co-receptor olfativo
(Orco) no comportamento de R. prolixus. Insetos silenciados para o Orco por RNAI
apresentaram comportamento alterado, dificuldades de localizar o hospedeiro e de ingerir
sangue. Estes insetos apresentaram taxas menores de oviposi¢cdo, tempo maior de ecdise e
altas taxas de mortalidade. Todas estas alteracfes biologicas foram decorrentes da
incapacidade do inseto de detectar o hospedeiro vertebrado e se alimentar com sangue.

Apesar a técnica de RNAI ser promissora para o controle populacional de insetos, essa
estratégia esbarra em uma questdo pratica. O dsRNA tem que ser injetado no triatomineo,
impossibilitando, em um primeiro momento, o controle dos insetos em larga escala.

A identificacdo de candidatos a ORs no genoma de R. prolixus (MESQUITA et al.,
2015), abriu novas frentes para entender como esta espécie interpreta 0s sinais quimicos
presentes no ambiente, permitindo fazer prospeccdo de moléculas alvos que poderdo ser
utilizadas na criacdo de armadilhas de capturas ou que apresentem atividade repelente.

5.2. Selecdo dos receptores olfativos no genoma de R. prolixus

Uma grande quantidade de receptores olfativos foi identificada em Diptera,
Himenoptera, Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera e Blattodea através do sequenciamento
completo dos genomas de algumas espécies. O numero total de candidatos a ORs varia muito
entre as diferentes espécies de insetos. A mariposa Spodoptera exigua e o piolho P. humanus
humanus, por exemplo, apresentam descritos no genoma apenas 10 candidatos a ORs
(KIRKNESS et al., 2010; LIU et al., 2015). Enquanto a formiga L. humile tem 367

candidatos a ORs no genoma (SMITH et al., 2011). Esta variacdo na quantidade de genes que
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expressam receptores olfativos parece estar ligada ao tipo de ecétipo em que cada espécie
vive e da complexidade das interagdes intra e interespecificas.

R. prolixus é um triatomineo que vive, a maior parte de sua vida em abrigos escuros e
estreitos e proximo a sua fonte de alimento; ndo requerendo, portanto, comportamentos muito
complexos para sobrevivéncia, diferente do que ocorre com as espécies de mosquitos. Apesar
disso, R. prolixus possui quase a mesma quantidade de candidatos a ORs (116 ORs)
(MESQUITA et al., 2015) que o mosquito Ae. aegyptii, que tem 131 genes candidatos a ORs
(BOHBOT et al., 2007).

O principal vector da maléria na Africa, 0 mosquito An. gambiae, tem apenas 79 genes
candidatos a ORs descritos no genoma (HILL el at., 2002). Portanto, é provavel que a
maioria dos genes candidatos a ORs de R. prolixus ndo originem receptores funcionais. I1sso
parece ser comum em R. prolixus. Por exemplo, dos 27 genes candidatos a proteinas ligadoras
de odor (OBPs) anotados no genoma (MESQUITA et al., 2015), apenas 63% originam
proteinas funcionais nas antenas (OLIVEIRA et al., 2017) e, deste total, em torno de 35%
destas OBPs teriam funcéo de transportar odores (OLIVEIRA et al., 2018).

No presente estudo, criamos critérios empiricos para a selecdo dos genes: (1) a relacéo
filogenética dos ORs de R. prolixus com ORs funcionais de outros insetos; (2) presenca de
transcrito do OR exclusivamente nas antenas. Baseado nestes dois critérios foram
selecionados 28 genes candidatos a receptores olfativos para o presente estudo (Figs.16, 17,
18, 19 e 22). A seguir discutiremos quais as implicacbes e 0s avancos para a area de
comunicacdo quimica de triatomineos a partir dos resultados obtidos.

A anélise filogenética, além de possibilitar a selecdo dos 28 genes candidatos a ORs,
permitiu antever funcles tedricas de como os ORs de R. prolixus eram agrupados, por
exemplo, com ORs responsaveis pela identificacdo de moléculas de feroménios: sexuais; de
agregacdo; de moléculas envolvidas na localizacdo do hospedeiro; de moléculas de
localizacdo de sitios de oviposicdo e de moléculas repelentes. Desta forma, foi possivel
verificar que o ORL1 estava presente no mesmo ramo do ClecOR42, ramo 1 (Fig. 16). O
ClecOR42 é um receptor responsavel pela deteccdo dos compostos benzaldeido e &lcool
benzilico componentes do feromonio de agregacao do percevejo da cama, C. lectularius (LIU
et al., 2017). No ramo 1 ainda identificamos os receptores AaegORS8 de Ae. aegypti (JUNG et
al., 2015) e o0 AgamOR8 de An. gambiae (CAREY et al., 2010). Estes receptores sdo
responsaveis pela percepcdo do 1-octen-3-ol, volatil presente no suor humano. O mosquito
guando detecta o 1-octen-3-ol é atraido pelo hospedeiro humano (KLINE et al., 2007). Outro

importante receptor encontrado no ramo 1 foi 0 OR11 da abelha Apis melifera. O AmelOR11
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é responsavel pela identificacéo e interpretacdo de 9-oxodecendico (9-ODA), conhecido como
“substancia da rainha”. O 9-ODA é produzido pelas glandulas mandibulares e € o composto
responsavel por atrair zangdes a longa distancia (WANNER et al., 2007b). Nao é de todo
impossivel supor que 0 OR1 apresente funcdo semelhante a dos ORs agrupados no ramo 1. A
participacdo do OR1 na percepcdo de componentes do feroménio sexual tal como ocorre com
0 AmelOR11 das abelhas, ou a participacdo na deteccdo de feromonio de agregacéo,
semelhante ao ClecOR42 do percevejo de cama; ou até mesmo com a percepcao de odores
emitidos pelo hospedeiro semelhante a funcdo dos ORs AaegOR8 e AgamORS é intrigante e
sera explorada neste estudo.

Dois ramos da arvore agruparam receptores exclusivos de R. prolixus (Fig. 16). Isso é
muito interessante, pois aponta para uma funcéo de identificacdo de volateis relacionados com
comportamentos intraespecificos. Um total de 16 ORs (3, 8, 9, 16, 18, 19, 24, 25, 66, 67, 68,
74, 80, 83, 106, 108 e 111) agrupados nos ramos 2 e 10 foram selecionados para investigar o
perfil de expressdo génica. Comportamentos intraespecificos sdo comuns em qualquer espécie
e estdo relacionados, na maioria dos casos, com a identificacdo de feromoénios. Em
triatomineos volateis produzidos pelas glandulas metaesternais de insetos fémeas induzem nos
insetos machos os comportamentos de deixar o abrigo e procurar um parceiro sexual (VITTA
& LORENZO, 2009; PONTES, 2010). Nas espécies R. prolixus e T. infestans volateis
emanados pelos insetos fémeas induzem o acasalamento (CRESPO & MANRIQUE, 2007;
PONTES et al., 2008). Curiosamente, os machos podem tentar copular com outros machos e,
esta tendéncia é aumentada de maneira substancial na presenca de sinais quimicos emitidos
pela fémea (MANRIQUE & LORENZO, 2012). O comportamento de agregacdo é muito
comum em diferentes espécies de triatomineos. Este comportamento é mediado por
semioquimicos presentes nas fezes (SCHOFIELD & PATTERSON, 1977; FIGUEIRAS et
al., 1994; LORENZO & LAZZARI 1996; VITTA et al., 2002). Este sinal de agregacdo esta
relacionado, basicamente, a0 comportamento de procura por abrigos e, no reconhecimento
intraespecifico dos individuos durante a noite (LORENZO & LAZZARI, 1996; PIRES et al.,
2002). Feromonios de agregacdo também estdo presentes na cuticula de triatomineos e séo
capazes de promover a agregacdo somente através do contato direto inseto-inseto
(FIGUEIRAS & LAZZARI, 1998; PIRES et al., 2002; VITTA et al., 2002). Assim, € possivel
sugerir que os receptores agrupados no ramo exclusivo de R. prolixus (OR3, OR8, OR9,
OR16, OR18, OR19, OR24, OR25, OR66, OR67, OR68, OR74, OR80, OR83, OR106,
OR108 e OR111) possam estar envolvidos na deteccdo de feromdnios sexual ou de

agregacao.
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Em R. prolixus a postura de ovos € estimulada pela deteccdo de sinais quimicos do
ambiente (GUIDOBALDI & GUERENSTEIN, 2015). Os insetos fémeas realizam a postura
dos ovos numa distribuicdo espacial bem particular quando estdo na presenca de penas de
galinhas. GUIDOBALDI & GUERENSTEIN (2015) observaram que os volateis produzidos
pelo hospedeiro vertebrado desempenham um papel crucial no comportamento de oviposicéo
das fémeas de triatomineos. O odor do hospedeiro estimula a oviposicdo e orienta a
distribuicdo dos ovos (GUIDOBALDI & GUERENSTEIN, 2015). Este fato condiz com o
comportamento de triatomineos que vivem em abrigos proximos ao hospedeiro, garantindo
que as ninfas, apos a eclosdo do ovo, tenham acesso a uma refeicdo sanguinea quase que
imediatamente. Portanto, € possivel especular que um ou varios ORs identificados neste
estudo, participem efetivamente da deteccdo de volateis indutores de oviposi¢do. Assim, na
analise da arvore filogenética foi possivel identificar que o OR101 foi reunido ao ramo 3. O
ramo 3 agrupou receptores olfativos responsaveis pela deteccao de volateis que indicam sitios
de oviposicdo, localizacdo do hospedeiro e feromdnio de agregacdo (Fig. 16). Neste ramo esta
presente 0 OR35 da vespa parasita Anastatus japonicus. Esta vespa é inimiga natural e usada
no controle do percevejo praga Tessaratoma papillosa. O AjapOR35 € responsavel pela
identificagdo do B-cariofileno e (E)-a-farneseno. Estes volateis sdo produzidos pelas plantas
hospedeiras, naturalmente infestadas por T. paillosa. A vespa reconhece os volateis das
plantas e, assim, encontra 0s percevejos para o processo de oviposi¢cdo (WANG et al., 2017).
E possivel, que semelhante ao AjapOR35, 0 OR101 esteja envolvido na localizacdo de
moléculas de sitio de oviposicdo. Essa suposicdo é reforcada pela expressdo majoritaria do
gene OR101 nas antenas de insetos fémeas (Fig. 21).

No ramo 4, foram encontrados receptores olfativos exclusivos do percevejo da cama
C. lectularius destinados a deteccdo dos componentes de feromdnios de agregacdo nesta
espécie. Neste ramo foram reunidos os receptores OR2, OR103, OR104 e OR105 de R.
prolixus (Fig. 16). Os receptores OR40, OR41, OR42, OR43, OR44, OR46, OR47 e OR53
agruparam-se no ramo 9 que também contém receptores exclusivos dos componentes do
feroménio de agregacdo do percevejo da cama (Fig. 16). O perfil de distribuicdo dos ORs de
R. prolixus na arvore filogenética nos induz a conjecturar que semelhante aos receptores do
percevejo da cama, os receptores olfativos de R. prolixus reunidos nos ramos 2 e 9 podem
estar, também, envolvidos com a percep¢do de componentes do feromonio de agregacéo, visto

que, R. prolixus também apresenta 0 comportamento de agregacao.
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5.3. Perfil de expressédo dos genes ORs nos 0rgaos

A publicacdo do genoma de R. prolixus (MESQUITA et al., 2015) ajudou a expandir
os estudos sobre proteinas quimiossensoriais. Estudos envolvendo o transcriptoma das
antenas (LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017) e o estudo funcional do Orco (FRANCO et al.,
2016), revelaram que o padréo de expressédo dos ORs e a fungdo do co-receptor olfativo no
comportamento de R. prolixus seguem o mesmo perfil descritos para os demais insetos.
Transcritos dos ORs, receptores ionotrépicos (IRs) e receptores gustativos (GRs) estdo
presentes em abundéncia nas antenas de R. prolixus (LATORRE-ESTIVALIS et al., 2016). A
diminuicdo dos transcritos para o co-receptor olfativo (Orco) nas antenas provocam mudangas
comportamentais importantes e diretamente ligadas a capacidade dos insetos se alimentarem
(FRANCO et al., 2016). Os 28 ORs selecionados para este estudo apresentaram transcritos
exclusivamente nas antenas (Figs. 17, 18, 19 e 22), isto sugere a participacdo desses
receptores na deteccdo de volateis comportamentalmente ativos. Estudos que abordam a
funcdo dos ORs, tém mostrado uma forte correlacdo entre o local que o gene do OR é
expresso e sua funcdo no desencadeamento de um comportamento. Assim, genes expressos
majoritariamente e/ou preferencialmente em tecidos olfativos tem papel importante na
ecologia quimica e comportamental daquela espécie. Na maioria dos insetos os tecidos
olfativos sdo representados pelas antenas e pelos palpos maxilares. Em triatomineos temos
assumido que as antenas representam o principal 6rgao responsavel pela transducdo do sinal
olfativo.

Alguns genes estudados aqui apresentaram quantidades equivalentes de transcritos nas
antenas de insetos machos e fémeas como, por exemplo, OR16, OR42, OR44 e OR66-67-68
(Fig.17; Fig. 20). ORs expressos nas antenas de machos e fémeas, via de regra, estdo
envolvidos na deteccdo de volateis que induzem comportamentos gerais como, a localizacao
da fonte de alimento, ou a fuga de predadores. Considerando que triatomineos se alimentam
exclusivamente de sangue em todos os estagios de desenvolvimento (ALDANA, LIZANO e
VALDERRAMA, 2001; SALERNO et al., 2002; ARGOLO et al, 2008) podemos supor que
estes receptores estejam envolvidos na busca pelo hospedeiro vertebrado para a alimentagéo
sanguinea. No mosquito An. gambiae, onde apenas as fémeas sdo hematofagas, o receptor
AgamORL1 é responsavel pela deteccdo do 4-metilfenol, um dos 300 compostos presentes no
suor humano (HALLEM et al., 2004) indicando para as fémeas a localizacdo exata do

alimento.
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Em R. prolixus também foram identificados genes exclusivamente expressos nas
antenas de insetos machos e de fémeas. Os genes OR1 e OR3 apresentaram transcritos apenas
nas antenas de insetos machos (Fig. 22; Fig. 23), portanto é razoavel supor que estes dois
receptores estejam envolvidos em algum aspecto comportamental apresentado pelos machos
como, por exemplo, a detec¢do de moléculas de feroménios. Por outro lado, ao associarmos
os resultados do gPCR com os resultados obtido no estudo de filogenia, esbarramos em um
impasse. A andlise filogenética nos mostrou que o OR1 foi agrupado no ramo 1. Este ramo
contém receptores olfativos de vérias espécies que sdo responsaveis por diferentes funcbes na
ecologia quimica das espécies (Fig. 16). Em contraposto, 0 OR3 agrupou-se no ramo 3 que
contém exclusivamente receptores olfativos do R. prolixus (Fig. 16). E provavel que o OR1
participe da identificacio de moléculas gerais, ndo necessariamente ligadas a um
comportamento peculiar de insetos machos, mas sim, na deteccdo de volateis envolvidos em
diferentes aspectos da ecologia destes insetos. Contudo, 0 OR3 pode ser um alvo interessante
devido sua expressdo particular nas antenas de insetos machos e seu agrupamento no ramo
exclusivo de R. prolixus.

Os genes OR2, OR40 e OR101 apresentaram transcritos exclusivamente e/ou
enriquecido nas antenas de insetos fémeas (Fig. 19; Fig. 21). Este fato nos permite pressupor
que estes ORs tenham relacdo com a percepcdo de volateis que indicam sitios de oviposicéo.
Suportando esta hipotese, a analise filogenética agrupou os receptores OR2 e OR40 em ramos
contento exclusivamente receptores olfativos do R. prolixus e receptores dos componentes do
feromonio de agregacdo do percevejo da cama, C. lectularius (Fig. 16). JA& o OR101 foi
agrupado no ramo 3 que contém receptores responsaveis pela detec¢do de uma variada gama
de semioquimicos de diferentes espécies, dentre eles 0 AlucOR46 do hemiptero fitéfago
Apolygus lucorum (Fig. 16) (ZHANG et al., 2016). O AlucOR46 é responsavel pela detecgédo
de 6 volateis de planta, (S)-(-) -Limoneno, (R)-(+)-Limoneno, (E)-2-Hexenal, (E)-3-Hexenol,
1-Heptanol e (1R)-(-)-Mirtenol. Assim como OR101 o AlucOR46 ¢é expresso
majoritariamente nas antenas de insetos fémeas (ZHANG et al., 2016). O AlucOR46 participa
ativamente na localizacdo de plantas hospedeiras, comportamento essencial para a
sobrevivéncia das fémeas.

Perfil diferente foi observado quando avaliados os transcritos para os genes OR8, OR9,
OR18, OR19, OR24, OR25, OR41, OR43, OR46, OR47, OR53, OR74, OR80, OR83, OR106,
OR108 e OR111. Enquanto na analise por PCR convencional houve expressdo dos genes
OR8, OR9, OR18, OR19, OR24, OR25, OR41, OR43, OR46, OR47, OR53, OR83, OR106,

OR108 e OR111 tanto nas antenas de insetos machos como nas de fémeas (Fig. 19), na
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quantificacdo dos transcritos por gqPCR observamos que as antenas de fémeas apresentam uma
quantidade relativa maior destes transcritos (Fig. 21). Assim, podemos sugerir que estes
receptores estejam envolvidos em uma funcdo especifica dos insetos fémeas. De maneira
analoga, quando avaliado o perfil de expressao dos genes OR74 e OR80 observamos que as
antenas de insetos machos apresentaram até 7x mais transcritos em comparacdo com as
antenas de insetos fémeas (Fig. 22; Fig. 23). Este achado sugere que os receptores OR74 e
OR80 tenham uma funcéo especifica no comportamento dos insetos machos.

Comparando o transcriptoma das antenas de R. prolixus (LATORRE-ESTIVALIS et
al., 2017) com os dados apresentados aqui, observamos algumas contradi¢fes. A analise
estatistica do transcriptoma usando o pacote edgeR mostrou aumento significativo da
expressao dos genes OR18, OR33, OR40, OR54 e OR58 nas antenas de insetos fémeas, e
dos genes Orco, OR39, OR46, OR62, OR84 e OR109 nas antenas dos insetos machos
(LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017). Nossos resultados de g°PCR confirmaram a presenca
majoritaria de transcritos para os genes OR18 e OR40 nas antenas de insetos fémeas.
Entretanto, transcritos para o gene OR46 foram encontrados em maior quantidade nas
antenas de insetos fémeas (Fig. 21), diferente do observado no transcriptoma das antenas
(LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017). Além disso, contrario ao mostrado no transcriptoma
(LATORRE-ESTIVALIS et al., 2017), o Orco ndo se mostrou expresso diferencialmente
nas antenas de insetos machos, dado esse ja observado anteriormente por nosso grupo
(FRANCO et al., 2016). Discrepancias entre dados de RNA-Seq e gPCR sdo comuns.
LEAL e colaboradores (2013) validaram os dados de RNA-Seq do transcriptoma das
antenas do mosquito Cx. quinquefasciatus com gPCR para 0s 5 principais genes expressos
neste orgao. Estes autores encontraram perfis de expressdo iguais quando compararam as
duas técnicas. Entretanto, em trabalho recente, 0 mesmo grupo concluiu que o sexto
colocado no rank de ORs com maior abundancia de transcritos nas antenas de Cx.
quinquefasciatus no RNA-Seq (LEAL et al., 2013), era na verdade o gene com maior
abundancia de transcritos nas antenas de Cx. quinquefasciatus (CHOO et al., 2018).

5.4. Ecologia quimica reversa

Estudos de eletrofisiologia conjuntamente com técnicas de biologia molecular tém
permitido a identificacdo dos ligantes (volateis) ao seu OR especifico. Atualmente, muitos
estudos utilizam a abordagem de ecologia quimica reversa (EQR) na investigacdo de

semioquimicos envolvidos em respostas comportamentais mediadas pela olfagéo,
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deorfanizando os ORs (CAREY et al., 2010; WANG et al., 2010; LIU et al., 2013; XU et al.,
2014; PELLETIER et al., 2015). O termo deorfanizacgdo se aplica em EQR a identificacdo dos
ligantes especificos de um OR.

No universo inicial de 116 ORs em R. prolixus (MESQUITA et al., 2015) foi reduzido
para 28 ORs baseado na andlise filogenética e no perfil de expressdo majoritario nas antenas.
A expressao exuberante de 4 ORs nas antenas de insetos machos (Fig. 23) nos levou a cogitar
a hipotese de que estes receptores estariam envolvidos na deteccdo de feromonios sexuais.
Testar essa hipdtese seria relativamente simples, pois é sabido que as fémeas de R. prolixus
produzem nas glandulas metaesternais (GM) voléateis que induzem o comportamento sexual
nos insetos machos (PONTES et al., 2008). Os principais volateis produzidos pelas GM
incluem o 2-butanona, 2-pentanona, (S)-2-butanol, 2-metil-3-buten-2-ol, 3-metil-2-butanol, 3-
pentanol, (S)-2-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol, 2-metil-1-butanol e (2R/2S)-4-metil-3-
penten-2-ol (PONTES et al., 2008; VITTA et al., 2009). Destes, pelo menos quatro (2-metil-
3-buten-2-ol, (S)-2-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol, (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol) sé&o
fisiologicamente ativos, induzindo o comportamento de busca e localizacdo das fémeas pelos
insetos machos (OLIVEIRA et al., 2018). Os OR1, OR3, OR74 e ORS8O0 exclusivos de antenas
de insetos machos foram expressos no sistema de ovocitos de X. leviae e testados por ensaio
de patch-clamp contra um painel de 109 compostos quimicos incluindo os 4 feroménios
ativos. Apesar de serem expressos de forma majoritaria nas antenas de insetos machos
nenhum dos 4 receptores testados responderam aos feroménios (Fig. 27; Fig. 31; Fig. 35; Fig.
39). Portanto, a nossa hipétese inicial de que os OR1, OR3, OR74 e ORB80 estariam
envolvidos na deteccdo de volateis emitidos pelos insetos fémeas ndo se mostrou verdadeira.
Restava, entdo, tentar encontrar um ligante para estes receptores entre os outros 105
compostos quimicos de nosso painel teste. Destes apenas o complexo OR80+Orco respondeu,
de maneira dose dependente, aos volateis 4-metilciclohexanol (4MCH), acetofenona, vy-
octalactona e 2-heptanona (Fig. 39). A grande questdo por trds dos ensaios de expressdo
heterologa e de eletrofisiologia € a extrapolacdo dos efeitos in vitro para a agdo in vivo. Este
problema é facilmente contornado pela analise comportamental dos insetos na presenca do
composto quimico em bioensaios de atracdo ou de acdo repelente. Usando essa mesma
abordagem foi possivel identificar os ligantes especificos (2,3-dimetil-fenol, 1-fenil-etanol e
4-metilciclohexanol) do receptor olfativo 2 de P. humanus (PhumOR2) (PELLETIER et at.,
2015). Nos ensaios comportamentais estes compostos mostraram ser capazes de repelir 0s
insetos (PELLETIER et al., 2015). Outro exemplo bem empregado da EQR foi a identificagéo
do ligante para 0 OR32 de Cx. quinquefasciatus (CHOO et al., 2018). Os ensaios de patch-
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clamp mostraram que o acetaldeido se ligava especificamente ao receptor CquiOR32 (CHOO
et al.,, 2018). As fémeas de Cx. quinquefasciatus quando desafiadas na presenca de
acetaldeido eram atraidas pelo composto. Além disso, em concentracfes adequadas o

acetaldeido promovia um aumento das taxas de oviposi¢do (CHOO et al., 2018).

5.5. Bioensaio de agéo repelente

Os repelentes DEET, IR3535 e picaridina sdo largamente utilizados para prevenir
interacdes entre o ser humano e os mosquitos (LUPI et al., 2013). Apesar do DEET ser
considerado o repelente padrdo ouro para 0os mosquitos, ele ndo é eficaz contra os barbeiros
(ZERMOGLIO et al., 2015). A acao repelente do DEET s6 é atingida para R. prolixus em
concentragdes muito elevadas, inviabilizando qualquer uso do DEET para este fim
(ZERMOGLIO et al., 2015). Outros repelentes disponiveis no mercado, como a piperidina e
icaridina, também ndo sdo eficazes na protecdo contra os barbeiros (ZERMOGLIO et al.,
2015). Nessas circunstancias, o Unico meio de evitar o contato direto entre os triatomineos e o
ser humano seria através da utilizacdo de matérias impregnados com piretréides (KROEGER
et al., 2003), cujo uso regular ndo é recomendado devido sua alta toxidade para os seres
humanos e para o ecossistema. Portanto, deparamos com a necessidade de descobrir novos
compostos ndo tdxicos que possam ser utilizados como repelentes para os barbeiros.

O bioensaio empregado aqui testou a possibilidade dos compostos ativos
fisiologicamente no patch-clamp apresentarem acdo repelente. Uma pista importante que nos
levou a testar a acdo repelente dos compostos era que, pelo menos, um dos odorantes ativos
no patch-clamp, a vy-octalactona, € um conhecido repelente usado para mosquitos
(BEDOUKIAN, 2013; XU et al., 2014). Além disso, sabiamos que o 4-MCH era capaz de
repelir o piolho humano (PELLETIER et al., 2015). Portanto, era plausivel que a y-
octalactona, 0 4-MCH, juntamente com a 2-heptatona, e a acetofenona poderiam repelir o R.
prolixus. Esta possibilidade era interessante, visto que, o R. prolixus ndo responde aos
repelentes de insetos mais comuns disponibilizados no mercado (ZERMOGLIO et al., 2015).
Logo, estar diante de moléculas repelentes poderia abrir novas possibilidades de
desenvolvimento de produtos para evitar o contato do vetor da doenca de Chagas com o ser
humano. Os ensaios que testam a acéo repelente de um composto pressupdem a presenca de
uma isca para atrair o inseto. Entre a isca e o inseto € aplicada, em concentragdes conhecidas,
0 semioquimico a ser testado. Para aferir nossa hipotese utilizamos o bioensaio proposto por
ZERMOGLIO et al. (2015). Neste ensaio um tubo Falcon é dividido em diferentes zonas (Fig.
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14), e o inseto é colocado em uma extremidade do tubo e a isca na extremidade oposta. O
tempo que o inseto demora para percorrer o tubo, até alcancar a isca, e 0 tempo que 0 inseto
permanecer na zona do hospedeiro, na presenca e na auséncia dos compostos quimicos, é
aferido. Portanto, € possivel comparando o comportamento dos insetos nos grupos controles
determinar se um composto pode ter acdo de atrair ou de repelir o inseto. Desta forma, foi
relativamente simples provar a hipdtese de que os compostos fisiologicamente ativos na
eletrofisiologia (4-MCH, acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona) eram ecologicamente
ativos para o R. prolixus. As antenas de ninfas de 5° estddio machos e de insetos machos
adultos apresentam quantidades equivalentes de transcritos para o gene OR80 (Fig. 40).
Portanto, é provavel que o receptor esteja presente em quantidades iguais nos NSOs dos
estadios de ninfas e machos adultos. (Fig. 40). Dessa forma, o 5° estadio de ninfas machos
foram utilizadas nos bioensaios. Todos os semioquimicos, 4-MCH, acetofenona, y-octalactona
e 2-heptanona, se mostraram ecologicamente ativos, sendo capazes, dependendo da
concentracdo testada, de repelir as ninfas com maior ou menor intensidade (Fig. 42). O alcool,
4-MCH, foi o que apresentou maior potencial de atividade, em todas as concentrac@es usadas
(0,01, 0,1 e 1% v/v). Os insetos testados contra 4-MCH permaneciam até 6 vezes menos
tempo proximos ao hospedeiro humano comparados as ninfas dos grupos controles (Fig. 42).
Outro achado importante foi que os compostos, ndo apenas repeliam as ninfas, mas além
disso, alteravam a capacidade dos insetos se alimentarem sobre o hospedeiro vertebrado. A
capacidade de ingestdo de sangue foi praticamente abolida na presenga dos 4 compostos. No
bioensaio de ingestdo de sangue os insetos eram depositados no fundo de um frasco de vidro
e, para alcancar o vertebrado, deveriam percorrer um papel de filtro de aproximadamente 10
cm (FRANCO el al., 2016). O comportamento de busca e obtencdo do alimento e, portanto, a
voracidade por sangue estava reforcada pelo jejum de 21 dias. Os semioquimicos
ecologicamente ativos eram aplicados diretamente no papel de filtro na extremidade proxima
ao hospedeiro vertebrado. Todos 0s compostos alteraram 0 comportamento alimentar, pois
foram capazes de impedir que os insetos ingerissem sangue (Fig. 43). O 4-MCH foi o
semioquimico que provocou acdo mais intensa, abolindo totalmente a capacidade de
alimentacdo dos insetos (Fig. 43). Na presenca dos 4 semioquimicos, independente da
concentracdo testada, 0s insetos ndo eram capazes de permanecer proximos ao hospedeiro
vertebrado tempo suficiente para realizar o repasto sanguineo, muitos se quer conseguiam se
aproximar do vertebrado. Apesar dos 4 semioquimicos terem provocado correntes elétricas de

intensidades diferentes no patch-clamp (Fig. 39), quando testados no bioensaio todos 0s
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compostos foram capazes de promover modificacdo no comportamento de R. prolixus (Fig.
42; Fig. 43).

O semioquimico 2-heptanona, € um conhecido volatil secretado por plantas e que
apresenta acao repelente que visa proteger as plantas de herbivoria de pragas agricolas (LU et
al., 2014). Aliés, as abelhas secretam 2-heptanona de suas glandulas mandibulares quando
picam. N&do esti clara a funcdo da 2-heptanona no comportamento das abelhas, existem
algumas hipoteses que envolvem atuar como um feroménio de alarme ou como um marcador
quimico. Sabe-se que a 2-heptatona age como um anestésico em pequenos artropodes, como
algumas larvas de mariposa e &caros, que sdo paralisados ap6s uma picada de abelha
(PAPACHRISTOFOROU et al., 2012).

A y-octalactona é uma lactona inicialmente isolada da fruta Mangifera indica
conhecida popularmente como manga (JAYANTHI et al., 2012). Tem odor caracteristico de
coco. Atua atraindo insetos com a mosca da fruta Bactrocera dorsalis, cujas fémeas
aumentam a taxa de oviposi¢do quando detectam a y-octalactona (KAMALA JAYANTHI et
al., 2014; PAGADALA DAMODARAM et al., 2014). Ja o seu isdbmero &-octalactona, tem
acao repelente para a mosca hematéfaga Glossina morsitans. Esta mosca € um grande
problema para os criadores de gado bovino, pois atacam o rebanho causando perda
consideraveis para os criadores. Entretanto, algumas espécies da familia Bovidae mostram-se
refratarias a G. morsitans, isso ocorre porque as espécies refratarias produzem e exalam a o-
octalactona, repelindo as moscas e se protegendo dos ataques (MWANGI et al., 2008).

Na década de 80, a acetofenona foi descrita por KOHNLE et al., 1987 como
componente do feroménio de agregacdo do besouro Taphrorychus bicolor. Plantas produzem
acetofenona naturalmente para repelir insetos pragas. Algumas plantas hospedeiras produzem
acetofenona para repelir seus predadores como o0s besouros pragas de pinheiros,
Dendroctonus frontalis e D. brevicomis (ERBILGIN et al., 2007; SULLIVAN, 2005).
ERBILGIN et al. (2007) observaram que armadilhas contendo feromdnio de agregacdo e
acetofenona reduziam a captura do besouro D. brevicomis, entretanto ndo reduziam a captura
do predador do besouro, o Temnochila chlorodia. Assim, os autores concluiram que a
acetofenona disponivel no ambiente pode fazer parte das interagdes intra e interespecificas
entre espécies simpatrica de besouros, sugerindo um possivel uso desse semioquimico para o
controle dessas espécies (ERBILGIN et al., 2007). Em mosquitos a acetofenona age como

atrativo. A acetofenona é um dos volateis florais produzidos pelas flores de Silene otites que
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tem a propriedade de atrair mosquitos da espécie Culex pipiens pipiens (JHUMUR et al.,
2007).

Assim como em R. prolixus, 0 4-MCH tem acéo repelente contra o piolho do corpo
humano, P. humanus (PELLETIER et al., 2015). Estes semioquimicos interferem diretamente
no contato entre o inseto e o hospedeiro, diminuindo, consequentemente, as chances de
ingestdo de sangue (PELLETIER et al., 2015). J& em dipteros, COLLINS & BLACKWELL
(2002) demonstraram que o0 4-MCH era capaz de atrair insetos fémeas de duas espécies de
Toxorhynchites, a T. moctezuma e a T. amboinensis, estimulando a oviposicdo. Fémeas de
Aedes triseriatus também sdo atraidas e estimuladas a ovipor na presenca de 4-MCH
(BENTLEY et al, 1982). Diferente do observado para Toxorhynchites e A. triseriatus, o 4-
MCH ndo age como um composto atrativo para 0 mosquito An. gambiae. Ocorre exatamente
0 contrario, na presenca do 4-MCH as fémeas de An. gambiae depositam menor guantidade
de ovos (RINKER et al., 2013). Alguns estudos mostraram claramente que insetos de espécies
distintas podem apresentar respostas comportamentais diferentes a um mesmo semioquimico,
0 que deve estar relacionado, basicamente, ao papel desse odor na adaptacdo a diferentes
ambientes ecologicos (GHANINIA et al., 2007).

5.6. Papel do receptor olfativo 80 na deteccdo de 4-metilciclohexanol

A capacidade de deteccdo e associacdo de odores e 0 comportamento de R. prolixus ja
foi amplamente demonstrada (MILNE, 2009 ORTIZ & MOLINA, 2010; VINAUGER et al.,
2012; REISENMAN, 2014; GUIDOBALDI & GUERENSTEIN, 2013, 2015), mas ndo séo
conhecidos os mecanismos moleculares que participam do processo olfativo em triatomineos.

A reducdo de cerca de 77% dos transcritos do gene OR80 por RNAI (Fig. 44) nas
antenas afetou a capacidade de deteccdo do 4-MCH e, consequentemente, 0 comportamento
de R. prolixus quando confrontado com o 4-MCH (Fig. 45). Este resultado suporta a hipétese
de que o OR80 tem um papel crucial na deteccdo desse semioquimico. Apesar dos efeitos
fenotipicos do silenciamento do OR80, ndo terem sido analisado para os outros 3
semioquimicos identificados no presente estudo, os resultados da eletrofisiologia (Fig. 39)
sugerem a participacdo do OR80 na identificacdo e processamento destes odores in vivo (Fig.
42).

Vimos no ensaio de patch-clamp que o receptor OR80 se liga a compostos com
estruturas quimicas distintas, e que na presenca destes compostos 0s insetos apresentam as

mesmas respostas comportamentais. Baseado em seu espectro de ligantes, podemos concluir
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que o OR80 é um receptor do tipo generalista (BOHBOT & DICKENS, 2012), pois

reconhece diferente compostos quimicos.

5.7. Provavel aplicacao dos compostos repelentes no mercado

Nos ultimos anos, os repelentes de insetos tém se tornado bastante populares, evitando
assim o uso de inseticidas que muitas vezes sdo toxicos para 0 meio ambiente e para o ser
humano. Varios trabalhos vém demonstrando com elegéncia a atividade de diferentes
compostos como repelentes (MWANGI et al., 2008; MULLER et al., 2008, 2009; CLOYD et
al., 2011; LU et al.,, 2014; GONZALEZ et al., 2015). Apesar de seguros, problemas de
intoxicacdo (por composto quimico especifico presente nos repelentes) podem ser
encontrados. Alguns relatos apontam para intoxicagdes e até morte pelo uso do repelente
padrdo ouro no mercado, o DEET, (KATZ et al., 2008; WILES et al., 2014; BRIASSOULIS
etal., 2001; TENENBEIN, 1987).

A toxicidade dos compostos utilizados como repelentes naturais recém descobertos
muitas vezes é desconhecida, e este desconhecimento impossibilita a criacdo de repelentes
comerciais para aplicagdo em seres humanos. Assim, produtos como difusores de vara,
difusores eletrbnicos e velas aromaticas podem ser a solugdo para evitar a intoxicagdo por
contato. Velas e difusores contendo os compostos geraniol, linalol e citronela como principio
ativo sdo capazes de repelir o mosquito da dengue, Ae. aegypti (MULLER et al., 2008, 2009).
Adiante devemos testar se 0s semioquimicos identificados no presente trabalho, 4-MCH,
acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona, sdo capazes de repelir outros triatomineos, como
Triatoma infestans, Pastrongylus megistus entre outras espécies. Seria extraordinario se todos
os triatomineos fossem sensiveis aos compostos repelentes identificados no presente estudo.
Assim poderiamos desenvolver um produto, relativamente de baixo custo, como velas e
difusores impregnados com a combinacdo de dois ou mais semioquimicos (4-MCH,
acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona) para serem distribuidos nas areas endémicas de

Doencas de Chagas, protegendo as residéncias e abrigos dos animais destes vetores.



125

6. CONCLUSAO

Foram selecionados 28 candidatos a ORs de R. prolixus por homologia com outros ORs de
outros insetos cuja a funcao esté descrita;

Os 28 candidatos a ORs foram expressos nas antenas de R. prolixus;

OR1, ORS3 apresentaram transcritos somente nas antenas de insetos machos;

OR2, OR40, e OR101 apresentaram transcritos apenas nas antenas de fémeas;

OR9, OR18, OR19, OR24, OR25, OR41, OR43, OR46, OR47, OR53, OR83, OR106, OR108, e
OR111 apresentaram transcritos nas antenas de ambos os géneros (PCR convencional), porém
em maior quantidade nas antenas de insetos fémeas (QPCR);

OR74, e OR80 demonstraram transcritos nas antenas de ambos géneros (PCR convencional),
mas em maior quantidade nas antenas de insetos machos (QPCR);

OR16, OR42, OR44, OR66, OR67 e OR68 apresentaram quantidades equivalentes de
transcritos nas antenas de ambos 0s géneros;

Os receptores, OR1, OR3, OR74 e OR80 de R. prolixus foram clonados em pGEMHE e
expressados em ovacitos de Xenopus laevis

Todos os 4 ORs deofanizados ndo demonstraram resposta aos componentes do feroménio
sexual do R. prolixus;

OR1 demonstrou resposta eletrofisiolégica para os compostos: 1-pentanol, 1-haxanol, 1-
heptanol, 2-butoxetanol e 3-metil-1-butanol;

OR80 demonstrou resposta eletrofisiolégica dose dependente para 0s compostos: 4-
metilciclohexanol, acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona;

ORB80 ¢ expresso tanto em ninfas quanto em adultos;

Os compostos 4-metilciclohexanol, acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona foram capazes
de repelir os insetos;

O composto 4-metilciclohexanol apresentou maior potencial de acdo repelente comparado aos
demais compostos testados;

Os compostos 4-metilciclohexanol, acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona aboliram a
capacidade de ingestdo de sangue dos insetos;

A técnica de RNAI foi eficaz no silenciamento do ORS80;

Os insetos silenciados para 0 OR80 ndo foram repelidos pelo composto 4-metilciclohexanol,

ORB8O participa na identificacdo e reconhecimento do 4-metilciclohexanol;
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e Os compostos 4-metilciclohexanol, acetofenona, y-octalactona e 2-heptanona mostraram-se

promissores para a prospeccao de um produto repelente para os R. prolixus;
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8. Anexo

Tabela suplementar 1. Receptores olfativos de diferentes insetos
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Receptor olfativo/receptor | Nimero de acesso | Espécie Ordem Semioquimico Referéncia
feromdnio (GenBank)
DmelOR67d Q9VvT92.3 Drosophila Diptera 11-cis-vaccenyl acetate (VA), Ha & Smith, 2006
melanogaster
AmelOR11 NP_001229891.1 Apis mellifera Diptera 9-oxo-decenoic acid Wanner et al., 2007
CquiOR10 ADF42902 glhjilr%(uefasciatus Diptera Skatole oviposition attractants. Hughes et al., 2010
AGAP009640,
AGAP009519,
AgamOR1, AgamOR2, | AGAP011468,
AgamOR4, AgamOR5, | AGAP011467,
AgamORS6, AgamORS8, | AGAP006167,
AgamOR9, AgamOR10, | AGAP001912,
AgamOR11, AgamOR12, | AGAP008333,
AgamOR13, AgamOR14, | AGAP009520,
AgamOR15, AgamOR16, | AGAP011631,
AgamOR18, AgamOR20, | AGAP009412,
ﬁgzmgggé ﬁgzmgggi ﬁgﬁggggigg Ano%heles Diptera oviposition attractants, host \ZNang et al., 2010; Carey et al.,,
AgamOR28,  AgamOR29. | AGAP009398, gambiae attractants 010
AgamOR30, AgamOR31, | AGAP009394,
AgamOR34, AgamOR35, | AGAP009410,
AgamOR36, AgamOR38, | AGAP009413,
AgamOR39, AgamOR41, | AGAP009411,
AgamOR46, AgamOR48, | AGAP003054,
AgamOR50, AgamOR53, | AGAP002722,
AgamOR56, AgamOR57, | AGAP002640,
AgamORG65, AgamOR75 AGAP002639,
AGAP004354,

AGAP004355,



http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
https://www.vectorbase.org/Anopheles_gambiae/Gene/Summary/?g=AGAP009640
https://www.vectorbase.org/Anopheles_gambiae/Gene/Summary/?g=AGAP009519
https://www.vectorbase.org/Anopheles_gambiae/Gene/Summary/?g=AGAP011468
https://www.vectorbase.org/Anopheles_gambiae/Gene/Summary/?g=AGAP011467
https://www.vectorbase.org/Anopheles_gambiae/Gene/Summary/?g=AGAP006167
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
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AGAP004356,
AGAP004357,
AGAP009111,
AGAP008894,
AGAP009391,
AGAP009392,
AGAP009390,
AGAP009412,
AGAP006666,
AGAP000226,
AGAP001012,
AGAP004971,
AGAP004974,
AGAP002125,
AGAP009413,
AGAP002045

CquiOR2

ADF42901.1

Culex
quinguefasciatus

Diptera

Indole oviposition attractants.

Pelletier et al., 2010

AalbOR2

AEX65778

Aedes albopictus

Diptera

Indole (-)-menthone
oviposition attractants.

Scialo et al., 2012

CquiOR37, CquiOR99

AHF71329.1,
AHF71330.1

Culex
quinguefasciatus

Diptera

4-Methylphenol 4-Ethylphenol

Zhuetal., 2013

CquiOR1,
CquiOR73,

CquiOR44,

AGS08021,
AGS08023,
AGS08022,

Culex
guinguefasciatus

Diptera

1-hexanol,3-octyn-1-ol, 2-
phenoxyethanol, benzaldehyde,
octyl acetate, 5-methylphenol,
eugenol

Xuetal., 2013

CquiOR136

Al010899.1

Culex
quinguefasciatus

Diptera

DEET

Xuetal., 2014

AmelOR151, AmelOR11

AHJ37465.1
NP_001229891.1

Apis mellifera

Diptera

Linaloo, 9-oxo-decenoic acid

Claudianos et al., 2014

AaegOR4

NP_001345122.1

Aedes aegypti

Diptera

Sulcatone

McBride et al., 2014



http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
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1-octen-3-ol ,cyclohexanol,2-ethyl-
AaegOR8, AaegOR49 gHg&ggf "186'1’ Aedes aegypti Diptera 1-hexanol, cyclohexanone ,benzyl | Jung et al., 2015
' alcohol, 4-methyl phenol
. . ALV83718.1,
gga:glr?lllfgbl cauloriiibt ¢ ALVE3T19.1 ° glzjilr?él(uefasciatus Diptera ((a?o%:tgﬁz)en ol (Ryommi=ol | et al., 2015
ALV83717.1
. . XP_001864496.1 | Culex . . .
CquiOR113 e CquiOR118 EDS40287 1 quinquefasciatus Diptera 1-octen-3-ol Hill, Majeed and Ignell, 2015
AALF007898, . . 1-octen-3-ol, indole, methyindole, | | .
AalbOR10, AalbOR88 XP 019542428 Aedes albopictus | Diptera DEET Liuetal., 2016
Mayetiola . .
MdesOR115 AOT85631.1 destructor Diptera gcsétsafélo'z)'g'10‘”'decad'e”'2'y' Anderson et al., 2016
CquiOR36 AU026706.1 Cu_lex . Diptera acetaldehyde Choo et al., 2018
quinquefasciatus
BmorOR19, BmorOR4s, Réﬁgsggi i Bombyx mori Lepidoptera Linalool, benzoic acid, Anderson et al., 2009
B R47 ' Ideh 2-phenylethanol N
morO ABK27846.1 benzaldehyde e 2-phenylethano
CAD31948,
HvirOR®, HvirOR13, | CAG38114, Heliothis ) ) )
HvirOR14 e HvirOR16 CAG38115 e | virescens Lepidoptera Z9-14:ald, Z11-16:0H, Z11-16:Ac | Wang etal., 2011
CAG38117
BmorOR3 NP_001036925 Bombyx mori Lepidoptera Bombykal, Bombykol Fujii et al., 2011
BmorOR1 BAD69584 Bombyx mori Lepidoptera Bombykal, Bombykol Xuetal., 2012 a
AFP54146.1, Amyelois . Z9Z11-140For, Z11713-
AtraOR1, AtraOR3 AFP54147.1 transitella Lepidoptera | 45 A14 711-16Ald Xuetal, 2012
SlituOR12 ABQ84982 Spodoptera litura | Lepidoptera cis-Hexenyl acetate Zhang et al., 2013
(Z,E)-9,12-tetradecadienyl  acetate
Z9,E12-14:0Ac), (2)-9- | , .
. . AGH58122, Spodoptera . ( ) Liuetal., 2013
SexiOR13 e SexiOR16 AGH58121 exigua Lepidoptera tetradecenol  (Z9-14:.0H), Z9-

tetradecenyl acetate (Z9-14:0Ac),
(Z,E)-9,12-tetradecadienol (Z9,E12-



http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
http://en.wikipedia.org/wiki/Fly
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14:0H) e Z11-hexadecenol (Z11-
16:0H)

E-B-farnesene,

SexiOR3 JF747606 Sp_o doptera Lepidoptera Farnesol, Neraniol, Geraniol e Octyl | Liuetal., 2014 a
exigua
Acetate
HarmOR13 AlG51861.1 Hell_coverpa Lepidoptera Z11-16: Ald Liuetal., 2014 b
armigera
AGK?90000.1 Helicoverpa
HarmORS6, .
HarmOR14b, AGKI0005.1 armigera . 79-16:0H, 9-14:ald, Z11-16:ald | Jiang et al., 2014
AGK90014.1 Helicoverpa Lepidoptera
HassOR®6, HassOR13 e
HassOR16 AJD81551.1 assulta
AJD81554.1
EposOR3 ACJ12929.2 Epiphyas Lepidoptera geranyl acetate Corcoran et al., 2014
' postvittana B
SlituOR3 AEY84943.2 Spodoptera litura | Lepidoptera Z9E11-14:0Ac e Z9E12-14:0Ac Linetal., 2015
HassOR13 AJD81551.1 gses'af&"erpa Lepidoptera | Z9-16: Ald Xu et al., 2015 b
Helicoverpa
HarmOR12, AND95945.1, ngl“i'(‘ifvr:r . B-Citronellol,  Geraniol,  3,7-
HassOR12 e AND95946.1 assulta P Lepidoptera Dimethyl-3-octanol,  (—)-Linalool, | Cao etal., 2016
HvirOR12 CAG38113.1 L Linalool e trans-2-Hexenyl acetate
Heliothis
virescens
HarmOR16 AlG51864.1 Hell_coverpa Lepidoptera Z11-16:0H Chang et al., 2017 a
armigera
Al1G51860.1,
AlG51879.1,
HarmOR12, HarmOR31, AlG51887.1 . Citral, Myrcene,cis-Jasmone, 1-
HarmORA41, HarmOR42, ' Helicoverpa . .
AlG51888.1, . Lepidoptera Pentanol, (+)-Borneol e cis-3- | Changetal., 2017 b
HarmOR50, HarmOR52 e armigera
HarmOR60 AIG51896.1, Hexen-1-ol
AlG51898.1 ¢
AIl1G51906.1
Pediculus 4-methylcyclohexano 2,3-
PhumOR?2 PHUM225140 humanus Phthiraptera 4 ! " | Pelletier et al., 2015

humanus

dimethylphenol e 1-phenylethanol
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b-Caryophyllene, Undecane, (E)-a-

AjapOR10, AjapORIL, Farnesene (p)-Aromadendrene and
ﬁ!gpggg' ﬁ!ngggz’ SRR4034898 gnisl;[?;ﬂ: Hymenoptera | Cis-3-Hexen-ol, 2-Ethyl-1-Hexan- | Wang et al., 2017
Aj'apOR35, Jap ' Jap ol, Ethyl Acetate and a-
1ap Caryophyllene
AKSA4362 (E)-2-Hexenyl  acetate,  (Z2)-3-
AlucOR28, AlucOR30 AKS44363 Apolygus lucorum | Hemiptera Hexenyl acetate, Butyl ac_rylate, Yan et al., 2015
Butyl butyrate, Butyl propionate,
(1S)-(-)-Verbenone
XP_014261972.1, | Cimex Octanal. Nonanal
ClecOR1, ClecOR2 XP_014249919.1 lectularius Hemiptera Decanal’ ’ Liu & Liu, 2015
(S)-(-)-Limonene, (R)-(+)-
ANEO06404.1 . Limonene, (E)-2-Hexenal,
AlucOR46 Apolygus lucorum | Hemiptera (E)-3-Hexenol, 1-Heptanol  and Zhang et al., 2016
(1R)-(-)-Myrtenol.
CLEC025216,
CLEC025334,
CLECO025315, 2-Hexanone
CLEC025049, (E)-2-hexenal
ClecOR1, ClecORS5, | CLEC025368
) Benzyl alcohol
ClecOR9b, ClecOR11
| ) | CLEC025026, Sulcatone
3228217' 8228213 CLEC025092, Cimex Benzaldehyde
CIecORZO’ CIecOR21’ CLEC025132, lectularius Hemiptera dimethyl disulfide Liu, Xiong and Liu, 2017
CIecORSG, CIecOR37, CLEC025382, dimethyl trisulfide
ClecOR42, ClecOR46, | CLEC025079, nonalnal
ClecORA7 CLEC025330, decanal
CLEC025280, (R)- (#)-limonene
CLEC025376, (5)- (limonene
CLEC025158,
CLEC025296
McarOR3, McarOR5, Megacyllene (S)-2-methyl-1-butanol,  (2S,3R)- | ,,-
McarOR20 caryae Coleoptera 2,3-hexanediol e 2-phenylethanol Mitchell et al., 2012



https://en.wikipedia.org/wiki/Beetle

Tabela suplementar 2. Lista de odorantes utilizados na eletrofisioldgia
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Ordem Composto Ordem Composto
1 (3E)-2-methyl-3-penten-2-ol 57 (E)-2-hexenal
2 (2S/2R)-4-methyl-3-penten-2-ol 58 (2)-8-undecenal
3 (S)-(+)-2-pentanol 59 (E)-2-heptenal
4 2-methyl-3-buten-2-ol 60 (E)-2-nonenal
5 1-butanol 61 2-butanone
6 1-pentanol 62 2-heptanone
7 1-hexanol 63 Geranyl acetone
8 1-heptanol 64 6-methyl-5-hepten-2-one
9 1-octanol 65 (-)-menthone
10 1-nonanol 66 Fenchone
11 2,3-butanediol 67 Cyclohexanone
12 2-butoxyethanol 68 Acetophenone
13 3-methyl-1-butanol 69 Phenol
14 2-hexen-1-ol 70 2-methylphenol
15 3-hexen-1-ol 71 3-methylphenol
16 1-hexen-3-ol 72 4-methylphenol
17 1-heptene-3-ol 73 4-ethylphenol
18 3-octanol 74 3,5-dimethylphenol
19 1-octen-3-ol 75 2,3-dimethylphenol
20 2-octanol 76 Guaiacol
21 2-butanol 77 2-tridecanone
22 2-nonen-1-ol 78 2-methoxy-4-propylphenol
23 4-methylcyclohexanol 79 2-phenoxyethanol
24 1-hexadecanol 80 (+/-)- limonene
25 Menthyl acetate 81 Linalyl acetate
26 Methyl acetate 82 a-humulene
27 Ethyl acetate 83 Linalool oxide
28 Propyl acetate 84 Geraniol
29 Butyl acetate 85 Nerol
30 Pentyl acetate 86 Thymol
31 Hexyl acetate 87 (+/-)-linalool
32 Heptyl acetate 88 Eucalyptol
33 Octyl acetate 89 Citral
34 Nonyl acetate 90 Eugenol
35 Decyl acetate 91 a-pinene
36 Ethyl 3-hydroxybutanoate 92 Ocimene
37 (E)-2-hexenyl acetate 93 (z)-citronellal
38 (2)-3-hexenyl acetate 94 indole
39 a-terpinene 95 3-methylindole
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40 y-terpinene 96 3-pentanol

41 Ethyl lactate 97 3-methyl-2-butanol
42 Methyl salicylate 08 3-methyl-2-buten-1-ol
43 Geranyl acetate 99 y-valerolactone
44 Octadecyl acetate 100 y-hexalactone
45 Acetaldehyde 101 y-octalactone
46 Propanal 102 y-decalactone
47 Butanal 103 a-phellandrene
48 Pentanal 104 Nerolidol

49 Hexanal 105 y-dodecalactone
50 (E)-2-methyl-2-butenal 106 2,4-dimethylphenol
51 Heptanal 107 2,5-dimethylphenol
52 Octanal 108 2,6-dimethylphenol
53 Nonanal 109 3,4-dimethylphenol
54 Decanal

55 Undecanal

56 1-dodecanal




