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RESUMO

FILIETAZ, C. F. T. Caracterizagdo da digestdo de lipideos em vetores
hemat6fagos e o papel fisioldégico das lipases. 2011. 99 f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia da Relacdo Patdégeno-Hospedeiro) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

As lipases (3.1.1.3) catalisam a hidrélise de triacilgliceréis resultando na
liberac@o de &cidos graxos. Pouco se sabe sobre a digestdo de lipideos em
artropodes. Mosquitos e carrapatos sdo os principais artropodes vetores de
doencas humanas. O objetivo desse trabalho foi estudar as enzimas
envolvidas na digestao de lipideos no mosquito Aedes aegypti na fase larval e
adulta e no carrapato Amblyomma cajennense, vetores de Dengue e da
Febre Maculosa Brasileira respectivamente. A caracterizacdo enzimologica
envolveu a identificagéo, determinagéo de propriedades gerais como massa
molecular, pH 6timo, estabilidade térmica e ao pH, especificidade frente a
substratos distintos, o isolamento cromatografico e o estudo da expressao
das lipases digestivas possibilitando comparagfes entre as duas fases de
desenvolvimento de Ae. aegypti e entre os dois vetores hematdfagos. As
lipases estudadas apresentaram pHs 6timos na faixa de 8,5 a 9,0 indicando
que estas enzimas pertencem a familia das lipases neutras. Estas lipases
apresentam ampla faixa de estabilidade ao pH e s&o relativamente estaveis
em altas temperaturas. A caracterizacdo da atividade destas lipases com a
utilizacdo de diferentes substratos evidenciou que estas enzimas apresentam
maior eficiéncia hidrolitica sobre substratos de cadeias carbbnicas curtas
como butirato e heptanoato. Contudo, estes resultados indicam que as
enzimas envolvidas na digestdo de lipideos nas duas fases de
desenvolvimento de Aedes aegypti sdo distintas. A enzima da fase larval
apresenta uma maior afinidade por substratos de cadeias longas. Entretanto,
a catdlise desta reacdo é baixa resultando em uma baixa eficiéncia catalitica
enquanto a lipase de adulto apresenta uma afinidade e velocidade de catalise
menores quanto maior o substrato. Separagfes cromatogréficas, efeito de pH
e temperatura e efeitos de ions sobre a atividade destas lipases em estudo
corroboram o0 dado de que as lipases das diferentes fases de

desenvolvimento de Aedes aegypti sédo distintas. O estudo combinado do



genoma de Aedes aegypti e PCR semi quantitativo comprovaram a expressao
diferencial destas enzimas indicando ainda tratar-se de uma familia
multigénica envolvida na expressdo de lipases digestivas provavelmente
reguladas pela dieta. Estudos de modelagem molecular mostram diferengas
estruturais importantes entre as lipases de mamifero e artrépodes
principalmente relacionadas a diferencas das regides de regulacdo da
atividade enzimatica e de interagdo com cofatores como a colipase de
mamiferos. A comparagdo dos modelos estruturais indica diferengas mesmo
entre as lipases de diferentes espécies de artropodes. Os dados obtidos
neste trabalho bem como dados da literatura indicam que além da funcédo
digestiva e obtencdo de &cidos graxos essenciais as lipases podem estar
envolvidas em defesa contra patdégenos, abrindo novas perspectivas para o

estudo destas enzimas.
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ABSTRACT

FILIETAZ, C. F. T. Characterization of lipid digestion in hematophagous vectors
and the physiological role of lipases. 2011. 99 p. Masters thesis (Biology of Host-
Pathogen Relationship) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sado Paulo, 2011.

Lipases (EC 3.1.1.3) catalyze the hydrolysis of triacylglycerol releasing fat acids and
glycerol as products of this reaction. There is little information about Arthropoda
digestive lipase. Mosquitoes and ticks are the main vectors of human diseases. This
work aimed to comprehend lipid digestion in the mosquito Aedes aegypti (larva and
adult fed females) and in the tick Amblyomma cajennense, vectors of Dengue and
Rock Mountain Spotted Fever respectively. Enzymatic characterization involved the
identification of lipase activity, moleculas mass measurement, pH optimum, thermal
and pH stability and substrate specificity with the use of different substates,
chromatographic separation and lipase expression in different mosquitoes tissues. All
these measures allowed the comparison of lipases between larva and adult female
from Aedes aegypti and also the comparison of the two hematophagous vectors.
Studied lipases presented pH optimum in a range between 8.5 and 9.0 suggesting
that these enzymes belong to the neutral lipase family. These lipases are very stable
to different pH and high temperatures. The use of different substrates revealed that
these enzymes hydrolysis short substrates as butyrate and heptanoate more
efficiently than larger ones. However, the analysis of enzyme affinity to distinct
substrates and hydrolysis indicated that enzymes involved in lipid digestion from
mosquitoes in both development stages are different. Larval lipase presents higher
affinity to longer substrates. However, the catalysis is a slow step of this reaction
resulting in a low catalytic efficiency. Adult lipase binds and hydrolysis smaller
substrates better than the larger ones. Chromatographic separation, pH effects on
lipase activity, temperature stability and ion activation corroborate the data
suggesting that enzymes involved in lipid digestion in larvae and female mosquitoes
are different. Studies of Aedes aegypti genome and semi-quantitative PCR also
demonstrated differentially expressed lipases also indicating that lipases are
products of a multigenic family which expression is probably regulated by diet.
Molecular modelling of showed important differences between mammalian and

Arthropoda lipases mainly in domains involved in activity control and binding to



cofactors as mammalian colipase. Comparison of Arthropoda lipase models indicated
differences also between these lipases probably related to an early differentiation of
lipase during evolution. Data on the present work and on literature point to additional
functions to digestive lipase besides essential fat acids uptake, for example, as
enzymes involved in defense against pathogens, opening new possibilities to lipase

studies.
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1 INTRODUCAO

1.1 A importancia do filo Arthropoda: beneficios e maleficios na interacéo

homem-artr6pode

Mais de 80% de todas as espécies descritas nos ecossistemas terrestres, de
dgua doce e marinho séo do filo Arthropoda, sendo o filo mais diverso quando
comparado com qualquer outro taxon animal. Dentre a imensa gama de animais
pertencentes a esse filo podemos citar aranhas, carrapatos, besouros, mosquitos,
camardes dentre muitos outros animais. Nenhum outro grupo de invertebrados se
aproxima da importancia ecolégica e econdmica deste grupo.

Tamanha diversidade e representatividade em biomassa n&o poderia ser
indiferente ao homem. Algumas espécies de artropodes sdo essenciais para a
manutencdo da vida no ambiente terrestre pelo seu envolvimento em processos de
polinizagdo, aeracdo do solo, decomposicdo de residuos e fertilizagcdo do solo.
Consequentemente, estes processos sdo benéficos ao homem. Outros exemplos
sdo o da nutrigcdo direta (caranguejos, lagostas e camardes) ou de produtos como o
mel e a seda (GRIMALDI e ENGEL, 2005; RESH e CARDE, 2009). Entretanto,
muitas espécies de artropodes séo os principais vetores de doencas que afetam
diretamente o homem. Os artrépodes também sdo vetores de doencas animais e
vegetais. Além disso, praticamente 50% dos artropodes séo fitbfagos sendo as
principais pragas agricolas com consequente perda de aproximadamente 37% da
producdo de alimentos em todo o mundo mesmo com a utilizacdo de estratégias de
controle (HAQ; ATIF; KHAN, 2007). Todos estes problemas levam a grandes
investimentos, da ordem de bilhdes de dolares anuais, em politicas de salde publica
e em estratégias de controle tornando os artropodes problemas de saude e politica
publicas e econémicos.

Os principais artropodes vetores de doencas humanas sdo mosquitos
(Insecta) e carrapatos (Arachnida) (PAROLA e RAOULT, 2001), o que levou a
escolha dos dois animais modelo utilizados neste estudo: o0 mosquito Aedes aegypiti
e o0 carrapato Amblyomma cajennense.

A ampla diversidade de espécies de artropodes permitiu a colonizagdo dos

mais diversos nichos ecoldgicos. O sucesso desta ocupacgdo certamente incluiu a



selecdo de distintas adaptagbes em relacdo a dieta e digestdo nestes animais.
Portanto, um importante foco de estudo para a compreensao da fisiologia destes

animais e da interacdo vetor — patdégeno- hospedeiro € o sistema digestério dos

vetores Arthropoda.

1.2 Amblyomma cajennense: o vetor modelo Arachnida

Os carrapatos estdo distribuidos em praticamente todas as regifes do planeta
e sdo responsaveis por uma grande variedade de doencas causadas por uma ampla
gama de agentes patogénicos, que incluem protozoérios, virus, bactéria e fungos.
Somado as infecgbes causadas por microorganismos, carrapatos podem causar
paralisia, alergias e reacdes toxicas severas em seus hospedeiros sendo que muitas
dessas reag0es podem levar a morte. As perdas econdmicas mundiais causadas por
carrapatos apenas em criagbes de gado sdo estimadas em mais de 87 bilhGes
(RESH e CARDE, 20009).

O carrapato Amblyomma cajennense (Figura 1) estd amplamente distribuido
em areas neotropicais do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, incluindo as
llhas Caribenhas. Capivaras e antas sdo os hospedeiros primarios do carrapato
Amblyomma cajennense na América do Sul. Apdés a introducdo dos cavalos na
América Latina no periodo da coloniza¢do européia, o0 Amblyomma cajennense se
tornou uma praga para estes animais, que se tornaram hospedeiros primarios para
todos os estégios do ciclo do parasita (LABRUNA et al., 2002).

O carrapato Amblyomma cajennense possui um ciclo trioxeno de
desenvolvimento, ou seja, tem que se alimentar de pelo menos trés hospedeiros
para que possa completar o seu desenvolvimento. Sob condigbes naturais, 0
carrapato Amblyomma cajennense produz uma geragcdo por ano (condicbes da
regido sudoeste). Entretanto, o ciclo de vida desta espécie pode variar de regido
para regido e estad associado ao comportamento de diapausa das larvas e
temperatura do solo (LABRUNA et al., 2003).

O carrapato Amblyomma cajennense é o principal vetor da bactéria Rickettsia
rickettsii, que € o agente da Febre Maculosa Brasileira (DEL FIOL et al., 2010;
BRASIL, 2010).



Figura 1 - Fémea do carrapato Amblyomma cajennense na fase adulta de desenvolvimento,
em (A) podemos observar o carrapato antes da alimentacdo sanguinea e em (B)
podemos observar a fémea de carrapato apds este processo.

Fonte: A) Genesio, 2009; B) Policlinica veterinaria de Cotia, 2011.



A febre maculosa brasileira é causada por uma bactéria gram negativa
Rickettsia rickettsii, a qual € um parasita intracelular obrigatério alojando-se no
citoplasma dos seus hospedeiros vertebrados e invertebrados que a transmitem. A
febre maculosa ocorre em paises ocidentais, particularmente nos Estados Unidos,
Canadéa, México, Panama, Costa Rica, Argentina, Colémbia e Brasil. No Brasil a
maioria dos casos se concentra na regido Sudeste, com casos esparsos no sul do
Brasil. A maior prevaléncia coincide com a presenca do principal vetor, o carrapato
Amblyomma cajennense.

A transmiss@o da Rickettsia se d& pela picada do carrapato em qualquer uma
das fases do desenvolvimento (larva, ninfa e adulto). O carrapato transmite o
microorganismo por meio de suas glandulas salivares. Ap0s entrar na célula do
hospedeiro humano, o microorganismo alcanga o citoplasma onde se multiplica por
fissdo binéria com tempo de replicacdo de aproximadamente 10 minutos. Com a
penetracdo nas células endoteliais humanas, ocorre uma resposta inflamatoria
aguda, mediada pela producdo de citocinas, resultando em aumento de
permeabilidade vascular.

O estado de Séo Paulo corresponde sozinho por 45,1% de todos os casos
notificados no pais (1997 a 2009). A taxa de mortalidade no Brasil, de 20 a 30%, é
considerada alta. A alta taxa de mortalidade estd intimamente associada a
dificuldade de realizagdo do diagnoéstico, o que leva a descoberta tardia da doenca
dificultando o tratamento (DEL FIOL et al., 2010).

1.3 Aedes aegypti: o vetor modelo Insecta

O principal problema relacionado & manutencdo de popula¢cdes do mosquito
Aedes aegypti, se deve ao fato de ele ser o vetor de duas arboviroses de grande
importancia em salde publica: a febre amarela e a dengue.

Acredita-se que o mosquito Aedes aegypti (Figura 2 e Figura 3) tenha
migrado para o continente americano da regido oeste do continente africano por
volta dos séculos XVI ao XVIII a bordo de navios negreiros, e tendo nos dias de hoje
uma ampla distribuicdo geogréafica (LOUNIBOS, 2002).

O mosquito esté intimamente associado com a presenga humana tanto pelas
condigbes necessarias para a sua reproducdo favorecidas no ambiente

peridomiciliar pela urbanizacdo desordenada e politicas de infraestrutura e



saneamento bésico como por ser o homem o seu hospedeiro preferencial
(HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001).

As fémeas adultas do mosquito Aedes aegypti tém como principal fonte
protéica a alimentacdo sanguinea, que é necessaria para o processo de oogénise
(desenvolvimento do ovo), bem como para ser utilizada como fonte de energia para
o vbo. A fémea adulta pode se alimentar de multiplos hospedeiros humanos durante
um Unico ciclo gonotrofico (FORATTINI, 2002). A contaminacdo de um destes
hospedeiros levard a contaminacdo do mosquito dado que este arbovirus entra no
mosquito com a alimentag&o de sangue, portanto através do intestino médio. O virus
inicialmente replica nas células epiteliais constituintes do intestino médio e apos este
processo ha um processo de dispersdo por outros tecidos do inseto inclusive as
glandulas salivares. Apds a replicagdo viral nas glandulas salivares e a consequiente
contaminacgdo da saliva destes animais € que as particulas virais serdo injetadas em

um novo hospedeiro (STEINERT e LEVASHINA, 2011).
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Figura 2 — Larva do mosquito Aedes aegypti, no quarto estadio de desenvolvimento (L4).
Fonte: Wikipedia, 2008.



Figura 3 — Fémea do mosquito Aedes aegypti na fase adulta de desenvolvimento. (A)
Fémea deste mosquito antes da alimentacdo sanguinea e (B) fémea durante o
processo de alimentagéo sanguinea ja parcialmente ingurgitada.

Fonte: A) De Freitas, 2009; B) Jornal do Pontal, 2009.



O mosquito Aedes aegypti ndo necessita de grandes cole¢des de 4gua para
sua reproducao, colocando seus ovos em qualquer recipiente que contenha agua
limpa. Os ovos séo colocados nas paredes de recipientes que possam acumular
adgua e sdo resistentes a dessecacdo, podendo permanecer vidveis por meses até

eclodirem quando submersos em agua (FORATTINI, 2002).

1.3.1 Febre amarela

O virus causador da febre amarela € um flavivirus (Flaviridae: Flavivirus),
provavelmente de origem africana como indicado por estudos filogenéticos, sendo
gque a disseminacdo deste virus no continente americano ocorreu durante o
comércio de escravos, no inicio do século XVI (BRYANT; HOLMES; BARRETT,
2007).

Até o inicio do século XX ocorreram muitas epidemias de febre amarela em
cidades da América do Norte e do Sul, associadas ao mosquito Aedes aegypti.
Neste periodo houve uma intensa campanha de erradicacdo do mosquito, com o
amplo uso de DDT, o que fez com que a doenga desaparecesse dos centros
urbanos (KYLE e HARRIS, 2008). Com a descontinuidade das medidas de controle
0 mosquito reemergiu resultando no reaparecimento do ciclo zoonético da febre
amarela, culminando na re-emergéncia dos casos de dengue nesse mesmo periodo
na América do Sul. A expanséo epidémica do virus na Asia e nas Américas, e a re-
emergéncia dos mosquitos em centros urbanos podem aumentar as chances do
estabelecimento de um ciclo endémico permanente (MUTEBI et al., 2004; WEAVER
e REISEN, 2010).

A cepa africana ainda mantém a capacidade de desenvolver seu ciclo em
centros urbanos e, consequentemente, gerar epidemias, o que resulta em dezenas
de milhares de casos notificados anualmente no continente africano (BRYANT;
HOLMES; BARRETT, 2007). As epidemias africanas ainda ocorrem apesar da
existéncia de uma vacina efetiva (17DD), desenvolvida em 1937 (MONATH, 1988).



1.3.2 Dengue

A dengue €, dentre as doencas transmitidas por artropodes, a mais comum no
mundo (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2009). Essa
doenca é endémica em mais de 100 paises em regiées como a Africa, as Américas,
o Leste Europeu, o Sudeste Asiatico e o Oeste do Pacifico. Existem quatro sorotipos
do virus da dengue (DENV) e cada um desses sorotipos pode causar 0s sintomas
da doenca que vao desde a febre de dengue acompanhada de fraqueza, dengue
hemorrégica e sindrome do choque da dengue (World Health Organization, 2010).

A infeccdo por um sorotipo confere a imunidade contra 0 mesmo, mas néo
contra os outros sorotipos. Tem sido observado que uma segunda infecgdo por um
sorotipo heterélogo é um fator de risco para o desenvolvimento da dengue
hemorrdgica que pode levar ao choque de dengue (KYLE e HARRIS, 2008).
Acredita-se que os anticorpos gerados em uma primeira infecgdo direcionam as
particulas do virus para células que carregam receptores Fc (FcR), dentre essas
células estdo mondcitos, macrofagos e células dendriticas, que sdo alvos naturais
para o virus. Como a ligacdo anticorpo-virus é de baixa afinidade, o virus ndo é
inativado, portanto, esse direcionamento por FCR promove um aumento da infec¢ao
dessas células, resultando em uma ativacdo extensiva de células T e
consequentemente na liberacdo de altos niveis de citocinas e mediadores quimicos.
Essa liberacdo leva a um dano no endotélio celular e extravasamento do plasma
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A dengue infecta 50 a 100 milhdes de individuos anualmente (WHO, 2011).
Tem sido observado um grande crescimento do numero de pacientes que tem
apresentado a forma mais severa da doenca a dengue hemorragica e o choque de

dengue que tem uma estimativa de 500,000 casos anuais.

1.4 O sistema digestorio em Artropodes

O tubo digestivo dos artropodes pode ser dividido em trés regifes: Intestino
anterior, médio e posterior (Figura 4). O intestino anterior e o posterior sdo derivados
da ectoderme sendo revestidos de epiderme e cuticula. Somente a por¢cao média do
sistema digestorio tem origem endodérmica. Na maioria dos insetos o intestino

médio é revestido por uma membrana quitino-proteica denominada de membrana



peritréfica. A presenca de membrana peritrofica também ja foi descrita em
carrapatos. No entanto, ndo existem informacgdes suficientes para a compreenséo do
papel fisiol6gico da membrana peritréfica nestes animais (COONS e ALBERTI, 1999;
RUDZINSKA et al.,, 1982). O intestino anterior é responsavel pela ingestéo,
armazenamento e processamento inicial do alimento prévio a digestdo quimica. O
intestino médio tem como fungdes a secrecdo de enzimas, a hidrélise e a absorcdo
do alimento ingerido, absor¢cdo e secre¢cdo de &gua. O intestino posterior é
responsavel pela formacéo e armazenamento de fezes e pela reabsor¢cdo de agua
(TERRA e FERREIRA, 1994). O intestino constitui a primeira barreira de defesa
contra a invasdo de patdgenos, essa barreira pode ser fisica (invasdo das células
epiteliais) ou quimica devido a presenca das enzimas digestivas e da presenca de
inibidores enzimaticos (BATON e RANFORD-CARTWRIGHT, 2007). A compreenséao
deste sistema tem auxiliado no desenvolvimento de estratégias de controle.
Encontramos na literatura diversas estratégias de controle que tem o sistema
digestorio como alvo: uso de toxinas como as de Bacillus thurigiensis (SOBERON et
al., 2007), uso de RNA de interferéncia (GU et al., 2011), uso de inibidores
enzimaticos, hormdnios de crescimento para intervir na fisiologia do animal e viroses
direcionadas ao estagio larval (GORDON e WATERHOUSE, 2007; HAKIM;
BALDWIN; SMAGGHE, 2010; SPERANCA e CAPURRO, 2007). Muitos patdgenos
se alojam nas células intestinais ou tem que passar por elas em algum momento
para penetrar no animal, ficando dessa forma expostos as enzimas digestivas. As
enzimas tém um papel fundamental no processo de digestdo, o que é refletido na
extensa literatura bioquimica encontrada para hidrolases digestivas (TERRA e
FERREIRA, 2005). O grupo das hidrolases mais estudado é o das enzimas
proteoliticas e seus inibidores. Contudo, pouco se sabe sobre a digestdo de lipideos
em artropodes e sobre as caracteristicas das lipases digestivas presentes nos
animais estudados.

O intestino de carrapatos da familia Ixodidae (Figura 5) é composto por
células complexas, possuindo diferentes organelas e diversas inclusdes
citoplasmaéticas que refletem a atividade multifuncional do intestino médio desses
animais, caracterizada por fungdes como armazenamento de alimento, regulagéo de
agua e ions, excrecdo e nutricdo (COONS e ALBERTI, 1999). O intestino médio das
fémeas de Amblyomma cajennense sofrem grandes mudancgas durante o periodo de

alimentacdo. Apesar da intensa mudanga estudos indicam que que algumas células



permanecem intactas (organelas preservadas) e existe a evidéncia de secre¢do de
vesiculas, o que provavelmente esta ligado a secregcao de enzimas (CAPERUCCI;
BECHARA; MATHIAS, 2010).

O intestino médio de Aedes aegypti larva (Figura 6) consiste em um simples
tubo com uma camada Unica composta por células colunares, que possuem
microvilosidades e citoplasma com presenca abundante de mitocondrias. Sua
estrutura e fungdo nao difere muito de outros culicideos (CLARK et al., 2005). Em
fémeas adultas do mosquito Aedes aegypti o intestino médio (Figura 7) é revestido
de uma membrana peritréfica do tipo 1, que modula a digestdo do sangue e protege
o0 epitélio de danos fisicos e quimicos (KATO et al., 2008).

~—— [Ntesting ————a— INTESTIND — = et INTESTIND i
anterior médio posterior

Figura 4 — Representacdo esquematica do sistema digestério dos insetos: (BC) Boca, (FR)
Faringe, (ES) Esb6fago, (PP) Papo, (PV) Proventriculo, (CMG) Ceco do Intestino
médio, (VT) Ventriculo, (MT) Tabulos de Malpighi, (PL) Piloro, (IL) lleo, (RT) Reto
e (AN) Anus. Diagrama mostrando as subdivisdes em um inseto generalizado.
Fonte: Chapman (1998).
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Figura 5 — Canal alimentar Ixodes. Representacdo do canal alimentar dos carrapatos: (BL)
Lesdo; (CU) Cutis; (EP) Epiderme; (GO) Abertura genital; (OV) Ovario; (SP)
Glandula salivar; (MD) Intestino médio; (MS) Tubulos de Malphigui; (ED)
Intestino posterior. Diagrama mostrando as subdivisdes em carrapatos.

Fonte: Mehlhorn (2001).
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Figura 6 — Representacédo esquematica do sistema digestério de larvas de Aedes aegypti:
(CMG) Ceco do Intestino médio, (VT) Ventriculo, (MT) Tubulos de Malpighi, (MG)
Intestino médio e (RT) Reto.
Fonte: Resh e Cardé (2009).
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Figura 7 — Representacao esquematica do sistema digestério de adultos de Aedes aegypti:
(DD) Diverticulos, (FG) Intestino anterior, (HG) Intestino posterior, (MG)
Intestino médio, (MT) Tubulos de Malpighi, (ES) Eséfago, (Pr) Probdscide, (SG)
Glandula salivar e (VD) Ventriculo ventral.
Fonte: Gusmaéo (2007).

1.5 Lipases

Lipideos apresentam uma série de papéis no metabolismo e estrutura
celulares como a composi¢cdo de membranas, fonte e manutengcdo energética e
precursores para sintese de hormdnios e outras moléculas. Em insetos, os lipideos
sdo acumulados no corpo gorduroso e estdo envolvidos na metamorfose,
reproducéo, voo e producao de hidrocarbonetos cuticulares que s&o precursores da
sintese de ferombnios (ARRESE e SOULAGES, 2010; HAHN e DENLINGER, 2007;
HORNE; HARITOS; OAKESHOTT, 2009). Assim como 0sS insetos o0s carrapatos
apresentam grandes reservas de lipideos no corpo gorduroso (COONS e ALBERTI,
1999).

Os acidos graxos poli-insaturados, essenciais para muitos artrépodes, sao
obtidos exclusivamente da digestdo dos lipideos da dieta (CANAVOSO et al., 2001).
O principal componente lipidico presente na dieta séo os triacilglicerois (TAG), que
sdo também a principal forma de armazenamento de &cidos graxos em insetos e
aracnideos (ARRESE et al., 2001). ApGs a alimentacédo os TAGs sao hidrolisados no
[imen do intestino médio, os produtos da digestao sao absorvidos e utilizados para a
sintese de lipideos como TAGs, diacilgliceréis (DAGs) e fosfolipidios (FP)
(CANAVOSO; FREDE; RUBIOLO, 2004).



Lipases (EC 3.1.1.3.) s&o triacilglicerol hidrolases que clivam ligacdes ester
carboxilicas gerando glicerol e acidos graxos. Outros produtos como diacilglicerdis,
galactolipideos e fosfolipideos também podem ser formados, evidenciando assim o
papel da lipase como enzima chave no processamento de lipideos. Em mamiferos,
véarios passos podem ser distintos no processamento de lipideos ingeridos na dieta
incluindo a emulsificacdo destas moléculas, hidrélise e formacdo de micelas e
finalmente a absorcao pelos enterécitos. A emulsificagdo dos lipideos tem inicio com
a lipase lingual e géstrica (MILED et al., 2000; MU e PORSGAARD, 2005). A
hidrélise deste substrato € continuada no duodeno pela lipase pancreética ativada
na presenca da colipase. A formacgao de micelas e absor¢éo pelos enterdcitos ocorre
ainda no duodeno.

Todas as lipases pertencem ao grupo estrutural das a/f hidrolases e estéo
subdivididas em 6 familias definidas por suas estruturas primarias ja descritas.
Estas sdo as lipases neutras, acidas, lipase2, lipase3, GDSL e lipases sensiveis a
horménio (DEREWENDA, 1994; HOLMQUIST, 2000). Todas as seis familias
apresentam o mesmo mecanismo de reagcdo em dois passos com base em uma
triade catalitica. A serina reativa essencial para a catalise encontra-se em uma
sequéncia compartilhada por todas as lipases: Gly-X-Ser-X-Gly. Além do residuo de
Ser 152 (numeracdo da lipase pancreatica humana) catalitico, estdo também
envolvidos neste processo dois outros residuos constituintes da triade catalitica: um
residuo de His (His 263) e um residuo de Asp (Asp 176). A estrutura por difracdo de
raio X da lipase pancreatica humana (WINKLER; D’ARCY; HUNZIKER, 1990)
revelou que estas enzimas apresentam dois dominios: um grande dominio N-
terminal (residuos 1-336) e um dominio pequeno C-terminal (residuos 337-449)
(Figura 8). O dominio N-terminal pertence ao grupo estrutural das o/f hidrolases e
contém o sitio ativo com a triade catalitica. Esta triade catalitica € quimicamente
andloga a triade originariamente descrita em serino-endopeptidases como
quimotripsina, mas é estruturalmente distinta. A atividade da lipase pancreética em
mamiferos € dependente de um cofator protéico, a colipase. O dominio C-terminal
da lipase apresenta uma estrutura em sanduichep o qual é importante para a ligacédo
a colipase. Na auséncia de micelas, o sitio ativo das lipases € coberto por uma alca
denominada “lid” (tampa). Entretanto, na presenga de micelas, a tampa sofre uma

reorganizagdo estrutural que expdem o sitio ativo da enzima formando uma



superficie hidrofébica na entrada do sitio ativo. Esse padréo hidrofébico é importante
para a ligacdo da colipase (THOMAS et al., 2005).

A ligacéo da colipase ao dominio C-terminal amplia a plataforma hidrofébica,
auxiliando na ligagcdo ao substrato. Além disso, a colipase forma trés pontes de
hidrogénio com a tampa estabilizando-a na posicao que mantém a enzima ativa. As
informacdes correntes disponiveis na literatura estdo principalmente baseadas em

lipases de mamiferos.

Fechado

Aberto f' ) B

Colipase Colipase

Figura 8 — Estrutura do complexo lipase pancreatica humana e colipase em duas diferentes
conformagfes: A) conformacdo fechada e B) conformacdo aberta. A porcéo
globular, dominio N-terminal contém a lid (tampa) e a al¢a 35, a al¢ca 9 néo esta
indicada. A colipase se liga ao dominio C-terminal.

Fonte: Lowe, 2002.

1.6 Lipases em artropodes vetores e ndo vetores

O conhecimento sobre as lipases digestivas de invertebrados é bastante
reduzido quando comparado ao estudo das lipases presentes em vertebrados. A

atividade de lipase ja foi medida em preparacdes brutas em algumas espécies de



artropodes como Homarus americanus (Crustacea) (BROCKERHOFF; HOYLE;
HWANG, 1970), Locusta migratoria (Orthoptera) (WEINTRAUB e TIETZ, 1973),
Aedes aegypti (Diptera) (GEERING e FREYVOGEL, 1975), Periplaneta americana
(BOLLADE; PARIS; MOULINS, 1970; HOFFMAN e DOWNER, 1979), Manduca
sexta (TSUSHIDA e WELLS, 1988), Drosophila melanogaster (Diptera) (SMITH et
al., 1994), Spilosoma obliqgua (Lepidoptera) (ANWAR e SALEEMUDDIN 1997),
Rhodnius prolixus Hemiptera (GRILLO; MAJEROWICZ; GONDIM, 2007), Lymantria
dispar (Lepidoptera) (MRDAKOVIC et al., 2008), Epiphyas postvittana (Lepidoptera)
(CHRISTELLER et al.,, 2010), Hermetia illucens (Diptera) (KIM et al., 2011) e
Neohelice granulata (Crustacea) (PINONI; IRIBARNE; LOPEZ MANANES, 2011).
Algumas lipases presentes em artrépodes foram detectadas e isoladas, como é o
caso das lipases presentes no intestino de Periplaneta americana e Locusta
migratoria (MALE e STOREY, 1981), da lipase presente no suco digestivo da
mariposa Bombyx mori (Lepidoptera) que apresentou uma forte atividade antiviral
(PONNUVEL et al., 2003), da lipase do escorpidao Scorpio maurus que foi purificada
a partir do hepatopancreas deste animal assim como a lipase do caranguejo
Carcinus mediterraneus (Crustacea) (CHERIF et al., 2007).

Recentemente Horne et al. (2009) compilaram dados dos genomas de
Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster, Apis mellifera, Bombyx mori e
Tribolium castaneum e realizaram um estudo comparativo das seis familias de
lipases nestas espécies de insetos holometabolos. Os autores observaram que 0s
insetos ndo apresentam lipase do tipo 2, apresentam poucas copias de Lipase3,
GDSL e lipase sensivel a hormdnio e apresentam um maior niumero de copias de
lipases &cidas e neutras. Outra verificagdo foi a de que muitas cépias das lipases
tanto acidas quanto neutras ndo apresentam a triade catalitica e, portanto, ndo
apresentam atividade lipolitica provavelmente estas proteinas estdo relacionadas a
outras funcdes como ligacdo a lipideos e reserva de energia durante o
desenvolvimento. Além disso, foi possivel observar diferengas estruturais dentre as
lipases neutras de insetos e as lipases neutras de mamiferos. Através das analises
estruturais combinadas a estudos de caracterizacdo de especificidade sobre
diferentes substratos realizados com lipases de mamiferos foi possivel indicar
papeis fisiologicos para as diferentes lipases encontradas nos insetos. Estes
estudos, no entanto, analisaram apenas as sequencias das lipases de alguns

artropodes sem os dados enzimoldgicos.



Os resultados enzimoldgicos e de andlise de sequencias apresentados nesta
dissertacdo colaboram com a compreensdo do processo digestivo de lipideos em
outros dois artropodes: o mosquito Aedes aegypti e o carrapato Amblyomma
cajennense sendo ainda complementados com a andlise do genoma de Ixodes

scapularis quanto a presenca de lipase.



2 CONCLUSOES

A atividade de lipases digestivas foi identificada e medida em dois animais
vetores modelos: o mosquito Aedes aegypti (fase larval e adulta) e o carrapato
Amblyomma cajennense.

A caracterizacdo destas enzimas quanto a especificidade de hidrélise de
diferentes substratos, massa molecular, pH 6timo, estabilidade térmica e ao pH e
separagdo por diferentes técnicas cromatogréficas demonstrou que as lipases
presentes nas diferentes fases de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti sao
enzimas distintas; produtos de genes especificos que fazem parte de uma familia
multigénica de lipases digestivas, cuja expressdo & provavelmente controlada por
componentes da dieta como j& demonstrado para lipases digestivas de outros
insetos. A expressdo de diferentes genes pode estar também relacionada as
diferentes condi¢cdes do microambiente formado no limen do intestino médio nas
duas fases de desenvolvimento: extremamente alcalino na fase larval e mais
proximo da neutralidade na fase adulta. Ja as enzimas dos dois hemat6fagos em
estudo se mostraram bastante distintas. No entanto, o isolamento destas enzimas
estd sendo provavelmente afetado pela presenca de enzimas proteoliticas tanto do
tipo tripsinas e quimotripsinas (presentes tanto na fase larval quanto adulta de Aedes
aegypti) como por enzimas do tipo catepsina L presentes no intestino de carrapatos

como é o caso de Amblyomma cajennense.
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