RESSALVA

Alertamos para auséncia das Paginas pré-
textuais ndo incluidas pelo(a) autor(a) no
arquivo original.

ODA, L.T.E; RIBOLLA, P.E.M. Evolucéo do Receptor do Peptideo Sexual nos
anofelinos Neotropicais. Instituto de Biociéncias de Botucatu, 2011. TCC



Evolucdo do Receptor do Peptideo Sexual nos anofelinos Neotropicais
Leticia T. E. Oda"

Paulo E. M. Ribolla*

lDepartamento de Parasitologia, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Distrito de Rubido Junior, S/N, CEP 18618-970, Botucatu, Sdo Paulo.

"Oda, L.T.E. (leticia.e.o@gmail.com)



Resumo

A evolugdo da hematofagia em mosquitos é sem ddvida a adaptacdo mais importante
desse grupo de inseto em termos da miséria humana e dos patogenos transmitidos pelos
vetores no mundo de hoje. Por outro lado, os mosquitos tém muito a oferecer a ciéncia
basica, por exemplo, como indicadores da biodiversidade Neotropical. O peptideo
sexual é expresso nas glandulas acessorias dos machos e inseminado nas fémeas durante
a copula. A ligacdo deste peptideo com o seu receptor desencadeia uma vasta resposta
comportamental nos mosquitos. Nessa Revisdo discutiremos como o estudo do gene
codificante do Receptor do Peptideo Sexual pode auxiliar o estudo das espécies de
anofelinos e as possiveis mudancgas comportamentais apds a alimentacdo sanguinea, que
pode ter influéncia na epidemiologia da malaria.

Familia Culicidae

Atualmente sdo reconhecidas aproximadamente 3.500 espécies de Culicidae. [1]
No entanto, estima-se que esse montante represente apenas um quarto ou, N0 maximo,
metade de todas as espécies de mosquitos presentes na natureza. [2,3] A maioria das
pesquisas sobre Culicidae envolve os grupos de maior importancia médica e veterinaria
ou as espécies que sdo consideradas pragas urbana. Os mosquitos que: (1) ndo sdo
atraidos pelo homem e/ou animais domeésticos, (2) raramente ocorrem em elevada
densidade porque eles se desenvolvem em habitats representados por colec¢des hidricas
pequenas (fitotelmatas), ou (3) estdo restritos aos habitats preservados e distantes da
populacdo humana, tém recebido menos atencdo e por isso sdo pouco conhecidos.
Paralelamente, muitos estudos taxonémicos envolvendo culicideos foram direcionados
para discriminar espécies e ndo para estabelecer grupos monofiléticos. S&o poucos 0s
estudos filogenéticos que estimaram as relagbes evolutivas supra-especificas e entre

grupos hierarquicos superiores. [4,5,6]



A familia Culicidae consiste de duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae, e
estd dividida em 11 tribos — Aedeomyiini, Aedini, Culicini, Culisetini, Ficalbiini,
Hodgesiini, Mansoniini, Orthopodomyiini, Sabethini, Toxorhynchitini, e Uranotaeniini.
[5,7,8] Os especialistas em Culicidae contam com catalogos de mosquitos que
incorporam a histéria taxondémica das espécies. [9,10,11,12,13] De acordo com o0s dados
disponiveis nos catalogos, nota-se que foram descritas aproximadamente 5.100 espécies
das quais 3.500 sédo aceitas como validas. [1]

Harbach [4] sugeriu que possam existir de trés a cinco vezes mais espécies se
considerarmos a presenca de complexos de espécies cripticas. Nesse sentido, com base
nas descobertas de espécies de Anopheles, usando combinacdo de taxonomia
morfologica, citotaxonomia, comportamento e seqiéncias de DNA, acredita-se que
existam aproximadamente 2.000 especies para serem descobertas. Possivelmente, a
maioria das ocorréncias sera registrada na Regido Neotropical.

Género Anopheles

O género Anopheles tem recebido mais atencdo do que qualquer outro grupo de
mosquitos em relacdo aos aspectos de evolucdo e classificacdo [14,15,16,17,18,19]. A
sistematica de Anophelinae atingiu o apogeu dos estudos morfologicos classicos na
década de 1980 e agora estd dominada pelo uso de ferramentas moleculares tanto para o
estabelecimento das relacGes evolutivas entre espécies como entre taxons supra-
especificos. A maioria dos estudos filogenéticos de Anopheles envolve niveis inferiores
de classificacdo, principalmente grupos, subgrupos e complexos de espécies que
participam do ciclo de transmissdo da malaria humana. Dessa maneira, 0 impacto na
classificacdo interna de

Anophelinae tem sido pequeno. [20] Vale assinalar, que os resultados de estudos

moleculares corroboraram o monofiletismo de grupos definidos por caracteres



morfologicos, como € o caso dos subgéneros Nyssorhynchus Blanchard e Kerteszia
Theobald. [17] A identificacdo das espécies do subgénero Nyssorhynchus € dificultada
pela presenca de polimorfismos e pela sobreposicdo dos caracteres morfologicos
utilizados para a identificacdo das espécies.

Marrelli [21] empregaram seqliéncias de bases nitrogenadas do ITS2 do DNA
ribossdmico para revisar o status taxondémico de An. oswaldoi. Dessa maneira, 0S
autores sugeriram que An. oswaldoi compreende complexo de pelo menos quatro
especies cripticas, entre elas An. konderi Galvdo e Damasceno. As duas espécies sdo
morfologicamente semelhantes, mas podem ser separadas pela forma de porcao apical
do edeago da genitalia masculina. Marrelli [22] observaram a existéncia de maultiplas
sequéncias de 1TS2 que foram geradas e depositadas no GenBank a partir de individuos
identificados de maneira, provavelmente, incorreta. Infelizmente, ndo existem
espéecimes testemunhas da maioria das seqliéncias depositada no GenBank. Obviamente,
se existissem espécimes testemunhas, seria possivel reavaliar se as seqtiéncias foram
geradas de individuos identificados incorretamente ou se sdo indicativas da existéncia
de complexos de espécies cripticas

A copula

Durante a cdpula, uma grande quantidade de peptideos e proteinas é inseminada
nas fémeas pelos machos. Dentre estes produtos, um peptideo, denominado Peptideo
Sexual (PS), apds ser inseminado, se liga a ao Receptor do Peptideo Sexual (SPR) que
promove diversas modificacbes comportamentais. Dentre estas modificacfes podemos
destacar: inducdo da postura de ovos, aumento da longevidade, recusa da copula com
outros parceiros, aumento do consumo de alimento e mudanca da escolha do alimento.
[23] Algumas dessas modificacOes sd@o dependentes apenas da ligacdo de SP em SPR,

uma vez que experimentos com Drosophilas mutantes nulas para o receptor SPRnull



mostram que ndo hd a mudanca de comportamento ap0s a copula. [24] Estes
experimentos, realizados principalmente em Drosophila melanogaster demonstram o
papel que estas proteinas (SP e SPR) podem ter no processo de especiagéo.
Modificagdes, tanto no peptideo como em seu receptor, podem representar barreiras no
processo reprodutivo, gerando novas espécies.

Em mosquitos, apesar das proteinas ndo estarem totalmente caracterizadas, este
processo de mudanca comportamental apds a copula também ocorre. [25,26]
Especificamente em mosquitos vetores, esta mudanga comportamental pode representar
significativas mudancas epidemioldgicas na transmissdo de patdégenos. Tomemos como
exemplo, a mudanca de preferéncia alimentar que ocorre em Drosophila melanogaster
apos a copula. [23] O peptideo encontrado no macho de Drosophila (SP, or Acp70A for
Accessory gland protein cytological localization 70A) induz aproximadamente doze
respostas na fase pos-copula, juntamente com a proteina do ducto ejaculatdrio,
localizado citologicamente 99B (DUP99B) elucidando o aumento da ovoposicdo e
reducéo da receptibilidade.[23,28] (Figura 1.)

Paralelamente, esta mudanca em um mosquito vetor, representaria um aumento
na probabilidade de obtencdo de uma dieta protéica, ou seja, de um repasto sanguineo

em um hospedeiro vertebrado.
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Figura 1. Resposta pos-copula pelo peptideo sexual (SP) e DUP99B via receptor do peptideos
sexual (SPR) em D. melanogaster. SP induz resposta imune, sintese de hormonios juvenis que
se ligam ao esperma [4]. As letras em vermelho o caminho da sinalizacdo da escolha nutricional
nas fémeas de Drosophila; as linhas ndo pontilhadas caracterizam as interac6es diretas.

Um estudo relacionado com ligantes ancestrais de SPR encontrou o MIP
(Myoinhibitory Peptides) como sendo uma segunda familia de ligantes conservados
para 0 SPR além do SP. Os MIPs sao fortes agonistas de Drosophila, Aedes de SPR in
vitro, mas néo séo capazes de produzir respostas pos-copula em vivo. [29].

Outros estudos como o da Proteina da Glandula Reprodutora de machos (MRGP)
feito com Aedes aegypti que identificou varias proteinas derivadas do 6rgéo reprodutor
dos machos e que séo transferidas para as fémeas durante a copula e sua interacdo nas
fémeas por algum receptor influéncia assim os comportamentos alterados apds a copula.
[25]

Método de discriminar as espécies

Utilizando as ferramentas da biologia molecular atualmente podemos fazer uma
analise mais especifica para tentar diferenciar espécies umas das outras, ainda mais
quando essa é caracterizada como espécie criptica, ou seja, morfologicamente idénticas.
Muitos trabalhos utilizam as sequencias de ITS como marcadores moleculares para
diferenciar espécies, como 0 estudo que conseguiu distinguir através de ITS2 as
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especies Aedes aegypti de Aedes albopictus obtendo diferentes pesos dos amplicons
respectivamente. Essa regido do ITS2 produziu dois fragmentos distintos com
aproximadamente 330pb e 520pb para Aedes aegypti e Aedes albopictus
respectivamente. [29]

Outro estudo também utilizou o marcador ITS2 para diferenciacdo do género
Culex, o qual possui uma complexa historia taxondémica e uma dificuldade de
diferenciar as espécies usando apenas os critérios de morfoldgicos tradicionais. A
identificacdo morfoldgica desses mosquitos é dificil porque muitas espécies de Culex
sdo morfologicamente similares. [30,31] No trabalho foram feitas amplificacbes da
regido ITS2 em vaérias espécies de Culex, seguida de clonagem para posterior
sequenciamento e alinhamento para andlise. E apesar da heterogeneidade observada
pela amplificag&o da regido do ITS2, foi visto que individuos da mesma espécie foram
agrupados, correlacionados e morfologicamente classificados, mostrando assim que o
marcador utilizado é apropriado para diferenciacdo taxondmica dessa especie.[32]

Novo marcador

Com todas as informacbes dadas e pensando no estudo dos anofelinos
neotropicais 0s quais sdo importantes para a saude publica, a criagdo de um marcador
originado a partir do receptor do peptideo sexual iria auxiliar na classificacdo
taxonémica dos mosquitos do género Anopheles.

Observando a presenca desse receptor nas trés principais espécies de mosquitos,
Drosophila melanogaster, Aedes aegypti e Anopheles gambie, um possivel alinhamento
das sequencias desses receptores e a selecdo das partes conservadas para o desenho de
oligonucleotideos seria um inicio do desenvolvimento. Pelas analises das reacgGes de
PCR a partir dos oligonucleotideos e posteriormente sua clonagem e seqiienciamento, a

analise das sequencias poderia nos fornecer positivos.



A ideia de utilizar o SPR no estudo filogenético de anofelinos vem do fato desse
gene poder ter papel importante na especiacdo, uma vez que ele participa de processos
importantes que ocorrem apds a copula. Até o momento, ndo existem trabalhos
utilizando esse marcador.
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