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RESUMO
Os repelentes sdo utilizados ha décadas para a protecéo individual contra picadas de insetos
de importdncia médica. Ainda assim, pouco se sabe sobre 0s mecanismos genéticos
envolvidos no fendmeno da repeléncia, principalmente em relagdo aos triatomineos, insetos
vetores do Trypanosoma cruzi que causa a doenca de Chagas. Desta forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a ag&o de repeléncia de sustancias naturais em comparacdo ao DEET e a
participacdo de receptores ionotropicos envolvidos no processo de detecgdo de repelentes,
em Rhodnius prolixus. Na primeira etapa, ninfas de 5° estadio com 21 dias de jejum foram
colocadas em arenas experimentais, contento camundongos tratados topicamente com as
substancias repelentes citronela, eucalipto-liméo e DEET, para a observacgéo direta da busca
pelo hospedeiro durante 30 minutos. Em todos o0s ensaios 0s insetos foram totalmente
repelidos. Em contrapartida, nos respectivos grupos controle (camundongos nédo tratados),
mais de 80% das ninfas realizaram o repasto. A segunda etapa consistiu na padronizacao e
andlise da expressdo relativa dos receptores ionotrépicos RprolR8a, RprolR25a,
RprolR76b, RprolR75a e RprolR75e, por RT-gPCR, em antenas de ninfas de 5° estadio
com 21 dias de jejum. Os insetos foram expostos aos repelentes em dois grupos: “tratado”
(ninfas expostas a camundongos tratados com as substancias repelentes) e “forcado”
(insetos expostos ao contato com papel filtro impregnado com as substancias avaliadas),
para posterior extracdo do RNA. Todos os alvos, independente do grupo, em relacdo ao
controle (ninfas ndo expostas as substancias repelentes), apresentaram diminuicdo da
expressdo, quando houveram diferencas. O gene RprolR75e foi o Unico que respondeu
significativamente aos trés repelentes testados. Os alvos RprolR8a e RprolR75a
responderam apenas aos Oleos naturais, sendo o valor mais significativo do gene
RprolR75a no repelente citronela, com uma redugdo de 63,9% no grupo “tratado”. Nos
grupos “for¢ado” os genes RprolR8a e RprolR76b apresentaram uma redugdo ainda maior
que no “tratado”, quando os insetos foram expostos a citronela. Ja o receptor RprolR25a
respondeu somente ao 6leo de citronela no grupo “forgado”, enquanto que no “tratado”
demonstrou alteracdes na expressdo apenas para o eucalipto-limao e DEET. A compreensdo
ao nivel molecular da maquinaria olfativa envolvida no processo de percepcdo de
repelentes em triatomineos podera possibilitar 0 manejo inteligente de produtos que atuem

de forma efetiva para a protecédo individual, contra a picada destes insetos.

Palavras-chave: Triatominae; Repelentes; Receptor ionotrépico; RT-gPCR.



ABSTRACT

Repellents have been used for decades to protect individuals against insect bites of medical
importance. Even so, little is known about the genetic mechanisms involved in the
phenomenon of repellency, especially in relation to triatomines, vectors of Trypanosoma
cruzi that causes Chagas disease. The objective of this study was to evaluate the action of
repellent natural substances in comparison to DEET and the participation of ionotropic
receptors involved in the process of detecting repellents, in Rhodnius prolixus. In the first
stage, 5th stage nymphs with 21 days of fasting were placed in experimental arenas,
containing mice treated topically with the repellent substances citronella, lemon eucalyptus
and DEET, for direct observation of the search for the host in 30 minutes. The insects were
completely repelled in all tests. In contrast, the respective control groups (untreated mice),
more than 80% of the nymphs fed. The second stage consisted of standardization and
analysis of the relative expression of the ionotropic receptors RprolR8a, RprolR25a,
RprolR76b, RprolR75a and RprolR75e, by RT-gPCR, in antennas of 5th stage nymphs
with 21 days of fasting. The insects were exposed to the repellents in two groups: “treated”
(nymphs exposed to mice treated with repellent substances) and “forced” (insects exposed
in contact with filter paper impregnated with the substances), for later RNA extraction. All
targets, regardless of the group, in relation to control (nymphs not exposed to repellent
substances), showed decreased expression, when there were differences. The RprolR75e
gene was the only one that responded significantly to the three repellents tested. The targets
RprolR8a and RprolR75a responded only to natural oils, being the most significant value
of the RprolR75a gene in the citronella repellent, with a 63.9% reduction in the “treated”
group. In the “forced” groups, the RprolR8a and RprolR76b genes showed an even greater
reduction than in the “treated” group, when the insects were exposed to citronella. The
RprolR25a receptor, on the other hand, responded only to citronella oil in the "forced"
group, while in the "treated" group it showed changes in expression for lemon eucalyptus
and DEET. The understanding at the molecular level of the olfactory machinery involved in
the process of perceiving repellents in triatomines can enable the intelligent handling of

products that act effectively for individual protection against these insect bites.

Palavras-chave: Triatominae; Repellents; lonotropic receptors; RT-qPCR.
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1. INTRODUCAO

1.1. Panorama da Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (dCh), ou Tripanossomiase Americana, € uma parasitose
sistémica, que leva a uma infeccdo cronica, causada pelo protozodario Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909). Primariamente considerada como uma enzootia silvestre, este parasito é
transmitido aos hospedeiros mamiferos através de insetos hematéfagos da subfamilia
Triatominae (Hemipera: Heteroptera: Reduviidae). Por sua vez, a contaminacdo desses
insetos ocorre durante o repasto sanguineo em hospedeiros infectados (LENT &
WYGODZINSKY 1979).

Dentre os mecanismos de transmisséo, a vetorial classica, caracterizada pelo contato
do hospedeiro (a partir de lesbes na pele ou mucosa) com as fezes e/ou urina de
triatomineos infectados, constitui uma das principais formas de transmissdo. Outras vias
importantes de contaminacéo incluem a oral por ingestéo de alimentos contaminados (ainda
mediada por vetores), transfusdo sanguinea, transmissao vertical (congénita) e transplante
de 6rgdos (DIAS et al., 2016; PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2018).

O carater endémico da infeccdo na América Latina coincide com a distribuicdo dos
vetores, alcancando desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina e Chile, sendo a
espécie Rhodnius prolixus (Stal, 1859), encontrada em 16 paises latino-americanos, um dos
principais vetores destas regides (JULBERG & GALVAQ, 2006).

Esta doenca representa uma enfermidade negligenciada que coloca em risco a saude
de milhdes de pessoas, especialmente nas areas socioeconomicamente vulneraveis
(SUETH-SANTIAGO et al.,, 2017). Estima-se que oito milhGes de pessoas estejam
infectadas mundialmente, com 41.200 novas infeccdes e 10.000 mortes ao ano (RASSI et
al., 2010; WHO, 2020)

No Brasil, a prevaléncia de infeccdo pelo T. cruzi varia em 1,4 milhdo a 3,2
milhdes, sendo que a maioria das pessoas acometidas ndo possui conhecimento da doenca
(DIAS et al., 2016). Anualmente sdo registrados mais de 500 novos casos de infeccéo, em
uma populagcdo de mais de 25 milhdes que vive exposta ao risco (WHO, 2015). Este

cenario epidemioldgico torna-se ainda mais preocupante diante das fragilidades dos

16



diversos sistemas de informacéo utilizados para: 1) captar os casos de pessoas infectadas e
2) promover a utilizacdo de indicadores epidemiolégicos e operacionais nas regifes
endémicas. Neste sentido, o niUmero de novos casos registrados provavelmente reflete a
ponta de um iceberg, sendo necessario um aprimoramento das acfes de atengdo a salde,

incluindo vigilancia e controle (DIAS et al., 2016).

A expressdo clinica da doenca ocorre em duas fases: aguda e cronica. A fase aguda
é caracterizada pela presenca de parasitos circulantes, e pode apresentar-se assintomatica ou
oligossintomatica (confundindo-se com outras doencas), ou ainda sintomética, com a
possibilidade de evoluir para 6bito nos casos mais graves. A doenca crbnica pode
permanecer assintomatica por 10 a 20 anos. Apoés este periodo aproximadamente 30% dos
pacientes poderdo apresentar alteracdes cardiacas, e até 10% irdo sofrer com problemas
digestivos (RASSI et al., 2010; DIAS et al., 2006). As complicacdes de saude causadas
envolvem frequentemente cardiomiopatia, insuficiéncia cardiaca, megacdlon e
megaesdfago que consequentemente reduzem a produtividade, incapacitando os individuos,
e aumentam a mortalidade da populacdo, causando alto impacto econémico (LEE et al.,
2013).

Um dos marcos mais importantes no controle vetorial dos triatomineos no Brasil
ocorreu em 2006, através da certificacdo da eliminacdo da transmissdo vetorial pelo
Triatoma infestans (Klug, 1834), espécie aloctone de importancia primaria, conferido pela
OPAS/OMS (FERREIRA & SILVA, 2006). Este resultado se deve as acdes integradas de
localizagdo dos focos de infestacdo domiciliar, borrifacdo de inseticidas com acéo residual
e vigilancia, realizadas de forma sistematica a partir de 1975 sob tutela da Superintendéncia
de Campanhas de Saude Publica (SUCAM), posteriormente incorporada a Fundacao
Nacional de Saude (FUNASA) (DIAS, 1993; DIAS, 2000). Atualmente, cabe aos
municipios a manutencdo dos indices de controle alcangados em um contexto de vigilancia

epidemioldgica descentralizada (DIAS, 2000).

Ressalta-se que o T. infestans ndo é a Unica espécie presente no pais. A subfamilia
Triatominae compreende 152 espécies validas, incluindo duas fésseis (MONTEIRO et al.,
2018; DORN et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020;
BRITO et al., 2019). Destas, 67 sdao endémicas no Brasil (COSTA & PETERSON, 2012),
sobre as quais ndo ha possibilidade de eliminagdo, sendo aquelas capacitadas a invadir e

colonizar o ambiente artificial as mais importantes para a manutencdo do ciclo de
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transmissdo domiciliar, demandando acgbes permanentes de vigilancia e controle
(SCHOFIELD et al., 1999; ABAD-FRANCH et al., 2013). Adicionalmente, deve-se
considerar que ainda ha fatores socioculturais e politico-econémicos que estéo relacionados
com o descaso que muitas vezes ndo sdo colocados em pauta, agravando o quadro da
enfermidade no pais (DIAS et al., 2008).

A complexidade gerada pelo surgimento de novos cenarios epidemioldgicos
também é uma preocupacao iminente. A regido Amazodnica, considerada indene até o final
da década de 70, representa uma delas (SHAW et al., 1969). E sabido que nesta regido a
transmissé@o vetorial ocorre independentemente do processo de colonizagdo dos ambientes
artificiais, a partir da invasdo das residéncias por insetos adultos provenientes do ambiente
silvestre. Neste caso, 0 uso de inseticidas ndo é totalmente eficaz. Soma-se o crescente
processo de desmatamento, seguido de dréstica reducdo da reserva de fonte alimentar,
aumentando ao risco de invasdes e, consequentemente, de novos casos de transmissao
(COURA, 1990).

Ainda na perspectiva do potencial de invasdo e colonizacdo das casas pelos
triatomineos, novamente evidencia-se o cenario epidemiologico pos T. infestans. Nos
ultimos anos a diversidade de espécies capturadas (vetores de importancia secundaria ou até
terciaria) no ambiente artificial em varias regides do pais tém despertado atencao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Além da dificuldade da notificacio destas espécies
devido a reduzida densidade de triatomineos nas casas, o indice de infeccdo dos espécimes
capturados é elevado na maioria das vezes, em funcao da intima relacdo destes vetores com
os hospedeiros silvestres (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Ha que se considerar também a expansdo da enfermidade em funcéo do processo de
globalizacdo. Casos de infec¢do na Europa, América do Norte, Japdo e Australia estdo cada
vez mais frequentes em decorréncia do fluxo de imigracdo (GASCON et al., 2010;
JACKSON et al.,, 2014). Nesta perspectiva, a presenca do Triatoma rubrofasciata (De
Geer, 1773), espécie cosmopolita muito bem adaptada as habitacdes humanas em zonas
portudrias, incluindo varios paises do velho mundo, vem despertando a atencdo no sentido
de ampliar o risco de transmissdo vetorial para além dos limites atuais. Alguns autores
relatam uma grande e recente infestacdo peridoméstica por este vetor em cidades do Vietnd,
envolvendo centenas de insetos capturados em areas urbanas e rurais (DUJARDIN et al.,
2015; TRUONG & DUJARDIN, 2013). Na China, espécimes adultos de T. rubrofasciata
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também foram relatados infestando apartamentos desde o térreo ao oitavo andar,

alimentando das pessoas e se escondendo em suas camas (LIU et al., 2017).

A importancia médica dos triatomineos ndo se limita apenas a transmissdo da dCh.
Exposicdes frequentes as picadas destes insetos podem causar reages imunoldgicas
(Walter et al. 2012). A saliva possui moleculas bioativas que podem levar a reacdes
alérgicas graves, podendo, em alguns casos, causar anafilaxia (TEO & CHEAH, 1973;
MOFFITT et al., 2003; VECCHIO & VAN TRAN, 2004; WANG & PENG, 2006). Nos
Estados Unidos, por exemplo, o principal inseto responsavel pelos casos de anafilaxia é o
Triatoma rubida (Uhler, 1894) em Tucson (Arizona) (KLOTZ et al., 2010), e Triatoma
protacta (Uhler, 1894) no sul da Califérnia. No mesmo pais, houve registro de 6bito em
Phoenix, Arizona (VECCIO & VAN TRAN, 2004), o que agrava ainda mais a preocupacao
com estes insetos. No Vietnd o T. rubrofasciata também é reconhecido pelo incobmodo
provocado pela picada, que pode ocasionar grandes areas de edema, coceira, febre e
infeccdes na pele (DUJARDIN et al., 2015).

Finalmente, é importante ressaltar que apesar do grande numero de individuos
infectados pelo T. cruzi, dos quais uma parcela significativa pode desenvolver quadros
clinicos graves, menos de 1% das pessoas infectadas tém acesso ao diagnostico e
tratamento (CHATELAIN, 2017). Sendo assim, a manutencdo do controle vetorial, o
diagnostico precoce da doenga, o desenvolvimento de vacinas e novas drogas para
tratamento, bem como o uso de métodos alternativos para inibir o contato do hospedeiro
com o vetor permanecem como desafios na elaboracdo de politicas publicas de saude
(DIAS, 2008).



1.2. Repelentes: uma alternativa viavel

O uso de substancias com agéo repelente data desde a literatura greco-romana e ao
longo da histdria das civilizagdes ha varios exemplos da utilizagdo de recursos naturais para
o0 controle de pragas e doencas (BROWN & HERBERT, 1997). Por definicdo, repelentes
sdo substancias que, quando aplicadas na pele, roupas e superficies, afetam o
comportamento dos insetos na busca pelos hospedeiros, reduzindo o risco de transmissao
de doencas infecciosas e reacOes alérgicas resultantes da picada de artropodes (RIBAS &
CARRENO, 2010).

Do ponto de vista comercial, um repelente deve apresentar as seguintes
caracteristicas: 1) tempo de acdo prolongado; 2) volatilidade suficiente para manter pressao
de vapor proxima a pele, sem, contudo, permitir que a substancia repelente se dissipe
rapidamente; 3) efetividade contra uma ampla variedade de espécies; 4) ndo ser toXico ou
irritante a pele apods aplicacdo tépica ou aplicagcdo nas roupas; 5) possuir odor agradavel ou
ser inodoro; 6) ndo promover alterac6es nas roupas (BROWN & HERBERT, 1997).

Atualmente, ndo ha um unico produto que atenda a todos 0s requisitos citados acima
(PAULA, 2002). Entretanto, instituicdes responsaveis pelo registro de substancias
repelentes, bem como a validacdo de seus efeitos, como a Agéncia Ambiental dos Estados
Unidos (United States Enviromental Protection Agency — EPA) e o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention - CDC), tém registrado
repelentes eficazes com os ingredientes ativos sintéticos DEET, Icaridina e IR3535 (EPA,
2020a).

O DEET (N,N-Diethyl-3-methylbenzamide), descoberto pela United States
Department of Agriculture (USDA), e desenvolvido pelo exército dos Estados Unidos em
1946, é o sintético mais utilizado no mundo na formulacéo de repelentes. I1sso se deve ao
grande numero de estudos que comprovam a protecdo deste ingrediente ativo contra a
picada de insetos hemat6fagos, sendo reconhecido como padrdo-ouro entre os repelentes
(EPA, 2020a; KOREN et al., 2003; LEAL, 2014; MCGREADY et al., 2001).

O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), nos EUA, indica o uso desta
substancia para mulheres gravidas como forma de protecdo contra espécies de mosquitos do

género Culex, potenciais vetores da Febre do Nilo Ocidental (CDC, 2020a), e espécies de
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carrapatos que podem transmitir a bactéria que causa a doenca de Lyme (CDC, 2020b). O
produto também é indicado para evitar picadas das espécies do género Aedes e Anopheles,
sendo importante no cenério da transmissdo do virus Zika e do protozoario que causa a
Maléria, respectivamente (EPA, 2020b). Também demonstrou ser um eficiente repelente
para Culex quinquefasciatus (Say, 1823) durante 4h de exposi¢do, em uma concentracao de
20% (MISNI et al., 2017). Para Aedes albopictus (Skuse, 1894), por exemplo, promoveu a
inibicdo da alimentacdo em 55%, em condicdes de laboratério (MULATIER et al., 2018).

Por outro lado, é essencial destacar que produtos contendo DEET podem apresentar
baixo impacto em algumas regides endémicas, para diferentes enfermidades, devido ao seu
alto custo, acesso e necessidade de reaplicacdes continuas (KRAJICK, 2006). Deve-se
atentar também, que apesar do efeito repelente comprovado e de ser o principio ativo
padrdo-ouro utilizado na maior parte dos repelentes disponiveis atualmente, os potenciais

efeitos toxicos do DEET representam uma preocupacdo para a sua utilizacao.

As reacOes sistémicas adversas desta substancia estdo relacionadas a sua absorcéo
para a corrente sanguinea. Apos seis horas, até 56% da dose esta presente na circulacéo, e a
sua metabolizacdo se da pelas enzimas P450 no figado, sendo a meia-vida deste quimico no
organismo de 2,5 horas (ELLENHORN & BARCELOUX, 1997; KOREN et al., 2003).
Corbel e seus colaboradores em 2009 demonstraram, a partir de ensaios bioquimicos e
eletrofisioldgicos, que o DEET inibe a atividade colinesterasica de insetos e mamiferos,
acentuando o efeito toxico de carbamatos, uma classe de inseticidas. Uma vez que o DEET
é comumente utilizado em associagcdo a inseticidas em areas endémicas, a sua utilizacéo

deve ser repensada ao passo que mais estudos neste sentido sao necessarios.

A maior parte das manifestacGes clinicas por intoxicacdo ao DEET ocorreram por
exposicdo em criangas. Apesar dos casos de toxicidade serem considerados “raros”, devido
ao numero de aplicacdes, varios efeitos subletais ja foram reportados. Sintomas como
dermatites sdo as mais comuns, como erup¢des cutaneas, vermelhiddo, prurido e até
necrose local. O sistema cardiovascular é um dos principais alvos deste quimico, podendo
resultar em hipotensdo e bradicardia. Encefalopatias também ja foram observadas, que
incluem tremores, coma, hipertonia (hiperatividade muscular) e convulsbes (TICE &
BREVARD, 1999; ATSDR, 2020). Sabe-se também que este composto apesar de nao
apresentar efeito toxico aparente ao feto, pode atravessar a placenta, como visto no trabalho
de McGready et al (2001).
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Por sua vez, os Oleos naturais sdo utilizados hd milhares de anos em diversas
culturas pelos povos nativos, tanto pela finalidade terapéutica quanto repelente, sendo
considerados inofensivos ao meio ambiente e a saude humana pela populacdo em geral,
despertando interesse e aceitacdo (MAYA & MOORE, 2011).

Do ponto de vista da salde publica o uso de repelentes naturais apenas é
recomendado em &reas endémicas, quando ha dificuldade de acesso ao DEET. Isso se deve
principalmente a elevada taxa de evaporacdo destes compostos e escassez de estudos
cientificos que comprovem a eficiéncia e a baixa toxicidade para uso humano. Além disso,
é importante destacar que as substancias presentes nos 6leos naturais podem apresentar
variacdo de acordo com a forma de extracdo, composi¢do do solo, 6rgao da planta, idade e
estagio do ciclo vegetativo (ANGIONI et al., 2006).

A utilizacdo dos 0leos naturais como repelentes potenciais partem do principio de
que as plantas produzem substéncias volateis como o citronelal, eugenol, geraniol e
limoneno, a partir de seu metabolismo secundario, as quais irdo atuar para a preservacao da
integridade das mesmas, agindo como sinais de comunica¢ao quimica na interacdo com o
meio ambiente, como por exemplo, repelindo potenciais predadores, evitando a herbivoria
(VERPOORTE, 1998). Estas substancias estdo armazenadas e concentradas em diferentes
estruturas especializadas e orgdos das plantas, como as células parenquimaticas, bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas, além de canais oleiferos, células epidérmicas, folhas, raizes,
sementes, frutos, flores e caule. Sua concentracdo nas partes mais verdes € consequéncia
das vias metabdlicas da fotossintese. (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente vérias espécies de plantas sdo avaliadas a fim de esclarecer os
mecanismos de acdo de repeléncia e isolamento de principios ativos (VIEGAS JR &
BOLZANI, 2006). Contudo, a explicacdo para a eficacia dessas substancias contra
artropodes hematofagos ainda nao foi totalmente esclarecida, mas acredita-se que tenha
uma relagcdo com o processo evolutivo. Uma das teorias discute que a percepcdo de
moléculas olfativas se da por receptores quimiossensoriais que sdo altamente conservados
nos insetos, a exemplo dos receptores ionotrépicos (IR), refletindo nos insetos hematéfagos
a historia entre as plantas e insetos herbivoros (BENTON et al., 2009). Outra discussao da
origem do fendbmeno de repeléncia para este grupo reitera a presenca de um ancestral

comum com insetos herbivoros, os quais desenvolveram uma probdscide capaz de alcangar
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a seiva no interior do corpo da planta (HARREWIJN et al., 1995). Entretanto, ainda ha
muito para se elucidar sobre essas relages

O 6leo essencial de citronela, extraido das espécies Cymbopogon nardus e
Cymbopogon winterianus (Poaceae), apresenta grande importancia econdmica, sendo
utilizado na fabricacdo de perfumes e cosméticos. Também apresenta acdo inseticida,
fungicida, bactericida e repelente (TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al., 2005). No
inicio do século XX o 6leo de citronela foi utilizado como repelente para mosquitos pelo
Exército Indiano, e o primeiro registro para fins comerciais data de 1948 (COVELL, 1940).
O dleo ¢ obtido industrialmente por "arraste de vapor”, através das folhas da planta. Em
concentragdes de 5-10%, o 6leo de citronela é amplamente utilizado no mercado atual,
comumente associado a produtos sintéticos nos repelentes comerciais. Testes laboratoriais
demonstraram que a aplicacdo topica desta substancia na concentragdo de 100% promoveu
protecdo contra a picada de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), Culex quinquefasciatus e
Anopheles dirus (Peyton & Harrison, 1979), com inibicédo total da alimentacdo por até 120,
100 e 70 minutos, respectivamente (TRONGTOKIT et al., 2005). Na concentracdo de 40%,
a protecdo chega a ser ainda maior para Anopheles stephensi (Liston, 1901), com duracédo
de 7-8 horas, evitando completamente a aproximacdo dos insetos (CARROLL & LOYE,
2006).

Para triatomineos a citronela j& demonstrou resultados promissores. Esta substancia
foi capaz de inibir completamente o repasto sanguineo de ninfas e adultos de Triatoma
rubida (TERRIQUEZ et al., 2013). Ela também foi capaz de reduzir drasticamente a
alimentacdo de Triatoma protracta e Triatoma recurva (Stal, 1868) (ZAMORA et al.,
2015). Os componentes ativos presentes no extrato de citronela também tiveram seu
potencial repelente evidenciado por outros estudos, onde o geraniol e o citronellol
repeliram significativamente ninfas de R. prolixus (Stal, 1859) (MORETTI et al., 2013;
LUTZ et al., 2014).

O Oleo obtido da espécie Corymbia citriodora (Myrtaceae) - popularmente
conhecida como eucalipto-limao, eucalipto-cidré ou eucalipto-cheiroso, também representa
um forte candidato para evitar o contato de insetos de importancia médica com humanos.
Descoberto em 1960 durante uma triagem realizada nas plantas utilizadas pela medicina

chinesa tradicional, e utilizado ha anos na Asia e Europa, sua composicio pode apresentar
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até 85% de citronelal, uma das principais substancias associadas a repeléncia em varios
6leos naturais, incluindo a citronela (MAYA & MOORE, 2011).

A partir do extrato dessa planta, € possivel obter o composto p-menthane-3,8-diol
(PMD) que na concentracdo de 30% demonstrou repelir diferentes espécies de mosquitos
durante quatro horas, em um estudo realizado na Bolivia (SAKULKU et al., 2009).
Apresentou também protecéo total contra Anopheles gambiae e Anopheles funestus (Giles,
1900) por 6-7 horas (MOORE et al., 2007), e Anopheles stephensi por 11-12 horas
(FRADIN & DAY, 2002).

Diante do exposto e considerando o cenario epidemiolégico atual da doenca de
Chagas, em que as infestagfes domiciliares por triatomineos sdo baixas, dificultando a
deteccdo dos vetores e, consequentemente, comprometendo as medidas de controle usuais;
e a possibilidade de transmissdo na auséncia de colonizacdo domiciliar; a elaboracdo de
novas estratégias sdo essenciais para a protecdo das populaces que vivem ou frequentam
as regides endémicas. Neste contexto, 0 uso de repelentes, incluindo formulagbes contendo
Oleos naturais, pode atuar na diminuicéo ou inibicdo do contato com vetores da dCh, assim

como ja ocorre com outras doencas infecciosas como a Dengue, Zika e Chikungunya.

Para isso, além de testes in vivo para avaliar a acdo de repeléncia nos triatomineos,
também é fundamental compreender o(s) mecanismo(s) de acdo envolvido(s). Atualmente
hd uma quantidade reduzida de informacdes sobre este fendbmeno, sendo a maioria dos
artigos publicados relacionados a ordem Diptera, demandando mais estudos para outros
grupos de insetos de importancia médica (NERIO, 2010; ZERMOGLIO et al., 2015).
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1.3. Sistema olfativo em insetos e o papel dos receptores ionotropicos

O sistema sensorial em insetos € fundamental para a obtencdo de informagdes que
irdo desencadear diferentes respostas comportamentais, a fim de promover a localizagdo de
alimento, parceiros sexuais e abrigos, bem como a avaliacdo da presenca de possiveis
ameacas e orientacdo pelo ambiente (LORENZO & MELO, 2012).

A percepcao de moléculas de odor em insetos é realizada principalmente através das
antenas, que apresentam uma estrutura segmentada (escapo, pedicelo e flagelo) (Figura 1).
Estas, apesar de diferir entre as espécies por particularidades morfologicas, compartilham a
capacidade de detectar substéncias volateis, sendo esta fungdo essencial em todas
(SCHNEIDER, 1964).

Pedicelo

Figura 1: Representacdo esquematica das principais estruturas de uma antena de
inseto. Adaptado de: http://agronomais.blogspot.com/2016/01/entomologia-anatomia-

externa-dos.html.

Os segmentos presentes nesses 6rgdos contém elementos quitinosos denominados
sensilas, que abrigam os neurdnios sensoriais olfativos (Figura 2). As sensilas podem
apresentar poros em diferentes disposi¢es na parede cuticular, e um canal preenchido por
um liquido chamado linfa sensilar, onde moléculas presentes no ar sdo dissolvidas e
apresentadas a membrana neuronal, 0 que provoca um sinal elétrico que apds uma série de

processos fisioldgicos, resulta em uma determinada resposta do inseto. As sensilas olfativas



podem apresentar até 50 neurdnios sensoriais olfativos no seu interior, tornando-as ponto
chave no processo de deteccdo de odor (HALLBERG & HANSSON, 1999; ZACHARUK,
1980).

Sensila

Linfa
sensilar

- Células
[ acessorias

e Lamina basal

Hemolinfa

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura geral de uma sensila olfatoria.
(Retirado de Lorenzo & Melo. Tépicos Avancados em Entomologia Molecular Instituto

Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Entomologia Molecular INCT, 2012, pag 6).

O processo de deteccdo desses estimulos tem a participacdo de proteinas sollveis e
de membrana, as quais possibilitam que a resposta celular seja quase imediata. Estas podem
estar envolvidas: 1) no transporte através das proteinas ligadoras de odor (Odorant Binding
Proteins — OBPs), que se associam a moléculas hidrofébicas, permitindo a sua passagem na
linfa sensilar, onde estdo abrigadas as proteinas ligantes de odores; 2) no reconhecimento e
desencadeamento de sinais elétricos, através de receptores olfativos (ORs), receptores
ionotrépicos (IRs), e/ou receptores gustativos (GRs) que conferem especificidade olfativa
ao neurénio (LARSSON et al., 2004); e finalmente 3) na eliminacdo das moléculas de odor
do espaco sensilar (enzimas degradadoras de odor - EDOs), importantes para a recuperacao
do sistema olfativo e percepcao de novas substancias (LORENZO & MELO, 2012).

No que tange ao reconhecimento dos estimulos, ha trés tipos de receptores

quimiosensoriais em insetos: 1) receptores olfativos (ORs), que sdo acoplados a proteina G;

26



2) receptores ionotropicos (IRs), que sdo conformados fundamentalmente em um canal
i0nico; e 3) receptores gustativos (RGs), que séo essencialmente expressos nas sensilas
gustativas (SANTANA, 2016). Os receptores olfativos sdo proteinas com dominios
transmembrana, que apresentam o repertorio de genes muito variavel entre as espécies de
insetos (BENTON et al., 2006). Algumas sensilas abrigam neurénios olfativos que co-
expressam o co-receptor olfativo denominado Orco (VOSSHALL & HANSSON, 2011) e
um OR que determina a resposta neuronal a diferentes estimulos (LARSSON et al., 2004).

Pouco se sabe sobre 0s mecanismos genéticos responsaveis pela percepcdo de
moléculas odor/repelentes, e como estas desencadeiam uma determinada acdo em insetos
(BREER et al., 2019), sendo a maior parte dos estudos atuais concentrada nos mecanismos
de deteccdo de odores para receptores olfativos (ORS).

Ha trés hipoteses discutidas atualmente em relacdo a deteccdo do composto ativo
DEET: a) Bloqueio de odores atrativos, “mascarando” o hospedeiro (DITZEN et al., 2008);
b) Modulacao do sistema olfativo, a partir da ligacdo de moléculas olfativas, resultando na
repulsdo da fonte alimentar (BOHBOT & DICKENS, 2010) e c¢) Ativacdo direta de
receptores quimiossensoriais Orgaos sensoriais que repelem os insetos, um processo
chamado de “sentir ¢ evitar” (LEE et al., 2010; SYED & LEAL, 2008). Contudo, ap0s
ensaios realizados com insetos mutantes para o co-receptor Orco, ha evidéncias de que a
segunda e terceira hipoOtese constituem o real mecanismo de percep¢do desta substancia
nestes organismos (DEGENNARQO et al., 2013).

O OR136 de Culex quinquefasciatus, por exemplo, é possivelmente responsavel
pela deteccdo do DEET, Icaridina, IR3535, PMD (pmenthan-3,8-diol) e da substancia metil
jasmonato, todos considerados repelentes de insetos (XU et al., 2014). J4 o co-receptor
olfativo Orco demonstrou ser responsavel pela deteccdo de DEET em Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830) (DITZEN et al., 2008) e Aedes aegypti (DEGENNARO et
al., 2013). Estudos de expressao heter6loga em éocitos de Xenopus indicam que o receptor
olfativo RproOr80 responde ao DEET na espécie R. prolixus (FRANCO et al., 2018).

Descritos por Benton e seus colaboradores em 2009 em D. melanogaster os
receptores ionotrépicos constituem uma familia de proteinas de membrana que, com sua
abertura, permitem o fluxo de ions. O complexo destes receptores ligado aos neurbnios

olfativos € composto por um receptor de odor especifico mais um ou dois correpceptores,
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que sdo comuns a todos os outros IR (portanto, co-expressos): o IR25a, IR8a e IR76b
(ABUIN et al., 2011). Diferente dos receptores olfativos, os IRs sdo bem conservados, e
acredita-se que sejam a primeira familia de receptores de deteccdo de odor em insetos
(CROSET et al., 2010).

Os triatomineos apresentam 33 IRs incluindo os trés co-receptores acima citados
(MESQUITA et al., 2015). Latorre-Estivalis et al (2016) reforcaram o papel
quimiossensorial de receptores ionotrépicos nestes insetos, em que seus transcritos foram
encontrados expressos de forma significativa nas antenas e outros 6rgdos sensoriais de R.
prolixus. O IR41b, por exemplo, é abundante nas antenas de triatomineos adultos sugerindo
que este receptor estd associado a sinais quimicos relacionados a vida adulta, como a

deteccdo de feromdnios que sdo essenciais para a reproducéo.

A literatura envolvendo estes receptores é escassa, principalmente relacionado a
deteccdo de repelentes naturais, ndo existindo estudos neste sentido para triatomineos.
Portanto, o desenvolvimento de um trabalho com o intuito de avaliar a participacdo de IRs

no reconhecimento dessas substancias é essencial.

28



2. JUSTIFICATIVA

Mais de 100 anos apds a descoberta da infeccdo humana pelo T. cruzi, a doenca de
Chagas permanece como um grave problema de saude publica pelo impacto inerente a
morbimortalidade (DIAS, 2011; LEE, 2013). Estima-se que 8 milhdes de pessoas se
encontram infectadas pelo parasita. No Brasil, as estimativas variam entre 1,4 milh&o a 3,2
milhdes (DIAS et al., 2016).

Devido ao sucesso do Programa de Controle da Doenga de Chagas, sistematizado
para a area endémica classica em 1975, e baseado na borrifacdo de inseticidas de acédo
residual, o Brasil recebeu em 2006 a certificacdo da eliminacéo da transmisséo vetorial pelo
T. infestans. Este reconhecimento, apesar de representar um grande avango no contexto
epidemiologico, € um perigo por seu panorama ufanista e estimulo ao afrouxamento das
politicas publicas (DIAS, 2006). Ainda deve-se considerar que ha mais de 60 espécies
autoctones no pais, com potencial de invasdo do ambiente artificial e possivel transmissao
do parasita (COSTA & PETERSON, 2012).

Alteracdes recentes no cenario epidemiologico de transmissdo vetorial, seja na
Amazonia ou na area endémica classica, onde os insetos sdo capazes de transmitir o T.
cruzi mesmo na auséncia de colonizacdo, impdem limitacdes ao tradicional método de
controle. Além disso, a reduzida densidade das infestacdes domiciliares também dificulta o
trabalho de vigilancia entomologica (AGUILAR, 2007). Sendo assim, estes novos desafios
demandam novas estratégias de vigilancia.

Considerando a inexisténcia de vacinas e a ineficiéncia do tratamento das infeccdes
crénicas, 0 uso de repelentes pode representar uma potencial medida profilatica de protecdo
individual, seja pela possibilidade de diminuicdo ou interrupcdo do contato com 0s
triatomineos, e consequente possibilidade de transmissdo do T. cruzi, ou ainda com o
objetivo de diminuir as reac6es alérgicas causadas pela saliva desses insetos.

Nesta perspectiva, o entendimento dos mecanismos genéticos envolvidos na
deteccdo das moléculas repelentes pelos triatomineos torna-se fundamental para a geracéao
de conhecimentos que poderdo contribuir para o desenvolvimento racional de repelentes

contra estes insetos.
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3. OBJETIVO

Avaliar a acdo de repeléncia de sustancias naturais e a participacdo de receptores
ionotropicos envolvidos no processo de deteccdo de moléculas repelentes em Rhodnius
prolixus.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar se os Oleos de citronela e eucalipto-limdo possuem efeito de repeléncia

semelhante ao composto ativo DEET, em ninfas de R. prolixus;

e Analisar 0s niveis de expressdo génica relativa de receptores ionotropicos
RprolR8a, RprolR25a, RprolR76b, RprolR75a e RprolR75e em R. prolixus,

mediante contato com o 6leo de citronela, eucalipto-liméo e DEET;

e Comparar 0s niveis de expressdo génica dos receptores ionotropicos RprolR8a,
RprolR25a, RprolR76b, RprolR75a e RprolR75e nas antenas de R. prolixus

expostos as substancias repelentes em diferentes modalidades de exposicao.
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4. METODOLOGIA

4.1.Modelo para o estudo

A especie Rhodnius prolixus foi selecionada por representar importancia
epidemioldgica na América Central e parte da Colombia e Venezuela, com formacéo de
colénias de alta densidade (PRATA et al., 2011). Além disso, o genoma desse vetor foi
recentemente sequenciado (MESQUITA et al., 2015), tornando-se referéncia para a maior
parte dos trabalhos realizados em biologia molecular com triatomineos.

As colbnias usadas neste trabalho foram mantidas pelo Grupo de Pesquisa
Triatomineos do Instituto René Rachou - FIOCRUZ MG, origem: Honduras, em estufa
com condicOes controladas de temperatura (27°C), umidade relativa (60%) e fotoperiodo
(12 horas claro/escuro). Estes insetos sd@o acondicionados em potes plasticos (12 cm x 10
cm) e a alimentacdo ocorre quinzenalmente em galinhas anestesiadas (Licenca LM 10/18).
Apos a ecdise para 0 5° estadio, os insetos foram agrupados e assim permaneceram na
estufa ateé serem utilizados nos experimentos.

Os camundongos utilizados nos ensaios de avaliagdo do efeito repelente e na
caracterizacao do perfil de expressdo dos alvos moleculares foram fornecidos pelo Biotério
de Producdo do Instituto René Rachou, mantidos em sala com temperatura e umidade
controladas (Licenca LM 10/18). Todos os procedimentos que envolveram animais foram

realizados conforme o Manual de Utilizacdo de Animais/Fiocruz (2008).
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4.2. AVALIACAO DA REPELENCIA EM Rhodnius prolixus

Os Oleos naturais de citronela e eucalipto-limdo, bem como o composto ativo
sintético DEET, foram selecionados devido aos seus efeitos repelentes evidenciados pela
literatura (MAYA & MOORE, 2011; LEAL, 2014; CARROLL & LOYE, 2006;
SAKULKU et al., 2009), além do registro de uso e indicacdo em regides endémicas pelos
Centros de Controle e Prevencdo a Doencgas (CDC). Os 0leos essenciais (puros) foram
fornecidos pela empresa LAZLO, que garante a qualidade e pureza dos seus extratos pela
técnica de Cromatografia. O DEET (97%) foi obtido da empresa Sigma-Aldrich.

Os ensaios para determinacdo do efeito repelente foram realizados a partir da
observacdo direta da busca pelo hospedeiro, em uma arena experimental de acrilico com
um orificio central (15 x 15 x 15cm) (Figura 3). Para isso, foram constituidos os grupos
experimentais controle (animais tratados apenas com acetona absoluta - Merck) e teste
(6leo de citronela, eucalipto-limdo e DEET diluidos em acetona absoluta na proporcéo de
50%). Para cada um destes grupos foram utilizadas 10 ninfas de 5° estadio de R. prolixus

com 21 dias de jejum pos-muda.

Cada grupo experimental foi exposto, por 30 minutos, a um camundongo macho
anestesiado (diluicdo 3:2 de Cetamina e Xilazina) da linhagem Swiss com oito semanas de
idade e aproximadamente 25¢g (Licenca LM 10/18). Nos grupos teste, a regido abdominal
dos camundongos foi topicamente “tratada” com 28 pL/cm? da substancia a ser testada.
Concomitantemente, para cada experimento testando os trés repelentes, animais tratados
apenas com acetona (grupos controle), foram também expostos. Estes ensaios foram

realizados em trés réplicas biologicas.

A escolha da diluicdo para a realizacdo dos ensaios foi definida baseada em
resultados encontrados anteriormente pelo nosso grupo, em que a concentracdo de 50%
apresentou a melhor eficiéncia para estes mesmos repelentes quando testados em ninfas de
segundo estadio de Rhodnius neglectus (P<0,05) (CANEDO et al., 2019).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da arena experimental utilizada para
alimentacdo das ninfas de triatomineos nos estudos de repeléncia (15x15x15 cm),
sendo a regido abdominal da fonte alimentar (camundongo tratado ou ndo) exposta através

do orificio central (diametro: 2cm), apontado pela seta.

O calculo da repeléncia foi feito pela formula de Abbott (1925): % repeléncia = [(C-
T)/C] x 100, onde C corresponde ao nimero de ninfas que se alimentaram no grupo
controle; T é o numero de ninfas que se alimentaram no grupo teste. A comparacéo entre 0s

grupos (controle x repelente) foi realizada pelo teste t (paramétrico).



4.3. AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA RELATIVA DOS RECEPTORES
IONOTROPICOS

4.3.1. Selecdo dos alvos moleculares e desenho dos iniciadores

Com base nos trabalhos de repeléncia e olfagdo disponiveis na literatura (ABUIN et
al., 2011; BENTON et al., 2009; LATORRE-ESTIVALIS et al., 2015; MESQUITA et al.,
2015; OMONDI ET al. 2015), a selecdo dos genes candidatos foi realizada a partir dos
seguintes critérios: i) Genes de receptores ionotrépicos de antenas de insetos envolvidos no
processo de reconhecimento de moléculas repelentes (de origem sintética ou natural); ii)
Genes olfativos expressos nas antenas de triatomineos. E para o gene normalizador (o-

tubulina): iii) apresentar expressdo homogénea nas diferentes amostras.

O gene constitutivo a-tubulina e 0s genes que codificam 0s co-receptores
ionotropicos RprolR8, RprolR25a e RprolR76B (Vector Base: RPRC002763,
RPRC000589, RPRC000469, respectivamente), assim como 0s receptores ionotropicos
RprolR75a e RprolR75e (RPRC002112 e RPRCO000047, respectivamente) foram

selecionados para a analise da expressdo génica.

Os desenhos dos iniciadores foram realizados no software Primer3
(http://primer3.sourceforge.net/) e a sintese foi feita pela IDT (Integrated DNA
Technologies). Os nomes, sequéncias e tamanho dos fragmentos amplificados dos

iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Sequéncias dos iniciadores utilizados nos ensaios de biologia molecular
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Gene Senso Antisenso AHESL')C on
a-tubulina  5*-TTTCCTCGATCACTGCTTCC-3’ 5 -CGGAAATAACTGGGGCATAA 3’ 129
RprolR8a 5"TGCAGTCCAA3C,AAGGTAGTCAC' 5°.GCGTAATGCCTTCATCTTCGTCA-3’ 155
RprolRgsa  ° AACGATOTECCAGCCARTEAASE: 5. craTTRCATCACCAAGGAAAGE S 118
RorolR7ey 5 CCGTTTGCGTACCARATGGACA:  5'-GCGTCCGGTAGATCCAAAGTGATT- 113
RprolR75a  5’-CTGGCAGTGCCTGTAGTCAA-3’ 5°-AACGAAACCACTTCCGTTTG-3’ 150
RprolR75¢  5-GGGTGCGGACAGACAGTAAT-?  5-GTGAATGGCAGCGATATGTG-3’ 100

4.3.2. Padronizacgéo da extracdo de RNA

A padronizacdo da extracdo do RNA das antenas dos triatomineos foi necessaria
para obter quantidades homogéneas do material em todos os ensaios realizados. Para isto,
foi feita uma serie de modificacbes no protocolo inicial de extragdo. As mudancas
executadas nesta etapa evolveram: i) Tempo de maceracdo das antenas; ii) Tempo na
precipitacdo em isopropanol (Ensure, Merck); iii) Aplicacdo de glicogénio (Invitrogen) ou
acetato de sodio 3M (Thermo Scientific) a fim de aprimorar a precipitacdo em isopropanol;
iv) Volume inicial de TRIzol Reagent (ThermoFisher) utilizado para a maceracao; V)
Velocidade de rotacdo e tempo na centrifuga; vi) Temperatura e tempo de permanéncia das
amostras no banho seco; vii) Tempo de permanéncia das amostras em baixas temperaturas

(-20 °C) e viii) Tempo de secagem do sedimento apos limpeza com etanol 70% (Neon).

As modificacbes que permitiram as maiores quantidades de RNA apds a
quantificacdo no Qubit (Qubit™ 4 Fluorometer, Invitrogen™), seguindo a mesma
metodologia do tdpico 4.3.6, foram incorporadas para a realizacdo dos ensaios. Deste
modo, foi possivel adquirir quantidades semelhantes de RNA (valores iguais ou maiores
que 30 ng/uL) para todas as amostras, homogeneizando o rendimento do RNA nos grupos
experimentais. As alteracdes realizadas nesta etapa serdo consideradas como resultados
neste trabalho (item 5.3).
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4.3.3. Ensaios de PCR convencional

Primeiramente, as rea¢des de PCR convencional foram realizadas com um grupo de
amostras a fim de verificar se os iniciadores apresentavam boa amplificacdo, a partir da
observacdo dos tamanhos dos produtos no gel. Os cDNAs utilizados nesta etapa referem-se

ao grupo jejum.

As reagdes consistiram 1 pL de cDNA, 500 nM de cada iniciador, 400 uM para
cada dNTP e 0,5 U de GoTag® DNA Polymerase (Promega) em um volume final de 20
ML, realizados em 40 ciclos no termociclador Veriti Thermal Cycler (Aplied Biosystems),
(95°C por 3 minutos, 95°C por 30 segundos, 60°C por 45 s, 72°C por 30 segundos e 72°C
por 4 minutos). Para cada par de iniciadores utilizados, foi realizado um controle negativo
(branco), no qual o cDNA é substituido por agua livre de nucleases, a fim de descartar a
presenca de contaminacdo por DNA nos iniciadores ou em qualquer outro reagente da PCR.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, para posterior
visualizacdo no transluminador. Nos geis, foram aplicados o padrdo de peso molecular de
100 pb (Invitrogen) e um mix contendo 3 pL do produto da PCR ¢ 3 pL de tampao de

amostra (Promega).

4.3.4. Padronizacdo dos iniciadores e cDNA utilizados nos ensaios de RT-
gPCR

Com o objetivo de estabelecer os melhores parametros de amplificacdo dos
iniciadores e do cDNA produzido para os ensaios de RT-gPCR (PCR de transcricao reversa
quantitativa), foi realizada a padronizacdo a partir de diferentes concentrac6es, seguindo as
recomendacdes do MIQE Guidelines (BUSTIN et al., 2009). Foram feitos ensaios de RT-
gPCR utilizando todos os iniciadores nas concentracdes de 200, 400, 600 e 900 nM
juntamente a diluicBes seriadas do DNA complementar (30; 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,9375
ng/uL). Os resultados obtidos apds a andlise no software Thermo Fisher Cloud, que
demonstraram melhor eficiéncia (Cgs — Quantification cycle menores) com a menor

concentracdo possivel de cDNA, foram selecionados para a realizacdo dos experimentos.



4.3.5. Caracterizacao do perfil de expressao dos alvos moleculares

O possivel envolvimento entre 0s genes selecionados com o reconhecimento de
moléculas repelentes foi avaliado a partir da caracterizacdo do perfil de expressao génica.
Para isso, grupos de 10 ninfas de 5° estadio da espécie R. prolixus com 21 dias de jejum
p6s-muda, e mantidas sob as mesmas condi¢cdes ambientais descritas no item 4.1 foram

submetidos a diferentes condigdes:

1. Grupo “controle”: ninfas expostas a camundongos, porém impedidas de obter o
repasto sanguineo por meio de uma tampa plastica na regido de exposicéo
(orificio central) (N=30);

2. Grupo “tratado”: ninfas expostas a camundongos tratados topicamente com 0s
Oleos naturais de citronela, eucalipto-limdo e o composto ativo DEET na
concentracdo de 50%, seguindo a mesma metodologia descrita no item 4.2
(N=30);

3. Grupo “for¢ado”: ninfas expostas em uma placa de Petri (14 cm de diametro)
contendo um circulo de papel filtro (mesmo didmetro) embebido com 6,5
pL/cm? das substéancias selecionadas na concentracdo de 50%. Anteriormente a
exposicdo das ninfas, cada solucdo foi homogeneamente distribuida pelas
placas, sendo necessario aguardar o periodo de 5 minutos para a completa

evaporacdo da acetona (N=30).

Apo6s 30 minutos de exposicdo das ninfas as diferentes condicBes propostas, as
antenas foram dissecadas com o auxilio de pinca e micro-tesoura, formando pools com 10
pares de antenas, em tubos de microcentrifuga de 2 mL. Para aprimorar as condicGes de
extracdo de RNA, os tubos com as antenas foram mantidos em gelo seco. Foram realizadas

trés réplicas bioldgicas e trés réplicas técnicas para cada substancia selecionada.
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4.3.6. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo do RNA consistiu na separacdo de pools de 10 pares de antenas para
maceragcdo mecénica com pistilos de polipropileno em um volume inicial de 50 pL de
TRIzol Reagent (Invitrogen), completando para 500 pL. Na etapa seguinte, foram aplicados
100 pL de cloroférmio (Neon) seguido de passagem na centrifuga para a separacdo das
fases. O RNA entéo foi retirado da fase aquosa (transparente) e colocado em 250 pL de
Isopropanol (Ensure, Merck) gelado para a etapa de precipitacdo durante 24 h (overnight).
As amostras foram colocadas na centrifuga (17000 g/ 15 minutos/ 4°C) e apds o descarte do
sobrenadante foi realizada uma lavagem em 500 pL &lcool 70% (Neon), duas vezes
seguidas.

O RNA foi entdo dissolvido em 20 pL de agua livre de nucleases (Invitrogen)
juntamente a 1 pL de inibidor de RNase (Promega) para o tratamento com DNAse,
utilizando o TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen) para remoc¢do do DNA genomico. A
quantificacdo do RNA total foi feita no Qubit™ 4 Fluorometer, utilizando o kit Qubit™

RNA HS Assay segundo as recomendacdes do fabricante (Invitrogen).

Apos a normalizacdo, 16 uL do RNA (480 ng) de cada amostra foram utilizados
para a sintese de cDNA com a adicdo de 1 puL de Random Primer Hexamer (Promega),
juntamente ao sistema da transcriptase reversa (Promega), com 5 uL de tampéo, 2 pL de
dNTP 10nM (Promega) e 1 pL da enzima M-MLV, totalizando 25 pL para a producéo do
cDNA. A reacdo foi realizada no termociclador Veriti Thermal Cycler (Aplied
Biosystems), a 25°C por 10 minutos, 37°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos para
posterior armazenamento a -20°C. O cDNA sintetizado serviu como molde para as reacdes
de PCR convencional e RT-gPCR.

4.3.7. Ensaios de RT-gPCR

A modulacdo da expressdo génica dos receptores ionotropicos em diferentes
condic@es experimentais foram avaliadas por RT-gPCR. As rea¢des foram feitas utilizando
5 uL do Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 200 nM (para 0s
alvos a-tubulina, RprolR8a e RprolR76b) e 600 nM (RprolR25a, RprolR75a e RprolR75¢e)
de cada iniciador, 2 pL dos produtos da reacéo de sintese de cDNA (30 ng/pL) e o restante
completado por agua livre de nucleases (Invitrogen), em um volume final de 10 uL, que

foram distribuidos em placas de 96 pocos (Applied Biosystems).
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A deteccdo dos resultados foi realizada pelo equipamento ViiA7 Real-time PCR
System (Applied Biosystems) com as seguintes condi¢des de amplificagcdo: 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de: 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minutos. O grupo controle foi
escolhido como calibrador, enquanto que o0 gene a-tubulina foi designado como
normalizador para os valores de Cq (Quantification cycle) obtidos. Os Cqgs normalizados
foram entdo utilizados para calcular o nivel de expressdo génica relativa das amostras
usando o método 2-AACq (Livak & Schmittgen 2001). Todas as amostras foram
amplificadas em triplicatas técnicas.

Adicionalmente, foram estabelecidos trés controles para as placas: 1) o RT
negativo, em que o RNA foi adicionado numa reagdo de sintese de cDNA com a auséncia
da enzima transcriptase reversa, a fim de verificar se houve contaminagdo por DNA
genonico; 2) Branco, que consistiu na aplicacdo do mix de gPCR com excec¢do do cDNA,
que foi substituido por agua livre de nucleases, com o objetivo de observar a contaminacéo
dos reagentes utilizados e 3) Controle interplaca, nos quais dois pocos da placa foram
selecionados para a aplicacdo do mesmo cDNA (de insetos controle) com o alvo IR8a, em
todas as placas utilizadas nos experimentos, para posterior andlise no programa Thermo
Fisher Cloud, com a finalidade de assegurar a homogeneidade das corridas, permitindo

assim a avaliacdo de amostras de um mesmo experimento, mas de corridas diferentes.

4.3.8. Analise estatistica

A primeira andlise foi feita pelo software Thermo Fisher Cloud (endereco
eletronico: https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science.html), em que os Cqgs
dos grupos testados foram obtidos a partir da consideracdo das eficiéncias de cada iniciador
juntamente ao controle interplaca. Posteriormente, com a utilizacdo do software GraphPad
Prism 8.0 foi realizado o teste de normalidade dos dados pelo teste Saphiro-Wilk. Para os
bioensaios de repeléncia que comparam grupo controle com seu respectivo grupo teste
(Tratado ou Forgado), as analises foram feitas através do teste t (paramétrico). Valores de

P<0,05 foram considerados significativos.



5. RESULTADOS

5.2. Determinacéo do efeito repelente em Rhodnius prolixus

Os resultados obtidos nos ensaios para a determinacdo do efeito repelente em R.
prolixus mostraram que 100% das ninfas foram repelidas quando expostas aos 06leos
naturais de citronela e eucalipto-limdo, bem como ao composto ativo DEET, na
concentracdo de 50% (Tabela 2), demonstrando efeito semelhante na inibicdo do repasto
sanguineo dos insetos a estas substancias. Os insetos permaneceram nas extremidades da
arena durante todo o experimento, com excecdo de algumas ninfas que apresentaram o
comportamento de se aproximar cerca de 1cm de distancia da fonte alimentar, permanecer
por alguns instantes, voltar para as extremidades e assim se manterem até o fim do
experimento.

Nos grupos controle, mais de 80% dos insetos realizaram o repasto sanguineo nos
primeiros 10 minutos de experimento, demonstrando que a aplicagdo da acetona como
veiculo ndo influenciou na atividade repelente aléem de evidenciar o potencial das

substéncias testadas.
Formula de Abbott (1925): 100% de repeléncia para as trés substancias repelentes testadas.
Tabela 2: Porcentagem de ninfas que realizaram repasto sanguineo nos grupos

teste/controle expostas a camundongos topicamente tratados com os 6leos de citronela

e eucalipto-liméo, e ao DEET.

Espécie/Estadio Repelente Teste (%) Controle* (%)
Citronela 0 100
Rhodnius prolixus/ 5° Eucalipto-liméo 0 80
DEET 0 90
p<0,0001

*Controle — Camundongos tratados apenas com a acetona.

N=30, para cada grupo.
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5.3. Padronizacgéo da extragdo de RNA

Uma vez determinada a quantidade inicial de RNA Otima para termos a maior
eficiéncia dos iniciadores, executar o maior nimero de ensaios e considerando o baixo
rendimento das extracfes de RNA de antenas de triatomineos, trabalhamos na otimizagéo
da extracdo de RNA. Com a finalidade de adquirir uma quantidade homogénea de RNA
para todos 0s ensaios a partir do protocolo de extracdo das antenas dos triatomineos, foi

realizada uma série de modifica¢fes no protocolo inicial, a saber:

a) Substituicdo do nitrogénio liquido por gelo seco aprimorou a quantidade de RNA
final extraido e facilitou significativamente o processo de extracao;

b) O tempo de maceragédo das antenas no TRIzol foi fixado em 5 minutos, alternando
com a permanéncia de 30 segundos das amostras no gelo seco para que a acao
mecanica (manual) ndo promovesse aquecimento dos tubos por muito tempo, o0 que
poderia causar a degradacdo do RNA;

c) O fabricante recomenda que o tempo de precipitacdo em isopropanol seja de quatro
horas. No entanto, foi observado que a permanéncia de pelo menos 24h (overnight)
em -20°C aumentou a eficiéncia para a obtencdo do material;

d) A diminuicdo do volume do TRIzol também foi importante para esta etapa. Quando
utilizado apenas 50 L do reagente incialmente (para posterior adicdo de 450 pL)
para a maceracdo das antenas, foi possivel destruir o tecido com maior eficiéncia
utilizando um periodo de tempo significativamente menor do que quando colocado
um volume maior (100 uL), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

e) A velocidade de rotacdo e permanéncia das amostras na centrifuga, em todas as
etapas em que a sua utilizacdo se fez necessaria, foram aumentados de 8500 g para
17000 g, e 10 para 15 minutos, respectivamente.

f) Ampliacdo do periodo de incubacdo das amostras para 30 minutos a 37°C na etapa
de tratamento com DNAse.

g) O uso de 1 pL de glicogénio ou de acetato de sodio 3M na etapa de precipitacdo
com isopropanol ndo alterou a quantidade final de RNA obtida, ndo sendo

incorporado a metodologia.

Desta forma, as mudangas descritas acima permitiram obter a quantidade de no

minimo 30 ng/pL em todas as extragdes realizadas neste trabalho, o que ndo era possivel
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anteriormente, em que as concentracfes variavam bruscamente para cada amostra e muitas
vezes apresentavam quantidades baixas, inviabilizando a realizagdo dos ensaios. O
protocolo final, com todas as modificacbes descritas, apresenta-se no Anexo desta
dissertagéo.

5.4. Ensaios de PCR convencional

Precedendo o inicio dos ensaios de RT-qPCR, foi verificada a qualidade dos cDNA
sintetizados com os RNAs extraidos. Portanto, uma pequena amostra do cDNA foi
amplificado utilizando o iniciador para cada gene selecionado. As amplificacbes dos
transcritos foram constatadas nas bandas no gel de poliacrilamida 8%, permitindo verificar
que os iniciadores apresentaram amplificacdo especifica para os transcritos alvo, sendo
identificados os tamanhos de 129, 155, 118 e 113pb para os genes a-tubulina, RprolR8a,
RprolR25a e RprolR76b, respectivamente (Figura 4A) e 150 e 100pb para os receptores
RprolR75a e RprolR75e, respectivamente (Figura 4B). Os controles negativos dos
respectivos genes nao amplificaram nenhum fragmento.

A)
200 bp
100 pb
B)
200 bp =+

100 pb =»
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Figura 4. Andlise da qualidade dos cDNAs e iniciadores desenhados para utilizagédo
nos ensaios de RT-gPCR. A) Canaleta 1: Marcador de peso molecular de 100 pares de
base. Canaletas 2, 4, 6 e 8: Brancos dos alvos a-tubulina, RprolR8a, RprolR25a,
RprolR76b, respectivamente. Canaletas 3, 5 7 e 9: Alvos a-tubulina, RprolR8a,
RprolR25a, RprolR76b, respectivamente. B) Canaleta 1: Marcador de peso molecular de
100 pares de base. Canaletas 2 e 4: Brancos dos alvos RprolR75a e RprolR75e,
respectivamente. Canaletas 3 e 5: Alvos RprolR75a e RprolR75e, respectivamente.

5.5. Padronizagéo dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR

A fim de determinar a concentracdo em que o0s iniciadores desenhados
apresentavam maior eficiéncia nas reacbes de RT-gPCR, foi realizada a padronizacéo
utilizando diferentes concentracdes de iniciadores e cDNA. A concentracdo ideal para o
gene constitutivo a-tubulina foi de 200 nM, e a curva padrdo gerada apresentou uma
inclinacdo de -3,11, e coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,99 (Gréafico 1A). Os outros
iniciadores também foram analisados, sendo a concentracédo ideal de 200 nM para os alvos
RprolR8a (Gréafico 1B) e RprolR76b (Grafico 1C), e 600 nM para 0s genes RprolR25a,
RprolR75a e RprolR75e (Gréafico 1D, E e F, respectivamente). Os valores da inclinacdo da
curva padrdo e do coeficiente de correlacdo destes iniciadores foram de -3,10 e 0,99
(RprolR8a), -3,58 e 0,98 (RprolR76b), -3,4 € 0,99 (RprolR25a), -3,2 e 0,99 (RprolR75a) e -
3,3 e 0,98 (RprolR75e). Os valores de eficiéncia e os coeficientes de correlacdo estdo
descritos na Tabela 3.

A curva de dissociacdo (curva de melting), importante para a verificacdo da
especificidade do iniciador, demonstrou apenas um pico para todos os alvos analisados, o
que garante a especificidade da amplificacdo dos ensaios (Gréafico 2).

A melhor eficiéncia atingida para todos os iniciadores utilizando o cDNA teste, foi
com 60 ng/pL (2uL = 60 ng), que representa a maior concentracao testada.

O controle interplaca demonstrou apos a analise que as corridas entre as diferentes

placas utilizadas foram homogéneas, e o controle negativo ndo apresentou contaminacao.
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Gréfico 1. Padronizacdo dos iniciadores a-tubulina, RprolR8a, RprolR25a, RprolR76b,
RprolR75a e RprolR75e. A, B, C, D, E e F — Curva de eficiéncia dos alvos a-Tubulina,
IR8a, IR25a, IR76b, IR75a e IR75e, respectivamente, construidas a partir de quantidades
decrescentes de cDNA obtidas por diluicdo seriada (Fator de diluicdo: 2). O eixo Y
representa o Cq (quantification cycle) e o eixo X a quantidade de produto amplificado.
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Gréfico 2. Curvas de dissociacdo dos iniciadores a-tu bulina, RprolR8a, RprolR25a,
RprolR76b, RprolR75a e RprolR75e. A, B, C, D, E e F representam os alvos a-Tubulina,
IR8a, IR25a, IR76b, IR75a e IR75¢e, respectivamente. O eixo Y representa o AF/ AT

(\Variacdo na fluorescéncia/Varia¢do na Temperatura) e 0 eixo X representa a temperatura
(°C).

Tabela 3. Valores de eficiéncia e coeficiente de correlacdo dos iniciadores
padronizados.

Iniciador Eficiéncia R?
a-Tubulina 109,6 0,99
RprolR8a 109,8 0,99
RprolR76b 94,3 0,98
RprolR25a 90,2 0,99
RprolR75a 101,5 0,99

RprolR75e 98,7 0,98
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5.6. Ensaios de RT-gPCR - Caracterizacdo do perfil de expressdo dos alvos

moleculares

5.6.1. Grupos Tratados

A expressdo relativa dos co-receptores ionotropicos RprolR8a, RprolR25a e
RprolR76B e dos receptores ionotropicos RprolR75a e RprolR75e para 0s grupos testados
com a citronela, eucalipto-limdo e o DEET, foi determinada por RT-gPCR. Os Cqgs
normalizados apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Saphiro-Wilk, e a comparagao
dos grupos entre si foi realizada pelo teste t (paramétrico).

O alvo RprolR8a demonstrou diferencas estatisticas significativas para os repelentes
naturais no grupo Tratado, sendo a expressao 25,1 e 28,9% menor para as ninfas expostas a
Citronela (p<0,05) e Eucalipto-liméo (p<0,05), respectivamente, quando comparados com o

grupo controle (Figura 5a).

O gene RprolR25a apresentou reducdo significativa da expressao génica para 0S
ensaios que utilizaram o 6leo de eucalipto-limdo e o DEET, com uma diferenca de 28,8
(p<0,05) e 35,1% (p<0,05), respectivamente, no grupo Tratado em relacdo ao grupo

controle (Figura 5b).

De maneira similar, o co-receptor RprolR76b mostrou alteracéo significativa na sua
expressdo para o repelente citronela com um decréscimo de transcritos de 22% (p<0,05), e
para a substancia DEET, a diminuicdo foi de 29,6% (p<0,05), também para 0 grupo

Tratado em relacdo ao grupo Controle (Figura 5c¢).

O receptor olfativo RprolR75a demonstrou diferencas evidentes nos niveis de
transcritos para 0s grupos expostos a repelentes naturais. Houve uma reducao significativa
da expressdo génica de 63,9 (p<0,001) e 49,3% (p<0,001) nos ensaios com citronela e

eucalipto-liméo, respectivamente (Figura 5d).

Dentre todos os alvos testados, 0 RprolR75e foi 0 Gnico que apresentou mudancas
de expressao para os trés repelentes selecionados nos grupos Tratado. O resultado de maior
destaque refere-se aos insetos expostos ao 6leo de citronela, em que houve 61% (p<0,0001)

de reducdo na expressdo génica. Foi possivel também observar a diminuigdo significativa
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da expressédo de 24,2 (p<0,05) e 45,9% (p<0,05), nas antenas dos R. prolixus expostos aos

compostos eucalipto-liméo e DEET, respectivamente (Figura 5e).

|
Citronela Eucalipto

0.0-

DEET

T
Citronela Eucalipto

o 1.5-
e) §
o
[=]
-
$8T
Bk
3
@ & 0.5
w
w
2
o
&
0.0-

DEET

* %k %

b 1.5 E] Controle

Expressao relativa do gene

1
Citronela Eucalipto DEET

A 1.5+
) §

_g

gﬁ 1_0_ ...............................................

sx

o O

1 ¢ % fotod

g X 0.5

]

w

L]

_

o

o

D.O_ I

Citronela Eucalipto DEET

Citronela

|
Eucalipto DEET

Figura 5: Avaliacdo da expressdo relativa dos receptores ionotropicos RprolR8a,
RprolR25a; RprolR76b, RprolR7 e RprolR75 em antenas de Rhodnius prolixus
expostos a diferentes substancias repelentes (Citronela, Eucalipto-limdo e DEET) do
grupo Tratado em relacdo ao grupo Controle: a) RprolR8a; b) RprolR25a; c)
RprolR76b; d) RprolR75a; €) RprolR75e. Barras pretas representam 0s niveis de transcritos
em antenas de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus expostas a Citronela, cinza claro
Eucalipto-liméo e cinza escuro DEET. Acima das barras esta representado o desvio padrao.
Asteriscos representam diferencas estatisticas significativas: *p<0,05, **p<0,001 e

***p<0,0001.
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5.6.2. Grupos Forgados

A anélise dos grupos Forcados em relacdo ao controle demonstrou que 0s genes
apresentaram 0 mesmo padrdo com diminuicdo da expressdo génica, quando houveram
alteracbes. Além disso, foi possivel observar diferencas no nivel de reducdo de expressdo
génica entre os grupos Tratado, Forgado e Controle.

Para 0 alvo RprolR8a, apenas o grupo Forcado de R. prolixus exposto a citronela
apresentou reducéo significativa da expressdo quando comparado ao controle (44,3%)
(p<0,05) (Figura 6%. Em comparagdo ao grupo Tratado para 0 mesmo repelente, esta
reducdo chegou a ser 19,1% maior (Figura 7a). Ainda, ndo apresentou alteragcdes para o

repelente eucalipto-lim&o, como ocorreu nos grupos Tratado para este gene.

Nos grupos Forcado para o gene RprolR25a em relagdo ao controle, houve
diminuicdo da expressdo (31,5%) (p<0,05) apenas em triatomineos expostos ao repelente
“citronela”, significativamente (Figura 6b). Em contrapartida, ndo foi observado o mesmo
para este gene nos grupos de insetos do Tratado, em que ndo houveram alteracdes para esta

substancia, mas sim para os repelentes eucalipto e DEET (Figura 5b e 7b).

Em antenas de ninfas expostas aos diferentes repelentes do grupo Forcado, o
receptor ionotropico RprolR76b apresentou reducdes significativas na expressdo para 0s
compostos citronela (36,1%), eucalipto-limdo (19,6%) e DEET (25,2%) em relacdo ao
controle (p<0,05) (Figura 6¢). Sendo que nos insetos expostos ao repelente citronela, a
alteracdo nos niveis de transcritos se mostrou ainda mais evidente em comparag¢ao ao grupo
Tratado para esta substancia, com uma diferenca de reducdo 14,1% maior. Nao foram
observadas diferencas significativas do DEET quando grupos Tratado e Forcado foram

comparados, como demonstrado na Figura 7c.

A expressao do receptor RprolR75a no grupo Forcado foi 28,2% (p<0,05) e 49,9%
(p<0,001) menor em comparacdo ao controle, nas antenas dos insetos expostos a citronela e
eucalipto-limédo, respectivamente (Figura 6d). Desta vez, insetos do grupo Tratado expostos
a citronela apresentaram uma diferenca de reducdo significativa em comparagdo ao grupo

de insetos Forgado expostos ao mesmo repelente, sendo esta de 35,7% (Figura 7d).

Finalmente, foi possivel também observar a reducdo da expressdo génica do alvo

RprolR75e nas antenas de insetos expostos aos trés repelentes testados nos grupos Forgado,
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sendo a diminuigdo significativa de 28,7, 34,7 e 22,7% para o 6leo de citronela, eucalipto-

limdo e principio ativo DEET, respectivamente (p<0,05) quando comparado ao grupo

controle (Figura 6e). Porém, nos insetos dos grupos Tratado, a diferenca da diminuicéo da

expressdo foi mais evidente para as substancias citronela e DEET, sendo estas 32,3 e 23,2%

maiores quando comparados aos insetos expostos aos mesmos repelentes do grupo Forgado

(Figura7e).
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Figura 6: Avaliacdo da expressdo relativa dos receptores ionotropicos RprolR8a,
RprolR25a; RprolR76b, RprolR7 e RprolR75 em antenas de Rhodnius prolixus
expostos a diferentes substancias repelentes (Citronela, Eucalipto-limdo e DEET) do
grupo Forcado em relacdo ao grupo Controle: a) RprolR8a; b) RprolR25a; c)
RprolR76b; d) RprolR75a; €) RprolR75e. Barras pretas representam 0s niveis de transcritos
em antenas de ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus expostas a Citronela, cinza escuro



50

Eucalipto-lim&o e cinza claro DEET. Acima das barras esta representado o desvio padro.
Asteriscos representam diferencas estatisticas significativas: *p<0,05, **p<0,001 e
***p<0,0001. (N=30, para cada grupo).
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Figura 7: Avaliacdo da expressdo relativa dos receptores ionotrépicos RprolR8a,
RprolR25a; RprolR76b, RprolR7 e RprolR75 em antenas Rhodnius prolixus expostas a
diferentes substéancias repelentes (Citronela, Eucalipto-limdo e DEET) do grupo
Forcado em relacdo ao grupo Tratado: a) RprolR8a; b) RprolR25a; c) RprolR76b; d)
RprolR75a; e) RprolR75e. Barras pretas representam os niveis de transcritos em antenas de
ninfas de 5° estadio de Rhodnius prolixus no grupo Tratado e as cinzas no Grupo Forgado.
Acima das barras esta representado o desvio padrao.



6. DISCUSSAO

Atualmente, os estudos sobre repelentes e insetos disponiveis na literatura
englobam, principalmente, membros da ordem Diptera e pouco se sabe sobre 0 mecanismo
de deteccdo e acdo dessas substancias. Para triatomineos, ha uma limitacdo ainda maior
desses trabalhos, o que dificulta a compreenséo deste fendmeno a nivel comportamental e
molecular nestes organismos frente a esses compostos. Deste modo, este estudo visou
avaliar o efeito repelente de trés substéancias repelentes para Rhodnius prolixus e conhecer
melhor a correlacdo de receptores ionotropicos nas respostas a repelentes nesta espécie.

Na primeira etapa deste trabalho, foram realizados bioensaios com ninfas de 5°
estddio de R. prolixus a fim de avaliar se ha efeito repelente dos dleos de citronela e
eucalipto-liméo, assim como o principio ativo DEET, na concentracdo de 50% (diluidos em
acetona). Em todos os ensaios, estas substancias inibiram totalmente a alimentacdo dos
insetos em comparacao ao controle, em que mais de 80% das ninfas realizaram o repasto
completo. Este resultado evidencia o potencial efeito repelente dessas substancias e
corrobora estudos publicados nos ultimos anos sobre o seu potencial de repeléncia para
estes insetos (ALZOGARAY et al., 2000; BAR-ZEEV, 1980; BUESCHER et al., 1985;
DIAS & SILVA, 1969; DEGENNARO, 2015).

O DEET é o principio ativo sintético mais utilizado nas formulacdes de repelentes
mundialmente (DEGENNARO, 2015). O primeiro ensaio realizado com triatomineos para
avaliar o efeito desta substancia, a partir do uso topico em hospedeiros (camundongo,
pombo e seres humanos), foi realizado por Dias & Silva (1969). Embora a concentracdo do
DEET néo tenha sido informada, os autores verificaram que ninfas e adultos das espécies P.
megistus e T. infestans foram repelidos por até 60 minutos e que, diferente dos nossos
resultados com Rhodnius, em nenhuma das fontes de alimentacdo houve inibicdo total do
repasto. Posteriormente, outro estudo utilizou ninfas de 5° estadio de P. megistus que foram
expostas a pele de coelho tratada com diferentes repelentes e compostos, incluindo extratos
de plantas brasileiras. Os autores demonstraram que 0s repelentes ndo foram totalmente
eficazes para essa espécie, e que até mesmo o DEET a 100% apresentou repeléncia por
apenas 1 hora, reiterando a sua eficacia, mas também a elevada dose necessaria para este
efeito (BAR-ZEEV, 1980).
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Buescher et al (1985) demonstraram, em encontro aos nossos resultados, que o
DEET inibiu mais de 95% dos repastos de insetos adultos de R. prolixus, em um ensaio
com papel filtro tratado com substincias repelentes, colocado na éarea abdominal de
coelhos. Porém, é importante ressaltar que isto s6 foi possivel a partir de doses altas da
substancia (16,7 mg/cm?). Em funcdo disso, discute-se que 0 uso do DEET como repelente
por viajantes para areas endémicas seria inviavel para protecdo contra picadas de
triatomineos, mesmo sendo uma recomendacdo de uso advinda de instituicdes de salde,
como a Associacdo Internacional de Assisténcia Médica a Viajantes (IAMAT). A nivel
comercial, a concentracdo utilizada nos nossos experimentos também seria considerada
alta, o que abre precedentes para a realizacdo de ensaios com concentragdes mais baixas e

com efeito repelente eficiente no futuro.

Diante de estudos que destacam as concentracdes altas necessarias do DEET para a
sua eficacia, juntamente aos seus possiveis efeitos toxicos (ATSDR, 2019; BAR-ZEEV,
1980; BUESCHER et al., 1985; CORBEL, 2009; TICE & BREVARD, 1999), a busca por
alternativas a este principio ativo tornou-se cada vez mais frequente, assim como o
interesse pelos repelentes de origem natural. Por serem considerados mais seguros para
humanos e para 0 meio ambiente, mais baratos e de facil acesso, além de proporcionar
repeléncia comprovada em varios trabalhos (ILIOU et al., 2019; DA SILVA & RICCI-
JUNIOR, 2020), os repelentes naturais sdo excelentes candidatos para protecdo individual

contra picadas de insetos hematofagos de importancia médica.

O dleo de citronela é frequentemente encontrado nas formulacdes comerciais de
repelentes mundialmente (MAYA & MOORE, 2011), e neste contexto, representa o
composto natural de maior importancia econdmica, além de melhor representado na

literatura em comparacao a outras substancias naturais.

O resultado obtido com o 6leo de citronela neste trabalho demonstrou inibicédo total
do repasto sanguineo das ninfas, e corrobora o trabalho de Lutz et al (2014), em que varios
monoterpenos (principios ativos presentes em 6leos naturais) foram testados para R.
prolixus, em uma arena experimental com papel filtro tratado. O geraniol, composto ativo
presente em uma parcela significativa do éleo de citronela e eucalipto-limao, demonstrou
repeléncia significativa aos triatomineos, iniciando em uma concentragdo de 74 pg/cm?.

Com uma metodologia semelhante, Moretti et al (2013) demonstrou que 0s componentes
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geraniol e citronellol produziram efeito repelente significativo em ninfas de primeiro

estadio de R. prolixus na concentracdo de 39g/cm? e 390g/cm?, respectivamente.

O efeito repelente do 6leo de citronela foi também evidenciado para outras espécies
de triatomineos. Em 2013, um estudo realizou testes em que ninfas de quarto e quinto
estadio, e adultos de Triatoma rubida foram expostas a camundongos contidos em um tubo
de acrilico acima de um papel filtro tratado com 6leo de citronela a 0.165%. Das cinco
substancias repelentes testadas (incluindo o DEET a 10%) a citronela foi a Unica capaz de
inibir completamente a alimentacdo dos insetos (TERRIQUEZ et al. 2013). Com uma
metodologia semelhante, outro trabalho recente realizou ensaios com a finalidade de avaliar
o efeito repelente do Oleo de citronela e seus componentes ativos em trés espécies de
triatomineos. A substancia foi capaz de reduzir totalmente a alimentacdo de T. rubida e
drasticamente a de Triatoma protacta e Triatoma recurva. Dentre 0s compostos ativos, 0
geraniol e o citronellol (0.165%) apresentaram repeléncia significativa para todos os grupos
testados (ZAMORA et al., 2015).

O 6leo de eucalipto-limao bem como o seu principio ativo PMD (para-Menthane-
3,8-diol), apesar de comumente utilizado na medicina tradicional Chinesa (MAYA &
MOORE, 2011) e apresentar alto potencial repelente em diversos trabalhos para Dipteros,
como para Anopheles stephensi (protecdo por 6-7 horas) (TRIGG, 1996), Aedes aegypti
(2h) (FRADIN & DAY, 2002) e Anopheles arabiensis (6h) (GOVERE et al., 2000), ainda
ndo foi testado para nenhum hemiptero de importancia médica, tornando este trabalho
pioneiro em ensaios de repeléncia com esta substancia. Ainda, é importante reiterar que
esta substancia foi totalmente eficaz como repelente, juntamente ao 6leo de citronela e ao
DEET nos nossos ensaios, evitando a aproximacado das ninfas da fonte alimentar durante os

30 minutos do experimento.

A explicacdo para efeito semelhante encontrado para os dois éleos naturais testados
pode ser consequéncia da concentragdo dos principais componentes ativos presentes em
suas formulacdes: citronellol, citronellal e geraniol (SILVA et al., 2011; ALVES et al.,
2018). Estes compostos, individualmente, como explicitados anteriormente, contém
propriedades repelentes para triatomineos (LUTZ et al.,, 2014; MORETTI et al., 2013;
ZAMORA et al., 2015), sendo ainda mais eficazes isolados do que quando comparados aos
6leos naturais (ZAMORA et al., 2015).
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A utilizacdo de carreadores junto as substancias repelentes podem representar um
desafio para desenhos experimentais, uma vez que estes também podem apresentar
propriedades repelentes, o que altera o resultado comportamental. Os nossos ensaios
evidenciaram que a acetona ndo apresenta, e tdo pouco afeta o efeito repelente das
substancias testadas. Este solvente foi utilizado por quase todos os trabalhos que avaliam a
repeléncia em triatomineos em “grupos controle” e ndo influenciaram na atracdo/repeléncia
dos insetos (LUTZ et al, 2014; ALZOGARAY et al.,, 2000; ALZOGARAY, 2016;
ZAMORA et al., 2015), tornando-a ideal para a diluicdo dos repelentes utilizados neste
estudo.

Apesar do efeito repelente comprovado, agéncias reguladoras, como a Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA), nos EUA, recomenda o DEET para prote¢do individual em
areas endémicas em detrimento aos Oleos naturais devido a alta taxa de evaporagédo e
consequente perda das propriedades repelentes dos mesmos, acentuadas pelo ar, umidade,
transpiracdo e temperatura, além do numero limitado de trabalhos que abordem estas
substancias (MAYA & MOORE, 2011). Porém, a etapa inicial do presente trabalho
evidenciou que o DEET apresentou 0 mesmo efeito repelente que os 6leos naturais para o

modelo empregado.

Mesmo que o tempo do bioensaio possa representar um fator limitante, é importante
destacar que em todas as réplicas houve inibicdo total do repasto das ninfas pelas trés
substancias testadas, todas sob as mesmas condicGes. Além disso, hd estudos que
demonstram que estes compostos naturais desempenham alta eficacia repelente para
triatomineos, ainda que expostos por um tempo maior. Em um trabalho recente
desenvolvido pelo nosso grupo, o 6leo de citronela e o 6leo de eucalipto-limao na
concentracdo de 50%, apresentaram efeito repelente para ninfas de segundo estadio de R.

neglectus, com inibicdo da alimentacdo dos insetos por até 7 horas (CANEDO et al., 2019).

Outro estudo realizado pelo nosso grupo, utilizando diferentes formulacbes e
ingredientes ativos presentes em repelentes disponiveis comercialmente, demonstrou que
somente os produtos contendo DEET a 6,79% associado a citronela, e DEET na
concentracdo de 14,55%, foram capazes de inibir 100% o contato entre hospedeiros
(camundongo) e triatomineos (OLIVEIRA, 2018). E plausivel supor que a associacio da
citronela potencializou o efeito do DEET na menor concentragdo, uma vez que em outra

formulagédo contendo apenas o DEET a 6,79%, ndo foi observado inibic¢do total do contato.
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Os repelentes naturais de fato apresentam uma taxa de evaporacdo elevada, mas isto
ndo é motivo para descarta-los no contexto de protecao individual. O fato dos éleos naturais
frequentemente ndo passarem por processos que assegurem a integridade dos seus
principios ativos, como ocorre com produtos contendo DEET, estabelecem uma
comparacd0 muitas vezes injusta. H&a diversos procedimentos que permitem o
aprimoramento desses compostos, sendo o uso de nanotecnologia o mais conhecido deles
(TAWATSIN et al., 2001).

A formulacéo do 6leo de citronela em uma nanoemulséo, com glicerol por exemplo,
cria goticulas que eleva a retencdo e desacelera a liberacdo da substancia natural, o que estéa
relacionado ao aumento do tempo de protecdo contra mosquitos (TAWATSIN et al., 2001).
Outra técnica conhecida é a microencapsulacéo, método utilizado comumente pela indudstria
de cosméticos e perfumaria, com componentes como a goma arabica (uma resina natural
composta por polissacarideos e glicoproteinas) que mantém o efeito repelente da citronela
por até 30 dias em temperatura ambiente (SPECOS et al., 2010).

A adesdo aos repelentes naturais estd crescendo a medida que os consumidores
procuram meios de se protegerem de artropodes nocivos a salude humana. Além disso,
substancias naturais ja sdo utilizadas por populacfes locais ha anos com a finalidade de
repelir insetos (dentre outras) e por isso sdo consideradas mais seguras e de facil acesso em
comparacdo a formulacdes comerciais. Portanto, a consideracdo mais importante nesse
sentido seria encontrar e aplicar novas formas de assegurar a eficacia de compostos naturais

juntamente a producao de conhecimentos que expliqguem o mecanismo de repeléncia.

H4 uma lacuna no conhecimento sobre como o0s repelentes interagem e
desencadeiam modificacbes fisioldégicas/comportamentais em insetos. Ainda assim, 0s
estudos que evidenciam o papel de receptores quimiossensoriais e a sua interacdo com
substancias repelentes indicam que o modo de deteccdo desses compostos realmente ocorre
a nivel molecular. Em Drosophila melanogaster, o receptor olfativo DmOR42a, parece ser
responsavel pela deteccdo das trés substancias quimicas mais utilizadas em formulacGes
comerciais atualmente: DEET, IR3535 e Picaridina (SYED et al., 2011). Em Ostrinia
furnacalis, um inseto lepidoptero tipico de plantacbes de milho, sabe-se que o OR
OfurOR27 é sensivel ao nonanal, octanal e 1-octanol, volateis de plantas que repelem e
inibem a oviposicao na espécie (YU et al., 2020). Xu et al. (2014) demonstraram a partir de

ensaios eletrofisiologicos e comportamentais apos o silenciamento do gene CquiOR136 na



espécie Culex quinquefasciatus, que o DEET e o methyl jasmonato (molécula de origem
natural) sdo percebidos por este receptor olfativo. De maneira semelhante, DeGennaro e
seus colaboradores em 2013, evidenciaram o papel genético por trds no processo de
repeléncia, quando fémeas de A. aegypti silenciadas para o co-receptor olfativo Orco
sentiram atracdo por humanos, mesmo na presenca do DEET, substancia na qual ja havia

demonstrado ser um eficiente repelente a individuos selvagens (WT) da espécie.

Estudos moleculares relacionados a deteccdo e modo de acdo dos repelentes para
triatomineos estdo em seus passos inicias. Porém, alguns autores ja evidenciaram o papel de
receptores e deteccdo de moléculas repelentes nestes insetos. Zermoglio et al. (2015)
demonstrou que R. prolixus percebe repelentes diretamente, com possivel interagdo com
receptores quimiossensoriais, uma vez que mesmo sem a presenca de um hospedeiro
vertebrado, houve efeito repelente das substancias testadas, incluindo o DEET. Franco e
seus colaboradores em 2018, em ensaios utilizando o sistema de Oocitos de Xenopus,
descobriram que o receptor olfativo RproOR80, de R. prolixus foi sensivel ao 4-
methylcyclohexanol, um composto repelente para a espécie. Interessantemente, 0s insetos
silenciados para este gene ndo foram mais repelidos pela substancia. Outros estudos ainda
indicam que, para agir como repelente, o0 DEET interage com a familia de ORs de forma
Orco-dependente (DEGENNARO et al., 2013; DITZEN et al., 2008).

Desta forma, a visualizagdo do comportamento das ninfas que se aproximaram do
centro da arena e se afastaram assim que perceberam os repelentes (tornando improvavel a
hipdtese do blogqueio dos odores do hospedeiro), juntamente as modificacbes geradas no
nivel de expressdo dos genes avaliados nos nossos ensaios, mostram que 0 processo pelo
qual os triatomineos percebem os repelentes pode se dar ao nivel molecular e estar

associado a ligacdo de moléculas olfativas a receptores especificos.

Todavia, devido as especializacbes do repertorio olfativo e sua consequente
variedade nos modos de interagdo com o ambiente, deve-se considerar o envolvimento de
multiplos fatores no processo de deteccdo de repelentes nos insetos. Ha evidéncias que
repelentes interagem diretamente com neurdnios sensoriais olfativos (SYED & LEAL,
2008; XIA et al., 2008), receptores gustativos (SANFORD et al., 2013) e até mesmo
inibindo a resposta a odores atrativos (BOHBOT & DICKENS, 2012).
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Na segunda etapa deste trabalho, caracterizamos o perfil de expressao de cinco alvos
moleculares: RprolR8a, RprolR25a, Rpro76b, Rpro75a e Rpro75e, com a finalidade de
compreender o envolvimento destes receptores ionotropicos no mecanismo de deteccéo de

substancias repelentes em R. prolixus.

A escolha dos alvos para este trabalho esta diretamente ligada a estrutura molecular
dos IRs. Os receptores ionotropicos sdo expressos em neurdnios sensoriais e estdo
relacionados a percepcdo de diversos estimulos quimiossensoriais, além de representarem
genes bem conservados em bactérias, plantas e animais. Sabe-se também que eles agem na
forma de dimeros ou trimeros co-expressos no mesmo neurénio (BENTON et al., 2009).
Segundo Abuin et al. (2011), o complexo desses receptores € composto por um ou dois co-
receptores (IR8a, IR25a e/ou IR76b) juntamente a um receptor de odor especifico. Portanto,
0S co-receptores estdo expressos em todos os IR presentes no organismo, tornando-os
excelentes candidatos para a avaliagdo de fatores genéticos envolvidos na repeléncia desta
familia de receptores. Os alvos IR75a e IR75e por sua vez, apresentam expressao
significativa em antenas de R. prolixus, em todos os estadios ninfais e adulto (LATORRE-
ESTIVALIS et al., 2016).

O nivel de expressdo relativa dos genes analisados que demonstraram alteracéo
diminuiu significativamente em relacdo ao grupo controle em todos 0s ensaios.
Modificagbes no comportamento de insetos pelo decréscimo da expressdo de genes
especificos ja foram observadas por Fox et al. (2001) em que o gene AgOR1, de Anopheles
gambiae reduziu a sua expressao apés a alimentacédo, levando a inabilidade dos insetos em
detectar odores do hospedeiro humano 12h apds o repasto. Posteriormente, Ditzen et al.
(2008) observou apds analises eletrofisioldgicas, que o DEET inibe a atividade do receptor

olfativo OR83b em D. melanogaster.

Em triatomineos, Franco e seus colaboradores em 2016, observaram que a reducdo
dréstica da expressdo do co-receptor Orco resultou na incapacidade do inseto em encontrar
0 hospedeiro vertebrado, ingurgitar, além da diminuicédo das taxas de oviposicao e ecdise, e
aumento das taxas de mortalidade. Portanto, a reducdo da expressdo de determinados genes
devido as substancias repelentes pode estar relacionada a inabilidade do inseto se guiar ou

mesmo ao ato de repulsdo a fonte alimentar.



A busca em desvendar geneticamente o modo de agdo dos repelentes
frequentemente esta aliada & expectativa de se encontrar um alvo candidato que fosse
universal, tanto para a resposta a varias substancias, quanto em estar presente em diferentes
espécies de insetos. De fato, encontrar um gene que pudesse atender a todos esses requisitos
facilitaria imensamente o design inteligente de repelentes que pudessem atender de forma
generalista os agravos causados por artropodes de importancia médica mundialmente.
Todavia, a complexidade do sistema olfativo desses organismos evidenciados em estudos
publicados nos ultimos anos indica que tal achado seria realmente dificil.

H& uma grande diversidade nos insetos. Logo, diferentes espécies provavelmente
encontraram solugdes variadas para 0s mesmos estimulos. Apesar de compartilharem genes
olfativos homologos, sabe-se que receptores quimiossensoriais divergiram em milhdes de
anos entre os grupos da classe (AUER et al., 2020; MCBRIDE et al., 2014 YAN et al.,
2020), caracterizando tempo suficiente para estes complexos moleculares evoluirem
independentemente, e responder distintamente ao ambiente. O principio ativo DEET, por
exemplo, repele mosquitos do género Aedes e Culex, e em contrapartida, ndo age

diretamente em adultos do género Anopheles (AFIFY et al., 2019).

No nosso trabalho foi possivel observar tais diferencas, em que o0 modo como 0s
genes sofreram alteracfes dependeu da substancia submetida nos ensaios. Os receptores
ionotropicos RprolR8a e IRpro75a responderam significativamente apenas aos 6leos
naturais e, por isso, possivelmente sdo especializados na deteccdo de odores de origem
natural em antenas de R. prolixus. J& 0 gene RprolR75e apresentou alteracdo na sua
expressdo para todos os compostos repelentes testados, independente do grupo de
exposicdo. Em relacdo ao receptor RprolR25a, modificacbes quanto aos niveis de
transcritos ocorreram frente ao DEET e eucalipto-limdo, enquanto que o alvo RprolR76b

apresentou alteracdes na expressao quando exposto ao DEET e a citronela.

A explicacdo para estes resultados, provavelmente esta na deteccao diferencial por
afinidade dos receptores quimiossensoriais a moléculas olfativas. Isto ja foi ja foi
observado por Xu et al. (2014), em que em C. quinquefasciatus o receptor olfativo OR136
demonstrou responder significativamente ao DEET, mas ndo ao acido jasménico ou
eucalipto, também substancias repelentes. Quanto aos receptores ionotrdpicos, Benton e

seus colaboradores em 2016, constataram que os dominios de acoplamento de ligantes em
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D. melanogaster divergem dentre os diferentes IRs, o que sugere que eles reconhecem

ligantes distintos e de maneira preferencial.

O estudo que mais avancou na possivel relacdo dos receptores ionotrépicos na
deteccdo de repelentes, foi publicado por Kain e seus colaboradores em 2013, no qual
indicaram que o gene IR40a+ em Drosophila é responsavel pela detec¢do do DEET e como
este receptor é bem conservado entre espécies de insetos, poderia representar um candidato
generalista no contexto da prote¢éo individual.

Trabalhos posteriores utilizaram o artigo de Kain et al. (2013) para orientar a
discussdo de base genética dos repelentes quanto aos receptores ionotrépicos. Xu et al.
(2014) observaram que para C. quinquefasciatus o gene IR40a+ ndo apresenta resposta ao
DEET, sendo o receptor olfativo CquiOr136 responsavel por sua deteccdo. Zermoglio et al.
(2015) também evidenciaram em um ensaio utilizando trés substancias repelentes que
apresentam alta afinidade pelo receptor IR40a+ na espécie R. prolixus, que este alvo ndo
estd envolvido na repeléncia neste triatomineo, sendo possivel constatar que o modo de

interacdo dos insetos de fato é diferencial a depender da espécie e substancia testada.

Em 2016, o trabalho de Kain foi retratado por defasagens metodoldgicas indicadas
pelos préprios autores. Este acontecimento abriu uma nova lacuna no que tange a
participacdo dos IRs no panorama da repeléncia. Adicionalmente, ndo ha na literatura
outros estudos que mostrem o efeito direto de repelentes em receptores ionotropicos para
triatomineos e, portanto, esta pesquisa abre um novo foco para o manejo inteligente de

repelentes com base molecular para estes insetos.

Apesar do gene RprolR75e responder tanto ao repelente sintético quanto aos
naturais, ndo cabe a este trabalho a tentativa de delimitar um alvo universal que atenda a
diversas situacOes epidemioldgicas (uma vez que tal tarefa se mostra impossivel pelo o
disposto na literatura atualmente), mas sim abrir um caminho para novos experimentos e
discussdes que possam encontrar funcionalidade no manejo inteligente de repelentes com

uma abordagem genética.

Por isso, seria interessante a tentativa de se estabelecer futuramente, como 0s
receptores quimiossensoriais deste trabalho estdo relacionados a alteracGes
comportamentais a partir de estudos de silenciamento. Franco et al. (2018), por exemplo,

demonstraram que em R. prolixus silenciados por RNA de interferéncia para o gene



RproOR80, houve a perda da repeléncia pela substancia 4- Methylcyclohexanol, composto
que ja havia demonstrado ser eficaz em insetos selvagens (WT), evidenciando o potencial
papel deste gene na percepcdo direta de moléculas repelentes, além da importancia do
direcionamento de pesquisas neste sentido.

Na etapa seguinte, realizamos ensaios para a comparacao entre 0s grupos Forgado,
em que 0s insetos permaneceram durante 30 minutos em uma placa de petri expostos de
maneira constante e concentrada aos repelentes selecionados, com o0s grupos Tratado.
Durante o desenho experimental, pensou-se a metodologia empregada nos grupos Forgado,
garantiria a observacdo de modificacGes na expressao génica dos alvos selecionados frente
aos repelentes, caso houvessem. Uma vez que no grupo tratado, a presenca do hospedeiro
juntamente a fatores abioticos na arena aberta (temperatura, umidade e circulacdo de ar)
pudessem afetar de alguma forma o padrédo de expressao destes genes. Especulou-se ainda,
que se houvessem alteracdes na expressdo dos receptores ionotropicos selecionados, estas

seriam ainda mais evidentes.

De fato, alguns genes apresentaram uma diminui¢cdo ainda maior da expressao
génica nos grupos Forcado em comparacdo aos Tratado. O alvo RprolR8a demonstrou uma
reducdo de 44,3% quando os insetos foram expostos a citronela nos grupos Forgado, em
relacdo ao controle, enquanto que nos ensaios nas arenas experimentais (Tratado), houve
uma diminuicdo de 25,1%. O mesmo ocorreu para 0 gene RprolR76b, em que 0 grupo

Forcado em relacdo ao Tratado, mostrou uma diferenca na reducéo de 14,1%.

Entretanto, é importante ressaltar que esta evidéncia ndo se aplicou para todos os
receptores testados. O alvo RprolR75e, por exemplo, apresentou uma maior reducdo da
expressdo para 0s insetos expostos a citronela e ao DEET, de 32,3% e 23,2%,
respectivamente, nos grupos Tratado em relacdo aos Forcado. De maneira semelhante, o
alvo RprolR75a demonstrou uma diminuicdo 63,9% nos ensaios na arena com o Oleo de

citronela, enquanto que para aqueles realizados na placa de petri, este valor foi de 28,2%.

Interessantemente, foram observados grupos que exibiram diferencas significativas
para determinados repelentes a depender do modo de exposi¢do. Para o gene RprolR8a,
enquanto houve reducdo na expressdo no grupo Tratado exposto ao eucalipto-liméo
(28,9%), nenhuma alteracdo foi demonstrada para 0 mesmo gene e repelente no Forgado.

Verificou-se ainda, que o alvo RprolR25a apresentou variagbes para 0s repelentes
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eucalipto-limédo e DEET no Tratado, enquanto que nos ensaios dos grupos Forgado,

mudancas na expressao ocorreram apenas para o repelente citronela.

Estas variacOes possivelmente estdo atreladas, novamente, a complexidade do
processo de deteccdo de moléculas repelentes em insetos. A explicacdo para esta resposta
diferencial a depender do modo de exposicdo torna-se uma tarefa dificil diante das
especializacbes dos receptores quimiossensoriais e demanda novos experimentos que

busquem esclarecer este fendGmeno.

Ressalta-se que a presenca do hospedeiro, por exemplo, pode alterar a percepgéo de
outros odores e consequentemente o padrdo de expressdo génica. O fato dos repelentes
interagirem com odores humanos, diminuindo a sua volatilidade (AFIFY et al., 2019;
SYED & LEAL et al., 2008) ja representa uma alteracdo na sua deteccéo por si so.

DeGennaro et al. (2015) demonstraram em um ensaio que utilizou um braco
humano tratado com DEET, que ap0s o silenciamento do gene ORCO (correceptor dos
receptores olfativos), a espécie A. aegypti perdeu a repeléncia pelo composto. Porém, Guda
et al. (2015) em experimentos utilizando uma fonte de calor artificial, os insetos silenciados
continuaram a ser repelidos pelo principio ativo. Desta forma, sugere-se que tanto a atuacao
de odores da fonte alimentar, quanto de constituintes do sistema olfativo, como ativacdo de
vias alternativas de receptores olfativos, ionotropicos e/ou gustativos, podem atuar na
percepcao diferencial de insetos em situacdes diversas, resultando em respostas tambem

variadas.

Deve-se considerar também que as interacGes entre 0s componentes do sistema
olfativo ainda sdo ndo claras, e que a permanéncia das ninfas nas placas poderia causar, por
exemplo, a saturacdo de receptores ocasionando na ativacdo de vias alternativas
compensatdrias. Neste sentido, ainda ha a possibilidade do aumento (ou diminuicdo) da
expressdo de enzimas degradadoras de odor (EDOs) resultando nas diferencas entre 0s
grupos experimentais. Estas proteinas desempenham um papel crucial no maquinario
olfativo, pois evitam o acumulo de moléculas e consequentemente uma adaptacao sensorial,
permitindo uma resposta rapida do organismo em relacdo ao ambiente (VOGT &
RIDDIFORD, 1981; YOUNUS et al., 2014).

Enzimas degradadoras como as do complexo citocromo P450, por exemplo, que

além de participarem no metabolismo de odores, sugere-se que também protegem 0S
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neurdnios olfativos de “toxinas” naturais e inseticidas (DING & KAMINSKY, 2003),
podem estar diretamente relacionadas com o fato de observarmos alteracGes na expresséo
dos alvos RprolR8a e RprolR25a frente ao eucalipto-lim&o no grupo Tratado, mas ndo no
Forcado.

Curiosamente, os alvos RprolR25a e RprolR76b apresentaram diminuigéo
significativa da sua expressdo para o0s repelentes citronela e eucalipto-liméo,
respectivamente, no grupo Forcado o0 que ndo ocorreu no grupo Tratado. Estes
acontecimentos também podem estar relacionados a alteracGes na expressao génica devido
a condi¢Oes anormais no ambiente (placa de petri) nas quais os insetos foram submetidos.
Sabe-se que fatores bidticos e abidticos influenciam diretamente a dindmica fisiologica e
morfologica de insetos, seja prolongando estddios metamdrficos, sobrevivéncia e/ou
reproducdo (KHALIQ et al., 2014). Mais importante, admite-se que o estresse ambiental
modifica o comportamento deste grupo frente a estimulos olfativos, formando padrdes

complexos e desafiadores de se entender.

E importante admitir que o controle estabelecido na comparacdo com 0 grupo
Forcado ndo foi ideal, mas que ainda assim permitiu o estabelecimento de algumas
hipdteses interessantes a serem discutidas. Reiteramos a necessidade da realizacdo de mais
experimentos no futuro, visando o aumento do N amostral apds a observacao do alto desvio

padrdo gue alguns grupos experimentais apresentaram.

Os insetos apresentam uma incrivel capacidade de perceber diversos estimulos
olfativos com alta especificidade e sensibilidade, gracas a neurdnios quimiossensoriais que
desencadeiam comportamentos provocados por odores. Porém, mesmo ap0s 0S avangos
significativos na area, os mecanismos moleculares responsaveis por converter um sinal
quimico em uma resposta comportamental ndo sao totalmente claros (BREER et al., 2019).
Até mesmo para o0 repelente padrdo-ouro DEET, que apesar da sua longa historia e
comprovacdo do seu potencial repelente para varios insetos de importancia médica,
permanece carente de informacdes quanto ao seu modo de acdo (ZERMOGLIO et al.,
2015). Desta forma, torna-se necessaria a realizacdo de experimentos que tentem desvendar

melhor este fenGmeno.

Por fim, a maquinaria sensorial de vetores deveria ser considerada na formulagéo e

discussdo de um repelente. O design inteligente, com embasamento molecular de uma
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substancia repelente poderia elevar a efetividade e modificar completamente 0 modo como
conhecemos e aplicamos a protecdo individual no combate a enfermidades transmitidas por

artrépodes mundialmente.
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CONCLUSOES

e As trés substancias repelentes testadas (citronela, eucalipto-limdo e DEET)
apresentaram repeléncia total para ninfas de Rhodnius prolixus nos ensaios
comportamentais;

e O efeito repelente dos 6leos naturais avaliados demonstrou a mesma eficacia que o
DEET, padrao-ouro utilizado nas formulagdes de repelentes mundialmente;

e A concentragdo ideal de cDNA para estudos com antenas de triatomineos com a
finalidade de avaliar os receptores ionotrépicos em ensaios de RT-gPCR se da a
partir de 30 ng/pL;

e Os experimentos de expressdo génica relativa dos receptores ionotropicos
RprolR8a, RprolR25a, RprolR76b, RprolR75a e RprolR75e demonstraram reducéo
da expressdo em todos 0s ensaios que apresentaram alterac6es, quando comparado
aos grupos controle;

e Os receptores ionotropicos RprolR8a e RprolR75a responderam apenas aos
compostos de origem natural;

e O alvo RprolR75e apresenta reducdo da expressdo génica quando exposto aos trés
repelentes selecionados, independente do grupo de exposicéo;

e Alguns genes apresentaram uma reducdo mais significativa nos grupos Tratado em
comparacdo aos Forcado, a exemplo dos receptores RprolR25a e RprolR76b nas
ninfas expostas ao 6leo de citronela;

e As diferencas entre os grupos Tratado e Forcado foram variadas, a exemplo do gene
RprolR8a, que apresentou alteracdes para o repelente eucalipto-limdo no grupo
Tratado, mas ndo no Forgado.

e As variacOes encontradas entre os dois grupos é reflexo da complexidade do sistema

olfativo dos insetos.
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9. ANEXO

9.1. Extracdo de RNA de antenas de Rhodnius prolixus, 5° estadio.

1) Ligar o fluxo e UV. Limpar o fluxo e pipetas com alcool e aguardar 30 min;

2) Separar potes com insetos experimentais, microtesoura e micropinga;

3) Pegar nitrogénio liquido ou gelo seco e armazenar em um isopor com tampa;

4) Colocar eppendorfs no isopor para resfriar;

5) Passar RNase away na bancada, luvas e instrumentos de trabalho;

6) Retirar as antenas e colocar no eppendorf;

7) Ir para capela de fluxo;

8) Colocar 50 pl de trizol no eppendorf e macerar as antenas com pistilo de plastico;

9) Adicionar mais 450 pul de trizol no eppendorf;

10) Deixar 5 minutos em temperatura ambiente; (Pode ser armazenado no -80° por ate 3
dias);

11) Adicionar 100 pl de cloroformio;

12) Vortexar por 20 segundos e deixar 5 minutos em temperatura;

13) Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente;

14) Centrifugar a 13500rpm/ 15min/ 4°C;

15) Identificar novos eppendorfs e adicionar 250 ul de isopropanol gelado;

16) Pipetar 60% (cerca de 200 ul) da fase aquosa superior e transferir para o eppendorf
com isopropanol — puxar cuidadosamente apenas a parte transparente;

17) Tampar e inverter 10 vezes para misturar;

18) Overnight no freezer (-20);

19) Centrifugar a 17000g/ 15min/ 4°C;

20) Descartar o sobrenadante;

21) Adicionar 500 pl de etanol 70%, centrifugar 17000g/ 10 min/ 4°C e descartar etanol;

22) Adicionar 500 pl de etanol 70%, centrifugar 17000g/ 10 min/ 4°C e descartar etanol;

23) Secar o sedimento — virar os tubos em um lenco de papel préprio por 15 minutos (a
cada 5 min dar uma leve batida para ajudar a evaporar);

24) Re-suspender com 20 pl de agua estéril (usar a pipeta para homogeneizar 10 vezes.
Utilize a ponta da ponteira e “raspe” o fundo algumas vezes enquanto homogeniza)

25) Adicionar 1 pl de RNase inhibitor na parede do eppendorf, vortexar e dar spin;

26) Aquecer por 10 minutos a 37°C para facilitar a re-suspenséo;

27) Seguir com o protocolo de tratamento com DNase e producdo de cDNA.
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