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RESUMO

BRITO, Nathalia F. Proteina ligadora de odor 17 (RproOBP17) de Rhodnius prolixus como
alvo molecular para o controle populacional do vetor da doenca de Chagas. Rio de Janeiro,

2021. Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Maio, 2021.

A doenca de Chagas ¢ considerada uma doenca tropical negligenciada que ainda afeta
cerca de 7 milhdes de pessoas em todo o mundo. Seu agente etioldgico é o protozoario
Trypanosoma cruzi, transmitido por insetos triatomineos conhecidos como barbeiros, dentre os
quais o Rhodnius prolixus ¢ um vetor importante, principalmente na regido setentrional da
América do Sul e na América Central. Como ndo existe vacina para a doenca de Chagas, o
controle do vetor ¢ o meio mais eficaz de prevencao da infeccdo. No entanto, o manejo de
populagdes de vetores triatomineos usando inseticidas quimicos parece ndo ter sucesso.
Repelentes cldssicos que se mostraram uteis para protecdo constra mosquitos, como o DEET,
IR3535 e icaridina também se mostraram ineficazes para triatomineos. Uma vez que ¢ bem
estabelecido que a interpretacdo de sinais quimicos no ambiente ¢ essencial para a
sobrevivéncia do inseto, o0 mecanismo molecular associado ao sistema olfativo tornou-se uma
area de interesse para pesquisas com o objetivo de desenvolver novas estratégias de controle
capazes de interferir em respostas comportamentais mediadas pela olfagcdo. Diversas proteinas
participam do processo de olfagdo, dentre as quais destacam-se as proteinas ligadoras de odor
(OBP), responsaveis pelo transporte de semioquimicos majoritariamente hidrofobicos através
da linfa sensilar até os receptores olfativos (ORs) localizados na membrana dos dendritos
sensoriais, iniciando a trandug¢ao do sinal olfativo e a resposta comportamental associada. OBPs
sdo proteinas pequenas e soluveis secretadas na linfa sensilar por células acessoérias. Como
odores nao chegam até¢ os ORs sem o auxilio de uma OBP, elas podem ser usadas como alvos
moleculares para triagem de novos compostos comportamentalmente ativos em insetos
(atrativos ou repelentes) por meio de uma abordagem conhecida como ecologia quimica
reversa. Para utilizar OBPs nesse tipo de estudo, ¢ essencial focar em OBPs funcionais, ou seja,
aquelas realmente envolvidas na comunicagdo quimica. Além de selecionar OBPs funcionais,
protocolos de expressdo e purificagdo capazes de produzir a proteina recombinante para analises
in vitro também precisam ser elaborados para torna-la um alvo adequado. Portanto, o objetivo
desse estudo foi utilizar a RproOBP17 como alvo molecular visando o desenvolvimento de
novas estratégias de controle vetorial. Os resultados revelaram que a expressao do RproOBP17
ocorre especificamente em antenas e nao depende do estado nutricional do R. prolixus.
Utilizando analises experimentais associadas a estudos in silico, foi possivel hipotetizar a
participagdo dessa proteina na detec¢do de volateis da glandula de Brindley, como 2-
metilpropanoato de 2-feniletila, 2-feniletanol e 2-metilpropanoato de 2-metilpropila. A
expressdo e purificacdo da RproOBP17 também foi realizada com sucesso. Finalmente, a
triagem in silico por novos compostos comportamentalmente ativos usando a OBP17 sugeriu
alta afinidade de ligagdo por compostos como cedrol, a-humuleno, B-cariofileno e pB-
damascenona.

Palavras-chave: proteina ligadora de odor (OBP), Rhodnius prolixus, olfagdo, controle
vetorial, comunicagdo quimica.



ABSTRACT

BRITO, Nathalia F. Proteina ligadora de odor 17 (RproOBP17) de Rhodnius prolixus como
alvo molecular para o controle populacional do vetor da doenca de Chagas. Rio de Janeiro,

2021. Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Maio, 2021.

Chagas disease is considered a neglected tropical disease which still affects around 7
million people worldwide. Its etiological agent is the protozoan Trypanosoma cruzi, transmitted
by triatomine insects known as kissing bugs, amongst which Rhodnius prolixus is a major
vector, especially in the Andean region of South America and in Central America. Seeing that
there is no vaccine for Chagas disease, vector control has been the most effective means for
preventing infection. However, population management of triatomine vectors using chemicals
has been repeatedly unsuccessful. A while ago, insecticide resistance of triatomines was
considered unlikely due to their long life-cycle and low genetic variability. Nonetheless, several
studies have reported the resistance of different species to various insecticides, essentially the
most commonly used pyrethroids. Classic repellents shown to be useful for protection against
mosquito populations such as DEET, IR3535 and picaridin were also proven ineffective when
dealing with triatomines. Since it is well established that interpretation of chemical signals from
the environment is essential for insect survival, the molecular mechanism underlying their
olfactory system has become an area of interest for research aiming to develop new strategies
for vector control capable of interfering in olfaction-mediated behavioral responses. After
reaching the antennae, semiochemicals penetrate the cuticle through pores in the sensilla and
arrive at the aqueous environment of the sensillar lymph, rich in soluble proteins. Several
proteins take part in insect olfaction, including odorant-binding proteins (OBPs), responsible
for binding and transporting hydrophobic odorants across the sensillar lymph until they reach
sensory dendrites and activate membrane-bound odorant receptors (ORs), initiating the
transduction of the olfactory signal that will evoke a behavioral response. OBPs are small
soluble proteins secreted by accessory cells into the sensillar lymph. Given that no odorant
comes to ORs except through OBPs, they can be used as molecular targets for the screening of
new insect behaviorally active compounds (attractants or repellents) through a reverse chemical
ecology approach. In order to use OBPs as molecular targets in that kind of study, it is essential
to focus on functional OBPs, namely, the ones actually involved in chemical communication.
Therefore, the purpose of this study was to use OBP17 from R. prolixus (RproOBP17) as a
molecular target aiming at the development of novel strategies for population management of
this vector. Results revealed that RproOBP17 is antennae-specific and non-dependent of the
insects’ nutritional state. Combining experimental analysis and in silico studies, we were able
to hypothesize a role for RproOBP17 in detecting Brindley’s glands volatiles, like 2-
phenylethyl 2-methylpropanoate, 2-phenylethanol, 2-methylpropyl 2-methylpropanoate. We
have also been able to successfully express and purify RproOBP17. Finally, virtual screening
for potential behaviorally active compounds using RproOBP17 suggested high binding affinity
for ligands such as cedrol, a-humulene, B-caryophyllene and B-damascenone.

Key-words: odorant-binding protein (OBP), Rhodnius prolixus, olfaction, vector
control chemical communication.
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1. INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas, descrita pela primeira vez pelo médico brasileiro Carlos Chagas em
1909, ¢ considerada uma das principais doengas tropicais negligenciadas na América Latina.
Estima-se que cerca de 7 milhdes de pessoas, distribuidas em 21 paises endémicos, estejam
acometidas pela doenga (WHO, 2021). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) calcula que
75 milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a doenga de Chagas em todo o mundo. No
Brasil, mais de 1,3 milhdes de pessoas apresentam a doenca, ocasionando aproximadamente 6
mil mortes por ano (MARTINS-MELO et al., 2019). Nas ultimas décadas, a doenca vem se
tornando um problema mundial de saude publica. Seu padrao epidemioldgico mudou de areas
rurais para, essencialmente, ambientes urbanos. Isso ocorreu principalmente devido a
globalizacdo, que traz consigo uma maior mobilidade de individuos infectados entre areas
endémicas e ndo endémicas e, dessa forma, a doenca se espalhou para outros continentes
(Figura 1). Exodo rural, desmatamento e urbanizagio desordenada de ambientes de floresta

também sdo fatores criticos para a disseminagdo da doenga de Chagas (WHO, 2021).

068

Estimated numbar of T.cruzi infected cases
e <000 [ No data availabie
@ 500-85 588 [ wot applicable
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. 2600 000

Figura 1 Distribuicio mundial da doenca de Chagas em 2018. Numero de pessoas contaminadas em paises
endémicos e ndo endémicos, com base em estimativas oficiais. Fonte: WHO, 2018.



Também conhecida como tripanossomiase americana, a doenca de Chagas consiste em
uma condicdo clinica associada com infec¢do parasitaria causada pelo protozodrio flagelado
Trypanosoma cruzi. A principal forma de transmissao ¢ através das fezes de insetos da

subfamilia Triatominae conhecidos como barbeiros.

As fezes sdo depositadas proximas a regido da picada durante a alimentagdo sanguinea. O
ciclo do T. cruzi no inseto vetor e no hospedeiro vertebrado ¢ complexo, passando por diversas
transformagoes (Figura 2). Durante a alimentagdo, os barbeiros eliminam fezes contaminadas com
tripomastigotas metaciclicos infectantes que entram na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado através do local da picada, ou acidentalmente quando o hospedeiro esfrega fezes
contaminadas nas mucosas, levando a infec¢ao (Figura 2). Os sintomas clinicos agudos surgem de
5 a 14 dias apos a infec¢do. A doenga pode ser dividida em duas fases distintas: a aguda, que pode
ser assintomatica ou apresentar manifestagdes leves, e a cronica que, a longo prazo (10 a 15 anos),

pode levar a morte por complicagdes cardiacas e/ou digestivas (GALVAO, 2014).

A transmissdo vetorial que envolve a picada do triatomineo ¢ a principal responsavel pela
disseminagdo da doenga em areas endémicas. Entretanto, no Brasil, a polpa do agai é atualmente o
veiculo mais frequente de infeccdo pelo 7. cruzi, principalmente na regido amazonica (DE
OLIVEIRA; SOCCOL; ROGEZ, 2019). O protozoario pode sobreviver por muitas horas nesses
alimentos, seja em temperatura ambiente ou refrigerado Insetos triatomineos residem
principalmente em palmeiras de piagava, e sdo atraidos para os cestos de coleta de agai por fatores
como a iluminacao e o CO; gerado pela fermentagdo. Senso assim, preparacdes artesanais do acai
podem conter o 7. cruzi em insetos inteiros, triturados ou em suas fezes, que acabam sendo
processados junto com os frutos. O comportamento desse inseto pode explicar a frequente
associacdo de surtos agudos de doenca de Chagas com alimentos contaminados em areas
empobrecidas do norte do Brasil, onde os frutos da palmeira (acai) sio um alimento basico
importante e as folhas das palmeiras cobrem os telhados das habitagdes humanas (FRANCO-
PAREDES et al., 2020). Outras formas de contrair a doenca de Chagas incluem a transfusdo de
sangue, o transplante de 6rgados e medula Ossea, e a transmissao congénita (BERN, 2015). Nota-se
que as duas principais formas de transmissao envolvem a presenca do inseto triatomineo, seja pela
transmissdo associada a picada ou pela contaminacdo de alimentos com suas fezes ou até mesmo

com inseto inteiro.
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Na natureza, o ciclo bioldgico do protozodrio entre triatomineos e vertebrados de sangue
quente ocorre naturalmente, explicando porque insetos recolhidos nas areas endémicas sdo
rotineiramente encontrados infectados pelo 7. cruzi. Os barbeiros costumam ser encontrados
em areas rurais, vivendo alojados em frestas nas paredes e telhados ou em abrigos de animais
domésticos como galinheiros e pocilgas, por exemplo. Em ambiente silvestre, sdo encontrados
abrigados em folhas de palmeiras e buracos em troncos de arvores. No entanto, ¢ possivel que
os barbeiros se aproximem de casas proximas a areas rurais atraidos por luz, calor ou algum
tipo de odor. Podem, também, ser transportados acidentalmente para dentro das casas. Assim,
os barbeiros acabam por colonizar “casas de pau-a-pique”, se escondendo durante o dia em
frestas e buracos e/ou em telhados feitos de folhas de palma, conseguindo se adaptar facilmente
a esses domicilios, pois encontram condi¢des ideais para viver e procriar, passando a se

alimentar de sangue humano e de animais domésticos (ARGOLO et al., 2008).

O tratamento de pacientes chagésicos ¢ dificil, pois os parasitas sdo intracelulares. Os
unicos farmacos utilizados nas fases aguda e cronica sdo o nifurtimox e o benzonidazol, que
possuem acao tripanossomicida (WHO, 2021). Ambos desencadeiam sérios efeitos colaterais
(DE OLIVEIRA, 2009) e apresentam baixa eficicia, uma vez que algumas cepas
desenvolveram resisténcia a esses farmacos. A vista disso, existe uma urgente necessidade do
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da tripanossomiase. No entanto, a
complexidade da interacdo entre 7. cruzi e o hospedeiro humano ¢ uma limitagdo a descoberta

de novos farmacos para o tratamento.

A alta frequéncia didria de administragdo do medicamento, o longo periodo de tratamento,
aliados aos efeitos colaterais, sdo fatores que contribuem para o abandono da terapia. Nao existe
perspectiva de uma vacina a curto prazo, portanto, a principal forma de preven¢ao, pelo menos
nas areas endémicas, ¢ através do controle das populacdes dos triatomineos, feito normalmente

com a utilizag¢do de inseticidas quimicos (HASHIMOTO; SCHOFIELD, 2012).



1.2.  RHODNIUS PROLIXUS

Os triatomineos, como o R. prolixus, sao insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. Todos os membros desta subfamilia sdo hematofagos,
caracteristica considerada recente em termos evolutivos (TARTAROTTI; AZEREDO-
OLIVEIRA; CERON, 2006).

Esse inseto ¢ um hemimetabolo, apresentando metamorfose incompleta que passa por

cinco estadios de ninfa até atingir a fase adulta (Figura 3).

Ninfa 52 estadio Adulto

Ninfa
Ninfa 42 estadio
Ninfa zeN[l!::dl 3¢ pstidio \
Ovos 12 estadio hesle o \
Desenvolvimento Inicial e tardio ;

\

o

~E

B

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

Machos e fémeas podem ser diferenciados através da presenca do ovopositor nas fémeas,
estrutura pela qual os ovos sdo liberados. Insetos adultos se acasalam e, apds se alimentar de
sangue, a fémea € capaz de colocar, em média, 40 ovos. Os ovarios das fémeas ja se encontram
repletos de ovocitos trés dias apos a alimentagdo, com a postura sendo iniciada por volta do
quinto dia. A embriogénese dura em torno de 15 dias, periodo apo6s o qual eclode a ninfa de 1°
estadio. Poucos dias ap6s o0 nascimento, as ninfas de 1° estadio se alimentam de sangue e passam
pelo processo de ecdise, atingindo o estadio seguinte. Esse processo ocorre mais quatro vezes,

quando finalmente atingem o estadio adulto.

O repasto sanguineo € necessario para que o inseto passe de uma fase de desenvolvimento
para a outra. O sangue funciona como fonte de nutrientes para que o inseto se desenvolva e para
que as fémeas produzam os ovos. O R. prolixus pode ingerir até cerca de 10 vezes o seu peso
em sangue (OLIVEIRA et al., 1995) e a qualidade e a quantidade do sangue ingerido interferem
diretamente no seu desenvolvimento e na producao de ovos. Apos a alimentacdo, estes insetos

podem permanecer por um longo periodo em jejum, podendo chegar a varias semanas.



As espécies do género Rhodnius apresentam preferéncia por areas mais Umidas. Em
paises como a Venezuela e a Colombia, o R. prolixus apresenta carater silvestre, habitando
principalmente copas de palmeiras. No entanto, em algumas regides, ja foram encontradas
espécies bem estabelecidas no intradomicilio (SCHOFIELD, 1994). Em algumas areas da
América Central, como Guatemala, Honduras e El Salvador, este inseto apresenta habitos quase

que exclusivamente domésticos, aumentando sua importancia epidemiologica.

A partir das pesquisas pioneiras de Vincent Wigglesworth iniciadas em 1930, o R.
prolixus tornou-se a espécie de triatomineo mais estudada no mundo. Dentre as caracteristicas
que tornam o R. prolixus um excelente modelo de estudo, € possivel destacar seu tamanho, pois
¢ um inseto relativamente grande, as fémeas, que produzem uma grande quantidade de ovos,
de modo que varias geragdes podem ser obtidas. Outro aspecto importante do uso deste inseto
como modelo de estudo ¢ a possibilidade de alimentar estes animais com dietas artificiais e/ou
diretamente em vertebrados, permitindo a manipulacdo da homeostasia celular, o estudo de
diversas rotas metabdlicas e o efeito de drogas (GARCIA et al., 2012; ESCANDON-VARGAS;
MUNOZ-ZULUAGA; SALAZAR, 2017; SILVA-OLIVEIRA et al., 2021). Ao longo do século
passado, o R. prolixus foi objeto de intensas investigacdes cientificas que contribuiram para
desvendar aspectos importantes sobre o metabolismo e a fisiologia de insetos em geral
(NUNES-DA-FONSECA et al., 2016). Devido a importancia epidemiologica desta espécie,
associada com a enorme quantidade de informagdo acumulada durante anos de pesquisa, o R.
prolixus teve seu genoma publicado em 2015 (MESQUITA et al., 2015), apo6s anos de trabalho

envolvendo diversos grupos de pesquisa.



1.3.  CONTROLE POPULACIONAL DE TRIATOMINEOS

Apesar dos recursos gastos em pesquisas, ainda ndo existem vacinas contra a doenga de
Chagas ou a perspectiva de um processo de imunizagdo em larga escala para um futuro proximo.
Em relacdo ao tratamento, também ndo existem drogas curativas: os mesmos remédios estao
em uso ha mais de 30 anos e sua prescri¢do ¢ limitada, uma vez que somente tém efeito em
casos agudos, além de gerarem uma série de efeitos colaterais indesejados (DE OLIVEIRA,
2009). Dessa forma, o controle populacional do inseto vetor constitui a estratégia mais eficaz

para evitar a disseminagdo da doenca.

A ferramenta de uso pratico que as autoridades de satude no Brasil utilizam nos programas
de controle do barbeiro ¢ a aplicagdo de inseticidas quimicos. Esse tipo de abordagem, além de
ser um método razoavelmente barato e de facil execugdo, fornece uma resposta rapida na
redu¢do da populagdo doméstica do inseto. No entanto, uma série de problemas ainda impedem
a eliminagdo completa da transmissdo vetorial da doenga de Chagas, incluindo a reinfestagao
doméstica e peridoméstica por triatomineos silvestres (DUMONTEIL; GOURBIERE, 2004;
FELICIANGELI et al., 2007; FITZPATRICK et al., 2008; PROVECHO et al., 2014), a
colonizac¢ao e reinfestacdo por triatomineos considerados vetores secundarios (WISNIVESKY -
COLLIetal., 1993; VAZQUEZ-PROKOPEC et al., 2005) e o reestabelecimento de populagdes
que ndo foram totalmente eliminadas pelo tratamento quimico (SANCHEZ-MARTIN et al.,
2006). No Brasil, por exemplo, foi iniciado em 1983 um programa de controle que tinha como
objetivo a erradicacdo do principal vetor de Chagas, o Triatoma infestans, através da

pulverizacdo de inseticidas em locais fechados (DIAS, 1987). E

Diversos avangos ocorreram desde os estudos pioneiros que utilizavam amplamente
organoclorados, como BHC (lindano) e dieldrin, e organofosforados, como o malation.
Atualmente, o combate quimico ao vetor ¢ realizado por meio de piretroides sintéticos, que sao
menos toxicos para animais domésticos € humanos (ARGOLO et al., 2008; SCHOFIELD &
KABAYO, 2008). Esses produtos quimicos possuem efeito residual de 3 a 9 meses em
ambientes domésticos e sdo bastante eficientes contra diversos artropodes nocivos. Embora
piretréides ndo costumem provocar resisténcia em triatomineos, casos deste tipo ja foram
detectados em R. prolixus na Venezuela em 1970 e, atualmente, entre algumas populagdes de
T. infestans no sul da Bolivia e noroeste da Argentina (WHO, 2002; SCHOFIELD &
KABAYO, 2008), o que demanda cuidados extras por parte das autoridades sanitarias. Além
disso, piretrdides geram efeitos indesejados em humanos, como irritagdo da pele e mucosas, e

sdo altamente toxicos para peixes, o que dificulta até mesmo a lavagem das bombas utilizadas



em sua aplicagdo, uma vez que ndo podem ser descartadas em locais de abastecimento de agua

natural (COURA & DIAS, 2009).

Como alternativas aos inseticidas quimicos, varias outras técnicas estdo sendo estudadas,
dentre as quais estdo incluidos o uso de substancias de origem vegetal e o uso de inseticidas
biologicos (MACIEL et al., 2010). O controle biologico através do uso de insetos que parasitam
ovos de triatomineos também ja provou ser ineficiente em condi¢des de campo. Patdgenos de
insetos sofrem grandes limita¢des no seu uso devido as condigdes ambientais necessarias para
sua sobrevivéncia e propagacao (BARRET, 1975). Construcdo ou renovagdo de moradias, tais
como revestimento de paredes e substitui¢do de tetos de palha por telhas podem ser, até certo
ponto, eficazes. Porém, se ndo houver simultaneamente uma melhoria nas condigdes
socioecondmicas da populagdo, estas medidas ndo terdo resultado duradouro. Isso acontece
porque os moradores logo comecam a adicionar novos comodos ou abrigos de animais,
construidos de maneira precaria, resultando em frestas nas paredes e tetos que logo sdo
colonizadas pelos vetores presentes nas redondezas. As areas infestadas pelos barbeiros sdo
geralmente regides muito pobres e carentes, e tudo indica que estas modificacdes ainda vao

levar bastante tempo.

Portanto, a OMS incentiva o desenvolvimento de tecnologias verdes, ecologicamente
corretas, para o combate aos vetores de doencas (WHO, 2004). Dentre as formas de controle
alternativas ao inseticida quimico, o estudo de moléculas envolvidas na percepcao do meio
ambiente pelos insetos tem recebido destaque nos ultimos anos e estratégias modificadoras de
comportamento estdo sendo utilizadas para o manejo integrado de pragas (RODRIGUEZ-
SAONA; STELINSKI, 2009; ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009). Dentre estas
abordagens, destaca-se o uso de armadilhas que utilizam semioquimicos, mais especificamente
feromonios sexuais e volateis de plantas hospedeiras, como ferramentas para atrair esses insetos
(RODRIGUEZ-SAONA; STELINSKI, 2009). Em triatomineos, volateis do hospedeiro
vertebrado ou de misturas feromonais poderiam ser utilizados para interferir no comportamento
normal do inseto e, com isso, controlar a densidade populacional em uma determinada area

(LAZZARI; LORENZO, 2009).

1.4.  SEMIOQUIMICOS E ASPECTOS COMPORTAMENTAIS EM INSETOS

A deteccao de sinais quimicos presentes no ambiente € um mecanismo essencial para a

manuten¢do da vida de um inseto. Ja ¢ bem estabelecido que insetos utilizam uma grande



variedade de semiquimicos, como feromonios, volateis de plantas e odores de animais, para
encontrar uns aos outros, assim como localizar fontes de alimento, sitios de oviposicao,
parceiros para acasalamento e hospedeiros adequados, além de identificar predadores, entre

outras func¢des (ZWIEBEL; TAKKEN, 2004).

Semioquimicos sdo pequenas moléculas hidrofobicas envolvidas na comunicagdo entre
seres vivos, cuja deteccdo gera uma resposta comportamental por parte dos organismos em
questdo. A deteccao destes compostos ocorre através da modalidade sensorial denominada
olfacdo. Quando os semioquimicos sdo mediadores de comunicacdo intraespecifica, ou seja,
emissor e receptor do sinal quimico sdo da mesma espécie, este semioquimico ¢ denominado
feromonio. Os feromonios sao divididos, de acordo com a sua fun¢do, em feromonio de alarme,
sexual, de oviposicao, de atragao e de agregacao, entre outros (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA,
2009). Quando os compostos quimicos sdo responsaveis por mediar comportamentos de
individuos de espécies diferentes, relagdo denominada de interespecifica, estas substancias sao
classificadas como aleloquimicos. Os aleloquimicos podem ainda ser classificados em
cairomonios, quando os compostos beneficiam o individuo receptor; alomonios, quando os
compostos beneficiam o emissor; e sinomodnios, quando os dois sdo beneficiados

(THOMAZINI, 2009; ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

1.4.1. Busca por hospedeiros vertebrados

Insetos vetores de doencas utilizam pistas olfativas e de calor que evocam
comportamentos que estdo envolvidos no estabelecimento de sua capacidade vetorial. Dentre
estes, a propensdo para selecionar seres humanos para a alimentagdo sanguinea ¢
indiscutivelmente o mais importante desses comportamentos, na medida em que contribui

significativamente para a capacidade de transmitir patégenos (ZWIEBEL; TAKKEN, 2004).

Estudos mostram que diferentes espécies de mosquitos vetores de doencas sdo atraidas
por uma série de volateis emanados pelo hospedeiro humano. O mosquito Aedes aegypti,
transmissor da dengue, Zika, febre amarela e chikungunya, ¢ atraido por volateis como COz2,
acido lactico e extratos etandlicos de residuos da pele (BOSCH; GEIER; BOECKH, 2000;
ZWIEBEL; TAKKEN, 2004). O vetor da malaria, Anopheles gambiae, ¢ atraido por acidos
carboxilicos, amdnia e por compostos presentes no suor humano (KNOLS et al., 1997; BRAKS;

MEIJERINK; TAKKEN, 2001). O mosquito Culex quinquefasciatus vetor da filariose, ¢
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atraido por uma mistura de COz, acetona, 1-octen-3-ol e acido butiricoMBOERA; TAKKEN;
SAMBU, 2000).

O comportamento de busca de alimento exibido por R. prolixus ¢ influenciado por varios
sinais envolvendo odores, calor e umidade (GUERENSTEIN; LAZZARI, 2009). Diferentes
sinais de calor sdo usados para localizar os hospedeiros. A pista térmica ¢ capaz de induzir os
insetos a expressar o reflexo de extensdo da probdscide que leva a localizacdo de vasos
sanguineos sob a superficie da pele e, consequentemente, a picada do hospedeiro (FERREIRA
et al., 2007). Estes insetos sdo atraidos por compostos emanados pelo hospedeiro, como o CO»,
um sinal importante para insetos hematdéfagos (GUERENSTEIN & HILDEBRAND, 2008).
Diversos estudos revelaram que R. prolixus e outros triatomineos também sao atraidos por acido
lactico, acido pirtivico, nonanal, acido isobutirico, 1-octen-3-ol ¢ amodnia, todos compostos

exalados pelo hospedeiro (BARROZO et al., 2017).

Compreender o mecanismo olfativo pelo qual triatomineos sdo capazes de encontrar
hospedeiros vertebrados pode gerar maiores possibilidades para o desenvolvimento de métodos
sustentaveis com o objetivo de reduzir e/ou prevenir o contato entre o inseto € o humano,

diminuindo, deste modo, a transmissao vetorial da doenca de Chagas.

1.4.2. Encontro de parceiros sexuais

Viarios estudos vém demonstrando que o comportamento sexual de R. prolixus machos
envolve a participagao de feromonios sexuais produzidos pelas glandulas metaesternais (GMs)
localizadas no metatorax ventral de fémeas adultas (PONTES et al., 2008; PONTES;
LORENZO, 2012). Experimentos de oclusdo do orificio da GM com parafina resultaram em
uma diminui¢do significativa do numero de tentativas de copula (PONTES et al., 2008),
enquanto eletroantenogramas realizados com antenas de machos apresentaram respostas
intensas aos compostos produzidos pela GM (VITTA et al., 2009). Odores de insetos fémeas
originados de secrecdes da GM, quando detectados pelos insetos machos, promovem mudangas
no comportamento destes. Essas mudangas incluem a saida dos abrigos, o aumento na
frequéncia de inicio do voo, o aumento na orientagdo durante a atividade locomotora,
promovendo a agrega¢do em torno de pares e levando ao acasalamento (PONTES et al., 2014).
Os compostos mais abundantes encontrados nas GMs de fémeas sdo, 2-butanona, 2-pentanona,

(S)-2-butanol, 2-metil-3-buten-2-ol, 3-metil-2-butanol, 3-pentanol, (S)-2-pentanol, (E)-2-metil-
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3-penten-2-ol, 2-metil-1-butanol e 4-metil-3-penten-2-ol (PONTES et al., 2008; VITTA;
LORENZO, 2009).

Feromodnios sexuais sdo amplamente utilizados em armadilhas para atracao e captura de
insetos pragas, como o besouro Tribolium castaneum, a mariposa Spodoptera frugiperda e a
mosca Ceratitis capitata (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009). Um estudo recente mostrou
que machos de R. prolixus sdo atraidos por uma mistura sintética de feromonios de fémeas, o
que representa uma isca promissora que pode ser utilizada em armadilhas de atragdo no campo
(BOHMAN et al., 2018). O estudo de genes/proteinas envolvidos na deteccdo de compostos
associados ao comportamento sexual € interessante uma vez que interferir na detec¢do da fémea
pelo macho impediria a copula e, consequentemente, levaria a uma diminuicao da densidade

populacional do inseto em uma determinada area.

1.4.3. Comportamento de agregacio

Em triatomineos, um comportamento caracteristico mediado por semioquimicos ¢ o de
agregacao. Ja foi relatado para diversas espécies que a busca por abrigos, por exemplo, ocorre
a partir de um sinal quimico de agregagdo emitido por suas fezes e por componentes cuticulares
(BARROZO et al., 2017). Este sinal ¢ acumulado nas proximidades dos abrigos e incluem
substancias altamente volateis que sdo subprodutos comuns do metabolismo microbiano, tais
como 4cidos graxos de cadeia curta, um diol e uma amida (MOTA et al., 2014). Feromonios de
agregacao também estdo presentes na cuticula de triatomineos e sdo capazes de promover a
agregacdo somente através do contato direto (PIRES et al., 2002; VITTA et al., 2002).
Respostas interespecificas também foram observadas, volateis oriundos da microbiota
intestinal, presentes nas fezes de R. prolixus, sdo capazes de induzir o comportamento de
agregacdo em 7. infestans, mas o contrario nao ocorre. Inclusive, o R. prolixus ndo entra em
abrigos de 7. infestans, pois nao responde aos sinais de agregacdo do Triatoma (LORENZO
FIGUEIRAS; LAZZARI, 2002). Mais recentemente, foi sugerido que os triatomineos do
género Rhodnius na verdade ndo utilizam volateis presentes nas fezes para reconhecer o abrigo,

ao contrario do que ocorre com os Triatoma (MOSQUERA; LORENZO, 2020).
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1.44. Localizagao de sitios de oviposi¢cao

A selecao de locais adequados para as fémeas colocarem seus ovos ¢ um fator chave para
a sobrevivéncia de seus imaturos (ovos, larvas ou ninfas). A determinagao desses locais envolve
a interpretagdo de uma série de diferentes sinais quimicos (NAVARRO-SILVA; MARQUES;
DUQUE L, 2009). Mosquitos do género Culex depositam seus ovos em agua suja, rica em
matéria organica, na qual suas formas larvais podem explorar os nutrientes para a alimentagao.
Fémeas de Culex poem seus ovos em grupos de mais de 100, formando estruturas chamadas
“jangadas” sobre a 4gua (SULLIVAN; LIU; SYED, 2014). Em C. quinquefasciatus, C. pipiens
e C. tarsalis, as fémeas gravidas sdo atraidas pelo feromodnio de oviposi¢ao de mosquito (MOP).
O MOP ¢ produzido nas jangadas de ovos e provoca o comportamento de oviposi¢do

(SULLIVAN; LIU; SYED, 2014).

Fémeas gravidas de R. prolixus possuem o comportamento de aderir seus ovos a um
substrato, como penas de aves, quando ovipdem. Isso sugere que a selecao do local adequado
para a oviposicao esta relacionada com a disponibilidade de fonte de alimento, ja que as ninfas
que eclodem dos ovos precisam se alimentar de sangue. Estudos indicam que odores naturais
do hospedeiro, como os que sdo liberados pelas penas de galinhas, estimulariam o
comportamento de oviposi¢do nesta espécie (GUIDOBALDI; MAY-CONCHA;
GUERENSTEIN, 2014). Sendo assim, o odor do hospedeiro também orienta o R. prolixus na

selec¢do de locais para oviposi¢ao.

1.4.5. Sinalizacao de perigo ou ameaca

Insetos adultos perturbados mecanicamente liberam um odor pungente que funciona como
um feromonio de alarme (MANRIQUE ez al., 2006). Em triatomineos, este odor ¢ produzido por
um par de glandulas situadas no metatérax dorsolateral, denominadas glandulas de Brindley (GBs)
(ROJAS et al., 2002; MAY-CONCHA et al., 2015). As GBs sdo encontradas apenas em insetos
adultos. O feromodnio de alarme de triatomineos ¢ uma mistura complexa de volateis que parece
variar de acordo com as espécies (GUERENSTEIN; GUERIN, 2004). O &cido isobutirico ¢ o
principal componente do feromoénio de alarme nas espécies que possuem GBs funcionais, mas
outros compostos como 2-metilpropan-1-ol, 2-metilpropanoato de 2-metilpropila, e propanoato de
2-metilpropila e 2-feniletanol também foram encontrados (ROJAS et al., 2002; MANRIQUE et al.,
2006).



13

1.5.  OLFACAO EM INSETOS
1.5.1. Antenas e sensilas olfativas

As antenas sdo orgdos dedicados, fundamentalmente, a deteccao de estimulos olfativos,
mecanicos, térmicos ou hidricos. A superficie da antena ¢ repleta de sensilas, delicadas
estruturas cuticulares em forma de “cerdas que possuem poros (Figura 4a). Além das antenas,
os insetos também podem detectar odores mediante sensilas presentes nos palpos maxilares ou

labiais (SCHNEIDER, 1964; HANSSON; STENSMYR, 2011).

As antenas estdo localizadas na cabeca dos insetos, inseridas em uma estrutura
denominada tubérculo antenifero, e sdo divididas em trés segmentos: escapo, pedicelo, e dois
flagelomeros, flagelo proximal e flagelo distal (Figura 4b). Ja as sensilas, de acordo com sua
modalidade sensorial, sdo classificadas em olfativas, gustativas, mecanosensoriais, € também
podem abrigar termo/higro receptores, capazes de detectar calor e umidade (GUIDOBALDI;
MAY-CONCHA; GUERENSTEIN, 2014). Esses 6rgaos sensoriais sao distribuidos em outros
tecidos além das antenas, estando localizados também em pecas bucais (palpos labiais e
maxilares, e proboscide, um apéndice tubular sugador de alimentos), 6rgaos genitais, patas e
asas (DE BRUYNE; BAKER, 2008; NICHOLS; VOGT, 2008). As sensilas possuem multiplos
poros e o interior da antena ¢ preenchido pela linfa sensilar. Trés tipos de sensilas olfativas
foram descritas no flagelo de diferentes espécies de triatomineos: basiconicas (paredes finas),
tricoides (paredes grossas) e caéticas (parede dupla) (WIGGLESWORTH; GILLETT, 1934;
GUIDOBALDI; MAY-CONCHA; GUERENSTEIN, 2014).

Protegidos no interior das sensilas olfativas, sdo encontrados os neurdénios sensoriais
olfativos (NSOs), responsaveis pela transdugdo do sinal olfativo (LORENZO; MELO, 2012).
Células epidérmicas especializadas (células acessorias) embainham os neurdénios nas sensilas
(LORENZO; MELO, 2012) e fornecem proteinas e concentra¢des ionicas adequadas a linfa
sensilar. Enquanto os dendritos dos NSOs se estendem para o espago repleto de linfa da sensila,
0 axOnio projeta-se para o primeiro centro de processamento da informagao olfativa no cérebro,

o lobo antenal (ANTON; HOMBERG, 1999).
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Figura 4 Morfologia das antenas de R. prolixus. (a) Vista ventral da cabeca de R. prolixus. As sensilas podem
ser vistas distribuidas por toda a antena. Fonte: Adaptado de OTALORA-LUNA, 2005. (b) Segmentos da antena
de um triatomineo. Fonte: Ilustragio de OTALORA-LUNA, 2007.

1.5.2. Organizacao molecular do sistema olfativo

Ao encontrarem a antena, semioquimicos presentes no meio ambiente podem penetrar
no interior da sensila olfativa através dos poros presentes na superficie e chegar a linfa sensilar
aquosa, rica em proteinas soluveis. Proteinas ligadoras de odor (OBPs), receptores olfativos
(ORs), receptores ionotropicos (IRs), proteinas da membrana de neurdnios sensoriais
(SNMPs) e enzimas degradadoras de odor (ODEs) constituem as principais proteinas do
sistema olfativo periférico envolvidas no processo de recepcao de moléculas de odor (LEAL,

2013; BRITO; MOREIRA; MELO, 2016).

As proteinas ligadoras de odor (OBPs) representam o elo entre o ambiente externo e os
receptores olfativos (ORs) no interior das antenas (LEAL, 2005). Semioquimicos sdo ligados
por OBPs e transportados através da camada aquosa de linfa sensilar, ficando entdo protegidos
da acdao de enzimas degradadoras de odor (ODEs). Quando o complexo OBP-odor se
aproxima do receptor olfativo, a redug@o no pH local induz uma mudanca conformacional na
OBP que promove a liberagdo do odor para o seu OR especifico. Em seguida, ocorre a

transducao do sinal olfativo (Figura 5).

Em relagdo ao modo de acdo das OBPs, duas hipoteses ndo necessariamente
excludentes, se destacam: embora existam evidéncias, em mariposas e, principalmente, em

mosquitos, de que OBPs funcionem como carreadoras passivas (WOJTASEK; LEAL, 1999;
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SANDLER et al., 2000; HORST et al., 2001; DAMBERGER et al., 2007) e o ligante seja
responsavel por ativar o OR de forma independente, em alguns casos essas proteinas parecem

desempenhar um papel mais direto, no qual a formagao de um complexo especifico OBP-odor

€ necessaria para a ativagao do receptor (XU et al., 2005; LAUGHLIN et al., 2008).

Ao contrario das OBPs, que s3o soluveis, os genes da SNMP codificam uma proteina
transmembranar que representa uma subclasse da familia do gene CD36 de insetos
(NICHOLS; VOGT, 2008). Uma série de estudos sustenta o papel das proteinas SNMPs na
comunica¢do quimica baseada em feroménios. A SNMP1, de Drosophila melanogaster , por
exemplo, ¢ essencial para a detec¢do do feromdnio sexual Z11-180Ac em sensilas do tipo T1
(KO; PARK, 2008; BENTON et al., 2009) nesta espécie; também em mariposas, foi
observado que as proteinas SNMPls estdo associadas com neuronios detectores de

feromonios sexuais nas antenas (ROGERS et al., 2001; FORSTNER et al., 2008).

Os receptores olfativos sdo proteinas com sete dominios transmembranares que, no
entanto, nao sao homologos aos receptores do tipo GPCRs de vertebrados. Os ORs de insetos
adotam uma topologia de membrana inversa as GPCRs classicas, com a por¢do amino-
terminal voltada para regido intracelular (BUCK; AXEL, 1991; LEAL, 2013; BRITO;
MOREIRA; MELO, 2016). Esses ORs fazem parte de um complexo heteromérico constituido
de duas subunidades: um OR convencional e um co-receptor olfativo, denominado ORCO,
que possui a sequéncia primdria conservada entre diferentes espécies de insetos (VOSSHALL;
HANSSON, 2011). As moléculas se ligam especificamente somente ao OR, assim, o ORCO
ndo esta diretamente envolvido no reconhecimento do odor (LARSSON et al., 2004;
GUIDOBALDI; MAY-CONCHA; GUERENSTEIN, 2014). O complexo heteromérico OR-
ORCO forma um canal i6nico induzido pela ligacdo do odor ao OR (SATO et al., 2008;
WICHER et al., 2009).

Os receptores ionotropicos (IRs) estdo relacionados com receptores ionotropicos de
glutamato, embora as duas familias sejam divergentes, uma vez que os IRs ndo possuem
residuos importantes para ligacao ao glutamato. Os IRs sdo expressos em neuronios sensoriais
olfativos que ndo expressam ORs ou ORCO, juntamente com um co-receptor €, ao contrario
dos ORs, existem diferentes co-receptores para IRs (RYTZ; CROSET; BENTON, 2013).
Embora as propriedades funcionais de IRs ainda ndo tenham sido estudadas em sistemas de
expressao heterdloga, a sua localizacdo e caracteristicas estruturais sugerem que sejam
receptores quimiossensoriais que podem funcionar como canais i6nicos ativados por ligantes

(BENTON et al., 2009).
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Para insetos em que a navegacgdo ¢ guiada por semioquimicos, a cinética do sistema
olfativo requer que moléculas de odor “errantes” sejam inativadas rapidamente, na escala de
milisegundos (ISHIDA; LEAL, 2005). Existem, atualmente, duas hipoteses que tentam
explicar como o sinal olfativo ¢ finalizado. A primeira delas sugere que as enzimas
degradadoras de odor (ODEs) participem da degradacao dessas moléculas de forma tio rapida
que resultam na finalizacdo da incitacao (ISHIDA; LEAL, 2005, 2008). A segunda hipdtese
defende a existéncia de mecanismos ainda desconhecidos (KAISSLING, 2009) responsaveis

pelo fim do estimulo.

1.5.3. Proteinas ligadoras de odor (OBPs)
1.5.3.1. Propriedades fisico-quimicas e aspectos estruturais

As OBPs de insetos s@o proteinas pequenas, apresentando um numero médio de 130-150
residuos de aminoacidos (VIEIRA; ROZAS, 2011; LEAL, 2013)e cerca de 13-17 kDa. Estas
proteinas sdo expressas com um peptideo sinal que € removido durante o processamento € nao
¢ mais encontrado na proteina madura. De modo geral, as OBPs apresentam caracteristicas
acidas, embora ja tenha sido discutido que, em dipteros, essas proteinas possuam uma faixa
maior de ponto isoelétrico, podendo estar carregadas positiva ou negativamente no pH

fisiologico da antena (~ 6,5) (WOJTASEK; LEAL, 1999; ZHOU et al., 2008).

De acordo com o niumero de aminoacidos presentes em suas estruturas primarias, as OBPs
sao classificadas como de cadeia longa (~160 residuos), cadeia média (~120 residuos) e cadeia
curta (~100 residuos). As sequéncias primarias desse tipo de protéina sdo bastante divergentes
e a identidade entre aminodcidos de OBPs da mesma espécie pode ser menor que 10%. As
OBPs apresentam forma globular e geralmente sdo compostas por seis dominios a-hélice
organizados em uma estrutura compacta e estavel (SANDLER et al., 2000). Ja foi demonstrado
que seis cisteinas conservadas encontram-se pareadas em trés pontes de sulfeto interligadas,
arranjo que confere grande estabilidade a estrutura tridimensional da proteina. (BRITO;
MOREIRA; MELO, 2016). Este padrao de cisteinas e pontes dissulfeto tornou-se a assinatura
de OBPs classicas de diferentes ordens de insetos e ¢ utilizado para o assinalamento de uma
proteina na familia das OBPs (BRIAND et al., 2001; PELOSI et al., 2006; BRITO; MOREIRA;
MELO, 2016) (Figura 6). .
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Com base em suas sequéncias de aminodcidos, as OBPs inicialmente descritas em
Lepidoptera foram divididas em cinco classes: PBPs (proteinas ligadoras de feromonio),
GOBPI (proteina ligadora de odor geral tipo 1), GOBP2 (proteinas ligadoras de odor geral tipo
2), ABP1s (proteinas ligadoras de antena tipo 1) e ABP2s (proteinas ligadoras de antena tipo
2), previamente conhecidas como ABPX (proteinas ligadoras de antena) (KRIEGER et al.,
1996; GONG et al., 2009). No entanto, como essa classificacdo ndo era bem definida para outras
ordens de insetos, as OBPs passaram a ser categorizadas de acordo com o padrdo de cisteinas
conservadas em suas sequéncias primarias. As chamadas OBPs cldssicas possuem seis cisteinas
conservadas, enquanto as do tipo C-minus apresentam apenas quatro ou cinco. A OBP14 de
Apis mellifera foi a primeira OBP desse tipo a ter sua estrutura determinada em um estudo que
demonstrou a presenca de apenas duas pontes dissulfeto (SPINELLI ez al., 2012). O tipo plus-
C se distingue pela presenga de pelo menos duas cisteinas adicionais € uma prolina conservada
apos a sexta cisteina (XU; ZWIEBEL; SMITH, 2003; ZHOU et al., 2004b). A estrutura
cristalina da AgamOBP47, uma OBP do tipo plus-C de A. gambiae revelou, a existéncia de seis
pontes dissulfeto (LAGARDE et al., 2011), assim como a AgamOBP48 (TSITSANOU et al.,
2013). A familia conhecida como OBPs diméricas, descritas em Drosophila (HEKMAT-
SCAFE et al., 2002; ZHOU et al., 2004b), parece ser formada por dois motivos cldssicos de
seis cisteinas combinados (ZHOU et al., 2004a). Finalmente, o grupo das OBPs atipicas foi
inicialmente descrito como apresentando um dominio cldssico na regido N-terminal ¢ um
prolongamento pouco caracterizado na regido C-terminal. Depois, foi demonstrado que as
OBPs atipicas, que haviam sido identificadas apenas em mosquitos (XU; ZWIEBEL; SMITH,
2003; ZHOU et al., 2008), na verdade apresentavam dois dominios homodlogos aos das OBPs
classicas, e foram renomeadas OBPs de dois dominios e consideradas como parte da familia

das OBPs diméricas (VIEIRA; ROZAS, 2011).

1.5.3.2. Transporte de semioquimicos

A funcao das OBPs no transporte de moléculas quimicas nas antenas de insetos foi descrita
pela primeira vez em lepitdpteros, utilizando antenas de machos de Antheraea polyphemus
(VOGT; RIDDIFORD, 1981). Posteriormente, foi demonstrado que a resposta eletrofisiologica
de células gustativas era totalmente abolida na presenca do anticorpo anti-OBP em Phormia
regina (OZAKI et al., 1995), o que sugeria uma participagdo efetiva dessas proteinas no
transporte de moléculas. Finalmente, a participagdo de OBPs na apresentacdo de odores aos

NSOs foi confirmada através de mutacdes em D. melanogaster (KIM; REPP; SMITH, 1998),
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onde a delecdo da regido codificante da OBP LUSH produziu mutantes que apresentavam
defeitos no mecanismo de deteccdo de compostos alcodlicos observado em insetos nao

mutantes.

Embora a afinidade de ligacdo de OBPs por diferentes semioquimicos tenha sido
demonstrada para varias espécies desde 1981, a comprovacao de que OBPs sdo essenciais para
o funcionamento do sistema olfativo s6 foram obtidas recentemente. Experimentos de
knockdown demonstraram que a proteina DmelOBP76a, ou LUSH, ¢ necessaria para o processo
de olfacdo em D. melanogaster (XU et al., 2005; LAUGHLIN et al., 2008). Em outro estudo,
quando feromonios foram solubilizados com OBPs, o threshold das respostas eletrofisiologicas
de ORs correspondentes foi reduzido em até trés ordens de magnitude em relagcdo a quando
solubilizados em DMSO (GROSSE-WILDE et al.,, 2006, 2007; FORSTNER; BREER;
KRIEGER, 2009). Resultados similares foram obtidos in vivo quando o receptor de bombykol
de Bombyx mori, BmorOR1, foi expresso utilizando o sistema de “empty neurons” (neurdnios
vazios, mutantes que nao apresentam resposta a odores) de D. melanogaster. A sensibilidade
ao bombykol foi aumentada de forma significativa quando BmorOR1 foi co-expresso com a
OBP equivalente, BmorPBP1 (SYED et al., 2010). Além disso, resultados obtidos em ensaios
comportamentais com mutantes de Drosophila sechellia (MATSUO et al., 2007, SWARUP;
WILLIAMS; ANHOLT, 2011) e afidios (QIAO et al.,, 2009; SWARUP; WILLIAMS;
ANHOLT, 2011; SUN et al., 2012b) também confirmaram que as OBPs estdo, de fato,
envolvidas no processo de reconhecimento e transporte de semioquimicos. Resultados de um
estudo envolvendo diferentes combinacdes de proteinas ligadoras de feromdnios (PBPs) e ORs
de Chilo suppressalis indicaram que tais PBPs sdo necessarias no processo de olfagdo e que a
sensibilidade de deteccdo de feromdnios pelos ORs ¢ aumentada em até quatro ordens de
grandeza na presenga de PBPs. Este estudo mostrou que a combinagao certa entre OBP e OR ¢

necessaria para a detecgao de um odor especifico com alta sensibilidade (CHANG et al., 2015).

1.5.3.3. Outras fungoes de OBPs

Embora o papel fundamental de OBPs no processo de olfagao seja reforgado por estudos
que mostram que grande parte dessas proteinas sdo expressas especificamente em antenas
(BRITO; MOREIRA; MELO, 2016), conforme a lista de membros identificados na familia das
OBPs cresce, torna-se mais claro que nem todas as OBPs sdo encontradas em 6rgaos sensoriais,

indicando que essas proteinas podem apresentar outras fungdes que ndo o transporte de odores.
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E pouco provéavel que todas as OBPs previstas no genoma de um inseto sejam, de fato,
proteinas envolvidas no transporte de odores. Em D. melanogaster, por exemplo, foram
descritos 51 genes pertencentes a familia das OBPs, no entanto, somente alguns destes genes
sdo expressos especificamente em Orgaos sensoriais de adultos (GALINDO; SMITH, 2001).
Em 20 genes previstos para OBPs em mosquitos do género Anopheles, pesquisadores
encontraram 3 genes expressos em todos os tecidos do inseto e outros 3 que eram expressos em

niveis muito baixos ou ndo apresentavam expressao alguma nos insetos adultos (LI et al., 2005).

Proteinas olfativas e ndo-olfativas da familia de genes OBPs apresentam as mesmas
caracteristicas estruturais. A estrutura rica em a-hélice com uma cavidade de ligacdo sugere
que essas proteinas sejam capazes de encapsular moléculas de odor hidrofobicas, transportando-
os através de ambientes aquosos. Por esse motivo, algumas correntes de pesquisa sugerem que
essas proteinas sejam chamadas de “encapsulinas”, fazendo referéncia a habilidade de
encapsular pequenos ligantes que possuem em comum. O nome “OBP” deveria ser restrito para
proteinas olfativas dessa familia, uma vez que ¢ possivel que um grande ntimero de genes

anotados em genomas de insetos como OBPs sejam apenas “encapsulinas™ (LEAL, 2006a).

1.5.3.4. Estrutura tridimensional

A BmorPBP1 de B mori foi primeira OBP a ter sua estrutura determinada, tanto na forma
livre quanto complexada com seu ligante, bombykol. A estrutura cristalina do complexo
BmorPBP1-bombykol, crescida em pH 8,2 foi inicialmente determinada por cristalografia de
raios-X. Neste complexo, a BmorPPBP1 consiste em uma estrutura compacta formada por seis
a-hélices interligadas por trés pontes dissulfeto que envolvem completamente o ligante (Figura
6a). Uma vez que o bombykol encontra-se protegido em um binding pocket hidrofobico, seu

transporte pode ser realizado através de ambientes hidrofilicos (SANDLER et al., 2000).

Posteriormente, as estruturas tridimensionais de OBPs cldssicas de insetos que se
alimentam de sangue, como 4. gambiae, C. quinquefasciatus e A. aegypti também foram
resolvidas e, at¢é o momento, todas as estruturas conhecidas dessa classe de OBPs seguem o
padrao de seis hélices estabilizadas por trés pontes dissulfeto (WOGULIS et al., 2006; MAO et
al., 2010; RIBEIRO et al., 2014) (Figura 7a). Em A. gambiae, a determinagdo da estrutura de
uma OBP do tipo Plus-C, AgamOBP47, por cristalografia de raios-X, revelou a existéncia de
um arranjo formado por oito a-hélices conectadas por seis pontes dissulfeto, formadas pelas

oito cisteinas conservadas presentes em OBPs desta classe (LAGARDE et al., 2011) (Figura
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7b). Por outro lado, a estrutura da AmelOBP14, uma OBP Minus-C de A. mellifera, também
determinada por cristalografia de raios-X, apresenta um core formado por seis a-hélices ligadas
por apenas duas pontes dissulfeto, devido ao numero reduzido de cisteinas nas OBPs deste tipo

(SPINELLI et al., 2011) (Figura 7c).

1.6. ECOLOGIA QUIMICA REVERSA

A ecologia quimica reversa € um conceito relativamente novo na investigacao de compostos
comportamentalmente relevantes, baseada na afinidade de ligacao de proteinas olfativas por
ligantes candidatos a atrativos/repelentes. Esse tipo de abordagem ¢é capaz de reduzir o nimero
de compostos candidatos a serem testados de acordo com sua afinidade por proteinas olfativas,
fornecendo uma alternativa aos bioensaios convencionais nos quais varreduras por tentativa e
erro demandam muito tempo e apresentam alto custo (LEAL et al., 2005, 2008; LEAL, 2006b;
FRANCO et al.,, 2018). Essa estratégia foi usada com sucesso pela primeira vez no
desenvolvimento de melhores atrativos para o lepidoptero Amyelois transitella (LEAL et al.,
2005). Mais tarde, um estudo combinando ecologia quimica reversa e convencional, utilizando
a CquiOBP1 como alvo molecular para ensaios de ligagdo, foi capaz de identificar ligantes que
contribuiram para o desenvolvimento do atrativo de oviposi¢ao para C. quinquefasciatus que ¢
atualmente comercializado (LEAL et al., 2008).

O conceito de ecologia quimica reversa foi recentemente atualizado de modo que métodos
computacionais estdo comec¢ando a ser incorporados ao processo, com o objetivo de reduzir
ainda mais o nimero de compostos candidatos e, assim, acelerar a identificagdo de novos
semioquimicos. A combina¢ao de docking molecular e dinamica molecular mostrou-se bem-
sucedida na predicdo de compostos comportamentalmente ativos para a peste agricola
Bactrocera dorsalis (KAMALA et al., 2014). A afinidade da proteina olfativa por diferentes
ligantes pode ser estimada in silico. Em seguida, as afinidades de ligacdo sdo investigadas in
vitro através de diferentes técnicas, como fluorescéncia, calorimetria ¢ RMN. Finalmente,
através de bioensaios e testes de campo, € possivel verificar se existe resposta comportamental
dos insetos a presenca dos ligantes de maior afinidade in vivo. (BRITO; MOREIRA; MELO,
2016; BRITO et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente, fatores como a globalizacdao, a urbanizacao nao planejada e mudangas
climéticas estdo exercendo um forte impacto na disseminagao de doencas causadas por vetores,
de modo que algumas delas, como a doenga de Chagas, além da forte presenga na América
Latina, estdo surgindo em paises onde eram até entdo desconhecidas. Ja foi reportado que a
doenca de Chagas estd emergindo na Europa (ANTINORI et al., 2017, 2019) e nos Estados
Unidos (FORSYTH et al., 2021; VALDEZ TAH, 2021). O impacto econdmico causado pela
doenca ¢ grande, além do custo social altissimo. Um grande numero de pessoas em idade
produtiva morre prematuramente ou se torna incapacitada por sequelas deixadas pela infecgao.
O custo de pacientes cronicos com doenga de Chagas também atinge cifras alarmantes: estima-
se que o custo de assisténcia para um paciente cronico ao longo de 50 anos fique em torno de

US$459.739 (BARTSCH et al., 2018).

Na auséncia de vacinas, a transmissdao do patogeno ¢ evitada através do controle
populacional dos insetos vetores, realizada basicamente por meio de inseticidas. Embora essa
possa ser uma abordagem eficiente e de resposta rapida, ela ainda apresenta uma série de
problemas, como o fato de ser prejudicial para a saude humana, nociva ao meio ambiente e
também para outras espécies. Além disso, insetos costumam adquirir resisténcia ao inseticida
rapidamente, o que gera a necessidade do desenvolvimento constante de novos produtos
quimicos muito mais toxicos (MOREIRA; MANSUR; FIGUEIRA-MANSUR, 2012). Nesse
contexto, formas alternativas de controle vetorial tornam-se necessarias nos dias atuais. Uma
abordagem que se mostra bastante promissora ¢ o estudo de moléculas envolvidas no processo
de comunica¢do quimica como alvo. Ao interferir no funcionamento desse sistema, apenas o
inseto em questdo seria afetado, minimizando danos causados para outras espécies e/ou para o

meio ambiente, além de superar o fenomeno de resisténcia ao inseticida.

Uma vez que nao ha como uma molécula de odor chegar aos ORs sem o auxilio de OBPs,
essas proteinas podem ser utilizadas como alvos para a varredura de novos compostos
comportamentalmente ativos (atrativos ou repelentes) em uma abordagem similar a utilizada

no estudo da interacdo droga-receptor.

Embora a busca por atrativos/repelentes com base na interagao molecular entre compostos
candidatos ¢ OBPs nao substitua completamente estudos de campo e bioensaios
comportamentais, um grande niimero de compostos pode ser eliminado caso ndo apresentem

afinidade de ligacdo por OBPs. Desde que alvos moleculares apropriados sejam selecionados
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para o estudo, essa estratégia pode reduzir significativamente a lista de compostos-teste para
avaliagdes de campo mais aprofundadas, consequentemente diminuindo o tempo e custo de

pesquisas.
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3. OBJETIVOS
3.1.  OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi a identificagdo de novos compostos
comportamentalmente ativos (atrativos ou repelentes) para o inseto vetor Rhodnius prolixus
através de uma abordagem por ecologia quimica reversa, utilizando proteinas ligadoras de odor

como alvos moleculares.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Selecdao de OBPs funcionais para o estudo
o Avaliacdo da abundancia de transcritos codificantes de OBPs em tecidos sensoriais
e ndo sensoriais por PCR semi-quantitativo;
o Quantificagdo de transcritos codificantes de OBPs selecionadas por PCR
quantitativo em tecidos sensoriais € nao sensoriais.
® (aracterizagao funcional das OBPs selecionadas
o Andlise da sequéncia primdria e propriedades fisico-quimicas;
o Avaliacdo da abundancia de transcritos codificantes em diferentes estados
nutricionais do inseto;
o Analise filogenética;
o Silenciamento do gene RproOBP17 por RNAi;
o Identificagdo de motivos conservados;
o Predi¢ao do modelo tridimensional;
o Realizagdo de ensaios de docking molecular com ligantes j& descritos como capazes
de causar resposta comportamental em R. prolixus.
=  Prospec¢do de novos compostos comportamentalmente ativos utilizando a OBP como alvo
molecular
o Elaboragdo de protocolos para a expressao heterdloga e purificacdo das OBPs;
o Realizagao de ensaios de docking molecular contra um painel de ligantes candidatos;

o Identificagcdo de compostos de maior afinidade pela OBP.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MANUTENCAO DAS COLONIAS DE INSETOS

Os insetos R. prolixus foram criados no Instituto de Bioquimica Médica na Universidade
Federal do Rio de Janeiro, onde eram mantidos a 28°C e 75-85% de umidade relativa, sob
fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro. Neste trabalho foram utilizados machos e fémeas
adultos. A alimentacdo sanguinea dos insetos foi feita diretamente na orelha de coelhos, em
intervalos regulares de 21 dias para os adultos e intervalos variados de 3 a 5 semanas para as
ninfas do primeiro ao quinto estadio de desenvolvimento. O RNA de machos e fémeas adultos

alimentados foi extraido 3 dias apos a alimentagao.

42. PROTOCOLO DE BIOETICA

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

consistente dos animais.

43. EXTRACAO DO RNA TOTAL E SINTESE DO cDNA

Diferentes tecidos (antenas, probodscides, patas e cabegas sem os apéndices) foram
dissecados de 30 fémeas e 30 machos adultos, 3 dias apos a alimentagdo com sangue ou em
jejum de 21 dias. Os tecidos foram dissecados em triplicata biologica utilizando uma pinga. Os
tecidos foram separados e colocados diretamente em tubo de polipropileno, congelados com
nitrogénio liquido e triturados com o auxilio de um bastdo de homogeneizacdo. A extragdo do
RNA total foi feita utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) conforme
instrugdes do fabricante. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1 % em tampao
TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM), corado com GelRed™ Nucleic Acid Stain
(Biotium Inc., Fremont, CA, EUA). A quantificagdo do RNA foi feita em espectrofotometro
UV-1800 (Shimadzu Inc., Kyoto, Japao). A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA
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extraido de diferentes tecidos utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(4Applied Biosystems, Foster City, EUA) e random primers. O cDNA foi armazenado a -20 °C

até o momento do uso.

4.4. DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

As sequéncias dos 17 genes OBPs selecionados para este estudo foram obtidas no banco
do genoma de R. prolixus (https://www.vectorbase.org/organisms/rhodnius-prolixus). Os pares
de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta OligoAnalyzer
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores
utilizados na varredura inicial por PCR convencional e em ensaios de PCR quantitativo foram
desenhadas de modo a amplificar uma regido de ~100 bp. A formagao de estruturas secundarias
indesejadas foi verificada através dos softwares Beacon Designer ¢ UNAFold (THORNTON;
BASU, 2011). Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados em reacdes de PCR
convencional para amplificagdo de OBPs de interesse foram construidos de modo a flanquear
o gene inteiro da proteina madura, ou seja, sem o peptideo sinal. A regido correspondente ao
peptideo sinal foi detectada e removida com o auxilio do SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) (PETERSEN et al., 2011) e sitios de restricao
para as endonucleases Ncol e Xhol foram inseridos nas regides terminais das sequéncias, além
de alguns pares de bases extras para assegurar a eficiéncia das enzimas de restricdo (FEENEY;
MURPHY; LOPILATO, 2014). Os oligonucleotideos iniciadores usados estdo listados na
Tabela 1.

4.5.  PCR CONVENCIONAL

As reagdes em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando a enzima HotStart-IT
FideliTag DNA Polymerase (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA). Foram utilizados iniciadores

especificos para cada gene (Tabela 1).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores. Os pares de primers foram utilizados nos ensaios de PCR, qPCR e RNAi

Nome do gene o Ayt 3 Tamanho do
VectorBase ID Iniciador Sequéncia Tm (°C) i
RproOBPI Senso 5'- CCGCCACACAAAGCCCTG -3'
. 63 149
RPRC010284  Anti-senso  5'- GACACATTCCAGCAAACACCTT -3'
RproOBP6 Senso 5'- GCACAAATGAAACAGGCGATGAA -3'
. 63 147
RPRC004413  Anti-senso  5'- GCCCATAATACAGCCTAAGTAGCA -3'
RproOBP7 Senso 5'- AAAGAAATGCCAACAACTTTCCA -3'
. 60 138
RPRCO00311  Anti-senso ~ 5'- GCTGCTCCAATCATCAATCCA -3'
RproOBP11 Senso 5'- GCAGCACTAAGCACCATTTATC -3' 5 141
RPRC004408  Anti-senso  5'- AATCTACTCTCCCATCAACGAG -3'
RproOBP12 Senso 5'- ATGGCAAACCATGTGTAGAGG -3' 61 135
RPRC000492  Anti-senso  5'- CCAATTCTCCTTCTTCTTTAGCTTTC -3'
RproOBP13 Senso 5'- GGAGTGCCATAGAGGAAGTG -3’
. 60 149
RPRCO000177  Anti-senso  5'- GTAACAAGAATATAGAGCGAACCC -3'
RproOBP14 Senso 5'- CTAAACTAGCAGAGCTTGAGGCA -3' 63 137
RPRC004407  Anti-senso  5'- GCAGCCGAGTACACACTTGA -3'
RproOBP17 Senso 5'- TGGAGCTTTGATTGAACCTTGT -3'
. 60 126
RPRCO000118  Anti-senso  5'- GCTTCAGCATCTAATTCACCATC -3'
RproOBP17  Senso 5'- CACTCCATGGTAGAATTA -3'
RPRC000118 56 -~
€Xpressao Anti-senso  5'- TATATTCTCGAGTCAGATCACCAAAAAG -3'
recombinante
RproOBP18 Senso 5'- CAGTGCTGACATGGCTTCTA -3' 5 150
RPRCO001924  Anti-senso  5'- GGTCTGGTAACTCCGATCTTT -3'
RproOBP20 Senso 5'- ATAGCGACAACGCCGAAG -3' 5 150
RPRCO007008  Anti-senso  5'- CCAGTCCAATCTCTTTAGCCT -3'
RproOBP21 Senso 5'- TCCAGAAACTGTGCAATACCTT -3'
. 60 141
RPRC001925  Anti-senso  5'- TCACCATCATCTGACAACATACC -3'
RproOBP22 Senso 5'- GGCATCCCAAATGAGAGGTT -3'
. 60 148
RPRC000115  Anti-senso  5'- CAGGCAACGGTACACTTTCA -3'
RproOBP23 Senso 5'- AAAGACGCCCAGCCACAA -3
. 61 158
RPRC000174  Anti-senso  5'- GCCATAGAATAACCAAGTTCACAGA -3'
RproOBP24 Senso 5'- GCTCTAGCTGTTGCTTCAGACC -3'
. 63 121
RPRC009905  Anti-senso  5'- CAAGTTCGCATTCATTATCCATCTTCC -3'
RproOBP26 Senso 5'- TGGGAGAGGTTAAGAGAAAGCTAC -3'
. 62 123
RPRC000182  Anti-senso  5'- CTCTTGATAACTTGGATGGAAACGAA -3'
RproOBP27 Senso 5'- TTCAAGAAATTAAAGGGCTTAACAAA -3
. 59 146
RPRC009914  Anti-senso  5'- GCCGTCGTTATCGGGTAT -3'
RproOBP17 Senso* 5'- TAATACGACTCACTATAGGGTGATCAACAGCTGCAAAGATG- 3' 55 13
silenciamento  Anti-senso* 5'- TAATACGACTCACTATAGGGGAGTGCTCAGGATCTGCGTTA -3'
Cquif}-gal Senso* 5'-TAATACGACTCACTATAGGGAATGGTTCAGGTCGAAAACG -3' 56 500
silenciamento  Anti-senso* 5'- TAATACGACTCACTATAGGGCCGCCTCGTACAAAACAAGT -3'
Rprol8S Senso 5’- TCGGCCAACAAAAGTACACA -3 56 104

Anti-senso  5’- TGTCGGTGTAACTGGCATGT -3’

*As sequéncias sublinhadas correspondem a sequéncia do promotor T7.
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O gene ribossomal R/8S de R. prolixus foi utilizado como referéncia (MAJEROWICZ
et al.,2011). As reagdes foram realizadas em termociclador Veriti® Thermal Cycler - 96 well
(Apllied Biosystems) e consistiram de 35 ciclos para OBPs e 25 ciclos para o R18S, nas seguintes
condigdes: 94 °C por 3 min, seguido pelas etapas de desnaturagdao a 94 °C por 30 seg,
anelamento de acordo com o oligonucleotideo iniciador por 30 seg e a etapa de extensdo a 72
°C por 1 min e 30 seg, finalmente seguido de 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR obtidos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™ (Biotium Inc.)
em tampao TAE pH 8 (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM). Os géis foram fotografados em
fotodocumentador DNR MiniBIS Pro Bio-Imaging Systems (Bio America Inc., Miami, Florida,
EUA). As imagens foram digitalizadas e tratadas com Adobe Photoshop (Adobe Inc, San José,
CA, EUA).

4.6. PCR QUANTITATIVO (qPCR)

As reagdes de qPCR foram realizadas em termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) usando Power SYBR® Green PCR Master Kit (Applied
Biosystems). A concentragao final dos oligonucleotideos utilizados foi de 400 nM para R/8S e
600 nM para OBPs. As reagdes foram realizadas em triplicata bioldgica e triplicata técnica para
cada amostra, com 35 ciclos em placa dtica de 48 pocos, nas seguintes condi¢gdes: 50 °C por 2
min; 95 °C por 10 min; etapas de desnaturagao a 94 °C por 15 seg; 50 °C por 15 seg e extensao
a 72 °C por 1 min, e, por fim, foi realizada uma curva de dissocia¢do, em condi¢des padrao do
aparelho. O gene RproR18S foi utilizado como referéncia (MAJEROWICZ et al., 2011) para a
normalizagao dos valores de Ct (threshold cycle). A expressao relativa dos genes de OBPs nos

diferentes 6rgdos foi determinada pelo método 244t (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

4.7.  SINTESE DO dsRNA

O dsRNA (RNA de dupla fita) foi sintetizado utilizando um fragmento do gene que
codifica a OBP17, flanqueado por sitios da sequéncia do promotor T7 (OBP17 T7, tamanho
113 pb). O fragmento OBP17 T7 foi obtido através de PCR, utilizando cDNA de antenas de
machos adultos, alimentados com sangue, e iniciadores especificos. As seguintes condi¢des
foram utilizadas: ciclo inicial de 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 seg

para desnaturagdo, 55 °C por 30 seg para anelamento, 72 °C por 1 min e 30 seg para extensao,
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e 72 °C durante 10 min. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a sintese de dsSRNA
estdo listados na Tabela 1. Para confirmar a especificidade do silenciamento do OBP17, foi
utilizado o dsRNA do gene da proteina -galactosidase (B-gal) de C. quinquefasciatus (XU et
al.,2014). O fragmento f-gal T7 foi produzido da seguinte forma: o gene da 5-gal, armazenado
em vetor pGEM®-T Easy (Promega, Madison, W1, EUA), foi amplificado por PCR, usando
primers especificos contendo a sequéncia do promotor T7, sob as seguintes condi¢des: ciclo
inicial de 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 seg para desnaturagdo, 56 °C por
30 seg para anelamento, 72 °C por 1 min e 30 seg para extensao, e 72 °C por 10 min. Os produtos
de PCR OBPI17 T7 e f-gal T7 foram utilizados como molde para as reagdes de transcri¢do
utilizando a enzima T7 RNA polimerase com 0 MEGAscript® RNAi kit (Ambion, Austin, EUA),
de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a sintese in vitro, os dSRNAs foram purificados
por extracao com fenol-cloroférmio (1:1), quantificados usando espectrofotometro a 260 nm, e
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed™ (Biotium Inc.). Para
os ensaios de RNAI, o protocolo descrito por FRANCO et al. (2016) foi utilizado. Brevemente,
foi injetado 1 pLL de dsRNA (1 pg/uL. H20 livre de RNase) na cavidade metatoracica de machos
N5 (N=20 para cada tratamento de dsRNA), usando uma seringa Hamilton de 10 pL.

4.8. ANALISE DOS RESULTADOS DE gPCR

A andlise estatistica da expressao relativa de OBPs foi feita a partir dos valores de Ct
normalizados utilizando ANOVA, seguido por teste de Tukey, no programa GraphPad Prism
8 (San Diego, CA, Estados Unidos). A diferenca entre os grupos foi considerada significativa
para valores p< 0,05. A analise de qPCRs foi feita usando trés réplicas bioldgicas e trés réplicas
técnicas para cada gene. As barras representam o erro padrao de trés repetigdes e letras indicam

diferengas estatisticamente significativas (p <0,05).

49. CARACTERIZACAO IN SILICO

O peso molecular tedrico (MW), ponto isoelétrico (pI) e hidrofobicidade foram
calculados utilizando o programa ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Dominios
conservados foram analisados com o NCBI Conserved Domain Database (CDD)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/). O SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) (PETERSEN et al., 2011) foi utilizado para a
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predicdo do peptideo sinal. A estrutura secunddria da proteina madura foi prevista usando o
PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (MCGUFFIN; BRYSON; JONES, 2000). A
previsdao de ligacdes dissulfeto foi realizada através do DiANNA 1.1 web server

(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) (FERRE; CLOTE, 2005).

4.10. ANALISE FILOGENETICA

A ferramenta online BLASTp foi usada para realizar uma busca por homologia limitada a
classe Insecta (taxid:50557) nas sequéncias de proteinas ndo redundantes do GenBank (nr) no
banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) (PETERSEN et al., 2011) foi utilizado para a
predicao do peptideo sinal. O alinhamento multiplo de sequéncias foi feito utilizando o
PRALINE (https://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/) (SIMOSSIS; HERINGA, 2005).
Uma arvore filogenética incluindo as sequéncias maduras das RproOBPs ¢ OBPs de outros
insetos com fungao e/ou ligante descritos foi construida com o programa MEGA-X pelo método
da méxima verossimilhanga, com 1000 repeti¢des bootstrap (TAMURA et al., 2011; KUMAR
et al,, 2018). As sequéncias utilizadas na andlise filogenética estdo listadas no Material
Suplementar. A ilustracdo da arvore filogenética foi elaborada utilizando a ferramenta online

iTOL: Interactive Tree of Life (https://itol.embl.de/).

4.11. IDENTIFICACAO DE MOTIVOS REPETIDOS

A busca por padrdes de motivos repetidos entre a RproOBP17 e OBPs de outros insetos
com informacgdes estruturais elucidadas foi realizada através do servidor online MEME 5.3.3
(http://meme-suite.org/) (BAILEY et al., 2006, 2015) com os seguintes parametros: minimum
width = 6; maximum width = 15; maximum number of motifs find=10. As sequéncias utilizadas

na busca por motivos repetidos estdo listadas no Material Suplementar.

4.12. PREDICAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL E ESTUDOS DE DOCKING
MOLECULAR

O modelo tridimensional foi desenvolvido com o programa online de threading de

proteinas PHYRE? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) (KELLEY
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et al., 2015). A qualidade estereoquimica e precisdo do modelo predito foram avaliadas
utilizando 0s softwares PROCHECK (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PROCHECKY/) (LASKOWSKI et al., 1993) e Verify3D
(https://servicesn.mbi.ucla.edu/Verity3D/) (EINSENBERG; LUTHY; BOWEI, 1997). Com
base no principio termodinamico de que compostos se ligam fortemente ao sitio ativo de uma
proteina quando a energia livre de ligacdo (AG) do processo € baixa (DU et al., 2016), esse
parametro foi utilizado para estimar a afinidade de ligacdo de diferentes compostos a
RproOBP17. Os valores de AG foram calculados pelo software AutoDock Vina e visualizados
usando o Chimera 1.14. As estruturas tridimensionais dos compostos foram obtidas a partir do
banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) (KIM et al., 2016). As interacdes
proteina-ligante foram identificadas pelo programa BIOVIA Discovery Studio Visualizer (San
Diego, CA, EUA) e as ilustragdes foram elaboradas com o PyMOL (https://www.pymol.org).

4.13. CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DA OBP DE INTERESSE

A sequéncia codificante da RproOBP17 foi amplificada por PCR, utilizando cDNA de
antenas como molde, oligonucleotideos iniciadores especificos e HotStart-IT® FideliTag™
DNA Polymerase (Affymetrix). O produto de PCR obtido foi submetido a 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). O produto de PCR com tamanho esperado foi
purificado utilizando QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Diisseldorf, Alemanha) e
clonados em vetor pGEM®-T Easy (Promega). As coldnias positivas foram purificadas com
QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) e o plasmideo purificado foi submetido a
sequenciamento de Sanger em ABI 3130 Genetic Analyzer® (Applied Biosystems).

4.14. EXPRESSAO HETEROLOGA DA OBP DE INTERESSE

Insertos apresentando a sequéncia codificante da OBP de interesse foram subclonados
em vetor de expressao pET22b(+) (Novagen, Grupo Merck, Darmstadt, Alemanha), que
permite a expressao periplasmatica de OBPs corretamente enoveladas (WOJTASEK & LEAL,
1999). Células BL21(DE3) quimiocompetentes foram transformadas com as construgdes
plasmidiais e os testes para diferentes condi¢des de expressao (1: DOsoo > 1; T =37 °C, [IPTG]

=1mM; 2: DOgoo =0,3; T=37°C, [IPTG] =1 mM; 3: DOgoo > 1; T =18 °C, [IPTG] = 1 mM;
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4: DOg0o0 = 0,3; T=18 °C, [IPTG] = 1 mM; 5: DO¢oo > 1; T =37 °C, [IPTG] = 0,1 mM; 6: DOsoo
=0,3; T=37°C, [IPTG] = 0,1 mM; 7: DOgoo > 1; T =18 °C, [TPTG] = 0,1 mM; 8: DO¢oo = 0,3;
T=18°C, [IPTG] = 0,1 mM; 9: DOsoo = 0,6; T =37 °C, [IPTG] = 0,5 mM) foram realizados
em triplicata. A expressao da proteina recombinante foi realizada em meio LB contendo
ampicilina 100 pg/mL nas condi¢des DOgoo = 0,6, T = 28 °C, com indug¢do por IPTG 0,5 mM
durante 3 h. A verificagdo da expressao foi realizada por SDS-PAGE 12 %. Proteinas da fracao
periplasmatica foram extraidas com Tris-HCl 10 mM pH 6,5 por trés ciclos de freeze-and-thaw

(LEAL, 2000).

4.15. PURIFICACAO DAS OBPS RECOMBINANTES

A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada por FPLC em equipamento
AKTA Explorer (GE Healthcare, Chigago, IL, EUA) através de etapas de troca idnica e gel
filtragcdo. A primeira etapa de troca idnica foi realizada em coluna DEAE FF 16/10 (GE Health
Care), utilizando um gradiente de 0-500 mM de NaCl em Tris-HCI 20 pH 6,5 mM durante 40
min, seguida por gradiente 500 mM-1M de NaCl pH 6,5 por 20 min. A segunda etapa foi feita
com a coluna MonoQ 10/100 GL (GE Health Care) em gradiente de 0-500 mM de NaCl em
Tris-HC1 20 mM pH pH 6,5, durante 45 min, seguida por steps de S minde 1,0 M e 1,5 M. A
etapa de gel filtracao foi realizada com coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 (GE Healthcare)
pré-equilibrada com NaCl 150mM e Tris-HCI 20mM pH 6,5. Os cromatogramas foram
construidos com o auxilio do programa GraphPad Prism 8 e os picos obtidos foram mapeados

por SDS-PAGE 12 %.

4.16. SDS-PAGE

Ensaios de eletroforese em SDS-PAGE 15% foram realizados em tampao de corrida
(Tris 250 mM, glicina 1,92 M e SDS 1%, pH 8,3) utilizando o equipamento Mini-Protean Tetra
Cell (Biorad). Fracdes do extrato proteico foram desnaturadas por fervura durante 5 min em
tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM, glicerol 10 %, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 5 %, pH
6,8, e azul de bromofenol 0,1 % p/v) e aplicadas (5 pL) no gel junto com o padrao de massa
molecular Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein (Biorad). A eletroforese foi

realizada a 80 V por cerca de 30 minutos, seguida por 200 V, por mais 60 minutos.
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4.17. DIGESTAO EM GEL

As bandas coradas na regido de peso molecular esperado verificadas por SDS-PAGE
Ao fim das etapas de cromatografia foram recortadas e descoradas com bicarbonato de amonio
25 mM em ACN 50 %. As amostras foram entdo lavadas com bicarbonato de amonio 25 mM,
desidratadas com acetonitrila 100 % durante 10 min e secas completamente em sistema de
centrifugacao a vacuo (SpeedVac, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, EUA). Os pedacos
de gel foram reidratados em aproximadamente 10 uL de tampao de digestao contendo tripsina
(Sequencing Grade Modified, Promega) a uma concentracao final de 10 ng/mL em 25 mM de
bicarbonato de amonio, durante 20 h, a 37°C e, em seguida, 4cido férmico puro foi adicionado
para interromper a digestdo. Os peptideos foram extraidos trés vezes com acetonitrila 50 %
(v/v). Os extratos foram reunidos e purificados em ponteiras com resina C18 (ZipTip, Millipore,
Grupo Merck). Em seguida, foram liofilizados, reconstituidos em 0,1 % (v/v) de acido formico
e enviados para Unidade de Espectrometria de Massas e Proteomica da UFRJ (UEMP/IFRJ)
para analise por LC-MS/MS.

4.18. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O protocolo utilizado na UEMP/UFRJ constitui em analise por nLC-ESI-Q/TOF (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA), utilizando para a cromatografia liquida uma coluna capilar
de fase reversa BEH 130 C18 com 100 um de diametro interno e 100 mm de comprimento
(Waters). A eluicdo foi feita com 0,5 % (v/v) de acetonitrila/min e gradiente linear (3 a 40 %
(v/v)) de acetonitrila contendo 0,1 % (v/v) de acido férmico. Os peptideos eluidos da coluna
foram ionizados por electrospray a 3,5 kV e os espectros de massas dos peptideos foi adquirido.
A identifica¢do dos peptideos foi realizada em espectrometro Q-TOF (quadrupolo/aceleracao

ortogonal time of flight) acoplado ao cromatografo UPLC (Waters).

4.19. BUSCA EM BANCO DE DADOS E IDENTIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE

Os espectros MS/MS foram analisados pelo software Mascot 2.3.02 (licenciado para o
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron - Campinas, SP, Brasil) utilizando bancos de dados de
peptideos preditos do genoma de R. prolixus, com os seguintes parametros de busca: perda de

um sitio de clivagem, hidrolise por tripsina, £15 ppm de tolerdncia de massa para peptideo
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precursor e +0,6 Da para fragmentos de ion, ESI-TRAP como instrumento utilizado,
carbamidometilagdo de cisteinas como modificacdo fixa e espectro de massa MS/MS
monoisotdpico. Os critérios para a identificagdo positiva incluiram a pontuagdo minima de
confiabilidade fornecida pelo Mascot e o percentual de cobertura da sequéncia. O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05. O FDR (False Discovery Rate) foi determinado
utilizando uma busca automatica do banco de dados decoy do Mascot, de modo que os peptideos

foram identificados em 1 % de FDR pela abordagem de filtragem Mascot-Percolator.

4.20. PAINEL DE LIGANTES

O painel foi montado de modo a incluir ligantes fisiologicamente relevantes para
Rhodnius e compostos previamente descritos como sendo comportamentalmente ativos para
outros insetos. Volateis da glandula metasternal (MG) de Rhodnius incluiram: (2R/2S) 4-metil-
3-pentan-2-ol, (S)-2-butanol, (S)-2-pentanol, 2-butanona, 2-metil-1-butanol, 2-metil-3-buten-
2-ol, 2-pentanona, 3-metil-2-butanol e 3-pentanol (PONTES et al., 2008). Volateis da glandula
de Brindley (BG) de triatomineos incluiram: 2-butanona, 2-metilbutanl-ol, acido 2-
metilbutirico, 3-metil-3-buten-1-ol, 1-metilbutan-1-o0l, 3-pentanona, 4cido acético, isobutirato
de amila, &cido butirico, dcido caproéico, alcool isobutilico, isobutirato de isobutila, propanoato
de isobutila, 4cido isobutirico, feniletil alcool, isobutirato de feniletila e acido propionico
(MANRIQUE et al., 2006). Ligantes candidatos a atrativo/repelente: (-)-a-pineno, (E)-
nerolidol, (E)-B-farneseno, (Z)-hex-3-en-1-ol, 1-octen-3-ol, 2-heptanona, 4-(4-metilfenil)
pentanal, 4-metilciclo-hexan-1-ol, acetofenona, carvracol, cedrol, acetate de cis-3-hexenila,
citral, eugenol, (E)-Bf-ocimeno, farnesol, geraniol, geranilacetona, hexan-1-ol, butirato de
hexila, indol, limoneno, linalool, salicilato de metila, p-anisyl hexanoato de p-anisila,
pentadecan-2-ona, fenilmetanol, escatol, timol, acetate de timila, isovalerato de timila, tridecan-
2-ona, a-humuleno, a-felandreno, B-cariofileno, B-citronelol, f-damascenona, -pineno and y-
octalactona (JIANG et al., 2009; SYED; LEAL, 2009; WANG et al., 2013; DEISIG et al., 2014;
HE; HE, 2014; SICILIANO et al., 2014; YIN et al., 2015; BEZERRA-SILVA et al., 2016; SUN
etal., 2016; Lletal.,2017; JU et al., 2018; HU et al., 2019).
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S. RESULTADOS

5.1.  ESTIMATIVA DA ABUNDANCIA DE TRANSCRITOS DE OBPS POR PCR SEMI-
QUANTITATIVO

A anotacdo de uma proteina na familia das OBPs se baseia, principalmente, na presenga
de um padrao de seis cisteinas cujas posicoes relativas sdo conservadas ao longo de todas as
ordens da classe Insecta. Esse critério possibilita que uma série de genes anotados na familia
das OBPs estejam, na verdade, envolvidos no transporte de moléculas hidrofobicas em geral,
ao invés de semioquimicos associados a respostas olfativas (BRITO; MOREIRA; MELO,
2016). A estratégia de identificacdo utilizada atualmente tenta corrigir essa discrepancia, € se
baseia na hipotese de que OBPs expressos em tecidos ndo olfativos traduzam proteinas
responsaveis pelo transporte de moléculas em geral, enquanto OBPs expressos exclusivamente
em antenas (0rgdos primariamente responsaveis pela olfacdo) codifiquem proteinas cuja fungao
¢ o transporte de odores no processo de comunicacao quimica. Com base neste critério, faz-se
necessaria a avaliagao do perfil de expressao, nos diferentes tecidos, dos genes anotados no
genoma como OBPs putativas. Assim, sdo descartados os genes OBPs expressos em tecidos

ndo olfativos, ou seja, ndo envolvidos com o processo de olfacao.

Em estudo prévio, Oliveira e colaboradores (2017) identificaram 17 OBPs nas antenas
de R. prolixus adultos. Como ndo ha informac¢ao na literatura a respeito da expressao dessas
OBPs em outros 6rgaos, ensaios de PCR semi-quantitativo foram utilizados para estimar a
presenca de transcritos codificantes para cada OBP em antenas, proboscides, pernas e cabecas
(sem os apéndices). Os experimentos de PCR semi-quantitativo foram realizados utilizando
iniciadores especificos para cada OBP (Tabela 1) e o gene ribossomal 18S (RproR18S) como
controle interno. O RproR18S mostrou-se constitutivamente expresso em todos os Orgaos,
produzindo um amplicon de 104 bp, confirmando entdo a integridade de todas as amostras de

cDNAa testadas (Figura 8).

A maioria dos genes (cerca de 2/3) foram expressos em todos os tecidos: OBP1, OBP7,
OBPI11, OBP12, OBP14, OBP18, OBP20, OBP22, OBP23, OBP24 ¢ OBP29 (Figura 8). A
presenca de transcritos nesses tecidos indicou que essas proteinas devem desempenhar funcao

de transporte de moléculas hidrofobicas nao envolvidas no processo de olfagdo de R. prolixus
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Em contrapartida, 1/3 dos genes (OBP6, OBP13, OBP17, OBP21, OBP26 ¢ OBP27)
foram encontrados majoritariamente expressos nas antenas (Figura 9). A expressao exclusiva
em antenas foi o critério basico utilizado para a sele¢ao dos genes de interesse. Aplicando este
critério de selecdo, nota-se que, das 17 proteinas classificadas como OBPs que foram
encontradas no proteoma da antena, apenas 6 possuem expressao majoritaria neste tecido e
podem, de fato, estar associadas a olfagdo. Apds essa redugdo consideravel no nimero de OBPs
a serem avaliadas para este estudo, o proximo passo foi analisar o perfil de expressao dos 6
genes restantes. Apesar da expressao majoritaria em antenas, a presenga de amplicons dos genes
OBP6, OBP13, OBP21 e OBP27 nos tecidos das proboscides e patas fez com que ndo fossem
considerados de interesse. Dos 17 genes iniciais, apenas OBP17 e OBP26 mostraram expressao
exclusiva neste tecido. Uma vez que este trabalho visa encontrar OBPs para a prospeccao de
novos atrativos/repelentes para diminuir a transmissao da doenga de Chagas, e como machos e
fémeas podem transmitir o 7. cruzi, o OBP26 (Figura 9) foi descartado por apresentar

transcritos apenas em machos.

Desta forma, da totalidade de genes avaliados, o OBP17 foi selecionado para o presente
estudo, uma vez que apresentou transcritos exclusivamente em antenas de machos e fémeas

(Figura 9).

52.  QUANTIFICACAO RELATIVA DO TRANSCRITO RPROOBP17 POR gPCR

A fim de confirmar o perfil de expressao observado por PCR, a quantificagdo relativa do
transcrito RproOBP17 foi determinada por PCR em tempo real (qPCR), utilizando o método
do Ct comparativo (222Y) em relacio ao gene de referéncia RproRI8S. Os nucleotideos
iniciadores utilizados nos ensaios podem ser encontrados na (Tabela 1). A eficiéncia da

amplificacdo do gene de referéncia e do gene alvo foi de 95 e 101 %, respectivamente.

O resultado, apresentado na (Figura 10), mostrou que o RproOBP17 ¢, de fato, expresso
exclusivamente em antenas de machos e fémeas, ndo apresentando transcritos em tecidos nao
sensoriais, aqui representados por proboscides e patas. Curiosamente, 0s transcritos
codificantes desta proteina apresentaram uma abundancia 2,5 vezes maior em machos. A
integridade do cDNA utilizado como molde também foi confirmada pela amplificagdo do gene
de referéncia RproR18S. O perfil de expressdo observado para o RproOBPI7 sugere a

participagdo dessa proteina no processo de olfacao.
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53. ANALISE DA SEQUENCIA E PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DA
RPROOBP17

A predicdo do peptideo sinal indicou que, na sequéncia de 139 aminoacidos que
constituem a RproOBP17, o sitio de clivagem mais provavel encontra-se entre as posi¢des 21
e 22 (AYA-AV). A RproOBP17 madura, hipoteticamente, possui 118 aminodcidos, massa
molecular tedrica de 12,8 kDa e pl calculado igual a 4,17. A proteina contém 23 aminoacidos
carregados negativamente (13 Asp + 10 Glu), referentes a 29,5 % da sequéncia, e 19
aminoacidos carregados positivamente (10 Arg + 9 Lys), referentes a 7,6 %. A busca por
dominios conservados confirmou que a RproOBP17 apresenta alta similaridade com a
superfamilia de proteinas ligadoras de feromonios/odores gerais (PBP_GOBP; pfam01396). A
estrutura secundaria predita para a RproOBP17 consiste em seis a-hélices: a1 (residuos 6 ao
23), 02 (27 ao 34), a3 (42 ao 54), a4 (66 ao 72), as (75 ao 89) e as (96 ao 110). A analise da
sequéncia também mostrou alta probabilidade da presenca de trés pontes dissulfeto (PD) entre

as posigoes Cys19-Cys50 (PD1), Cys46-Cys97 (PD2) e Cys88-Cys106 (PD3) (Figura 11).

5.4. EXPRESSAO TECIDO-ESPECIFICA DO RPROOBPI7 EM ESTADOS
NUTRICIONAIS DISTINTOS

Um aspecto crucial para a sobrevivéncia de insetos hematdfagos ¢ a procura pelo
hospedeiro vertebrado para refei¢cdes de sangue. No caso especifico do R. prolixus, onde tanto
fémeas quanto machos se alimentam de sangue, ¢ razoavel levantar a hipotese de que a
regulagao da expressdao génica da OBP17 possa estar sob a pressao do estado nutricional do
inseto. Este tipo de regulacdo j& foi demonstrado em outros insetos hematdfagos, onde os genes
envolvidos na olfacdo sdo “ligados e desligados” de acordo com o estado nutricional do

individuo.

Para testar a hipotese do gene OBP7 sofrer regulagdo pela alimentagao, seus transcritos
foram quantificados em insetos em diferentes estados nutricionais. Assim, RNA de antenas de
insetos adultos machos e fémeas, alimentados e em jejum de 21 dias, foram utilizados na

quantificagao relativa do RproOBP17 por qPCR (Figura 12).
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A analise mostrou que o perfil de expressdo da RproOBP17 ndo apresenta alteragao
significativa em ambas as condi¢des avaliadas (insetos alimentados x insetos em jejum). A
quantidade relativa do OBP17 observada em antenas de macho e fémea em jejum permanece a
mesma que a dos insetos alimentados. Nao ha amplificacdo do transcrito em tecidos nao
olfativos (probodscides e patas) em nenhum dos estados nutricionais avaliados. A integridade do
cDNA foi comprovada pela amplificagdo do gene de referéncia RproR18S. Como ndo houve
diferenca no perfil de expressao do gene RproOBP17 entre individuos alimentados e em jejum,
esse resultado sugere que a RproOBP17 nao esta diretamente envolvida com a identificacao e

transporte de semioquimicos relacionados com a procura por fontes de alimento pelo inseto.

Como a expressao do gene RproOBP17 nado esta sob pressdao do estado nutricional,
levantou-se a hipdtese de que a OBP17 poderia estar associada com reconhecimento e
transporte de moléculas envolvidas em comportamentos de localizagdo de abrigos, de

reconhecimento sexual e/ou de fuga de ameaga iminente.

5.5. ANALISE FILOGENETICA

Com o objetivo de investigar uma possivel fun¢do para a OBP17 na fisiologia de
Rhodnius, uma analise filogenética foi realizada utilizando OBPs de Rhodnius e proteinas
homologas de outros insetos cujas fungdes ja eram conhecidas. O levantamento de OBPs
homologas foi realizado utilizando o programa BLASTp. Foram incluidas todas as proteinas
anotadas como OBPs no genoma de R.prolixus (RproOBP1, RproOBP2, RproOBP3,
RproOBP4, RproOBP6, RproOBP7, RproOBP8, RproOBP9, RproOBP10, RproOBPI1,
RproOBP12, RproOBP13, RproOBP14, RproOBP15, RproOBP16, RproOBP17, RproOBP18,
RproOBP19, RproOBP20, RproOBP21, RproOBP22, RproOBP23, RproOBP24, RproOBP25,
RproOBP26 , RproOBP27), OBPs dos insetos hemipteros Acyrthosiphon pisum (ApisOBP3),
Adelphocoris lineolatus (AlinOBP1, AlinOBP2, AlinOBP4, AlinOBPS5, AlinOBPS8, AlinOBP9,
AlinOBP10, AlinOBP11, AlinOBP13), Apolygus lucorum (AlucOBP24, AlucOBP38), Bemisia
tabaci (BtabOBP4), Lethocerus distinctifemur (LedisVenomPOBP2), Lygus lineolaris
(LylinLAP), Megoura viciae (MvicOBP3), Nasonovia ribisnigri (NribOBP3) e Sogatella
furcifera (SturOBP2, SfurOBP3), dos lepidopteros Antheraea polyphemus (ApolPBP1,
ApolPBP2) e Conogethes punctiferalis (CpunOBP2), e dos dipteros Anopheles gambiae
(AgamOBP47, AgamOBP48), Ceratitis capitata (CcapOBP83a-2), Culex quinquefasciatus
(CquiOBP1, CquiOBP2, CquiOBP5, CquiOBP6) e Drosophila  melanogaster
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(DmelOBP76a_LUSH). Além disso, insetos da ordem Himenoptera (Microplitis mediator -
MmedOBP1, MmedOBP6), Neuroptera (Chrysopa pallens - CpalPBP1, CpalOBP10,
CpalOBP15) e Blattaria (Leucophaea maderae — LmadPBP) também foram incluidos na
analise. As sequéncias primarias das proteinas usadas nesse estudo estdo listadas no Material
Suplementar. A arvore filogenética foi gerada usando o método Maximum Likelihood com 1000

repeticdes bootstrap.

A arvore construida (Figura 13) mostrou a formagao de quatro clusters principais. Um
grupo reuniu OBPs relacionadas com a detec¢ao de volateis de plantas e alcoois (MmedOBP1,
MmedOBP6, AlinOBP5, SfurOBP2, CquiOBP6 ¢ Dmel76a), incluindo a RproOBP6. Um ramo
com OBPs associadas ao transporte de componentes de diferentes feromonios (CpalOBP10,
AlinOBP4, LynLAP, CquiOBP5, CquiOBP2, CcapOBP3a-2, CquiOBP1), onde se agrupou a
RproOBP17. Um grupo reunindo as proteinas transportadoras de heme (RproOBP9,
RproOBP10 e RproOBP11). E o ultimo ramo, exclusivo de Rhodnius, formado por 6 OBPs
(RproOBP23, RproOBP13, RproOBP14, RproOBP22, RproOBP26 ¢ RproOBP27).

A presenga de um ramo exclusivo agrupando as OBPs de R. prolixus sugere que estas
proteinas estejam envolvidas na identificacdo e transporte de semioquimicos relacionados
especificamente a comportamentos nesse género. As demais RproOBPs foram distribuidas ao

longo da arvore.

Um fato curioso foi que a RproOBP6 agrupou em um cluster de proteinas associadas ao
transporte de volateis de plantas (MmedOBP1, MmedOBP6, AlinOBPS5 e SfurOBP2) e de
compostos alcodlicos (Dmel76a ¢ CquiOBP6). E interessante considerar que a capacidade de
detectar volateis de plantas possa existir em Rhodnius. J4 foi demonstrado que o R. prolixus ¢
capaz de se alimentar de frutos, comportamento que pode estar associado a compostos

transportados por essa OBP.

A RproOBP17 foi agrupada com proteinas envolvidas na deteccao de pistas feromonais
de diferentes insetos (CquiOBP1, CquiOBP2, CquiOBP5, CcapOBP83a-2, LylinLAP,
AlinOBP4 e CpalOBP10). Considerando este resultado, somado ao fato de que essa OBP ¢
expressa tanto em machos quanto em fémeas, ¢ razoavel considerar que a OBP17 possa estar
envolvida na deteccdo de componentes feromonais que provocam uma resposta

comportamental comum a ambos 0s sexos.
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5.6. SILENCIAMENTO DA RPROOBP17 POR RNA DE INTERFERENCIA

A técnica de RNAI foi utilizada para reduzir as quantidades relativas de RNAs do gene
OBPI7 nas antenas de insetos machos. Os insetos tratados com dsRNA seriam usados em
bioensaios para avaliar como a reducdo da expressdo da proteina afetaria o comportamento dos
individuos tratados, usando os insetos injetados com dsf-gal/ como controle. Os resultados que
haviam sido obtidos até o momento indicavam que a RproOBP17 estaria envolvida na detecg¢ao
de compostos que provocassem comportamentos comuns a ambos 0s sexos, que nao a busca
pela refeicao sanguinea. A andlise filogenética indicou que a proteina seria uma transportadora
de compostos feromonais. Sendo assim, os ensaios comportamentais verificariam a capacidade
dos insetos injetados com dsOBP17 de detectarem individuos do sexo oposto e/ou individuos
sob estresse. A principio, esses dois testes seriam feitos para determinar a participacdo da
proteina no reconhecimento de compostos envolvidos no reconhecimento sexual e de
compostos associados ao comportamento de fuga e defesa que, em Rhodnius, seriam

equivalentes ao feromonio sexual e ao de alarme, respectivamente.

Os niveis de transcritos foram avaliados por qPCR. O gene RIS foi utilizado como
referéncia para calcular a expressdo relativa. A andlise dos resultados do qPCR mostrou uma
reducdo significativa, na faixa dos 89 %, no nivel de transcricdo do gene OBP17 nos insetos
tratados com dsOBP17, em comparagdo aos niveis de transcritos no grupo controle (fold dsp-
gal = 1,08; fold dsOBP17= 0,12) (Figura 14). Portanto, na linfa sensilar dos insetos tratados

com dsOBP17 existiria uma menor quantidade de proteina madura circulante.

Devido as restricdes impostas pela pandemia por covid 19, os bioensaios foram
substituidos por andlises in silico com objetivo de obter informagdes funcionais a partir de

caracteristicas estruturais.

5.7. IDENTIFICACAO DE MOTIVOS REPETIDOS

Para obter mais informagdes sobre a RproOBP17, uma busca por motivos repetidos foi
realizada utilizando o servidor MEME Suite. Foram incluidas as sequéncias RproOBP17 e
OBPs de outros insetos com informagdes estruturais ja elucidadas, tais como A. aegypti
(AaegOBP1; AaegOBP22), A. gambiae (AgamOBPl; AgamOBP4; AgamOBP7,
AgamOBP20; AgamOBP47; AgamOBP48), Apis mellifera (AmelASP1 AmelASP2;
AmelOBP14), Amyelois transitella (AtraPBP1), Bombyx mori (BmorGOBP2; BmorPBP),
Chrysopa pallens (CpalOBP4), Culex quinquefasciatus (CquiOBP1), Drosophila melanogaster
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(DmelOBP76a), Leucophaea maderae (LmadOBP1), Locusta migratoria (LmigOBP1),
Megoura viciae (MvicOBP3) e Nasonovia ribisgrini (NribOBP3). As sequéncias primarias das

proteinas utilizadas nessa analise estdo descritas no Material Suplementar.

O programa MEME Suite identificou os 10 motivos repetidos estatisticamente mais
significativos entre as OBPs analisadas (Figura 15). O motivo 1 (KCYMKCLFEKAGLLD)
foi encontrado em todas as proteinas avaliadas. Apenas 2 OBPs (AgamOBP47, AgamOBP48)
nao apresentaram o motivo 2 (BKCEKAYNLAKCLK), que também parece ser recorrente em
OBPs. O motivo 3 foi observado em 9 proteinas (AgamOBP1, AaegOBP1, CquiOBPI,
CpalOBP4, RproOBP17, AgamOBP7, AgamOBP20, DmelOBP76a, AgamOBP4) e parece ser
um motivo mais comumente encontrado em dipteros. O motivo 4 foi encontrado em 4 OBPs
(AgamOBP1, AaegOBP1, CquiOBP1, Dmel76a), sendo observado, nessa analise,
exclusivamente em dipteros. Somente 3 proteinas (AgamOBP1, AaegOBP1, CquiOBP1)
apresentaram o motivo 5. Alids, essas 3 OBPs compartilham o mesmo padrdo de motivos
conservados, o que pode estar relacionado a uma fun¢do comum entre essas espécies. Ja o
motivo 6 foi compartilhado por 4 proteinas (AgamOBP1, AaegOBP1, CquiOBPI,
BmorGOBP2), sugerindo que ele pode ocorrer em OBPs de dipteros e lepidopteros. O motivo
7 foi identificado apenas em duas OBPs (AgamOBP7, AaegOBP22), podendo estar associado
a uma fun¢do em comum. O motivo 8 foi encontrado em OBPs de insetos de diferentes ordens
(AgamOBP1, AaegOBP1, CquiOBP1, CpalOBP4, RproOBP4, LmigOBP1), sempre na regido

C-terminal.

Apenas 2 OBPs (NribOBP3, MvicOBP3) apresentaram o motivo 9. Essas proteinas
apresentam padrdes de motivos conservados iguais, o que pode indicar uma fun¢ao fisioldgica
semelhante. Por fim, o motivo 10 foi encontrado apenas em 2 OBPs de A. gambiae, na regido
C-terminal. Essa andlise revelou que a RproOBP17 apresenta o mesmo padrao de motivos que

a OBP4 de Chrysopa pallens.

As sequéncias da RproOBP17 e CpalOBP4 possuem 36 % de identidade, o que
provavelmente explica porque ela ndo foi encontrada anteriormente como proteina homologa
para a construcdo da arvore filogenética. Além das 6 cisteinas esperadas (C19, C46, C50, C88,
C97 e C1006), as sequéncias apresentaram outros 32 aminoécidos conservados (M8, A132, V25,
130, K35, G36, F38, D41, Y47, 151, M55, G63, L65, A68, E70, L76, P77, K86, 188, K92, A%4,
E101, A103, N105, F106, L110, Y111, P115, E116, F119, L120) , a maioria no interior dos
motivos encontrados. Padroes de aminoacidos em posi¢des conservadas entre proteinas da

mesma classe podem refletir similaridade no enovelamento para a formagdo do sitio ativo.
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Sendo assim, -caracteristicas estruturais relacionadas aos motivos conservados entre

RproOBP17 e CpalOBP4 foram investigadas na etapa seguinte.
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5.8. CONSTRUCAO E VALIDACAO DO MODELO TRIDIMENSIONAL DA
RPROOBP17

Em tese, a sequéncia primaria de uma proteina possui toda a informagdo necessaria para
determinar sua estrutura tridimensional, o que entdo determina sua fun¢do bioquimica. Em
busca de similaridades estruturais com a CpalOBP4 que pudessem trazer mais informagdes a
respeito da possivel fun¢do da proteina de interesse, um modelo tridimensional da RproOBP17
foi construido utilizando o servidor Phyre2 e validado pelos programas PROCHECK e
Verify3D.

Os 5 modelos mais provaveis encontrados pelo Phyre2 incluiram a OBP1 de Locusta
migratoria (PDB#4PT1; confianca (C) = 100,0; % id = 29), OBP4 de C. pallens (PDB#6JPM;
C=99,9; % id = 34), OBPI1 de 4. gambiae (PDB#2ERB; C = 100,00; % id = 31), OBPS5 de
Apis mellifera (PDB#3R72; C =99,9; % id = 22) e OBP56a de Phormia regina (PDB#5DIC;
C =99,9; % 1d = 22). Os modelos teodricos foram testados e o que melhor satisfez os critérios
exigidos pelo PROCHECK e Verify 3D (Material suplementar) para a validacdo de um bom
modelo foi obtido utilizando a estrutura cristalina da OBP1 de A. gambiae (AgamOBP1,
PDB#2ERB). O melhor modelo tridimensional construido para a RproOBP17 apresenta o
padrao esperado de seis regioes de a-hélice conectadas por trés pontes dissulfeto formadas por
cisteinas conservadas. A observa¢ao da superficie da proteina revelou uma cavidade de ligacao

(Figura 16).

O programa MEME Suite, utilizado na etapa anterior, forneceu as sequéncias de
aminodcidos que estdo incluidas nos modelos encontrados. A comparagdo entre o modelo
construido para a RproOBP17 (Figura 17a) e a estrutura da CpalOBP4 determinada por
cristalografia de raios-X (PDB#6JPM) (Figura 17b) revelou que os motivos conservados entre
essas duas proteinas ocupam posi¢des muito préximas no enovelamento tridimensional (Figura
17¢). Aminoacidos conservados entre duas proteinas que se enovelam de forma andloga no
espaco tridimensional podem indicar sitios de ligacao similares, o que, por sua vez, sugeriria
afinidade por ligantes com grupamentos funcionais semelhantes. De acordo com a literatura,
estudos de ligagdo envolvendo a CpalOBP4 demonstraram a existéncia de alta afinidade pelos
ligantes farneseno, hexanoato de 3-cis-hexenila, nerolidol e farnesol (LI et al., 2019).
Considerando as informagdes obtidas até o momento, estudos de docking molecular foram
realizados com dois propositos: (1) verificar se a RproOBP17 apresenta afinidade por ligantes

com grupamentos quimicos semelhantes aos observados para a CpalOBP14, e (2) buscar mais
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informagdes funcionais sobre esta OBP de acordo com a afinidade observada por diferentes

compostos ja descritos como comportamentalmente ativos para triatomineos.
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59. ANALISE IN SILICO DA AFINIDADE DE LIGACAO POR COMPOSTOS
FISIOLOGICAMENTE RELEVANTES

A analise filogenética indicou que a RproOBP17 poderia ter a fun¢do de transportar
componentes de feromdnios. Ja a andlise por analogia estrutural mostrou que a OBP17 pode
apresentar afinidade por ligantes com grupamentos quimicos similares aos reportados para a
CpalOBP4. Buscando obter o maximo de informacao a respeito da funcdo da RproOBP17 in
silico, o modelo construido para esta proteina foi utilizado em estudos de docking molecular
contra compostos equivalentes a componentes de feromdnios em triatomineos. Foi
demonstrado que os volateis emitidos pela glandula metasternal (GM) de R. prolixus estdo
relacionados ao comportamento sexual do inseto (PONTES et al., 2008; PONTES; LORENZO,
2012). Ja os compostos que provocam respostas comportamentais de fuga parecem ser emitidos

pela glandula de Brindley (GB) (MANRIQUE et al., 2006).

Termodinamicamente, os ligantes se acoplam fortemente ao sitio ativo de uma proteina
quando a energia livre de ligagdo (AG) do processo ¢ baixa. Esse parametro foi usado para
estimar as afinidades de ligacdo de compostos fisiologicamente relevantes (DU et al., 2016) a

RproOBP17 com os programas Chimera e Autodock Vina (Tabela 2).

Os valores negativos obtidos sugeriram interagdes mais favordveis com os ligantes 2-
metilpropanoato de 2-feniletila (AG = -6,0 Kcal/mol), 2-feniletanol (AG = -5,4 Kcal/mol) e 2-
metilpropanoato de 2-metilpropila (AG = -5,0 Kcal/mol) (Figura 18). E interessante notar que
estes compostos com maior afinidade 8 RproOBP17 realmente apresentaram grupamentos éster
e alcool, como foi sugerido anteriormente pela analogia estrutural com a CpalOBP4 (Figura
17). A andlise dos complexos RproOBP17¢ligante, realizada através do programa BIOVIA
Discovery Studio Visualizer, revelou que os ligantes mais favoraveis interagem com a OBP17
através de ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas. O resultado sugere que os residuos
148, F49, V114 e 1115 facam parte do sitio de ligagdo da RproOBP17, uma vez que estdo

envolvidos nas interagdes com diferentes ligantes (Figura 18).
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Tabela 2 Energia de ligacio da RproOBP17 com componentes de feromdnios em triatomineos. A energia livre
de ligacgao foi calculada em estudos de docking molecular utilizando Chimera e Autodock Vina.

Glandula metaesternal AG (Kcal/mol) Glandula de Brindley AG(Kcal/mol)
(2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol -43 2-metilpropanoato de 2-feniletila -6,0
2-metil-3-buten-2-ol -4,1 2-feniletanol -5,4
3-metil-2-butanol -4,1 2-metilpropanoato de 2-metilpropila -5,0
2-pentanona -4,0 2-metilpropanoato de pentila -4,8
(S)-2-pentenol -3,9 propanoato de 2-metilpropila -4,7
2-metil-butan-1-ol -3,9 acido 2-metilbutirico -4,4
3-pentanol -3,9 acido hexanoico -4.4
(S)-2-butanol -3,6 3-metil-3-buten-1-ol -4,1
2-butanona -3,5 3-metilbutan-1-ol -4,0
acido isobutirico -4,0
2-metilbutan-1-ol -3,9
3-pentanona -3,9
acido butirico -3,9
2-metilpropan-1-ol -3,6
2-butanona -3,5
acido propanoico -3,4

acido acético 2,8
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5.10. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA RPROOBP17 RECOMBINANTE

De acordo com os resultados iniciais de qPCR (Figura 10), a RproOBP17 foi escolhida
para ser utilizada em estudos de ecologia quimica reversa com o objetivo de encontrar novos
compostos atrativos/repelentes para R. prolixus. Sendo assim, a elabora¢do de protocolos
adequados para a expressdo heterdloga em E. coli e purificagdo da proteina recombinante ¢

primordial.

Inicialmente, a sequéncia codificante da RproOBP17 foi amplificada por PCR, ligada em
vetor pGEM T Easy e cepas DHS5-alfa de E. coli foram transformadas com o DNA
recombinante. Os clones positivos foram identificados por PCR de colonia e purificados
(miniprep).O sequenciamento do DNA plasmidial dos clones positivos confirmou a existéncia
de insertos contendo a regido codificante da OBP17 de Rhodnius, além dos sitios de restri¢cao

inseridos nas extremidades pelo uso de oligonucleotideos iniciadores especificos.

Como OBPs sdo proteinas que possuem pontes dissulfeto, € preciso fornecer um ambiente
menos redutor que o do citoplasma para que estas sejam formadas. Os clones positivos foram
entdo subclonados em vetor pET22b(+) (Figura 19), que possui o peptideo sinal pelB de

enderecamento ao periplasma.
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Figura 19 Vetor de expressio pET22b(+). O plasmideo possui o peptideo sinal pelB de
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Com o objetivo de desenvolver um protocolo otimizado, a expressdo heterologa foi
testada em diferentes condi¢des de temperatura, concentracdo de IPTG e densidade 6tica em
600 nm (DOsoo) (Tabela 3). Apds a inducao durante 3 h, amostras dos extratos celulares brutos
foram submetidas a SDS-PAGE e coradas com Comassie G-250 para a avaliacao das bandas

na regido de 12,8 kDa, esperada para a RproOBP17 (Figura 20).

Tabela 3 Condicdes de expressao testadas. Um total de nove condigdes de
temperatura, DOgyo e [IPTG] foram testadas. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Condicao DOcoo T (°C) [IPTG] (mM)
1 >1 37 1
2 0,3 37 1
3 >1 18 1
4 0,3 18 1
5 >1 37 0,1
6 0,3 37 0,1
7 >1 18 0,1
8 0,3 18 0,1

9 0,6 28 0,5
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As condigdes 2, 4, 5, 6, 7 e 8 apresentaram resultados pouco satisfatdrios, evidenciados
pelas bandas de baixa intensidade observadas na regido de 12,8 kDa. Por outro lado, os
experimentos 1, 3 ¢ 9 mostraram bandas similares, de maior intensidade que as condi¢des
anteriores. Sendo assim, utilizou-se a concentra¢do de IPTG como parametro para a escolha da
condicdo, uma vez que se trata de um reagente de alto custo. Dentre elas, a condicao que utiliza
amenor concentracao. Logo, a condi¢ao 9 (DOsoo =0,6; T =28 °C; [IPTG] 0,5 uM) foi escolhida
para a realizagdo da expressao heterdloga da RproOBP17 no periplasma de E. coli. A fragao
periplasmatica foi extraida apos 3 ciclos de freeze and thaw, com o pellet celular sendo
ressuspendido em 30 mL de Tris-HCl 10 mM pH 6,5 para cada 500 mL de cultura coletada, e

centrifugada para a remogao de debris celulares.

Este estudo desenvolveu um protocolo de purificacao para a RproOBP17 recombinante
composto por 3 etapas, duas de troca idnica e uma de gel filtracdo. A primeira etapa consistiu
em uma troca ionica fraca realizada na coluna Hiprep DEAE FF 16/10, em gradiente de 0-500
mM de NaCl em Tris-HC1 20 mM pH 8, durante 40 min, seguida por gradiente 500 mM 1M de
NaCl por 20 min, em fluxo de 2 mL/min. Em seguida, o cromatograma foi construido com
auxilio do programa GraphPad e os picos encontrados foram mapeados por SDS-PAGE 12 %
(Figura 21).

Apos a primeira troca i0nica, as fracdes 16, 17, 18 e 19 (Figura 21) foram agrupadas, o
pool de fracdes foi diluido em 10 vezes, e entdo encaminhado para a segunda etapa de
purificacdo. Essa segunda etapa envolveu a realizacao de uma troca ionica forte usando a coluna
Mono Q 10/100 GL. O gradiente utilizado foi de 0-500 mM de NaCl em Tris-HCI 20 mM pH
6,5, durante 45 min, seguido por steps de 5 min em 1,0 M e 1,5 M, a 3 mL/min (Figura 22).

A regido de massa molecular esperada para a OBP17 foi observada nas fragdes 32, 33,
34, 35 e 36. Elas foram reunidas, a amostra foi concentrada em Centriprep-3 e em seguida,
submetida a gel filtragdo em coluna HiLoad 16/600 Superdex 75. A coluna utilizada nessa
terceira e Ultima etapa de purificacao foi pré-equilibrada com NaCl 150 mM em Tris-HCI 20
mM pH 6,5. A elui¢do foi realizada em coluna de 120 mL, com fluxo de 1 mL/min (Figura

23).
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Superdex
1000 :
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Figura 23 Cromatograma e mapeamento das fracoes obtidas apés a terceira etapa de purificacio em
Superdex-75. No cromatograma observa-se as absorvancias obtidas em 215 nm, 254 nm e 280 nm. A
purificagdo foi realizada em tampéo NaCl 150 mM em Tris-HCI, durante 120 min. As fra¢des (numeradas)
foram coletadas em 1 mL/Fr e mapeadas SDS-PAGE 12 %. Am — amostra. O asterisco indica fragdo de
interesse.
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O volume de elui¢@o (VEg) de uma proteina em uma coluna de gel filtragao ¢ proporcional
ao log de sua massa molecular. Dessa forma, uma curva de calibragdo foi construida utilizando
VEs de proteinas de massa conhecida (Tabela 4). Através de um fit linear no grafico logMW

versus Vi (Figura 24), a equagdo da reta foi obtida e utilizada para estimar a massa molecular
da RproOBP17.

Tabela 4 Proteinas da curva de calibracdo. Massa molecular de
proteinas padrio e seus respectivos volumes de eluicdo em HilLoad

16/600 Superdex.

Proteina Massa (kDa) logMW Eluicao (mL)
Aprotinina 6,5 0,81 93,42
Ribonuclease A 13,7 1,13 78,07
Anidrase Carbonica 29 1,46 66,67
Ovoalbumina 44 1,64 57,6
Conalbumina 75 1,87 52,64

2.0+
. Y =-0.02536*X + 3.153
1.5 R* = 0,9889
=, 1.0
=
0.5-
0.0 S i T T T T
40 60 80 100

Eluic¢ido (mL)

Figura 24 Curva de calibrac¢fo. A equacao da reta é utilizada para estimar
a MW de proteinas eluidas na coluna HiLoad 16/600 Superdex.
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Sendo assim, o valor de eluicdo da RproOBP17 na coluna (79 mL, volume no qual ela
comegou a eluir) indicam uma massa molecular de 12,5 kDa, valor bem proximo ao esperado

de 12,7 kDa.

Ap0s as trés etapas de purificagdo descritas, as bandas que se encontravam em regides
de peso molecular proximas a esperada para a RproOBP17 (12,8 kDa) foram recortadas,
tratadas como descrito na metodologia e analisadas por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Em posse dos espectros de massa MS/MS dos peptideos analisados, foi possivel realizar
uma busca contra bancos de dados de peptideos preditos do genoma de R. prolixus, utilizando
o programa Mascot (Material Suplementar). Peptideos unicos foram encontrados nas trés
bandas testadas, mostrando que foi possivel obter fracdes enriquecidas em RproOBP17

recombinante apds as etapas de purificacdo realizadas.

Um dos objetivos deste estudo era utilizar a proteina recombinante purificada em
ensaios competitivos de ligacdo com sonda fluorescente para selecionar, em um painel de
ligantes, novos compostos candidatos a atrativos/repelentes para R. prolixus utilizando ecologia
quimica reversa como abordagem.. Em seguida, bioensaios comportamentas seriam realizados
para verificar se a afinidade observada in vitro de fato provocaria uma resposta comportamental
in vivo e, em caso positivo, qual seria o tipo de resposta (atracao ou repeléncia). Como esses
ultimos ensaios nao puderam ser realizados por conta da pandemia de COVID-19, as anélises

in silico foram utilizadas para estimar a afinidade de um painel de ligantes pela RproOBP17.

5.11. ANALISE DA AFINIDADE DE LIGACAO POR COMPOSTOS CANDIDATOS A
NOVOS ATRATIVOS/REPELENTES IN SILICO

Posto que a analise por qPCR mostrou expressao exclusiva em antenas de adultos (Figura
10), ¢ muito provavel que a OBP17 participe do processo de olfacdo em R. prolixus. Dessa
forma, ela poderia ser utilizada como alvo molecular em estudos de ecologia quimica reversa
com o objetivo de encontrar novos compostos que possam ser utilizados para o controle
populacional desse inseto. No entanto, a execucdao de ensaios de binding utilizando a
RproOBP17 recombinante purificada nao foi possivel, assim como os bioensaios previstos para

ocorrer em seguida. Dessa forma, mais uma vez recorreu-se a analises in silico.
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A afinidade de ligagdo dessa proteina por diferentes ligantes candidatos a
atrativos/repelentes foi estimada através de ensaios de docking molecular utilizando os
programas Chimera e Autodock Vina (Tabela 5, Figura 25). Os semioquimicos avaliados
pertencem a diferentes classes quimicas, a maior parte descritos na literatura como

comportamentalmente ativos para outros insetos.

Na literatura, a relagdo entre a energia livre de ligagcdo e a afinidade entre a OBP e um
ligante foi demonstrada utilizando um valor de cut-off em AG = -4,00 Kcal/mol (PAGADALA
DAMDARAM et al., 2014). De acordo com os valores de energia livre de ligacdo observados,
verifica-se que todos os compostos avaliados possuem, em tese, alguma afinidade a
RproOBP17 (Tabela 2). Estabelecendo um critério mais rigoroso e colocando o cut-off em AG
= -7,00 Kcal/mol, ¢ possivel observar que terpendides como cedrol (-7,8 Kcal/mol), a-
humuleno (7,6 Kcal/mol), B-cariofileno (-7,4 Kcal/mol) e B-damascenona (-7,0 Kcal/mol) ainda
alcangaram esse valor de energia livre de ligagdo, o que indica ligagdes bastante favoraveis
(Tabela 2). Ainda assim, compostos como geranilacetona (-6,4 Kcal/mol), acetato de timila (-
6,4 Kcal/mol), isovalerato de timila (-6,4 Kcal/mol), (E)-nerolidol (-6,8 Kcal/mol), (E)-B-
farneseno, carvracol (-6,5 Kcal/mol), farnesol (-6,8 Kcal/mol), limoneno (-6,1 Kcal/mol), a-
felandreno (-6,2 Kcal/mol), B-pineno (-6,3 Kcal/mol) e 4-(4-metilfenil)-pentanal (-6,6
Kcal/mol) também parecem representar 6timos candidatos a novos atrativos/repelentes para R.
prolixus. A andlise realizada com o programa BIOVIA Discovery Studio revelou que as
interacdes proteina-ligante sdo hidrofobicas e ocorreram majoritariamente via os residuos 148,
F49, V114 e 1115 (Figura 25). Nota-se que estes residuos sdao os mesmos observados nos
ensaios de docking contra os compostos produzidos pelas GM e BM, sugerindo que esses

aminoacidos de fato facam parte do sitio de ligacao da proteina.
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Tabela 5 Energia de ligacdo da RproOBP17 com compostos candidatos a atrativos/repelentes. A energia
livre de ligagdo dos compostos a RproOBP27 foi calculada em estudos de docking molecular utilizando Chimera
e Autodock Vina.

Alcools alifaticos AG (Kcal/mol) Esteres AG (Kcal/mol)
(Z)-hex-3-en-1-o0l -4,2 acetato de cis-3-hexenilo -4,8
1-octen-3-ol -4,8 butirato de hexilo -4,8
4-methylcyclohexan-1-ol -5,0 salicilato de metila -5,6
hexan-1-ol -4,1 acetato de timila 6,4
Fenois AG (Kcal/mol) isovalerato de timila 6,8
2-feniletanol -5,4 Terpendides AG (Kcal/mol)
fenilmetanol -5,1 (-)-a-pineno 6,3
Cetonas AG (Kcal/mol) (E)-nerolidol 6,8
2-heptanona -4,5 (E)-B-farneseno 6,5
acetofenona -5,7 carvracol 6,2
geranilacetona -6,4 cedrol 7.8
pentadecan-2-ona -5,6 citral 5.5
tridecan-2-ona -5,4 (E)-B-ocimeno 5.6
y-octalactona -5,1 farnesol 6,8
Aldeidos AG (Kcal/mol) geraniol 53
(2E)-hexenal -4,0 limoneno 6,1
benzaldeido -5,1 linalol 5.4
decanal -4,9 thymol 5.9
dodecanal -5,3 a-humuleno 7.6
heptanal -4,3 a-felandreno 6,2
nonanal -4,5 B-cariofileno 7.4
octanal -4.4 B-citronelol 5.5
undecanal -5,1 B-damascenona 7,0
Heteroarenos AG (Kcal/mol) B-pineno 6,3
indol 5.6 Fenilpropanéides AG (Kcal/mol)
escatol -6,1 4-(4-metilfenil)-pentanal 6,6

eugenol 5.8
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6. DISCUSSAO

A comunicagdo quimica ¢ uma das formas mais antigas de interagdo entre seres vivos € a
natureza (TOMBERLIN et al., 2016). Ja ¢ bem estabelecido que insetos possuem um sistema
olfativo bastante sofisticado destinado a detec¢do de sinais quimicos do ambiente. A percep¢ao
de semioquimicos promove respostas comportamentais essenciais para a sobrevivéncia, tais
como encontrar uns aos outros, localizar fontes de alimento, sitios de oviposi¢ao, parceiros para
acasalamento, identificar predadores, dentre outras funcdes. A olfagao ¢ a modalidade sensorial

responsavel pelo processamento dessa informagdo e ocorre basicamente nas antenas.

Quando uma molécula de odor encontra a antena, ela ¢ capaz de penetrar a parede da
cuticula através de poros encontrados na superficie das sensilas olfativas e alcangar o ambiente
aquoso da linfa sensilar. O primeiro contato entre um odor e o aparelho olfativo ocorre através
das OBPs. Essas proteinas estdo presentes em altas concentragdes na linfa sensilar e
representam a interface entre 0 meio ambiente e os neurdnios sensoriais olfativos. OBPs sao
responsaveis pelo transporte de odores até os receptores olfativos (ORs), localizados na
membrana desses neurdnios, onde a transducdo do sinal ¢ iniciada (ZWIEBEL; TAKKEN,
2004; BRITO; MOREIRA; MELO, 2016). Apds o reconhecimento, proteinas degradadoras de
odor e/ou outro mecanismo ainda ndo determinado removem o semioquimico processado,
dessensibilizando os ORs e deixando-os disponiveis para novas rodadas de sinalizagdo (LEAL,

2013).

O mecanismo molecular associado ao sistema olfativo tornou-se uma area de interesse
para pesquisas com o objetivo de desenvolver novas estratégias de controle populacional de
insetos vetores de doencas e pragas de lavoura. A interferéncia no comportamento do inseto
com o objetivo de confundi-lo tem sido alvo de diferentes estudos. Como odores ndo chegam
até os ORs sem o auxilio de uma OBP, elas podem ser usadas como alvos moleculares para
triagem de novos compostos comportamentalmente ativos (atrativos ou repelentes). Esta
abordagem ¢ conhecida como ecologia quimica reversa (LEAL et al., 2008; BRITO et al.,
2020). Embora outras proteinas olfativas como ORs (FRANCO et al., 2018) e CSPs (DUAN;
LI; WANG, 2019) possam ser empregadas como alvos moleculares nessa estratégia, as OBPs
ainda sdo as proteinas mais utilizadas por serem proteinas pequenas, soliveis, bastante estaveis
e mais simples de serem produzidas e manipuladas em laboratdrio. A ecologia quimica reversa
ja foi utilizada para a identificacdo, sintese e avaliagdo de campo de formulacdes contendo
feromonios da mariposa A. transitella, levando ao desenvolvimento de melhores iscas para

armadilhas (LEAL et al., 2005). Um estudo combinando abordagens de ecologia quimica
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reversa e convencional utilizou a CquiOBP1 como alvo molecular para encontrar um forte
atrativo para C. quinquefasciatus (LEAL et al., 2008). OBPs de 4. gambiae foram empregadas
em ensaios de ligagdo para identificar repelentes de mosquitos em 6leos essenciais extraidos de
plantas aromaticas. O uso das OBPs diminuiu em 57 % a quantidade de ligantes a serem testados
em bioensaios (KROBER et al., 2018). Para Holotrichia parallela, duas OBPs foram utilizadas
para encontrar um volatil de folhas que, ao ser testado em campo, aumentou o nimero de insetos
capturados em armadilhas em até 7 vezes (JU et al, 2018). A OBP14 de Cnaphalocris
medinalis foi usada com sucesso para a triagem de compostos comportamentalmente ativos,

identificando dois fortes atrativos e um repelente para essa espécie (SUN et al., 2019).

Considerando-se que, nas areas endémicas, a transmissao vetorial tem papel determinante
no numero de casos de doenga de Chagas, a investigacdo de compostos atrativos/repelentes que
possam auxiliar no manejo populacional dos barbeiros pode ser um fator chave para diminuir a
taxa de transmissdo. Além disso, a presenga do barbeiro ndo ¢ relevante somente para a
transmissao vetorial, uma vez que a transmissao por via oral ¢ a principal forma de contagio
atualmente e ocorre principalmente pela ingestao de alimentos que, em algum momento, foram
contaminados com o inseto inteiro ou com suas fezes. Um exemplo desse tipo de transmissao
ocorre através do consumo de agai. Este alimento, muito consumido na regido norte do Brasil,
estd associado ao maior indice de casos de doenca de Chagas por contaminagao oral no pais
(FRANCO-PAREDES et al., 2020). Nos estados do norte do Brasil, o agai tem um importante
papel socioecondmico, além de representar uma grande fonte de nutrientes para populacdes
ribeirinhas e urbanas (DE OLIVEIRA; SOCCOL; ROGEZ, 2019). E importante ressaltar que
a transmissao oral pela polpa de agai esta longe de ser um problema exclusivo da regido norte.
Um estudo realizado por FERREIRA e colaboradores (2018) revelou a presenga do 7. cruzi em

produtos derivados do acai no Rio de Janeiro, por exemplo.

Para utilizar OBPs em estudos de ecologia quimica reversa, ¢ essencial focar em OBPs
funcionais, ou seja, aquelas realmente envolvidas na deteccdo de odores no processo de
comunicacdo quimica (LEAL, 2003). Além disso, a producao da proteina recombinante em
laboratorio também deve ser viavel para que ela represente um alvo molecular adequado para
esse tipo de abordagem. A seguir, serdo discutidos os dados que selecionam a RproOBP17
como uma OBP envolvida na detec¢do de odores e sugerem seu papel fisiologico, assim como
a produgdo da proteina recombinante. Ao final, a utilizagdo desta proteina em ensaios de

varredura in silico foi capaz de encontrar ligantes que formam ligagdes bastantes favoraveis.
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6.1. SELECAO DE OBPS FUNCIONAIS

Embora o papel fundamental de OBPs no processo de olfagdo seja reforcado por estudos
que mostram que grande parte dessas proteinas sdo expressas especificamente em antenas
(PELOSI et al., 2006), conforme a lista de membros identificados na familia das OBPs cresce,
torna-se mais claro que nem todas as OBPs estdo associadas aos 6rgdos sensoriais, indicando
que essas proteinas podem apresentar outras fungdes. Proteinas olfativas e ndo olfativas da
familia das OBPs apresentam as mesmas caracteristicas estruturais, o que dificulta o processo
de anotagdo. Sendo assim, a primeira etapa para a escolha de uma OBP que possa ser utilizada
como alvo molecular em estudos de ecologia quimica reversa ¢ verificar a abundancia de

transcritos dessas proteinas em tecidos sensoriais € nao sensoriais.

O genoma do R. prolixus possui 27 genes anotados como OBPs (MESQUITA et al.,
2015), mas somente 17 foram encontrados nas antenas de insetos adultos (OLIVEIRA et al.,
2017). Esse fato sugere que diversos genes incluidos na familia das OBPs provavelmente nao
estdo diretamente envolvidos no transporte de moléculas quimiossensoriais, o que ¢
frequentemente observado em insetos (BRITO; MOREIRA; MELO, 2016; PELOSI et al.,
2017). Em P. regina, uma OBP ¢ responsavel pela solubilizagdo de acidos graxos presentes na
dieta do inseto (ISHIDA; ISHIBASHI; LEAL, 2013). OBPs também ja foram encontradas no
transcriptoma do intestino de insetos hematdéfagos como o proprio R. prolixus e C.
quinquefasciatus, o que indica que essas proteinas provavelmente estdo envolvidas no
transporte de nutrientes ou outras moléculas envolvidas na funcao intestinal (SMARTT;
ERICKSON, 2009; RIBEIRO et al., 2014). Alids, em R. prolixus, o gene anotado como OBP11
¢, na verdade, a proteina transportadora de heme (Rhodnius heme-binding protein — RHBP) que
¢ sintetizada majoritariamente no corpo gorduroso e secretada para a hemolinfa. A principal
funcdo da RHBP ¢ o transporte de radicais heme gerados a partir da digestdo do sangue,
protegendo as células intestinais do estresse oxidativo (DANSA-PETRETSKI et al., 1995;
OLIVEIRA et al., 1995). Tecidos como as glandulas produtoras de feromonios e 6rgdos
reprodutores também sintetizam OBPs. A OBP10 de Helicoverpa armigera ¢ a OBP22 de 4.
aegypti foram encontradas nesses tecidos, sugerindo a participagdo dessas proteinas na

liberagdo controlada de semioquimicos no ambiente (LI et al., 2008; SUN et al., 2012a).
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6.1.1. Varredura por PCR semi-quantitativo

Nesse trabalho, onze genes OBPs de R. prolixus foram encontrados em probodscides,
pernas e cabegas, além das antenas (OBPI, OBP7, OBP11, OBPI12, OBP14, OBP18, OBP20,
OBP22, OBP23, OBP24 ¢ OBP29) (Figura 8). Este resultado indica que essas proteinas, assim
como observado em outros insetos, provavelmente participem do transporte de moléculas
hidrofobicas nao associadas a olfagdo, tornando-as inadequadas para estudos de ecologia
quimica reversa. Embora os OBP6, OBP13, OBP21 e OBP27 apresentem expressao majoritaria
em antenas (Figura 9), também foi possivel observar a presenca de transcritos em tecidos nao
olfativos. Como ndo ¢ possivel afirmar que estes genes participem do processo de olfagdo,
decidiu-se utilizar uma estratégia mais conservadora e apenas as OBPs cujos genes sdo

expressos exclusivamente nas antenas foram analisadas.

A varredura por PCR semi-quantitativo sugeriu que os OBP17 e OBP26 sao encontrados
exclusivamente em antenas (Figura 9). Com base nesta informacao, a proposta deste trabalho
foi encontrar OBPs adequadas para a identificacdo de compostos candidatos a
atrativos/repelentes para ambos os sexos. Assim, 0 OBP26, encontrado apenas em macho, nao
se adequou ao critério utilizado. Entretanto, ¢ valido comentar que, devido ao seu perfil de
expressdo, a OBP26 parece ser um alvo interessante para estudos relacionados ao
comportamento sexual de R. prolixus. Em insetos, a expressdo diferenciada de OBPs entre
machos e fémeas ¢ observada com frequéncia e costuma estar relacionada com fungdes
especificas de cada sexo. Um exemplo disso ¢ a proteina ligadora de feromonio da barata L.
maderae. Esta proteina ¢ expressa especificamente nas antenas de fémeas, justamente o sexo
que percebe e reconhece os componentes da mistura feromonal (RIVIERE ef al., 2003). Em
culicideos, a OBP1 de C. quinquefasciatus ¢ expressa somente em antenas de fémeas e esta
relacionada com a deteccdo do feromonio de oviposicao (MOP) (LEAL et al., 2008;
PELLETIER et al., 2010). Outra OBP, a OBP1 de A. gambiae, expressa também nas antenas
de fémeas, ¢ necessdria para as respostas olfativas relacionadas a deteccao de indol e 3-metil-
indol, que sdo componentes do suor humano. A detec¢do desses volateis € essencial para que
as fémeas localizem o hospedeiro humano para a ingestdo de sangue, necessaria para o
desenvolvimento de seus ovos (BIESSMANN et al., 2010). Em R. prolixus, a OBP27, expressa
em antenas de machos, aparentemente se liga a semioquimicos produzidos pelas glandulas
metasternais de fémeas (OLIVEIRA et al., 2018) descritos como relevantes para o
comportamento sexual do inseto (PONTES et al., 2008). Outro exemplo de OBP expressa

exclusivamente em antenas de machos ¢ a OBP4 do hemiptero 4. /ineolatus. Esta proteina
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apresenta alta afinidade a dois componentes do feromonio sexual produzidos pelas fémeas dessa
espécie (WANG et al., 2020). Feromdnios sdo detectados por OBPs especificas, denominadas
PBPs (pheromone-binding protein). As PBPs apresentam extraordindria seletividade e podem
funcionar como o primeiro “filtro” do sistema olfativo transportando sinais quimicos do
ambiente, preferencial ou exclusivamente, de determinados odores até os ORs. O exemplo
classico ¢ a PBP de B. mori. Nesta espécie, a mistura feromonal tem dois componentes, o
bombykol e o bombykal, que atuam como antagonistas no comportamento dos machos.
Enquanto o bombykol tem afeito atrativo, a deteccao de bombykal provoca comportamento
inverso (GRATER et al., 2006). Assim, a presenca de OBP/PBPs exclusivas circulando na
hemolinfa sensilar de machos ou de fémeas representam uma importante interface entre os
semioquimicos do meio ambiente e o comportamento desencadeado pelo reconhecimento deles

pelo inseto.

Dos 17 genes investigados, apenas o OBP17 foi encontrado, exclusivamente, nas antenas

de ambos os sexos (Figura 9), sugerindo um papel desta proteina na olfagao dos adultos.

6.1.2. Perfil de expressao do gene OBP17 em insetos adultos

Inicialmente, para excluir a possibilidade de expressao em tecidos ndo olfativos, foi
realizada a quantificacdo relativa dos transcritos RproOBP17 por qPCR utilizando o método de
Ct comparativo (2*2“Y) em relagdo ao gene de referéncia RI8S. O resultado confirmou a
expressao exclusiva em antenas de ambos os sexos (Figural0). Curiosamente, os transcritos

codificantes desta proteina apresentaram uma abundancia 2,5 vezes maior em machos.

Com base em dados da literatura, sabe-se que genes OBPs expressos somente em antenas
de insetos adultos costumam estar envolvidos com a deteccdo de odores relacionados a
comportamentos comuns a ambos 0s sexos. A mariposa Spodoptera litura, por exemplo, ¢ uma
praga de lavoura cujas larvas se alimentam de diferentes cultivares. Os adultos expressam a
GOBP2 nas antenas. Essa proteina tem a funcao de identificar volateis produzidos pelas plantas
que servirdo de alimentos para as lagartas. Ou seja, a GOPB2, ao detectar os volateis, ¢
responsavel por induzir o voo dos adultos em dire¢do aos locais de copula e de oviposicao (LIU
et al.,2015). Efeito semelhante ¢ observado para a OBP13 de outra praga de lavoura conhecida
como inseto da planta de alfafa, A. lineolatus. Essa OBP também ¢ encontrada em antenas de
machos e fémeas, e ¢ responsavel pela deteccao de terpendides emitidos pelas folhas das plantas

hospedeiras (SUN et al., 2014). Varias outras OBPs expressas nas antenas dos adultos também
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j& foram apontadas desempenhando papel semelhante, como a OBP10 de C. pallens, que
participa do transporte de componentes do feromonio de alarme (LI et al., 2017). A OBP7 de
Grapholita molesta apresenta alta afinidade por volateis como éster de péra, lauraldeido
(laurato de metila) e a-ocimene, todos emitidos nos pomares de macieiras, pereiras e
ameixeiras, entre outras plantas hospedeiras. Ja os adultos da mosca Sitodiplosis mosellana sao
atraidos por volateis do trigo quando a proteina SmosOBP17 identifica esses semioquimicos no

ambiente (CHENG et al., 2020).

Sendo assim, ¢ possivel que a OBP17 tenha um papel na detec¢do de compostos
associados a comportamentos comuns para ambos 0s sexos, como a busca pela refeicdo

sanguinea, o reconhecimento intraespecifico, e a fuga de perigo em potencial, por exemplo.

6.2. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DA RPROOBP17
6.2.1. Sequéncia primaria e aspectos fisico-quimicos da OBP17

As caracteristicas fisico-quimicas preditas para a RproOBP17 (Figura 11) estdo de
acordo com o que seria esperado para OBPs de insetos, descritas como pequenas proteinas
soluveis que geralmente apresentam caracteristicas acidas e, consequentemente, possuem carga
negativa no pH da linfa sensilar (LEAL, 2013; BRITO; MOREIRA; MELO, 2016). Além disso,
a RproOBP17 apresenta seis cisteinas conservadas e a estrutura secundéria encontrada estd em
concordancia com a assinatura de OBPs classicas de insetos (PELOSI et al., 2006; BRITO;
MOREIRA; MELO, 2016).

As OBPs de insetos sdo geralmente constituidas por seis dominios a-hélice enoveladas
em estruturas bastante compactas e estaveis (SANDLER et al, 2000; TEGONI;
CAMPANACCI; CAMBILLAU, 2004). Experimentos anteriores demonstraram que as seis
cisteinas formam trés pontes dissulfeto entrelagadas em um arranjo que confere grande
estabilidade para a estrutura tridimensional da proteina, o que também parece ser uma
caracteristica conservada em OBPs. Esse padrao de cisteinas se tornou a assinatura de OBPs

classicas de insetos (PELOSI et al., 2006).
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6.2.2. Expressao do gene OBP17 em diferentes perfis nutricionais

Considerando-se que a procura pelo hospedeiro vertebrado para a alimentagdo sanguinea
¢ um aspecto fundamental para a sobrevivéncia do R. prolixus, a quantidade de transcritos em
antenas de machos e fémeas em dois estados nutricionais foi avaliada por qPCR (Figura 11).
A regulacdo aqui investigada foi demonstrada em outros insetos hematéfagos, onde os genes
envolvidos na olfagdo sdo “ligados e desligados™ de acordo com seu estado nutricional. Embora
existam relatos na literatura que confirmem a regulagao da expressao de proteinas olfativas em
insetos hematofagos (FOX et al., 2001; RINKER et al., 2013), os resultados indicam que este
ndo parece ser o caso para a RproOBP17. O gene OBPI7 apresenta a mesma quantidade de
transcritos em antenas de individuos alimentados e em jejum (Figura 12). O estudo da
regulagao da expressdao de genes envolvidos com a olfacao pela alimentagdo sanguinea tenta
estabelecer um elo com proteinas que possam participar diretamente da identificagdo de odores
do hospedeiro. Em A. gambiae, apesar dos transcritos de um pequeno grupo de ORs mostrarem-
se mais abundantes logo que as fémeas se alimentam de sangue, a maior parte dos genes
quimiossensoriais (OBPs, SMNPs, ORs) tém os niveis de seus transcritos reduzidos apds a
alimentacdo sanguinea (RINKER et al., 2013). Em R. prolixus, a expressao relativa dos genes
RprolR8a, RprolR25a e RprolR76b sofrem down-regulation apos a alimentagdo (LATORRE-
ESTIVALIS et al., 2015). Apesar desse trabalho discutir a regulacdo da expressdo do
correceptor olfativo, RproORCO, de acordo com o estado nutricional do inseto, isso parece nao
ocorrer. FRANCO e colaboradores (2016) demonstraram que a quantidade de transcritos do
ORCO nao varia com o estado nutricional do R. prolixus. O ORCO ¢ um tipo especial de OR
de inseto, atuando como uma chaperona para ORs convencionais. Dentre as fun¢des do ORCO,
estdo a localizagdo correta dos ORs na membrana dos neurdnios sensoriais olfativos (NSOs), e
a formacao, junto com os ORs, de um complexo heteromérico que ¢ indispensavel para o
reconhecimentos de moléculas de odor (SAKURAI; NAMIKI; KANZAKI, 2014; FRANCO et
al., 2016). Sendo assim, € pouco provavel que sua expressdo varie de acordo com o estado
nutricional do inseto. Para OBPs, essa regulagdo foi observada em 4. lineolatus, que apresenta
uma variacao significativamente maior na quantidade de transcritos do OBP13 ap0s horas de

jejum (SUN et al., 2014).

A partir dos resultados obtidos, levantou-se a hipotese que a RproOBP17 estivesse
envolvida na deteccdo de compostos que desencadeiem respostas comportamentais comuns a

ambos os sexos, que ndo a busca pela refeicao de sangue.
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6.2.3. Analise filogenética

Tendo identificado homodlogos putativos, as arvores filogenéticas podem fornecer
informacdes quando uma proteina de fungao desconhecida se agrupa em um cluster de proteinas
com fungdo especifica (WHISSTOCK; LESK, 2003). Entdo, decidiu-se construir uma arvore
incluindo OBPs de Rhodnius e de outras espécies com funcdo e/ou ligante ja descritos na

literatura.

Um fato curioso foi observar a OBP6 no ramo de proteinas associadas a deteccdo de
volateis de plantas e compostos alcodlicos (Figura 13). Acredita-se que a alimentacdo com
fluidos vegetais provavelmente surgiu com a origem da ordem Hemiptera. Os hemipteros sao
a quinta maior ordem de insetos, sendo um dos grupos mais abundantes e diversos de insetos
que se alimentam de plantas. Dados fosseis e analise filogenética sugerem que a hematofagia
surgiu em algum momento entre a mudanga da herbivoria para a predacdo (JOHNSON et al.,
2018). O grupo terrestre dos Cimicomorpha teria dado origem aos grupos de predadores da
familia Reduviidae (TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2006). Discute-se que,
no inicio de sua evolucado, alguns predadores possivelmente se alimentavam de invertebrados
que habitavam os ninhos de animais vertebrados, como lagartas, larvas e aranhas, e depois
passaram a tentar perfurar a pele de pequenos vertebrados. Os triatomineos, em contraste com
outros insetos hematofagos como mosquitos ou moscas tsé-ts€¢, ocupam o ninho (residéncia)
dos hospedeiros, indicando que esses hemipteros hematofagos sejam descendentes de formas
primitivas de predadores Reduviidae (SCHOFIELD, 2000). A evolugdo para formas que se
alimentam de sangue pode ser explicada através de uma fase de transi¢do onde os predadores,
que inicialmente se alimentavam de pequenos invertebrados que habitavam ninhos de
vertebrados, se adaptaram progressivamente para explorar o proprio hospedeiro vertebrado
como fonte de nutri¢ao. Essa transi¢do ¢ acompanhada de varias vantagens, principalmente em
termos de prote¢do em relagdo a outros predadores e condigdes climdticas extremas, assim
como da maior disponibilidade de fonte de alimento rica em proteina. A prote¢do contra
extremos climaticos e o melhor abastecimento de alimento faz com que a reproducao se torne
menos dependente de mudancas sazonais e a densidade populacional passa a aumentar até o
limite de fonte de nutricdo disponivel (SCHOFIELD, 2000; TARTAROTTI; AZEREDO-
OLIVEIRA; CERON, 2006). Assim, o agrupamento da OBP6 no cluster de detecgao de volateis
de plantas e alcoois sugere que a capacidade ancestral da infraordem Cimicomorpha de detectar

semioquimicos de plantas para a alimentacao pode estar mantida em Rhodnius.
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A OBP17 de R. prolixus agrupou-se em um cluster contendo OBPs associadas a detec¢ao
de componentes de diferentes feromoénios (Figura 13), CquiOBP1, CquiOBP2, CquiOBP5,
LylinLAP, AlinOBP4 e CpalOBP10. Algumas proteinas transportadoras de odor tém como
funcdo primordial o transporte de diferentes tipos de feromonios. A identificagdo desses
semioquimicos estd relacionada a comportamentos especificos de cada espécie. A proteina
OBP1 de C. quinquefasciatus, por exemplo, esta envolvida no reconhecimento do feromonio
de oviposi¢ado MOP (Mosquito Oviposition Pheromone) (PELLETIER et al., 2010). Ainda
existem poucos estudos que demonstrem o uso de feromonios na comunicagao de culicideos,
mas um dos mais relevantes foi a descoberta do MOP. Esse feromodnio natural de C.
quinquefasciatus foi extraido de goticulas apicais encontradas sobre os ovos do mosquito. A
estrutura do composto foi identificada por espectrometria de massas e sinteses enantioseletivas
foram utilizadas para determinar a configuragcdo absoluta do feromonio natural, (5R.6S)-MOP.
A avaliagdo dos possiveis isomeros revelou que apenas a conformagdo natural promove a
oviposicdo e, atualmente, esse feromonio estd disponivel comercialmente para sistemas de
captura (LEAL et al., 2008). Outra OBP de C. quinquefasciatus, a CquiOBP2, apresenta alta
afinidade pelo atrativo de oviposicao escatol, um composto que, quando avaliado como atrativo
em armadilhas, apresentou uma relagdo dose-resposta na captura de fémeas de C.
quinquefasciatus (LEAL et al., 2008; YIN et al., 2015). A OBPS5 dessa espécie apresenta
afinidade pelo nonanal, um componente importante em perfis de odores de humanos e passaros
(YIN et al., 2015). Foi demonstrado que a adi¢do de nonanal em armadilhas que usavam CO
levou a um aumento de 50 % na captura de C. queinquefasciatus (SYED; LEAL, 2009). No
caso de hemipteros, a OBP-LAP (Lygus Antennal Protein) de L. lineolaris ¢ encontrada
somente em insetos adultos e acredita-se estar relacionada com o comportamento reprodutivo.
Estudos com a OBP-LAP demonstraram que sua expressao se inicia em tecido adulto, mas antes
da muda ninfa-adulto, sugerindo que os insetos ja emerjam como adultos com um sistema
olfativo totalmente funcional (VOGT et al., 1999). Em A. lineolatus, foi demonstrado que o
silenciamento da OBP4 fez com que a resposta aos componentes putativos de feromonio sexual
butanoato de butila, butirato de 1-hexenilo, butirato de 2-hexenilo e hexanoato de hexilo,
verificada por eletroantenograma, ¢ significativamente reduzida (ZHANG et al., 2017; WANG
et al., 2021). No crisopideo C. pallens, a OBP10 apresenta alta afinidade ao (E)-B-farneseno,
um feromodnio de alarme de afidios que funciona como um impeditivo de oviposi¢ao para essa
espécie. C. pallens é uma espécie predadora de afidios, portanto, a selecdo do local de
oviposicdo ¢ fundamental para a sobrevivéncia das larvas. Como o (E)-B-farneseno ¢ o

feromonio de alarme de pulgdes, esses insetos deixardo a area onde esse composto esta
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localizado. Se o C. pallens ovipositar em uma area sem pulgdes, as larvas terdo dificuldade em
encontrar alimento para sobreviver. Assim, C. pallens adultos evitam a oviposi¢ao em uma area

com (E)-B-farneseno (LI et al., 2017).

A proxima etapa da caracterizacdo funcional dessa proteina seria a realizacdo de
bioensaios utilizando insetos que sofreram silenciamento do OBP17 por RNA de interferéncia.
A técnica de RNAi ¢ amplamente utilizada para investigar fungdes de genes em insetos
(MALESZKA et al., 2007; BIESSMANN et al., 2010; SWARUP; WILLIAMS; ANHOLT,
2011; REBIJITH et al., 2016; ZHANG et al., 2017; HU et al., 2019; HE et al., 2020). Em R.
prolixus, essa técnica foi aplicada com sucesso para o silenciamento do coreceptor olfativo
(FRANCO et al., 2016), do OR80 (FRANCO et al., 2018) e para o silenciamento da quitina
sintase (MANSUR et al., 2014). A técnica de RNAi também contribuiu para identificacao de
ligantes especificos das OBPs e para verificar os efeitos fenotipicos comportamentais
desencadeados pelo silenciamento (CHEN et al, 2008; BIESSMANN et al, 2010;
PELLETIER et al., 2010; HE et al., 2011; SWARUP et al., 2011; DENG et al., 2013;
REBUITH et al., 2016; SHORTER et al., 2016; Ll et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Algumas
evidéncias mostram que o silenciamento de genes olfativos pode ser usado como estratégia para
o controle de insetos. Individuos submetidos ao tratamento com dsRNA apresentam
modificacdo no comportamento que influencia diretamente na sobrevivéncia dos mesmos (HE
et al., 2011; FRANCO et al., 2016; LI et al., 2016; DONG et al., 2017). No presente estudo,
insetos injetados com o dsOBP17 apresentaram reducdo de 89 % na quantidade de transcritos
para o gene OBP17 (Figura 14), sendo possivel deduzir que estes insetos possuiam uma
diminui¢do de RproOBP17 circulante na linfa sensilar. No entando, a realizagao dos bioensaios
com os insetos silenciados ndo foi possivel devido a pandemia de COVID-19. Os resultados
obtidos pelo qPCR indicaram que a RproOBP17 se trata de uma proteina associada a deteccao
de compostos que provocariam respostas comuns a ambos 0s sexos que nao seja a busca pelo
hospedeiro vertebrado para alimentagdo sanguinea. Sendo assim, os bioensaios planejados
investigariam a capacidade dos insetos tratados com dsOBPI7 de detectarem individuos do
sexo oposto e/ou individuos recebendo estimulos irritativos, em referéncia ao cluster de
deteccdo de componentes de feromonios no qual a RproOBP17 foi agrupada na analise
filogenética. Como isso ndo foi possivel, decidiu-se utilizar analises in silico com o objetivo de

determinar a fungdo da OBP17 com base em suas caracteristicas estruturais.
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6.2.4. Caracterizacao estrutural in silico da OBP17

Existem duas abordagens basicas para a predi¢ao da funcao de uma proteina a partir da
sua sequéncia primaria: similaridade geral da sequéncia e “assinaturas™ de padrdes de motivos
ou sitios ativos (WHISSTOCK; LESK, 2003). A busca por motivos pode fornecer informagdes
diferentes das obtidas por métodos mais globais de comparagdo, oferecendo outro ponto de
partida para uma analise paralela (LEE; REDFERN; ORENGO, 2007). Dessa forma, foi
realizada uma busca por motivos conservados entre a RproOBP17 ¢ OBPs de outros insetos
com estruturas ja determinadas. A OBP17 de R. prolixus apresenta 0 mesmo padrao de motivos

conservados que a OBP4 de C. pallens (Figura 15).

Uma vez que motivos conservados costumam corresponder a regides de estrutura
conservada relacionadas a fun¢do, um modelo estrutural para a RproOBP17 foi construido
(Figura 16). O modelo revelou a existéncia de seis regides de a-hélice e uma cavidade de
ligacdo, como era esperado para uma OBP classica. Esse tipo geral de enovelamento, formado
por seis hélices ligadas por trés pontes dissulfeto ¢ uma caracteristica comum em OBPs de
insetos. A resolucdo da estrutura tridimensional da AaegOBP1 mostrou a formacao desse tipo
de configura¢do tridimensional (LEITE et al., 2009). Uma cavidade de ligagdo hidrofobica ¢
descrita ao longo de OBPs de diferentes ordens de insetos, como a PBP de B. mori (SANDLER
et al.,2000) e a OBP14 de 4. mellifera (SPINELLI et al., 2012). A LmadPBP de L. maderae é,
até o momento, a Unica exce¢do, apresentando uma cavidade de ligagdo com uma quantidade

significativa de residuos polares/carregados (LARTIGUE et al., 2003).

Da mesma forma que os métodos baseados em sequéncia, a analise baseada em estrutura
também busca por homologos. Sabe-se que a estrutura muda de forma mais conservadora do
que a sequéncia durante a evolugdo, e homologias distantes sao frequentemente mais facilmente
detectadas em estruturas do que em sequéncias. O correspondente tridimensional da abordagem
por similaridade geral da sequéncia ¢ o alinhamento por analogia estrutural, que busca
estabelecer correspondéncias entre pares de residuos que ocupam a mesma posi¢ao geométrica
em duas estruturas. A sobreposi¢do das estruturas da RproOBP17 ¢ CpalOBP4 mostrou que
essas proteinas apresentam alta similaridade estrutural, embora ndo sejam homologas em
sequéncia (36 % de identidade) (Figura 17). Estudos de binding realizados por LI e
colaboradores (2019) evidenciaram a afinidade da CpalOBP4 por compostos como farneseno,
hexanoato de cis-3-hexenila, nerolidol e farnesol. Uma vez que a homologia estrutural pode

indicar semelhangas no sitio catalitico ou na afinidade por ligantes com determinados grupos
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quimicos, ¢ possivel que a RproOBP17 tenha afinidade por ligantes das mesmas classes

quimicas que os observados para a CpalOBP4.

Dessa forma, a proxima etapa de caracterizacao in silico foi realizada para verificar se a
RproOBP17 apresentava afinidade por ligantes similares aos descritos para a CpalOBP4; e
investigar a funcdo da OBP17 de acordo com suas afinidades de ligagdo por compostos

reportados capaze de provocar resposta comportamental em R. prolixus.

6.2.5. Afinidade da OBP17 por compostos fisiologicamente relevantes para R. prolixus

Para testar a afinidade da RproOBP17 por ligantes com diferentes grupamentos quimicos
e investigar sua possivel fun¢ao como transportadora de componentes de feromonios, o modelo
construido para essa proteina foi utilizado em ensaios de docking molecular contra compostos
descritos como fisiologicamente relevantes para R. prolixus (Tabela 2; Figura 18). Volateis
produzidos pela glandula metasternal (GM) estdo associados a comunicacdo sexual dessa
espécie. A copula de triatomineos esta associada aos volateis emitidos pelas GMs de fémeas
(PONTES et al., 2008, 2014), que sdo capazes de modular a orientagdo do voo de adultos
machos. Os compostos produzidos pelas GMs também parecem ser emitidos durante a copula
e promovem a agregacdo de machos, garantindo a estratégia reprodutiva poliandrica de
Rhodnius (PONTES; LORENZO, 2012; PONTES et al., 2014). Compostos produzidos pelas
glandulas de Brindley (GB) de triatomineos sdo associados a comportamentos de fuga e defesa.
Em estudo conduzido por MANRIQUE e colaboradores (2006), volateis das GBs excisadas
foram identificados por LC-MS/MS. Em seguida, compostos emitidos por individuos que
tiveram as patas apertadas com forceps, foram coletados em vials e agitados por 15 s, e também
identificados por LC-MS/MS. O perfil LC-MS/MS de compostos presentes nas GBs excisadas
correspondiam aos mesmos emitidos por insetos sob perturbagdo mecanica, sugerindo que as
GBs sintetizam esses compostos. Foi reportado que a resposta de insetos quando confrontados
por esses volateis ¢ de afastamento e fuga (ROJAS et al., 2002; MAY-CONCHA et al., 2015),
equivalentes ao que seria esperando quando componentes de feromoénios de alarme sao
detectados. O comportamento de fuga mediado por feromonios de alarme ¢ muito relevante
para a sobrevivéncia do inseto, uma vez que permite identificar e escapar de um perigo potencial

(MINOLI; PALOTTINI; MANRIQUE, 2013).

Os ensaios de docking revelaram ligacdes mais favordveis com compostos como 2-

metilpropanoato de 2-feniletila (AG = -6,0 Kcal/mol), 2-feniletanol (AG = -5,4 Kcal/mol) e 2-
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metilpropanoato de 2-metilpropila (AG = -5,0 Kcal/mol), emitidos pela glandula de Brindley.
Ainda se nota que os ligantes de maior afinidade pertencem as mesmas classes quimicas
observadas para a CpalOBP4, alcoois e ésteres. Os residuos 148, F49, V114 e 1115 participam
da interagdao majoritariamente hidrofobica com os ligantes e parecem fazer parte do sitio ativo
da proteina. Este resultado estd de acordo com os dados da literatura que mostram interagdes
hidrofébicas como cruciais para a estabilidade da ligagio OBP+odor. A determinagdo da
estrutura tridimensional da PBP de B. mori complexada com seu ligante, o bombykol, mostrou
a existéncia de interacdes hidrofobicas com o composto no interior do pocket da proteina
(SANDLER et al., 2000). O mesmo foi observado para a AgamOBP1 complexada com DEET
(TSITSANOU et al., 2012), que se liga a borda de um tinel hidrofébico longo formado por um
dimero da proteina através de uma série de interagdes hidrofobicas e uma ligacao de hidrogénio.
O estudo do complexo formado entre a AgamOBP1e a icaridina mostrou uma semelhanca geral
em relacdo a forma, arranjo geométrico dos grupos e distribuicdo espacial da cavidade
hidrofébica, sugerindo que o mecanismo de reconhecimento seja comum para ambos o0s
repelentes (DRAKOU et al., 2016). A elucidagdo das estruturas dos complexos formados entre
a OBP-LUSH de D. melanogaster e diferentes compostos alcoolicos mostrou que o complexo
¢ estabilizado por ligagdes de hidrogénio com aminoacidos proximos a cavidade hidrofobica e,
quanto mais longa for a cadeia alcodlica, maior a estabilidade do complexo (KRUSE et al.,

2003).

Em resumo, os ensaios de qPCR revelaram que o RproOBP17 é expresso exclusivamente
em antenas de adultos. A andlise de similaridade de sequéncia realizada pela construgcdo da
arvore filogenética agrupou a RproOBP17 com OBPs associadas ao transporte de componentes
de diferentes tipos de feromonios. J4 a observacao da analogia estrutural e ensaios de docking
com ligantes fisiologicamente relevantes indicou que a OBP17 apresenta maior afinidade pelos
compostos fisioldgicos 2-metilpropanoato de 2-feniletila, 2-feniletanol e 2-metilpropanoato de
2-metilpropila, emitidos pelas glandulas de Brindley. Esse resultado também esta de acordo
com a hipotese levantada inicialmente apds a observacdo do padrio de expressdo do gene
OBP17 por qPCR, uma vez que o comportamento de evasao do perigo € comum para
triatomineos de ambos os sexos (MAY-CONCHA et al., 2015) e ndo esta sob pressao do estado

nutricional do inseto.
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6.3. PROSPECCAO DE COMPOSTOS CANDIDATOS A ATRATIVOS/REPELENTES
USANDO A RPROOBP17 COMO ALVO MOLECULAR

6.3.1. Producio da RproOBP17 recombinante

Como os resultados sugeriram que a RproOBP17 se trata, de fato, de uma OBP funcional
em R. prolixus, o proximo passo foi verificar a viabilidade da produgdo da proteina
recombinante em laboratério. Como a OBP17 apresenta trés pontes dissulfeto, primeiro ¢
necessario fornecer um ambiente oxidante o suficiente para que elas sejam formadas. Ja foi
reportado que a expressao periplasmatica em E. coli € capaz de produzir OBPs devidamente
enoveladas e funcionais, como a CquiOBP1 (MAO et al., 2010) e a AgamOBP1 (WOGULIS
et al., 2006; TSITSANOU et al., 2012). Sendo assim, o vetor de expressao pET22b(+) foi

escolhido pois possibilita o enderecamento ao periplasma através do peptideo sinal pelB.

Ap6s a realizagdo de testes em diferentes combinagdes de temperatura, DOgoo € [IPTG],
foi verificado que as melhores condigdes para a expressdo periplasmatica da RproOBP17
recombinante foram T = 28 °C, DOgoo = 0,6 e [IPTG] 0,5 uM (Figura 20) . A purificacdo da
RproOBP17 recombinante, verificada por LC-MS/MS, foi alcancada através de duas etapas de
troca i0nica combinada a uma etapa de gel filtragdo (Figuras, 21, 22 e 23). Dentre outros
autores, JIANG e colaboradores (2009) também reportaram a utilizagdo da combinacdo de
etapas de troca i0nica e gel filtragao para a purificagdo de OBPs recombinantes. Um protocolo
similar ¢ encontrado em um trabalho que avalia a seletividade da CquiOBP1 por ligantes
fisiologicamente relevantes (YIN et al., 2015). Recentemente, a utilizagdo de cauda de histidina
e coluna de niquel também vem sendo reportada como um método alternativo para a purificagao
de OBPs recombinantes (JU et al., 2018; HU et al., 2019). Até o momento da finalizagdo desse
trabalho, essa ¢ a primeira vez que a producdo recombinante de uma OBP olfativa de
triatomineo ¢ demonstrada. Como nao foi possivel utilizar a proteina recombinante purificada
para ensaios de ligagdo com sonda fluorescente para selecionar os ligantes que seriam
posteriormente avaliados em bioensaios, estratégias in silico foram utilizadas para realizar uma

pré-selecdao de compostos.



86

6.3.2. Identificacio in silico de compostos candidatos a atrativos/repelentes

M¢étodos computacionais t€ém sido cada vez mais incorporados em estudos de ecologia
quimica reversa, com o objetivo de pré-selecionar os compostos candidatos que serdo testados
nos ensaios experimentais e, assim, acelerar a descoberta de novos atrativos/repelentes
(BRITO; MOREIRA; MELO, 2016). A utilizacdo de docking molecular como modelo tedrico
para determinagao de ligantes de uma OBP da praga agricola Bactrocera dorsalis se mostrou
confidvel para a previsdo de compostos fisiologicamente ativos (PAGADALA DAMDARAM
et al., 2014). Em estudo com uma OBP de M. Viciae, foi demonstrada a utilizacdo da sua
estrutura tedrica em simulagdes computacionais para caracterizar a interagdo desta proteina com
analogos do feromoénio de alarme de pulgdes (DU et al., 2018). Assim, na auséncia de
procedimentos experimentais, este estudo se propds a realizar uma varredura in silico por
compostos candidatos a atrativos/repelentes, visando selecionar os principais ligantes para

ensaios de ligagdo posteriores.

Os estudos de docking da RproOBP17 contra um painel de diferentes ligantes (Tabela
5; Figura 25) revelou interagdes muito favoraveis, com energia livre de ligacdo menores que -
7,0 Kcal/mol. Em estudo realizado por PAGADALA DAMDARAM e colaboradores, a
confiabilidade na previsdo de compostos comportamentalmente ativos por métodos
computacionais foi demonstrada utilizando o valor de cut-off em AG = -4,0 Kcal/mol. Logo, os
ligantes aqui identificados, como cedrol (-7,8 Kcal/mol), a-humuleno (-7,6 Kcal/mol), B-
cariofileno (-7,4 Kcal/mol) e B-damascenona (-7,0 Kcal/mol), formam ligagdes teoricamente

favoraveis com a RproOBP17 e podem ser candidatos promissores a atrativos/repelentes.

Esses ligantes sdo terpenodides que desencadeiam comportamentos relevantes em
diferentes espécies de culicideos e de lepidopteros. O cedrol, por exemplo, € um atrativo de
oviposicao para fémeas gravidas de A. gambiae (LINDH et al., 2015). Esse composto foi
testado com sucesso em armadilhas para a captura do 4. gambiae, contribuindo para o controle
da transmissao da malaria (MBARE; LINDSAY; FILLINGER, 2019). Ja o a-humuleno, assim
como o B-cariofileno, agem impedindo a oviposi¢ao em A. aegypti (DA SILVA et al., 2015).
Além disso, também mostraram ter potencial larvicida médio e inseticida alto para a mariposa
H. armigera (BENELLIA et al., 2018). Diferente do que ocorre em A. aegypti, o a-humuleno
age atraindo fémeas de A. gambiae, ou seja, 0 mesmo composto possui acao antagonica em
culicideos (MEZA et al., 2020). Ademais, o 6xido de B-cariofileno foi reportado como irritativo
e repelente para 4. aegypti e Anopheles minimus (NARARAKA et al., 2019). Um fato

interessante e inesperado € que este composto parece fazer parte da combinagdo de volateis
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descrita como biomarcadora de cancer de pulmao na respiracdo (PHILLIPS et al., 2007). Isso
sugere uma aplicacdo em potencial da RproOBP17 como elemento sensorial em biosensores

para testes de saude.

Por fim, mas ndo menos importante, a 3-damascenona também apresentou alta afinidade
de ligacdo pela RproOBP17 (-7,0 Kcal/mol). As damascenonas pertencem a uma familia de
compostos conhecidos como cetonas de rosas, presentes em Oleos essenciais. Em Anopheles
stephensi este composto tem efeito repelente (PIRMOHAMMADI et al., 2016). Em humanos,
esse composto esta relacionado com a percepg¢do sensorial do aroma de vinhos tintos e rosé
(TOMASINO; BOLMAN, 2021). Curiosamente, a B-damascenona também ¢ encontrada como
0 composto aroma-ativo mais intenso no agai (LIM et al., 2016), fruta associada aos altos

indices de transmissdo oral da doenga de Chagas (FRANCO-PAREDES et al., 2020).

Utilizando analises experimentais combinadas a estudos in silico, este estudo foi capaz
de selecionar os principais compostos-teste que, futuramente, serdo utilizados nos experimentos
cuja execugdo nao foi possivel devido a pandemia por SARS-CoV 2. Ensaios de ligagao
competitivos com sonda fluorescente poderdo verificar a relagdo entre a afinidade de ligacao
obtida in vitro e a calculada em ensaios de docking molecular in silico. J4 os bioensaios
demonstrarao o tipo de resposta comportamental in vivo aos compostos selecionados e, em caso
positivo, se ¢ de atracdo ou repeléncia. Além disso, bioensaios também serdo realizados com

insetos injetados com o dsOBP17 para investigar o papel fisiologico da RproOBP17.

Ao realizar a varredura por candidatos a atrativos/repelentes, foi encontrado,
acidentalmente, o semioquimico que pode ser responsavel pelos altos indices de contaminagao
do acai por T. cruzi. E razoavel levantar a hipotese do papel central da OBP17 na identificacio
de B-damascenona presente no acgai (-7,0 Kcal/mol). Do ponto de vista do ecossistema, R.
prolixus ¢ uma espécie considerada silvestre e que se abriga em palmeiras (FRANCO-
PAREDES et al., 2020). Além disso, foi demonstrado que, em condi¢des de laboratério, o R.
prolixus, dependendo de determinantes ambientais como jejum prolongado, pode alterar sua
preferéncia alimentar, tornando-se um fitéfago facultativo (DIAZ-ALBITER et al., 2016).
Quando a alta afinidade da RproOBP17 pela B-damascenona passa a ser considerada, a
possibilidade de fitofagia facultativa pode estar intimamente relacionada com a transmissdo do
T. cruzi através da polpa do agai. A existéncia de fatores que atraem os triatomineos para os
frutos do acai vem sendo investigada ha algum tempo. Os frutos possuem cinética de
crescimento microbiano acelerado, causado por condigdes ambientais como colheita,

armazenamento, transporte e processamento, que gera fermentacdo espontanea, produzindo
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metabolitos como o CO2, que atraem o inseto (ROGEZ et al., 2012). Também ja foi discutido
que a geracdo desses metabdlitos se associam com um aumento da temperatura do fruto,
atraindo triatomineos sensiveis a esses gradientes (AGUIAR; MENEZES; ROGEZ, 2013). A
luz desse trabalho, ¢ razoavel considerar que a fermentagao do agai possa liberar grandes
quantidades de fB-damascenona, que ¢ detectada pelo inseto com o auxilio da RproOBP17

circulante nas antenas.
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7. CONCLUSOES

Este estudo utilizou ferramentas de bioquimica, biologia molecular e bioinformatica
para selecionar ligantes candidatos a novos atrativos/repelentes para o R. prolixus, inseto vetor

da doenca de Chagas.

A OBP17 foi selecionada como uma proteina funcional de R. prolixus devido ao perfil
de expressao exclusiva em antenas, tanto de macho quanto de fémea, verificado por PCR e
qPCR. Utilizando RNAi, foi possivel obter 89 % de reducdo nos transcritos OBPI7. Os
resultados indicaram que RproOBP17 provavelmente esta relacionada com a detec¢do de
volateis produzidos pela glandula de Brindley (2-metilpropanoato de 2-feniletila, 2-feniletanol

e 2-metilpropanoato de 2-metilpropila), associados ao comportamento de fuga e defesa.

Protocolos para a expressao e purificacao da RproOBP17 foram elaborados com sucesso
e a proteina recombinante foi obtida. A utilizacdo desta OBP como alvo molecular para a
identificacdo in silico de compostos candidatos a atrativos/repelentes através de uma
abordagem por ecologia quimica reversa sugeriu o cedrol, a-humuleno, B-cariofileno e f-
damascenona como os principais ligantes a serem testados. Além disso, durante a varredura por
novos compostos comportamentalmente ativos, foi observada grande afinidade pela -
damascenona, o composto aromatico mais intenso no agai, que pode estar relacionado aos altos

indices de transmissdo da doenga de Chagas através do consumo deste fruto.
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8. PERSPECTIVAS

A realizagdo de ensaios experimentais utilizando o conhecimento adquirido ao fim deste
trabalho precisou ser adiada em decorréncia da pandemia por COVID-19, sendo substituida
pela analise in silico. A abordagem in silico identificou ligantes com alta afinidade pela OBP17.
Uma vez que o silenciamento do gene OBP17 mostrou-se eficiente, bioensaios com insetos
contendo menos OBP17 circulante serdo avaliados quanto a capacidade de identificar outro
individuo em situagdo de estresse. Visto que a producao da proteina recombinante foi possivel
através dos protocolos elaborados, a RproOBP17 serd usada em ensaios competitivos de ligagao
com sonda fluorescente para que a relagdo entre a energia livre de ligagdo calculada in silico e
a afinidade de liga¢ao observada in vitro possa ser melhor estudada. Em seguida, os ligantes
selecionados serdo testados em bioensaios para verificar se a afinidade observada in vitro ¢
capaz de produzir resposta comportamental in vivo e, em caso positivo, se ela ¢ de atragdo ou

repeléncia.
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ANEXO I Material Suplementar

Sequéncias de proteinas usadas para a construc¢io da arvore filogenética

» O peptideo sinal que foi retirado esta destacado em vermelho.

>AgamOBP47 GenBank AAQ16280
MVESHVRALISTTISTLONAAECCVTPFLVEPSAFMTCHSKWIGQTKROMAMEGIPRGCCVAECVMNSTSLYSNG
KIDREALTKLYLASTKSMAPEWNKITLDAIDGCFKMADTIKDEIEAGAKLTPAFEGEQICHPISGTILACMGMTL
FAECPAKLEFTVNDDCNKLKSYHSKCPFL

>AgamOBP48 GenBank AAQ16281
MGORQRVVVQLALCFLTFGALLOAGVLAGDNPCAAGPPVDTNPAECCPTPMLVDGTIMMDCYKKYGEQTKKQLOM
DGIPRGCCIAECAMNATNMYADGMLKRDDLSKMFMDAVKDKPEWMSLVRDATNACFELAEKKMDEIEAGAKLEPS
FEGEKICHPISGTILRCMGMMMEFAQCPASVENVNENCNKLREYGSICPMI

>AlinOBP1 GenBank ACZ58027.1
MNSLIPVLLVVCAAATRADEQTNAMVAKAFNKCREEFPISDDEIGGVREKTTIPESHNAKCLMACMLREGKMLRD
GKYEKENALIMADVLNKDDPASADKAKQLVETCAGKVGTDAGGDECEFAYKMAVCAAEEAKKLGVRPPDF
>AlinOBP2 GenBank ACZ58028.1
MSLKIQFFVFAAICAACVCAYQEQLKOTIRDCODGKEVTDDELEEFTKPLIPRNREEKCIMACVMRTYNIISNGH
YDPKIAFGILKGILKDHPEKLNKIKEVMDHCGEDVPSHMDDECDLAGE IMQCEVKYQKAMGMA

>AlinOBP4 GenBank ACZ58030.1
MRIFVIFTAALTCVMAGELPEEMKEMAQGLHDSCVEETGVDNGLIAPCAKGNFADDAKLRCYFKCVEGNLGVISD
EGELDAEAFGSILPDSMQELLPTIKSCGGTTGSDPCDLAMNEFNKCLQKADPVNEFLVI

>AlinOBP5GenBank ACZ58031.1
MVLKMNLLLVVLVMSQVFFSVTEAAMSQAQMKQAMKTVRNMCIPKSGVDKEALAKMVNGEFDESDQKLKCYLGCV
LGMMQAVKNNKINLTMVRNQITKMLAPERGOQRILAAFESCATVTGDDNCGLAFRFAKCIYDTDKEAFIVP
>AlinOBP8_ GenBank ACZz58079.1

MDTHFGLLIASLAILHTANAVINKDYLEKVVTAKDKCLKEFNVDDSVVEDFIVKYNKPQOSESGKCMVACEFMEERG
MMKDGKTITEQVMLDNQEKWIAATHVNMGKEVIDTCDKEVPNEENDKCDLAVDYMMCLVKRGDEAGLPKMDVAQL
KH

>AlinOBP9 GenBank ACZz58080.1
MMELWKWRLALITFGLVSCIQQTEGSQRTKQQPKSKTKESVVGATRPRDAKATECVNKVNANEEESASFFRKEIP
ETEAGKCLLACYLEGKGLIVGGKISSSGAARVAARAYPNNRVKTGNVKHILSHCGTIAGRESNNCEMAYKLADCT
TTLSDKFRL

>AlinOBP10_ GenBank ACZ58081.1
MFFNSVEFLLVVCVSSYVTKGQELPPPGDVKNKTVVFKNSFLRSAKYCSSIYETSTLAIMALLMSEKSDDQNGKCE
LNCMLORYRLMSQODGSYNKDKFKPFLEYIPDSKFLOQSTRGNLKNCISEKDPDPCEKASKFIKCFYTRARNKGEIG
ASKEVIPADGF

>AlinOBP1l1l GenBank ACZ58082.1
MKTFVGLIFAVALVEFASAISKEYHDKAIEAKNTCAKLHNVDDETIMTYWKNHQLPEKEPETCIVICYLKEMKLV
VDGKVDADAWKASNKEKWDDEKHVAAADEIVDKCSAEVPPTENECEWGLALTKCALKHGKEAGIPPPDMEHPKRR

>AlinOBP13GenBank ACZ58084.1
MNISTRMISLTMAYLAAALVSGHRALDGILPQANQDECREESNFRGELNDDVGRNVTQELKCFAACSLMKLGIMN
EKDGTVNMTRLDELIASHTPGKDAADVEFKTTVVEPCMKEVKKSTDYCEYSYQLIACGMSKVP

>AlucOBP24 GenBank AMQ76477.1
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MSTKLRSVGMILATAITHVCAYQEQLKETIKQCODGREVTDDEVEEFTKPLVPKNQEERCLVACVFKEYKVIIDG
HFDPVNALNVAKMVYKDYPEKWKRIKDVIDHCGEDIPTHNDNECDLAGDIMNCEVKYLNSMPKGVSLELLAGSIA
ATAEP

>AlucOBP38 GenBank AMQ76491.1
MGFKEVKYRSYFEFVLVIHIILCIQIKAKELTDEQKEQIFAEIKNCMESTKLTDEEFESIMAKKELPTSKEGKCET
KCLMEKMEYLEEGGKINVIAVOQAGLEENMEKESEITKAKEIIQQCADTVPPEDSCEYAYGISQCMYTKMKEAGIS
GGP

>ApisOBP3GenBank NP 001153529.1
MISSTFYITLVEFGIAMLISCGHGRFTTEQIDYYGKACNASEDDLVVVKSYKVPTTETGKCLMKCMITKLGLLNDD
GSYNKTGMEAGLKKYWSEWSTEKIESINNKCYEEALLVSKEVVATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST

>ApolPBPlGenBank CAA35592.1
MLRKISLLLLPVEVAINLVHSSPEIMKNLSNNEFGKAMDQCKDELSLPDSVVADLYNFWKDDYVMTDRLAGCAINC
LATKLDVVDPDGNLHHGNAKDFAMKHGADETMAQQLVDITIHGCEKSAPPNDDKCMKT IDVAMCFKKETIHKLNWVP
NMDLVIGEVLAEV

>ApolPBP2GenBank CAB86718.1
MSLSLFLAMLVTINLVQASPEIMKNLCMNYGKTMDQCKQELGLPDSVINDLYNFWKDDYVMTDRLAGCAINCLST
KLDIVDPDGNLHHGNAKEFAMKHGADDGMAQQLVDITHRCEKSTPPNDDKCTKTMDIAMCEFKKE THKLNWVPNMD
LVVCEVLAVV

>BtabOBP4 GenBank AQS80477.1
MKSFIAVLAVLFVFACVQAQDAKQKVAAVAEKCKTEVHGGHDVLRIVGTSELPKTEEQRCFLECVYKNLQLIVDD
KFAEPGAKRLMMMKYGSNPDQLKIAQTEIETCAKEVKPTAGMKCSLAHNIRQCFAKEGQKRNFEYIKA

>CcapOBP83a-2GenBank CDJ79887.1
MYILRTILGALLWCSVLLNLIWAQKELRRDETYPPPELLEALRPVHDKCVAKTGVTEEAIKEFSDGEIHEDEPLK
CYMYCVFEETDVLHEDGEVHLEKLLDSLPNSMHNIALHMGKKCLYPKGDTKCERAFWLHRCWKESDPKHYFLI

>CpalPBP1l GenBank ADK66921.1
SQTVMKSMTKNFLKAYEVCAKEYSLKEGTAGILIGFWKDDEFSTTSRDVGCAILCLSTKLDLIDPEGKLHHGKATE
FAMQHGSGEEMAKKLVEILHNCEQTVTPNEDKCMRALDIAMCFKKELHTLGWAPDPELLFEELIAEMR

>CpalOBP10_GenBank AKM52558.1
MLOFGLVRFCVSVYCLFLMSSSVEGLSEEMQELVNMLHTNCIEETGVAEGTIEDARNLNFAEDEKLKCYMRCLMI
OMATMDDDGIIDVDATIALLPDEMKTVESGPLKTCGTKVGANHCDINAFQTNKCWADILKTDYYLT

>CpalOBP15 GenBank KP403736.1
MKEFLVVLCLTIVCSYAEPLRIRGGQEVDIGDYFHVCKRNKEFNTCLOETLOQEALPKWAKGIPELGITQLDPFIEP
EITINFKONQFQGHATMRNVRMYGFSNVLIKNVESELTDDKLAIDVDCFFPRLETEGNFKGQGSFNATVLNTKGY
YNMSMSEVSAIWKIRGEKEVINGEEFMKIKSEFTMRPKVEKMKIYVSDLEPGNPELNQATNMEFLNENWQRIYNELL
PYAEKYWSTAMAKIANEVFLKVPYDDLIPLN

>CpunOBP2_ GenBank ALC76550.1
MMKDMTKNFLKAYGECQQELHLTDDTARDLMFFWKEDYEVTSREAGCTILCLSKKLEIIDPEGKLHKGKTADEFIK
QHGSDEETAQKVIDVLHACEASAVPNEDHCIMALGVATCFKKEIHKLNWAPDTEVLLEELMAEMSER

>CquiOBP1l GenBank CPIJ007604
MAARCAKTLVLFSAVLGIAVVVLADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDICAKKTGVTDEAITIEFSDGKIHEDEKL
KCYMNCLFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLPNSMHDIAMHMGKRCLYPEGENLCEKAFWLHKCWKQADPKHYFLV

>CquiOBP2 GenBank CPIJ007617
METTTVLGLGLLLLLOQVGLISCEEPRRDAEYPPPEFLVKMKPMHDECVAETGASEDATIKRFSDQETHEDDNLKCY
MNCLFHKAGVVNDKGEFHYVKIQDFLPESMHLITLNWFKRCLYPQGENLCEKAFWLNKCWKERDPVHYFLP

>CquiOBP5 GenBank CPIJ007608
MTVATWLSSSVLIRAAPQQRAPDEFPPASLIELTVASRKVCVDETGVTEDSIARFNNEPEVEDDDERLKCYMDCME
ROFNVTKPDTGDVDMIELYHATIPKEYNSVTLKVYNKCRDVVEGSTLCERAFSHHKCWKONDPVHYYLE
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>CquiOBP6_ GenBank ACR43436.1
MERFTEFVILVLFLKLLGPSDGAMTMKQLKNSLEMMRKACAPKEFKVDDASLNELTAGNFRSDPDPELKCYTVCIAQ
MAGTLTKKGEISLSKTTAQIDAMLPNEMKAFAKEAMTACKDAQAGYKETCDKIYYSVKCVAEFNKDAFLEP

>DmelOBP76aLUSH GenBank AAB58940.1
MKHWKRRSSAVFAIVLOVLVLLLPDPAVAMTMEQFLTSLDMIRSGCAPKFKLKTEDLDRLRVGDENEPPSQDLMC
YTKCVSLMAGTVNKKGEFNAPKALAQLPHLVPPEMMEMSRKSVEACRDTHKQFKESCERVYQTAKCFSENADGQF
MWP

>LedisVenomPOBP2 GenBank ATU82459.1
MNTEVEVLAAASAVALVHGATVKPAGNPVREKVVALSKKCAADSKATPDOQAKIAFSQODLPKTETERCYLECLYTG
VGAVKDGGFNVEGAKKLASNRFTNSNELGLANKLIESCAKEVAKKEGEKCSLGHSTRECFVKHGKEVNEEPSS

>LmadPBP GenBank AY116618.1
MRSLOLTCLLAVATATLADSTQSYKDAMGPLVRECMGSVSATEDDFKTVLNRNPLESRTAQCLLACALDKVGLIS
PEGAIYTGDDLMPVMNRLYGEFNDFKTVMKAKAVNDCANQVNGAYPDRCDLIKNEFTDCVRNSY

>LylinLAP_ GenBank AAC43033.1
MRILVLFTAALTCVMAGELPEEMREMAQGLHDGCVEETGVDNGLIGPCAKGNFADDQKLKCYFKCVEGNLGVISD
EGELDAEAFGSILPDNMQELLPTIRGCAGTTGADPCELAMNENKCLQKVDPVNEMVI

>MmedOBP1 GenBank ABMO05968.2
MENIIIFTTAITIFTFINFSQTEARMTMTQIRNAMKPLGKTCLGKTGLSKEVQAGQHNGEFPEDEALMCYHSCLL
KLAKISDKSGNINLDTVHKQIDLMMPEDLIARAKAVTTDCFGEIKSTEICRMSFEFVKCYFIKGPEIVFFP

>MmedOBP6 GenBank AB015559.1
MKNTLFFTLAAAFLLGYNIPHVESRMSMAQTINTMKPLGKTCAAKTGLSKEMODGOQHEGQFPEEEALMCYHTCLL
KMAKVADKTGKLNIDAMVKQIDMLMPEDLVDKAKTACSGCADEVTATEGCRPSWEFMKCWYGRAPELYFFP

>MvicOBP3 GenBank 4739 B
ASMRFTTEQIDYYGKACNASEDDLVVVKSYKVPSSETGKCLMKCMITKLGLLNDDGSYNKTGMEAGLKKYWSEWS
TEKIESINNKCYEEALLVSKEVIATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST

>NribOBP3 GenBank 4745 D
ASMRFTTEQIDYYGKACNASEDDLVVVKSYKVPSTETGKCLMKCMITKLGLLNDDGSYNKTGMEAGLKKYWSEWS
TEKIETINNKCYEEALLVSKEVVATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST

>RproOBP1 VectorBaseID RPRC010284
MKTTLSVLAVFLVIAYVNGAATQSPVKEKVAALAKKCSADHKATPEQTKLVFSQKVPSDEVERCLLECVYTGVGV
IQGGEFSAEGSKKLATLRFSDPKERETVNKLVDTCTKEVTKNKDEKCSLGKSVRECFVKHGEKVHEFFPSAN

>RproOBP2 VectorBaseID RPRC000378
TEQAKVILSKKVPSDEVEKCLLECVYQEVGVVIEGDEFSVEGSKKLATSRYSDOQKELETVHKMIDACTNEVTKNK
DEKCSLGKSVRECFAKHGEKVHFFPSAN

>RproOBP3 VectorBaseID RPRC000527
MEARYCIEECVYKGMGLLDESGTALNHQRLTQELNRAVTGAGLWESAMOQOAITSCSGATGVYLFFFFKKKKYYIS
YLK

>RproOBP4 VectorBaseID RPRC000274
NAPLCQPPTAAPHKLEKVIGQCQEEIKYALIQEALNVLRESVGLSQARNSAAHLRSKROAFTGEERRIAGCLLQC
VYRKMKAVDESGFPVATGLVKIYSEGVKDRNYYLATIQAVQQCLSREIQONKNNDPKIVEEGYTCDVAYNMENCIS
DOQIELLCGSTP

>RproOBP6 VectorBaseID RPRC004413
MGPSRTIVLVTTEFTLTTLLLITNTNGAMSEAQMKQAMKTLRGMCLGKSGVTTETLDKMQEGVENDDDRNLKCYLG
CIMGMLQVVKNNKISLKMVKSQVAKMLEPDMGKRLIAAFEGCKDTVGEDNCDLAYKFAKCIYVADSSAFIVP

>RproOBP7 VectorBaseID RPRC000311
MCKLVILLTVEVLOMYLISAQEVNEELWGKAEKKCQQOLSKLSSIERASILTSLGNISRTAKCYVNCEFFEEVGLMI
GAAVNSTLLHSWLKEEAEISENKEELYNRIKTCVDAITVEDKCDKAYELYICFENR
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>RproOBP8 VectorBaseID RPRC000564
MODMEVCKNDTKMSDEEFSELMAQQMPKSPEGKCEFIFCMMRSMTLMSEEGELNSEGCSAMIAEAPIDDDQKEKMK
GMPEECAKEGCEKKEDPCETAYRISLCFQKKAEEVNKHIYF

>RproOBPY9 VectorBaseID RPRC000194
MNMLTILATFCEFLIAAVNCRVLKQEDALEKCSKENSIDRELAQKITISHQAHATTPNEKCLIACYLKVKRYLLNHQ
IDWVAIYKSHAARITDETEKEKVKAIFEECEANSYENKDDCQIAYDAYECKKL

>RproOBP10_VectorBaseID RPRC000560
MKNFSLITFNCEVICGVICVTITDTPAFFESVVEKCSAEHRIDKNEARRMIGNVRRYALTEDDKCMLSCYMKERQ
YFVNGKINWOQRIFIPVSIMLSTESERSTMWANFLNCDKYLSYGVRNDCQIAYESLRCFEDVMNA

>RproOBP11l VectorBaseID RPRC004408
MKTIAVIAIVCYLFVATESFPSHSPELDTCSTKHHLSKDRARQLATIHSVOQATDDNEKCFLSCYLKERGYLVDGRV
DEDKLLENHKKFQPTLFEELKKTFDECKKNLDYNGKNECEVAYQAYSCAFTRP

>RproOBP12 VectorBaseID RPRC000492
MMVHFYPLLIGILIVNSVYKVDSTGGETVKKALEVLSKCQKEFSVDDGTLSKLMDESRVPQSAEAKRMVTCWMNG
VGFLEDGKPCVEEIKRWHRVLYTSEEHQKLADENVDICSASLKAKEEGELAYELTNCFVSLAEKTGLPPPKLRI

>RproOBP13 VectorBaseID RPRC0O00177
MLEYAALIVAHAIYFTDAVAELKGLTKSELLDLEKKTMAECLSKHGIEKSVHTDYLKNQPLDVSKEFKCAIGCYV
GEVGYVIDRRTRWSAIEEVHDIEYKSEENKEKAAQVLRICKTIVPEVGEDSCEAGFALYSCYMKEAIKIDLHP

>RproOBP14 VectorBaseID RPRC004407
MFLYAVLLVTCTVLCTYAALDLKGMTKTKLAELEAKKMSECLKKFGVNITTLSGYLNEESNNTTKEFKCVLGCET
EEMGYGKDNKPLWDIMEEVHKIEYETKEDKEKALKIVETCKTIVPEEAEDSCELGFAMHSCYTAQARKLGLTLE

>RproOBP15 VectorBaseID RPRC008413
MDGDVASLKKKDIPTTEKGKMKKGKENSKNTMKIAHKAYPNDAEKINKVIEILDSCGTKESKNGAETVRRVLRKE
DYHGRVAWKNPEVMVETENTFLVEQ

>RproOBP16 VectorBaseID RPRC011610
MLSRVFTILLFLWFGLENLVLLORPKTGGHPONKTALLKASFIESSKYCSERHDVNMVOMLVLEFSEKEVNDYKGK
CYLHCMLORYRLMDKDGNYLKDRFQPFMEYIPISNFLKTLKKNLNYCLNQDSEDPCEKAYRFIKCFOMRGGTKTN
PFQETEVQPADGF

>RproOBP17 VectorBaseID RPRC000118
MHPLTLVLGAVEYTLFEGAYAAVELSDDMKEMAKMLHDQCIDESGVNGALIEPCAKGDESEDGNLKCYEFKCIFAN
MGALSDDGELDAEAFESILPPDLHDPLSKMINSCKDAKGANACEVAFNFNKCLYNADPEHFLVI

>RproOBP18 VectorBaseID RPRC001924
MNSFVAFTLFACISAASVTAEDNEKILQIFNKCSEMHKISDDELAMIQSKQSVPSSAEAKCMAACMLKEGKLIIG
TTYMKDNALMIADALYKDSADMASKAREVVEHCATEVGVDTAGDDCEFAYKLAVCSDNHAKKIGVTRPE

>RproOBP19 VectorBaseID RPRC000593
MRYYLPVLLIAFCIAATKALDENVKDKILGTFRKCRNQHPISDKVQQIKNFESVPSSREAKCLAACMLKEAGMLR
DGKYNKEVAKFVAEGVHEDQQEVVKSKEMIDHCTAKVGEFAGDDECEFAYRMATICSHDYAKK

>RproOBP20_ VectorBaseID RPRC007008
MKGFGAICVFAIAITLSLAIDEAAKKKAINTENKCREQYPITDAELEKLKKHESLPTSENAKCLAKCMLMEGNML
KDGKYRKDIAITFAETLHSDNAEEAEKARQVVEFCANEVGTEVKGDACEHAYKMAECSFNKAKEIGLEKPEWEN

>RproOBP21 VectorBaseID RPRC001925
MKALLLIVEMSVSINKIICENATESDEADPETVQYLTCIQKYNLTGTEVATKGSYAEKCGHACAMKAKGMLSDDG
EFIKDRMLLQGFPPNMTYVEMTRMOMAIEMCARQVTQEEDECEKVSALMDCLHTKMKDPRNLRKVK

>RproOBP22 VectorBaseID RPRC000115
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FLNCIKKNDVLGPSGEIYFLOKDSPDSGNVCTOMLGIPNERLVNKNITKEVLEETEMMVLEECRIKENIAEIIDD
YFNESVPLPVNEDFKCMLQCQODERLGYINNQIINWDLIRVVONIYYKDYDNSKKYLEVVDNCEQKGEFSIVVKIE
QYYMHADR

>RproOBP23 VectorBaseID RPRC000174
MKYLCITVSCLLHYVYTAQONVTELSKKELSDLEDEVMEKCREKHNVGEETFSKLEATISQHKEELPSSKDFKCML
GCFAEEMGYAKDAQPOWETMVAVHKIEYEKEEDANKATIQVVETCKKSVPEKEEDICELGYSMATCYLLESEKLGL
DLV

>RproOBP24 VectorBaseID RPRC009905
MAHFKKVICTLTVLFLALVSGYKEELRATMKSCKNGODVTDAEIEEFMKPLIPKTDEEKCLMACVEKAFNVIDNG
HYDPKIALAVASDLMKNEPEKLQKIKNITIDHCGDDVPRKMDNECELASEIMQCVVKYEREVGIA

>RproOBP25 VectorBaseID RPRC000257
ATCGPLQTYVRCRLESNISMRILGEISRLELLQLPVSQEGKCYIACLLRSSGLVINTEGDIDPYNVISLGRKYAV
DRSKLLRMETVVLECGNQGNFHFISYFIQY

>RproOBP26 VectorBaseID RPRC000182
MSKLYFCLVLLTAFYFAQSHVQRREVONEKVVLSNLTPKQLDDLERKVYEECAVKLNVDKGYVEKYFRNDTGVPD
DVGFKKITGCYGEKMGYVSGTKPNWERLRESYEVYYKDNKEDLETALKIVDECQKIPLDNLDGNEVNYTLAKCTK
EGYLKSGLEW

>RproOBP27 VectorBaseID RPRC009914
MHLFGYILVGLAVVDLVLSIQEIKGLNKKEIQELELRSLEECRVEYNVDKSEVQNYLDMDKVIPDNDGEFKKVLGC
YAGKMTEFVDDTRINWDKVRLAAEIYHENEKEYRDKSLKLIDECEKKCKLSYEGLSHNEVSYVVAKCIKDGYVQRG
IKW

>SfurOBP2 GenBank AGz04902.1
MSTLLNFVFVFLVCLCSYSEASPALTEAQIEQVGKAMANMCISSSGVQRSLITKAMTGEIEDDRKLKCEFEFGCIME
AVQVTKNGKMQPEVLKRRANAMLPKTMREMILPTIDSCSHIENEDKCELAYSIVKCHFSVNGKNPFFENFE

>SfurOBP3 GenBank AGz04903.1
MPPVFRTAHDKFESCLEELSSIFPPPPPPNGHHGPPPPGGPGGHGPPPPPPPGGRRGPPPGFGGPPGHEPPIFAC
AHECLENKTGLLENGKLNVEALKKKLEGELGDDEVWKNLLQSIVDKCMESKDPPSNDMCTSGSHELARCVLRDMFE
MNCPQEKWKESDDCSNMKMKLEKCPELVPPMAMRLSQPPMP
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Sequéncias de proteinas usadas para a busca por motivos conservados

» O peptideo sinal que foi retirado esta destacado em vermelho.

>AaegOBPl GenBank AAO074643.1
MNGSVVEVLSALVSLSVGDVTPRRDAEYPPPEFLEAMKPLRETICIKKTGVTEEAITEFSDGKVHEDENLK
CYMNCLFHEAKVVDDTGHVHLEKLHDALPDSMHDIALHMGKRCLYPEGENLCEKAFWLHKCWKESDPKHYFLT

>AaegOBP22 GenBank 6P2E A
MEFTVSTTEDLQRYRTECVSSLNIPADYVEKFKKWEFPEDDTTMCY IKCVENKMOLEFDDTEGPLVDNLVHQLAHG
RDAEEVRTEVLKCVDKNTDNNACHWAFRGFKCFQKNNLSLTIKASIKKD

>AgamOBP1 GenBank AA012081
MKLVTFVFAALLCCSMTLGDTTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDICLGKTGVTEEAIKKFSDEETIHEDEKLKCYMN
CLFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLPSSMHDIAMHMGKRCLYPEGETLCDKAFWLHKCWKQSDPKHYFLV

>AgamOBP4 GenBank 3081 A
MTMKQLTNSMDMMROQACAPKFKVEEAELHGLRKSIFPANPDKELKCYAMCAQMAGTMTKKGEISEFSKTM
AQIEAMLPPEMKTMAKEALTHCKDTQTSYKDPCDKAYEFSAKCAADEFTPDTFMEP

>AgamOBP20_ GenBank AA012087
MLFVFFTLLSCTKKKKIFPLRKEQMMKSGEMIRSVCLGKTKVAEELVNGLRESKFADVKELKCYVNCV
MEMMOTMKKGKLNYDASVKQIDTIMPDELAGPMRAALDICRTVADGIKNNCDAAYVLLOCLSKNNPKFE
IFP

>AgamOBP47 GenBank AAQ16280
MVESHVRALISTTISTLONAAECCVTPFLVEPSAFMTCHSKWIGQTKROMAMEGIPRGCCVAECVMNS
TSLYSNGKIDREALTKLYLASTKSMAPEWNKITLDAIDGCFKMADTIKDEIEAGAKLTPAFEGEQICH
PISGTILACMGMTLFAECPAKLEFTVNDDCNKLKSYHSKCPFL

>AgamOBP48 GenBank AAQ16281
MGORORVVVQLALCFLTFGALLQAGVLAGDNPCAAGPPVDTNPAECCPTPMLVDGTIMMDCYKKYGEQTKKQLQOM
DGIPRGCCIAECAMNATNMYADGMLKRDDLSKMFMDAVKDKPEWMSLVRDATNACFELAEKKMDEIEAGAKLEPS
FEGEKICHPISGTILRCMGMMMFAQCPASVENVNENCNKLREYGSICPMI

>AmelASP1l GenBank NP 001011590.1
MASNTKQAFIYSLALLCLHATIFVNAAPDWVPPEVEDLVAEDKARCMSEHGTTQAQIDDVDKGNLVNEPSITCYMY
CLLEAFSLVDDEANVDEDIMLGLLPDQLQERAQSVMGKCLPTSGSDNCNKIYNLAKCVQESAPDVWEVI

>AmelASP2 GenBank AAL60418.1
MNTLVTVTCLLAALTVVRGIDQDTVVAKYMEYLMPDIMPCADELHISEDIATNIQAAKNGADMSQLGCLKACVMK
RIEMLKGTELYVEPVYKMIEVVHAGNADDIQLVKGIANECIENAKGETDECNIGNKYTDCYIEKLES

>AmelOBP1l4 GenBank ABD92646.1
MKTIVLIFGEFCVCVGALTIEELKTRLHTEQSVCKTETGIDQQKANDVIEGNIDVEDKKVQLYCECILKNENILDK
NNVFKPQGIKAVMELLIDENSVKQLVSDCSTISEENPHLKASKLVQCVSKYKTMKSVDEL

>AtraPBP1l GenBank ACX47890.1
MKMHLFVQVIAASVMLMAGVDSSPEIMKDLSINFGKALDTCKKELDLPDSINEDFYKFWKEDYEITNRLTGCAIK
CLSEKLEMVDADGKLHHGNAREFAMKHGADDAMAKQLVDLIHGCEKSIPPNDDRCMEVLSIAMCFKKEIHNLKWA
PNMEVVVGEVLAEV

>BmorGOBP2 GenBank 001037498.1
MFSFLILVEVASVADSVIGTAEVMSHVTAHFGKTLEECREESGLSVDILDEFKHFWSDDFDVVHRELGCAIICMS
NKEFSLMDDDVRMHHVNMDEY IKGEFPNGQVLAEKMVKLIHNCEKQFDTETDDCTRVVKVAACFKKDSRKEGIAPEV
AMIEAVIEKY
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>BmorPBPlAcessionNumber:AGR44781.1
MSIQOGQIALALMVYMAVGSVDASQEVMKNLSLNEFGKALDECKKEVGKMTLTDAINEDFYNFWKEGYEIKNRETGC
AIMCLSTKLNMLDPEGNLHHGNAMEFAKKHGADETMAQQLIDIVHGCEKSTPANDDLCIWTLGVATCFKAEIHKL
NWAPSMDVAVGEILAEV

>CpalOBP4 GenBank 6JPM A
MLTEAQMASTANLMRKMCQPKTKVTDEQINNFHKGVEDDDKKMMCYMNCILETMKI IKNGKLDMSAVEQQOMPTLP
KKYQESTKKSIEECKSADTGDKCEPAYNFAKCLYLSNPEMYFLP

>CquiOBP1l GenBank CPIJ007604
MAARCAKTLVLFSAVLGIAVVVLADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLHDICAKKTGVTDEAITEFSDGKIHEDEKL
KCYMNCLFHEAKVVDDNGDVHLEKLHDSLPNSMHDIAMHMGKRCLYPEGENLCEKAFWLHKCWKQADPKHYFLV

>DmelOBP76aLUSH GenBank AAB58940.1
MKHWKRRSSAVEFAIVLOVLVLLLPDPAVAMTMEQFLTSLDMIRSGCAPKFKLKTEDLDRLRVGDENEPPSQDLMC
YTKCVSLMAGTVNKKGEFNAPKALAQLPHLVPPEMMEMSRKSVEACRDTHKQFKESCERVYQTAKCFSENADGQF
MWP

>LmadOBP1l GenBank 10W4 A
MDIGINSDPNSSTQSYKDAMGPLVRECMGSVSATEDDFKTVLNRNPLESRTAQCLLACALDKVGLISP
EGAIYTGDDLMPVMNRLYGENDFKTVMKAKAVNDCANQVNGAYPDRCDLIKNEFTDCVRNSY

>LmigOBP1 GenBank 4PT1 B
MDVNMKLTGRIMDAAKEVDHTCRSSTGVPRDMLHRYAEGQTVDDDDFKCYLKCIMVEENSLSDDGVEVLEEELEN
VPPEIKEEGHRVVHSCKHINHDEACETAYQIHQOCYKQSDPELYSLVVRAFDATIGD

>MvicOBP3 GenBank 4739 B
ASMRFTTEQIDYYGKACNASEDDLVVVKSYKVPSSETGKCLMKCMITKLGLLNDDGSYNKTGMEAGLKKYWSEWS
TEKIESINNKCYEEALLVSKEVIATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST

>NribOBP3 GenBank 4745 D
ASMRFTTEQIDYYGKACNASEDDLVVVKSYKVPSTETGKCLMKCMITKLGLLNDDGSYNKTGMEAGLKKYWSEWS
TEKIETINNKCYEEALLVSKEVVATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST

>RproOBP17 VectorBaseID RPRC000118
MHPLTLVLGAVEYTLFEGAYAAVELSDDMKEMAKMLHDQCIDESGVNGALIEPCAKGDESEDGNLKCYEFKCIFAN
MGALSDDGELDAEAFESILPPDLHDPLSKMINSCKDAKGANACEVAFNFNKCLYNADPEHFLVI
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Validacio da qualidade estereoquimica do modelo pelo PROCHECK

FROCHECK
Ramachandran Plot
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Fesidues in most favoured regions [ABL] a4 83.1%
Fesidues in addidonal allowed regions [3.b.1,p] T 0%
Fesidues in generonsly allowed regions [-a.-b ~L~p] i3 0.0%
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MNumber of non-glycine snd non-proline residues EI-E 1{5;‘3';
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Number of proline residnes 5
Total pumber of residues H‘T

Based on an analysis of 118 smucnres of résobution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor mo greater than 30%:, a good quality model would be expected
to hawe owver 80%% in the most favoured razions
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Validacao do perfil 3D do modelo pelo VERIFY3D

Verify 3D Results plot

99.13% of the residues had an averaged 3D-1D score >= 0.2

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

Odorant-binding proteins (OBPs) are small soluble proteins whose biological function is believed to be facilitating olfaction by
assisting the transport of volatile chemicals in both vertebrate and insect sensory organs, where they are secreted. Their capability
to interact with a broad range of hydrophobic compounds combined with interesting features such as being small, stable, and easy
to produce and modify, makes them suitable targets for applied research in various industrial segments, including textile,
cosmetic, pesticide, and pharmaceutical, as well as for military, environmental, health, and security field applications. In addition
to reviewing already established biotechnological applications of OBPs, this paper also discusses their potential use in
prospecting of new technologies. The development of new products for insect population management is currently the most
prevailing use for OBPs, followed by biosensor technology, an area that has recently seen a significant increase in studies
evaluating their incorporation into sensing devices. Finally, less typical approaches include applications in anchorage systems
and analytical tools.

Key points

* Odorant-binding proteins (OBPs) present desired characteristics for applied research.
* OBPs are mainly used for developing new products for insect population control.

* Incorporation of OBPs into chemosensory devices is a growing area of study.

* Less conventional uses for OBPs include anchorage systems and analytical purposes.

Keywords Odorant-binding protein - Review - Olfactory system - Biotechnology

Introduction

The olfactory system plays an essential role in maintaining
life, representing one of the most basic principles in nature:
perception of the environment in order to make sense of odor-
ant cues that elicit behavioral responses which are crucial for
survival. It is well established that, through olfaction, mam-
malians can constantly monitor the ever-changing chemical
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composition of their surroundings by detecting compounds,
some of them in concentrations as low as parts per trillion
(Breer 2003). Similarly, insects are able to use various semio-
chemicals to find one another, locate food sources, oviposition
sites, mating partners, suitable hosts and identify predators
(Brito et al. 2016).

Knowledge regarding the molecular mechanism involving
odorant detection is essential when working towards the dis-
covery of biotechnological applications for olfactory sensing.
Despite the morphological differences between the character-
istic olfactory organs of vertebrate (sensory epithelium within
a nasal chamber) and invertebrate (appendages such as anten-
nae) species, odorants are detected in olfactory neurons by
similar mechanisms (Hildebrand and Shepherd 1997).
Recent studies have provided more refined insights into as-
pects related to odorant detection as well as strategies adopted
to achieve a better understanding of the olfactory system.

@ Springer
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Such information has been discussed in excellent reviews over
the last years (Firestein 2001; Hansson and Stensmyr 2011;
Leal 2011; Sankaran et al. 2012; Pelosi et al. 2014; Grabe and
Sachse 2018). In short, after reaching the olfactory organ,
volatile organic compounds (VOCs), which have low water
solubility and polarity, are transported by odorant-binding
proteins (OBPs) across the aqueous environment of mamma-
lian nasal mucus (Zarzo 2007) or insect sensillar lymph, where
chemosensory proteins (CSPs) are also found (Brito et al.
2016). They are then presented to membrane-bound olfactory
receptors (ORs), where they are detected and signal transduc-
tion is initiated. It is worth pointing out that chemosensory
receptor families also include gustatory receptors (GRs) and
ionotropic receptors (IRs). GRs are related to the processing of
information in gustatory sensilla, present on several parts of
the body, such as mouthparts and ovipositors in females in-
sects (Dahanukar et al. 2005). IRs are expressed in sensory
neurons that respond to many odors but do not express neither
ORs nor GRs and are believed to function as ligand-induced
ion channels (Benton et al. 2009).

Both vertebrate and invertebrate OBPs are small, soluble
proteins with a hydrophobic binding pocket in their compact
structure. The main difference between insects and vertebrate
classes of OBPs is regarding their three-dimensional structure.
Vertebrate OBPs belong to the lipocalin superfamily of pro-
teins and exhibit their typical (3-barrel structure (Fig. 1a, b)
(Flower 1996; Flower et al. 2000) with a calyx-shaped

Fig. 1 Representative three-
dimensional structures of verte-
brate and insect OBPs. «-Helices
are shown in cyan, 3-barrel in
magenta and loops in brown.
Presented structures were obtain-
ed from the Protein Data Bank
(PDB) and prepared using
PyMOL software. a Odorant-
binding protein from the nasal
mucosa of a pig, pOBP (PDB ID:
1A3Y). b The same protein com-
plexed with pyrazine (2-isobutyl-
3-metoxypyrazine) (PDB ID:
1DZK). ¢ Bombyx mori
pheromone-binding protein
(BmorPBP) in its unbound form
(PDB ID: 1GMO0). d BmorPBP1
in complex with its natural ligand
bombykol (PDB ID: 1DQE)

@ Springer

hydrophobic cavity combined of eight antiparallel (3-sheets
with a short segment of x-helix at the C-terminus (Sankaran
et al. 2012). On the other hand, insects OBPs are an indepen-
dent gene family composed of six «-helical domains (Fig. Ic,
d) folded into very compact globular structures where six con-
served cysteines form three interlocked disulfide bridges in an
arrangement that provides great stability (Sandler et al. 2000;
Tegoni et al. 2004; Brito et al. 2016). Moreover, another im-
portant element that should be considered when comparing
both classes of OBPs is their number per species: Culex
quinquefasciatus and Aedes aegypti genomes code for 109
and 111 OBPs, respectively (Manoharan et al. 2013) whereas
there are only 5 known OBP genes in mice, for example
(Shiao et al. 2012; Cave et al. 2019).

Despite the fact that ORs are responsible for the detection
and recognition of different odorants (Mombaerts 1999;
Korsching 2002; Breer 2003; Leal 2011; Suh et al. 2014;
Grabe and Sachse 2018), previous reports indicated that
ORs cannot be properly folded when expressed in bacteria
(Wang et al. 2016), causing them to be only partly located in
the membrane and also found in cell organelles and inclusion
bodies (Kaiser et al. 2008). Currently, there are well-
established experimental strategies which allow the functional
heterologous expression of ORs in eukaryotes. In vitro sys-
tems involve cell culture platforms, among which is possible
to highlight Xenopus laevis oocytes (Franco et al. 2018; Liu
et al. 2020) and also human embryonic kidney cells (HEK)

(b)

(d)
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(Corcoran et al. 2014; Hou et al. 2020), while in vivo heterol-
ogous expression is based on the use of transgenic Drosophila
techniques, including the “empty neuron” system (Dobritsa
et al. 2003; Chahda et al. 2019) and the Or67d°** knock-in
system (Kurtovic et al. 2007). Therefore, expression of ORs in
heterologous systems are much more demanding and
undermined by low yields and poor stability for both verte-
brate and insect receptors (Hamana et al. 2010; Corcoran et al.
2014; Carraher et al. 2015), since it encounters problems
which are inherent to their nature as seven-transmembrane
proteins, frequently causing protein aggregation and toxicity
(Kaiser et al. 2008; Miazzi et al. 2019). The manipulation of
membrane proteins is often difficult and time consuming,
which has contributed to the investigation of simpler biomol-
ecules to be used as sensing elements (Barbosa et al. 2018).
Also, insect ORs have a unique topology consisting of hetero-
dimers assembled by a ligand-selective OR and an olfactory
coreceptor (Orco) (Larsson et al. 2004; Sato et al. 2008;
Nichols and Luetje 2010; Vosshall and Hansson 2011),
forming gated ion channels that have already been shown to
be nonfunctional without Orco expression (Zhou et al. 2014;
Franco et al. 2016).

Still on this matter, CSPs belong to a different family of
small soluble proteins identified in many insect orders. They
are shorter and share no sequence homology with OBPs, in
addition to presenting a different type of o-helical fold, con-
taining only four conserved cysteines forming two disulfide
bridges instead of three in classical OBPs (Campanacci et al.
2003). CSPs present high thermal stability and are associated
with the transport of small hydrophobic compounds in
chemosensory organs, which could make them suitable
targets for the same biotechnological applications as OBPs. It
is worth noting that Liu et al. (2016) have described CSPs from
Bemisia tabaci to be crucial in facilitating the transport of fatty
acids, while others seem to be tuned to insecticide exposure,
suggesting these results could be further exploited for the de-
velopment of a new generation of biosensor chips to monitor
lipid blood concentration and chemical environmental pollution
(Liu et al. 2017). However, CSPs have a larger tissue distribu-
tion when compared with OBPs, and their role in olfaction still
is a matter of debate, since they are also expressed in
nonsensory organs and proposed to be involved in a variety
of other functions, such as tissue regeneration (Nomura
Kitabayashi et al. 1998), development and differentiation
(Maleszka et al. 2007; Zhou et al. 2013) and physiological
shifts (Guo et al. 2011), among others. Also, even though a
few CSPs have been reported to bind behaviorally active com-
pounds such as brood pheromones (Briand et al. 2002), host
plant volatiles (Zhou et al. 2020) and repellent compounds
(Duan etal. 2019), they are way less rigid when compared with
OBPs. Their conformation can be so drastically modified upon
ligand binding that its pocket becomes able to accommodate
three ligands (Campanacci et al. 2003). For this reason,

molecular modeling and docking simulations are less reliable
and ligand selectivity is affected, since such a flexible binding
site can accommodate a variety of different compounds.

Finally, the small size and easy production of both insect
and vertebrate OBPs place them in a favorite position for
biotechnological applications. Such proteins have been effi-
ciently expressed in bacterial systems (Wojtasek and Leal
1999; Yabuki et al. 2010; Yang et al. 2011; Klint et al.
2013), as well as in yeast (Ferrari et al. 1997; Briand et al.
2001; Lartigue et al. 2004) with satisfactory yields. Also, pu-
rification can be easily accomplished by chromatographic
steps. Besides having exceptional stability to solvent denatur-
ation and to proteolytic degradation, OBPs are particularly
stable to thermal denaturation. In addition, binding of the li-
gand inside the hydrophobic cavity has been reported to in-
crease their thermal stability even more (Paolini et al. 1999).
OBPs have pretty compact three-dimensional structures that,
when combined with structure prediction methods such as
homology modeling, dynamics simulation and molecular
docking, support the creation of reliable models (Venthur
and Zhou 2018). The number of OBP structures resolved so
far provides sufficient information regarding the architecture
of the binding pocket to allow the modification of their se-
quences by site-directed mutagenesis with a reasonable degree
of accuracy, making it possible to obtain mutants with the
desired specificity and predicted behavior (Pelosi et al. 2018).

In summary, OBPs have desired features such as being
small, soluble, stable, and easier to manipulate and modify,
making them more accessible targets for research. Their supe-
rior workability has led to studies in different systems over
recent years (Fig. 2), and this review aspires to present a con-
temporary unified source of information concerning current
applications as well as perspectives and potential uses in bio-
technology involving OBPs. At present, the development of
new products for insect population control is the most widely
discussed use for these proteins. However, the growing
amount of research aiming to uncover new commercial appli-
cations has led to a noteworthy increase in studies evaluating
the construction of biosensors as well as the potential use of
OBPs for less conventional purposes, which are discussed in
the following text.

Screening for behaviorally active compounds

Prospecting new attractants or repellents for population man-
agement of agricultural pests and insect vectors strongly relies
on a better comprehension of the molecular mechanism un-
derlying the olfactory system. Screenings for novel behavior-
ally active compounds capable of interfering in olfaction-
mediated behavioral responses can be performed based on
molecular interactions between candidate compounds and ol-
factory proteins through an approach called “reverse chemical

@ Springer
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Fig. 2 Overview of biotechnological applications of OBPs over the years

ecology”. This strategy is very similar to receptor-based drug
discovery and has become an efficient and reliable method for
such purpose (Brito et al. 2016).

In light of reverse chemical ecology and based on the prin-
ciple of competitive binding between a ligand and a fluores-
cent probe for the hydrophobic pocket of an OBP, fluores-
cence binding assays (D’Onofrio et al. 2020) are the most
widely adopted technique to estimate binding affinities of
OBPs to relevant compounds for further use in behavioral
tests. Even though other olfactory proteins such as ORs
(Franco et al. 2018) and CSPs (Duan et al. 2019) have already
been employed as molecular targets for the discovery of new
behaviorally active ligands, OBPs are still the most utilized
proteins due to the aforementioned advantages associated with
their use (Table 1).

This strategy was first implemented for the identification,
synthesis and field evaluation of formulations of the pheromone
system of the Navel Orangeworm moth, Amyelois transitella,
leading to the development of better lures (Leal et al. 2005).
Later, a study combining reverse and conventional chemical
ecology approaches made possible to screen out a strong attrac-
tant for the southern house mosquito C. quinquefasciatus using
CquiOBP1 as a molecular target (Leal et al. 2008). The obtained
results have provided significant data for the production of the
oviposition attractant which is commercially available nowa-
days. More recently, six OBPs from Anopheles gambiae were
employed in binding assays in order to identify mosquito repel-
lents in essential oils extracted from aromatic plants. Their use in
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Kraber et al. 2018

Usa of HparOBPs for
the identification of a
compound
proved to be more
effective than DEET in
fiald tests

mixture

the initial evaluation was reported to reduce the number of sam-
ples to be examined in repellent bioassays by 57 % due to
nonbinding (Krdber et al. 2018). The authors were able to iden-
tify a number of compounds and mixtures with significant spa-
tial repellency activity, among which the combination of carva-
crol plus cumin alcohol proved to be more effective than DEET
(the current golden standard in insect repellents) (Antwi et al.
2008; Diaz 2016) at reducing the number of Anopheles species
in shelters. In a similar way, two OBPs from the dark black
chafer (DBC) Holotrichia parallela were described as
displaying preferential binding to one particular green-leaf plant
volatile (GLV). Both HparOBP20 and HparOBP49 strongly
bind (Z)-3-hexenyl acetate, a plant volatile that is released in
large amounts after damage and was previously reported to play
a crucial role in insect-plant interactions. Field tests revealed that
mixing this GLV with its species sex pheromone increases the
number of caught insects up to 7-fold when compared with traps
baited with sex pheromone alone (Ju et al. 2018). It is not un-
reasonable to suppose that these findings could assist in the
development of new environmentally friendly strategies for
DBC population control. Moreover, not long ago,
CmedOBP14 from the rice leaf folder Cnaphalocrocis
medinalis was successfully employed in fluorescence binding
assays for the screening of behaviorally active compounds, of
which L-limonene and nerolidol were identified as attractants
and B-ionone a repellent (Sun et al. 2019).

After a while, computational methods were shown to be
reliable in order to pre-select candidate ligands and started to
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Table 1

Overview of OBPs used for screening of behaviorally active compounds

OBP Species Ligand

Activity Reference

AimelOBP3, AimelOBP5 Ailuropoda melanoleuca

{3-Ionone, cedrol, citral, faresol, safranal Attractant

Zhu et al. (2017)

AgamOBP1, AgamOBP3, Anopheles gambiae Carvacrol, cumin alcohol, butyl Repellent Krober et al. (2018)
AgamOBP4, AgamOBPS5, cinnamate, ethyl cinnamate
AgamOBP30, AgamOBP47
BdorGOBP Bactrocera dorsalis Methyl eugenol Attractant Pagadala Damdaram
etal. (2014)
CmedOBP14 Cnaphalocrocis medinalis  1-Limonene, nerolidol, 3-ionone Attractant, attractant, Sun et al. (2019)
repellent
CquiOBP1 Culex quinquefasciatus Trimethylamine, nonanal Repellent Leal et al. (2008)
DhelOBP21 Dastareus helophoroides ~ (+)-3-Pinene Attractant Yang et al. (2017b)
HparOBP20, HparOBP49 Holotrichia parallela (Z)-3-Hexenyl acetate Attractant Juetal. (2018)
SspOBP7 Sclerodermus sp. (+)-a-Longipinene, terpinolene Attractant Yietal. (2018)

be incorporated as a manner of optimizing the screening pro-
cess (Brito et al. 2016). Molecular docking and molecular
dynamics studies with an OBP from the fruit fly Bactrocera
dorsalis were successfully employed for the prediction of be-
haviorally active semiochemicals for this agricultural pest
(Pagadala Damdaram et al. 2014). Actually, studies mainly
focused on establishing in silico screening models to pre-
access the potential affinity for new ligands are becoming
increasingly relevant in emerging publications, as in the case
of Du et al. (2018). They used OBP3 from Megoura viciae in
molecular docking and molecular dynamics simulations to
explore its binding mode to (E)-f3-farnesene (the main com-
ponent of the aphid alarm pheromone) analogs. Results pro-
vide theoretical guidance for the rational design of aphid alarm
pheromone-like molecules that can be used for the develop-
ment of products which would be able to keep these insects
away from crops.

Reverse chemical ecology has also been employed for a
very particular and interesting purpose involving the giant
panda, Ailuropoda melanoleuca, which is now considered to
be a vulnerable species after many years in the list of endan-
gered ones. The discrepancy between physiology and lifestyle
of'the giant panda still conceals unexplored aspects that puzzle
specialists: its obligate bamboo diet is not compatible with its
typical carnivorous digestive system. The low energy obtain-
ed from such a poor diet leads to a sedentary life and a very
limited reproduction rate, with only a single offspring every
other year, increasing the vulnerability of the species.
Conventional chemical ecology approaches are based on a
process of extracting secretions from semiochemical senders,
separating extracts into fractions, using receptors to assist in
the identification of active ingredients and, finally, by eluci-
dating chemical structures and synthesis (Leal 2017), which is
still too invasive for studying endangered or vulnerable spe-
cies. As an alternative, Zhu et al. (2017) used reverse chemical
ecology associated with proteomics to perform a study

regarding olfaction and chemical communication in order to
better elucidate the molecular mechanisms responsible for
such unique and anomalous diet. Based on their abundance
in the nasal mucus, AimelOBP3 and AimelOBP5 were select-
ed for functional and structural characterization. Results indi-
cated that AimelOBP3 has high affinity to plant volatiles such
as citral, safranal, farnesol, 3-ionone and cedrol; this last one
being best represented in bamboo leaves collected in the
spring (when the mating season of the panda occurs) and also
to long-chain aldehydes, common constituents of insect sex
pheromones. Although the pheromone mixture of the giant
panda is yet to be identified, it is possible that these linear
aldehydes might present a similar function in this species.
On the other hand, AimelOBP5 binds unsaturated fatty acids
but not their corresponding aldehydes or the plant volatiles
which were observed as the best ligands for AimelOBP3,
suggesting that these two proteins have complementary spec-
tra of binding. It is worth emphasizing that the discovery of
odorants produced by the giant panda, particularly by males,
could play an important role in conservation efforts when used
to enhance female-oriented behaviors, increasing sexual mo-
tivation. Additionally, compounds able to attract the giant
panda to bamboo could be employed as attractants to other
food sources, drawing the panda to feed on supplemental nu-
trition such as the panda bread (Bian et al. 2013). Therefore, it
is not unexpected that reverse chemical ecology could start to
be employed to a greater extent when dealing with endangered
or even difficult-to-reach species for which it would be diffi-
cult to obtain enough biological samples or perform accurate
behavioral observations.

It is worth mentioning that even though fluorescence
competition-binding assays very often provide accurate affin-
ities of different ligands for a binding pocket, its limitations
need to be considered. It has been reported that, contrary with
expectations, some compounds with good binding affinities
are not able to actually form a complex with the protein,
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mainly because this type of experiment does not provide struc-
tural information upon ligand binding. This makes the single
use of this technique sometimes less reliable because its re-
sults might include candidate compounds that do not exhibit
biological activity (Siciliano et al. 2014; Yin et al. 2015; Yang
et al. 2017b). Basically, the authors describe that besides high
binding affinity, conformational flexibility also plays an im-
portant role in complex formation. During the collisions that
happen between a protein pocket and ligands in the beginning
of the binding process, suitable ligands enter and are able to
fixate themselves into the pocket, leading to a desired trans-
formation for the formation of the complex. Unsuitable li-
gands, on the other hand, might be able to enter the pocket
but fail to bind the proteins because the conformational trans-
formation does not occur. Recent studies have reported that a
protein is able to adjust its conformation to expose its binding
site, while a ligand adjusts its structure to bind the active
pocket. When both these conformations are a match, stable
binding occurs, on the other hand, if the conformations of the
proteins and the ligand do not match, the flexibility of the
protein will negatively affect ligand binding to avoid wrong
ligands. In this context, more direct evidence regarding the
interactions between compounds and proteins could provide
supplementary information to fluorescence binding assays
(Tian et al. 2016). In this regard, fluorescence quenching anal-
ysis based on the interaction between phosphor and quenching
molecules have been increasingly used to study in detail what
happens when a protein binds a ligand (Li et al. 2013, 2018).
Briefly, that are two types of quenching modes of proteins: the
static quenching, which results from stable binding between
the fluorescent sample and the quencher, and the dynamic
quenching resulting from collisional encounters between the
fluorophore and the quencher (Sun et al. 2006). A study com-
bining fluorescence quenching analyses and competitive bind-
ing assays have recently revealed that only six of nineteen
ligands with high binding affinities were actually capable of
forming complexes with SspOBP7 from the parasitoid wasp
Sclerodermus sp. (Yi et al. 2018). Authors have hypothesized
that the collision of ligands could also cause a decrease in
fluorescence by colliding with the binding site of N-phenyl-
1-naphthylamine (1-NPN) or even by affecting the stabiliza-
tion of NPN-OBP complexes. Structural transformations as-
sociated with complex formation upon ligand binding can be
more thoroughly evaluated by circular dichroism (CD) (Yang
etal. 2017b; Lietal. 2018; Yiet al. 2018). It is worth pointing
out that Yang et al. (2017a) were only able to explain why
camphor, a ligand which presents high affinity and static in-
teraction to DhelOBP21, does not elicit behavioral responses
in Dastareus helophoroides using CD to investigate confor-
mational changes. CD studies indicated that binding of cam-
phor to DhelOBP21 actually destabilizes the structure because
camphor could not cause the formation of a N-terminal helix
necessary to stabilize the complex. Thus, it is plausible to
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expect the association of fluorescence binding to another tech-
nique capable of assessing the secondary structure of an OBP
upon ligand binding, such as fluorescence quenching analysis
or CD, to be the next update in optimizing the reverse chem-
ical ecology approach, as computational methods once were.
This new step could be used in future research to narrow down
the scope of candidate behaviorally active compounds by ex-
cluding false-positive ligands that present high binding affin-
ities to OBPs but are unable to form stable complexes.

Structure-based design of new repellents

The global market for insect repellents, especially mosquitoes,
has been continuously growing and projections expect it to
reach US$4.8 billion in 2022. This scenario includes a limited
number of registered molecules and is largely dominated by
diethyltoluamide (DEET), followed by a small number of oth-
er repellents such as icaridin and IR3535 (Devillers 2018).
However, it has already been suggested that the use of such
products could lead to a series of problems: limited or no
efficiency in a few insects as well as the phenomena of resis-
tance have been reported (Coleman et al. 1993; Stanczyk et al.
2013; Franco et al. 2018). Additionally, skin irritations and
neurotoxic effects have been observed in humans (Antwi et al.
2008; Broschard et al. 2013; Swale et al. 2014; Wiles et al.
2014; Heng et al. 2017). Taking all that into consideration, the
search efforts to find new repellents with high efficiency and
little to none collateral damage to humans and the environ-
ment has become imperative. In this context, even though
ligand-based computational methods have already been vastly
used, structure-based modeling of new repellents presents it-
self as a very promising approach that can provide leads with
improved binding characteristics and specificity (Table 2) but
was, until recently, unfeasible due to the lack of available
three-dimensional structures of olfactory proteins in complex
with a repellent (Zographos et al. 2018).

The crystal structure of AgamOBP1 from A. gambiae in
complex with DEET was demonstrated for the first time by
Tsitsanou et al. (2012). The study was able to show that the
repellent exploits nonpolar interactions and a unique hydrogen
bond between the amide oxygen and a water molecule in order
to bind at the edge of a long hydrophobic tunnel. The authors
perceived such characteristics to be critical for the recognition
and binding of DEET and identified desired structural features
for designing new repellents. The accuracy of their methodol-
ogy was evaluated and confirmed by docking simulations of
29 carboxamides and piperidine derivatives. Later, the struc-
ture of the complex between AgamOBP1 and the natural re-
pellent 6-methyl-5-heptene-2-one (6-MH), a human sweat
component, revealed that 6-MH binds to the protein at the
exact same site as DEET (Murphy et al. 2013). The key inter-
action with a single water molecule that was previously
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Table 2 Overview of OBPs used for structure-based design of new repellents

OBP Species In complex with New compounds Reference

AaegOBP1 Aedes aegypti PEG 2-(4-Fluorophenyl)cyclohexanol, Oliferenko et al. (2013)
1-(3-methylpiperidin-1-yl)
heptan-1-one

AgamOBP1 Anopheles gambiae DEET 6-Methyl-5-heptene-2-one Murphy et al. (2013)

AgamOBP1 Anopheles gambiae DEET Eugenyl acetate Affonso et al. (2013)

AgamOBP1 Anopheles gambiae DEET p-Anisyl hexanoate, thymol acetate, Da Costa et al. (2019)
thymyl isovalerate

AgamOBP1 Anopheles gambiae Icaridin Synthethic compound KO9 Thireou et al. (2018)

proposed to be important for DEET binding does not seem to
be involved in the recognition of 6-MH. The fact that more
than one compound with repellent activity but different chem-
ical structures are able to bind to the same site supports the
idea that the DEET-binding site may represent a specific bind-
ing site for repellents. Molecular dynamics simulations of
AgamOBP1 in complex with 6-MH and DEET were per-
formed to better investigate the binding of these two ligands,
providing new insights on repellent recognition by
AgamOBP1 (Tzotzos et al. 2018). Complexes between
AgamOBP1 and DEET have also been studied by docking
analysis and molecular dynamics simulation to compare the
interactions of this OBP wth molecules with known attractive
activities such as lactic acid, 1-octen-3-ol, indole and eugenol,
and the main components of the oil of Indian clove (Syzygium
aromaticum), with potential repellent activities, making it pos-
sible to observe the fundamental residues for an effective in-
teraction with this protein (Affonso et al. 2013). Results
showed that all tested compounds compete for the DEET
binding site, interacting with the same residues. Docking anal-
ysis indicated that eugenyl acetate presents a greater affinity
for AgamOBPI1 than DEET. Finally, the authors suggested
that new repellent derivatives from DEET should present lon-
ger ramifications on the aromatic ring in order to explore non-
polar interactions inside the long hydrophobic tunnel. More
recently, the structure of DEET complexed with AgamOBP1
was used as reference to perform a structural and
pharmacophoric similarity search for compounds derived
from essential oils (Da Costa et al. 2019). The authors made
use of several in silico techniques and reported that natural
products such as thymol acetate and p-anisyl hexanoate binds
AgamOBP1 in the same mode as DEET, forming hydrogen
bonds and hydrophobic interactions, in addition to having
similar physicochemical properties. This study illustrates an
interesting approach, focusing on the structure of the bound
repellent in order to search for compounds that interact in a
similar way with the OBP. It is plausible to assume that this
kind of approach could facilitate the design of new repellents
with increased selectivity and affinity for the binding cavity.

In order to elucidate the binding mode between AgamOBP1
and icaridin, Drakou et al. (2016) determined the crystal struc-
ture of the complex. Results showed that icaridin actually binds
to two different regions: a new binding site located at the C-
terminal region and also to the DEET-binding site in two dif-
ferent orientations. Which binding mode is preferably adopted
seems to be strongly related to the conformation of the sec-
butyl moiety of icaridin. A very interesting outcome of this
work is the observed capability of AgamOBP1 crystals to
stereoselectively bind the most active 1R,2S-isomer of
icaridin’s equimolar diastereoisomeric mixture. Such result
provides structural evidence for the possible contribution of
AgamOBP1 to the stereoselectivity of this chemical in mosqui-
toes. A virtual screening protocol based on structural properties
was then proposed for the discovery of novel bioinspired syn-
thetic scaffolds that exhibit lower volatility and increased pro-
tection time compared with their plant-derived parental com-
pounds (Thireou et al. 2018). After screening a library of
42 755 synthetic molecules, sixteen were selected and further
evaluated for their binding affinity to AgamOBP1 as well as
their repellent properties against female A. gambiae mosqui-
toes. Four of these compounds were found to exhibit repellency
indexes between 69 and 79%. The novel synthetic compound
KO9 displayed DEET-like repellence (91%) while having a
significantly lower volatility when compared with DEET and
its plant-derived parental cuminic acid. Also, an approach com-
bining quantitative structure-activity relationship (QSAR)
modeling, molecular docking and bioassays was employed by
Oliferenko et al. (2013) for the identification of potential repel-
lents with activity against Aedes aegypti. QSAR analysis re-
vealed structural molecular determinants of repellent action
against the mosquito. This information was used to identify
highly promising scaffolds and individual compounds with
mosquito repellent activity.

Knowledge regarding the specific mechanism of binding to
the OBP is crucial for the success of structure-based discovery
of novel repellents. However, AgamOBP1*DEET and
AgamOBP1eicaridin crystal structures are the only available
experimental OBPerepellent models for structure-based ap-
proaches to this date. More experimental studies on binding
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specificities of known repellents to OBPs from various in-
sects’ species are still necessary, providing data that would
be extremely beneficial for this kind of approach.

Biosensors

In recent years, a higher understanding of mechanisms under-
lying odor recognition in biological systems has led to an
increased progress in biosensor technology. This area of study
is primarily focused on making the fabricated biosensor reach
parameters close to its biological counterpart, such as high
sensitivity, repeatability, specificity, short response time and
wide spectrum detection, a goal that could be achieved
through the utilization of biological components from natural-
ly occurring chemosensory systems. Furthermore, thanks to
advances in biology, biotechnology, genetical engineering
and nanotechnology, it is currently possible to use biological
materials for the manufacturing of such devices (Wasilewski
et al. 2018; Cave et al. 2019).

The general architecture of an artificial chemosensory de-
vice consists of a system with two basic components: a chem-
ical sensor and a pattern recognition engine, which converts
the chemical input into an electrical signal (Gardner and
Bartlett 1994), and it is in the chemical sensor component
where development efforts have been concentrated over the
last decades. As far as sensor design goes, it is possible to
separate them in two major categories: the ones which employ
biological components and those which rely on inanimate
components, like metal oxides and polymers (Zohora et al.
2013), for the detection of target compounds. With regard to
sensors which incorporate biological materials, even though
there are reports of whole tissues (Strauch et al. 2014; Ibarra-
Soria et al. 2017), cultured cells (Ko and Park 2005; Lee et al.
2009), olfactory neurons (Du et al. 2015), ORs (Khadka et al.
2019; Yang et al. 2017a), OR peptides (Lee et al. 2018), and
CSPs (Liu et al. 2013) being used as biosensing elements,
OBPs present a series of already discussed advantages that
make them the most promising sensors and have prompted
the exploration of these proteins associated with different de-
tection systems in chemosensory design (Table 3).

The potential for the development of biosensors using
OBPs started to be reported almost two decades ago, when a
preliminary study first demonstrated the preparation of ultra-
thin Langmuir-Blodgett (LB) films incorporating a recombi-
nant rat OBP1, OBP-1F (Hou et al. 2005). Years later,
Sankaran et al. (2011) focused on mimicking an insect OBP
to detect VOCs indicative of Salmonella contamination, such
as 3-methyl-1-butanol and 1-hexanol, in packaged beef.
Quartz crystal microbalance (QCM) based sensors in conjunc-
tion with a synthetic peptide derived from the amino acid
sequence of Drosophila melanogaster OBP LUSH as the
sensing material were developed (Fig. 3a) and shown to be
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sensitive to alcohols, with estimated lower detection limits of
< 5 ppm. A more recent study regarding Sa/monella contam-
ination has also fabricated a peptide-based biosensor using a
LUSH-derived peptide, but with carbon nanotube field-effect
transistor (CNT-FET) as the detection method (Son et al.
2016). In order to verify if the designed biosensor could be
used for the assessment of food contamination, fresh and
Salmonella-contaminated ham samples were presented to the
biosensor. While the sensor did not elicit any response to the
fresh sample, a significant signal was observed with a re-
sponse time of less than 2 s for the contaminated one.
Results demonstrated that the sensor succeeded in detecting
3-methyl-1-butanol at a concentration of femtomolars. It also
selectively distinguished the target odor molecule from other
compounds with similar structures without a complex pre-
treatment process. On this topic, one could easily expect this
kind of approach to be more and more employed for the qual-
ity control of various food samples by using different OBPs
from different organisms. Still on the matter of food quality, a
proposed sensor system based on an array configuration of
five surface acoustic wave (SAW) resonators coated with
three types of OBPs: the wild-type OBP from bovine
(wtbOBP), a double mutant of the OBP from bovine
(dmbOBP) and the wild-type OBP from pig (wtpOBP), has
been described for the recognition of R-(—)-1-octen-3-ol
(octenol) and R-(—)-carvone (carvone) vapors, two odorants
largely used in the food industry. The fabricated device was
tested in nitrogen atmosphere and results showed low detec-
tion limits for the tested compounds such as 0.48 ppm for
octenol and 0.74 ppm for carvone (Di Pietrantonio et al.
2013, 2015; Palla-Papavlu et al. 2014). The authors also men-
tion that the biosensing system was able to discriminate the
octenol molecules from the carvone, making it pertinent for
the assessment of food contamination by molds, or for the
evaluation of indoor air quality in buildings. Monitoring of
air quality has also been a matter of interest for Cennamo
et al. (2015). According to them, low molecular mass alde-
hydes are some of the main toxic compounds present in the
environment and their characterization could be crucial in or-
der to elucidate reactions that occur in the atmosphere. With
that in mind, the group reported the construction of a new
biosensor based on surface plasmon resonance (SPR) in a
plastic optical fiber using porcine OBP (pOBP) as the sensing
element. The device was able to detect butanal in solution in
the range of micromolars.

As well as for air quality, water supply safety has always
been a major concern to public health. Taking that into con-
sideration, a very recent study described a novel sensor tech-
nology encompassing an olfactory protein from A. gambiae,
AgamOBP1, as the sensing element (Dimitratos et al. 2019).
This OBP binds analytes associated with coliform bacteria
such as indole, a major Escherichia coli metabolite, and does
so with high specificity and sensitivity. Taking advantage of
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Table 3  Overview of biosensors incorporating odorant-binding proteins as sensing elements
OBP Derived from Detection Detection Detected compounds Reference
method limit
Acer-ASP2 Apis mellifera EIS uM Floral odor and pheromones Luetal. (2014)
Acer-ASP2 Apis mellifera SPR pM Floral odor and pheromones Zhang et al. (2015)
AgamOBP1 Anopheles gambiae Colorimetric ppm Indole Dimitratos et al. (2019)
AgamOBP1-S82P Anopheles gambiae QCM uM Cocaine-HCl Cali and Persaud (2020)
AgamOBP7 Anopheles gambiae SINW ppb Human-derived odorants Gao et al. (2020)
AmelOBP14 Apis mellifera rGO-FET pM Bee attractants Larisika et al. (2015),
Reiner-Rozman
et al. (2016), Kotlowski et al.
(2018)
LUSH Drosophila QCM ppm 3-Methyl-1-butanol and Sankaran et al. (2011)
melanogaster 1-hexanol
LUSH Drosophila CNT-FET ™M 3-Methyl-1-butanol Son et al. (2016)
melanogaster
BdorOBP2 Bactrocera dorsalis EIS M Isoamyl acetate, 3-ionone Luet al. (2015)
and benzaldehyde
dmbOBP bovine SAW resonators ppm Octenol and carvone Di Pietrantonio et al. (2013, 2015)
wtbOBP bovine SAW resonators ppm Octenol and carvone Di Pietrantonio et al. (2013, 2015)
wtpOBP porcine SAW resonators ppm Octenol and carvone Di Pietrantonio et al. (2013, 2015)
pOBP-F88W porcine WGOFET pM Carvone enantiomers Mulla et al. (2015)
pOBP porcine PCD cantilevers pM IBMP and DNT Manai et al. (2014)
pOBP porcine SPR uM Butanal Cennamo et al. (2015)
pOBP porcine PCD cantilevers — IBMP Possas-Abreu et al. (2017)
OBP-1F rat EIS - Isoamyl acetate Hou et al. (2005)
OBP derivatives  rat SPR M Hexanal Hurot et al. (2019)

that fact, the authors have decided to incorporate an
AgamOBP1-based biosensor into a lateral flow device which
is similar in application to commercially available pregnancy
tests, in order to obtain faster results for the detection of in-
dole. The apparatus was supported on a plastic substrate and
assembled as nitrocellulose strips with a paper sample pad.
This implementation presents a test line containing a known
ligand for AgamOBP1 and a control line where an antibody
for this protein is placed. Right after the sample pad and before
the control and test strips, there is also a strip with a recombi-
nant AgamOBP1-colloidal gold conjugate. The purpose of the
gold, in this case, is to make the protein visible to the naked
eye. When AgamOBP1 binds the synthetic ligand in the con-
trol line, it will deposit colloidal gold and create a color
change. If the biosensor is working properly, the control line
will always be visible, which demonstrates that AgamOBP1
was able to travel along the entire device. The AgamOBP1-
colloidal gold complex is laterally carried across the device’s
surface when an aqueous analyte is put in the sample pad and
the detection is based on the competition between the ligand in
the test line and any indole present in the sample. If
AgamOBP1 binds to the analyte, it will not bind the synthetic
ligand in the test strip and the device will display only the

control line for a positive result. On the other hand, if indole
is not present in the sample, the AgamOBP1-colloidal gold is
free to bind to the test strip and to the control strip, exhibiting
two visible lines for a negative result.

Exploring a different field of endeavor, Ramoni et al.
(2007) have investigated the potential of vertebrate OBPs for
the development of biosensors for the detection of explosives.
Their results showed pOBP to have high affinity towards the
TNT simulant 2,4-dinitrotoluene (DNT), dimethylformamide
(DMF) and phenylbenzenamine (DFA), suggesting the
lipocalin scaffold could be an appropriate model for the de-
tection of these hazardous compounds. Later, Manai et al.
(2014) reported the manufacture of this type of device, chem-
ically grafting pOBPs onto polycrystalline diamond (PCD)
microcantilevers to that end. They were capable of producing
sensors with sensitivity for both IBMP, a reference compound
commonly used for the characterization of OBPs affinity con-
stants, and DNT, in micromolar concentrations. However, it is
also mentioned that low specificity still is an inconvenience to
overcome in this case. Another interesting approach for the
manufacture of biosensors has been described by Mulla et al.
(2015), whose work reported on the binding of carvone enan-
tiomers to a pOBP mutant, pOBP-F88W, detected by means
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Fig. 3 Schematic view of
biosensors incorporating OBPs. a
Experimental set-up for a QCM-
based sensor using a Dmel LUSH
synthetic peptide. Modified from
Sankaran et al. (2011). b Structure
ofa WGOFET device comprising
a pOBP immobilized through a
self-assembled monolayer
(SAM). Modified from Mulla
etal. (2015)
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of'a water-gated field-effect transistor (WGOFET) (Fig. 3b) in
the picomolar concentration range. With this approach, anal-
ysis of the free-energy balance and degree of capacitance de-
creases provided strong support for the hypothesis that, on
S-(+)-carvone ligand binding, the pOBP undergoes a confor-
mational change that is not seen with the R-(—)-enantiomer,
allowing for chiral differential detection with a large enantio-
meric discrimination factor, which could lead to the develop-
ment of a unique analytical tool with wide applicability. In a
like manner, aiming to implement a portable tool that could be
applied to situations such as the detection of toxic chemicals
and narcotics control, as well as noninvasive diagnosis, Lim
et al. (2017) used OBP LUSH from Drosophila as a sensing
substrate for estimating ethanol concentration. The LUSH
protein was fused with silicon-on-insulator (SOI)-based ion-
sensitive field-effect transistors (ISFET) and workability as an
olfactory sensor was investigated. In the results, LUSH OBP-
fused ISFET sensor was able to detect ethanol at concentration
ranges of 0.001-1%. Still on the subject of biosensors as po-
tential analytical tools, although at a very preliminary stage, a
more recent study developed a competitive fluorescence res-
onance energy transfer (FRET) assay to monitor benzene pres-
ence in atmospheric environment using pOBP, which
displayed high affinity for benzene detection with a limit of
0.05 uM (Capo et al. 2018). These results might suggest that
pOBP could eventually be employed in the design of a robust
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optical biosensor to continuously monitor the level of benzene
in atmosphere.

Research groups have also conducted OBP-based biosen-
sor studies with the purpose of exploring molecular recogni-
tion processes and providing a better understanding of chem-
ical communication systems in insects. This is the case of a
paper which focuses on establishing an impedance biosensor
with Acer-ASP2 from the honeybee Apis mellifera and ex-
ploring the binding properties of the protein to its ligands
(Lu et al. 2014). To do so, Acer-ASP2 was immobilized on
interdigitated gold electrodes and the binding of test ligands
such as queen pheromone (methyl-p-hydroxyl benzoate),
alarm pheromone (isoamyl acetate) and floral odors (linalool,
geraniol, B-ionone, 4-allyl veratrole, phenylacetaldehyde,
dibutyl phthalate) was detected by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS). Specific floral odors and pheromones pro-
duced linear impedance variations to different concentrations,
with a detection limit of millimolars. The authors were then
able to improve their work by developing a novel biosensor
based on nanocup arrays (nanoCA) in order to monitor the
binding of small ligands through SPR (Zhang et al. 2015).
This time, the detection limit for the device was in the order
of picomolars, showing that SPR detection (Bozdogan et al.
2020) using nanoCA and OBPs provides greater sensitivity
than conventional electrochemical methods (Szunerits et al.
2020). The same group also investigated affinities between
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an OBP from the oriental fruit fly Bactrocera dorsalis and
different ligands of interest. Using the same manufacturing
approach, BdorOBP2 was immobilized on the interdigitated
electrodes to establish an olfactory biosensor and the detection
of semiochemicals such as isoamyl acetate, 3-ionone and
benzaldehyde, which are emitted by the fly’s host plants,
was accomplished by EIS in the millimolar range (Lu et al.
2015).

Regarding the application of biosensors for estimating
binding affinity, after demonstrating the feasibility of the
method (Larisika et al. 2015) and discussing their efforts in
designing, bio-functionalizing and characterizing biosensors
based on reduced graphene oxide (rGO) as the gate material
(Reiner-Rozman et al. 2016), Kotlowski et al. (2018) have
finally described the fabrication and performance of a biosen-
sor designed for in situ and real-time monitoring of a broad
spectrum of odorants known to be attractants for bees, such as
homovanillic acid (also a cancer marker for neuroblastoma),
citral, methyl eugenol and geraniol. Wild-type and engineered
mutants of OBP14 from the Italian honeybee Apis mellifera
ligustica were immobilized onto a rGO field-effect transistor
(rGO-FET) and used to achieve such result. Authors demon-
strated the binding properties of the protein when immobilized
on the biosensor to be similar to those measured in solution.
Ligands were able to be detected at the picomolar scale, which
could lead to the development of a method for measuring
affinities to small molecules as an alternative to the currently
used fluorescence assay.

One of the most interesting advantages when using OBPs
as sensing elements is that their binding properties can be
tailored through site-directed mutagenesis. This possibility
has recently been further explored by groups such as in the
study conducted by Hurot et al. (2019), where three OBP
derivatives of the OBP3 from rat in association with SPR
imaging (SPRi), were used to develop olfactory biosensors
for the detection of VOCs in solution. The manufactured bio-
sensors showed promising results with detection limits in the
picomolar range. Optimizing binding affinity has also been a
subject of interest for Wasilewski et al. (2019), whose research
concentrated on determining the optimal length of a peptide
chain based on the binding site of HarmOBP7 from
Helicoverpa armigera moth to effectively bind octanal mole-
cules. The authors initially believed that the chain length could
have substantial influence on the type and effectiveness of
peptide—ligand interactions. Results showed that longer pep-
tides indeed presented the most effective interaction with the
ligand. It is also worth mentioning that, although strictly not
an OBP, the mouse major urinary protein (MUP) is very sim-
ilar to one in its conserved lipocalin -barrel structure. Ricatti
et al. (2019) were interested in designing MUP to bind a va-
riety of non-natural ligands in a way that it could be used as
recognition elements in biosensors. For that purpose, the au-
thors have employed in silico techniques to select point

mutations without disturbing the binding pocket as well as
to choose mutants with the best theoretical binding profiles
to the ligands. They were then able to express seven mutants
and verify their stability and selectivity. This is a perfect ex-
ample of how molecular modeling and docking techniques
can be of service when designing point mutations with the
intent of modifying ligand-binding affinity. It is possible to
estimate mutant conformational and structural stability, which
makes it easier to produce an actual stable protein with good
repeatability. Also, the computational assessment of binding
affinity for the ligands of interest reduces the number of can-
didates for heterologous expression and purification, acceler-
ating the process by giving experimental focus only to prom-
ising mutants. This is also the case of a recent study involving
AgamOBP1, where the authors analyzed its binding pocket
using in silico modeling to investigate the possibility of creat-
ing mutants capable of detecting drugs of abuse in vapor phase
(Cali and Persaud 2020). They were able to show that single
amino acid substitutions in the binding pocket, which were
modeled in silico and later tested on expressed proteins, cause
dramatic changes to binding affinity. In fact, mutant
AgamOBP1-S82P was found to have high affinities to
cannabidiol, MDMA and cocaine hydrochloride. After immo-
bilization on a QCM, saturated cocaine hydrochloride vapor
was actually detected, something that would be impossible to
achieve using wild-type OBP because the ligand was not able
to access its binding cavity the same way it fits into the de-
signed mutant’s. Using such techniques, the authors were able
to produce an effective mutation that changes binding charac-
teristics of AgamOBP1 while retaining the structural stability
of the protein.

It cannot be denied that important challenges remain in the
development of OBP-based chemosensors, such as their
lifespan, which is intrinsically limited by the use of proteins.
However, recent studies have indicated the feasibility of
manufacturing stable devices using OBPs as sensing ele-
ments. Possas-Abreu et al. (2017) have validated their new
approach of grafting pOBPs onto synthetic diamond
microcantilevers, exhibiting results of great relevance
concerning stability, since a biosensing interface using syn-
thetic diamond has been perceived for many years as desirable
due to its carbon nature, which ensures good stability of a
wide range of bioreceptors via covalent C—C binding
(Vanhove et al. 2007; Manai et al. 2014). Also, Cali and
Persaud (2020) have developed an AgamOBP1-based biosen-
sor that was still able to detect the target analyte over the
period of 10 months in laboratory conditions. Still on the
matter of difficulties, sensitivity probably remains the main
issue regarding artificial olfaction. Yet, a novel study has re-
ported the fabrication of an ultrasensitive biosensor for
human-derived odorants based on free-standing silicon nano-
wire (SINW) arrays functionalized with AgamOBP7, achiev-
ing detection down to parts per billion (Gao et al. 2020) and
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contributing with promising results to the field. This way,
facilitating the production of portable, light-weight, robust,
sensitive devices that can benefit several industrial, military,
environmental and security field applications seems very like-
ly to be in the potential of biosensor technology using OBPs.

Capture and release systems

OBPs have been shown to participate in biological processes
other than the transport of odorant molecules to the ORs, such
as storing pheromones for delayed emission (Brito et al. 2016;
Pelosi et al. 2017). The broad range of hydrophobic ligands
bound by OBPs and their ability in performing a dual role of
engaging in the detection and release of semiochemicals sug-
gest an array of biotechnological applications for these pro-
teins, from the removal of pollutants and unpleasant odors
from the environment to the controlled release of fragrances,
drugs and chemicals, for example.

Bianchi et al. (2013) investigated the possibility of using a
bovine OBP to scavenge herbicides from aqueous samples
and were able to fabricate filtering cartridges for removing
triazine and similar compounds from water. Another interest-
ing application has been proposed by Silva et al. (2014), who
explored the idea of functionalizing the pig OBP in fabrics for
clothes. The immobilized protein would play a dual role in this
scenario by slowly releasing pleasant fragrances while remov-
ing cigarette smell. More recently, the use of pig OBP fused
with cell-penetrating peptides for the capture and transduction
of a model molecule, 1-aminoanthracene (AMA), into lipo-
some reservoirs has been evaluated. Results were promising:
the functionalized liposomes remained stable during time and
the binding capacity of OBP constructs was not compromised
after anchorage (Gongalves et al. 2018b; Gongalves et al.
2018a). Authors suggested the possibility of employing these
systems as functional nanodevices for the retention and re-
lease of molecules in textile and cosmetic industries and, a
while later, reported the actual implementation of OBP com-
plexes in functionalized cotton aimed at controlled release of
fragrances (Goncalves et al. 2019).

Fig. 4 Schematic view of a Normal fabric
potential application of OBPs in
odor control technology for the

textile industry l l '
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The use of OBPs in the development of capture and release
systems still is a new subject regarding biotechnological ap-
plications of such proteins, but it is pretty reasonable to imag-
ine that new researches in this little-explored field tend to
increase over the years. The multitask properties of OBPs
observed in nature indicate they can execute tasks currently
performed by other methods with additional advantages, such
as providing better selectivity, for instance. Also, the imple-
mentation of OBP-based anchorage systems is feasible in a
wide range of segments, including pharmaceutical, cosmetic
and specially textile (Fig. 4), where odor control technology
(McQueen and Vaezafshar 2020) represents a promising field
of application for such proteins.

Analytical purposes

An interesting property presented by OBPs that can be further
exploited for a variety of analytical applications is their affinity
and specificity for small organic molecules. The derivatization
of affinity columns with OBPs is somewhat easy to achieve and
should be stable after several uses and washes with buffers. In
fact, Margaryan et al. (2006) reported the synthesis and char-
acterization of affinity columns derivatized with pheromone-
binding protein (PBP) 1 from Bombyx mori and OBP1 from
C. quinquefasciatus. Authors demonstrated that binding capac-
ity was not affected by immobilization and OBPs also retained
their pH-dependent ligand affinity, a mechanism which could
be employed for the gradual release of tightly bound ligands
from the column. It is worth noting that the use of OBPs in the
preparation of affinity columns opens a wide range of possibil-
ities, since proteins would be the ideal substrates to differentiate
enantiomers, but their poor stability to temperature and solvents
seems to be a limiting factor for their application in analytical
columns. However, OBPs might be able to present a solution to
this matter due to their exceptional stability to thermal denatur-
ation and proteolytic degradation. As a matter of fact, phero-
mones and other compounds racemates represent natural li-
gands for these proteins, suggesting derivatized columns could
be directly used in discriminating enantiomers. It has been
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described that PBP1 and PBP2 from the gypsy moth Lymantria
dispar are able to discriminate pheromone enantiomers
(Plettner et al. 2000). Studies regarding chiral interactions of a
pOBP with carvone enantiomers have also been published
(Mulla et al. 2015). Further, it has already been discussed that
structures of OBP binding pockets can be modified to meet
specific analytical requirements (Pelosi et al. 2018).
Considering all this information, it is fairly possible that, if
properly used as active chromatographic phases, OBPs could
not only be powerful tools for affinity purification of a number
of ligands, as well as for resolving racemic mixtures.

Measuring the affinity of OBPs to volatile ligands such
as pheromones and other odorants found in the environ-
ment is crucial for the analysis and characterization of
these proteins. As mentioned before, even though several
techniques have been employed in order to measure the
affinity and the specificity of OBPs to different ligands,
by far the most widely adopted method uses a fluorescent
reporter, whose optical properties are markedly different
when in an aqueous environment and when bound to a
protein into a hydrophobic pocket (Pelosi et al. 2017).
However, a recent study (Tan et al. 2019) has brought to
light that different fluorescent reporters, in this case, AMA
and 1-NPN, seem to generate drastic differences in the
calculated affinities, which was quite unexpected and
started to raise doubt on the reliability of the fluorescent
binding assay. Authors even recommended that the results
of fluorescent binding experiments with OBPs should be
confirmed by using two different probes or alternative
methods while the scientific community still deals with
the strong demand for label-free methodologies to measure
binding constants of small ligands that could be simple,
fast and free from the use of radioactive tracers. In this
context, one could raise an interesting question: would it
be possible to use biosensors in monitoring this affinity
and actually provide an alternative method to the fluores-
cent binding assays that are currently in use? Although
today’s technology is not yet sophisticated enough to meet
the reproducibility requirements of biosensors, it seems
quite likely that the future of biosensors could actually find
applications for such analytical purposes.

Concluding remarks

Properties such as stability to thermal and proteolytic degra-
dation, small size, easy production and purification, added to
the fact that available structural information allows for the
design and synthesis of mutants, make OBPs interesting re-
search targets for a wide range of biotechnological applica-
tions. Currently, insect population management is the most
discussed use for OBPs. These proteins are vastly utilized
for the screening of novel behaviorally active compounds as

well as structure-based design of new repellents. However,
advances in the field of insect olfaction and nanotechnology
combined with their desired features have rapidly transformed
OBPs in the best candidates to be employed as biosensing
elements in order to meet the growing demand for versatile
technologies that can be used as sensors for the detection of
volatile chemicals in various areas, including environmental
pollution control, health care, quality control and homeland
security. Also, even though thorough scientific research still
needs to be carried out in this field, the possibility of using
OBPs in anchorage systems is starting to be explored and has
already shown interesting results, especially for textile, cos-
metic and pharmaceutical industries. Besides, their affinity for
small hydrophobic compounds have been further exploited for
analytical purposes and results indicate that, if properly
employed, OBPs could become effective tools for affinity
purification as well as for resolving racemic mixtures.
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