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RESUMO

Filietaz, C. F. T. Padroes de especificidade e expressao das lipases digestivas
durante o desenvolvimento e o processo infeccioso no mosquito Aedes
aegypti. 2016. 135 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O mosquito Aedes aegypti € vetor de doengas como dengue, chinkungunya e zika. A
infeccdo do mosquito ocorre através do repasto sanguineo. A espécie lipidica mais
abundante no sangue sao os triacilgliceréis (TAGs). Na digestdo, os TAGs sao
hidrolisados pelas lipases em glicerol e acidos graxos, permitindo a sua absorgéao.
Pouco se sabe sobre a digestdo de lipideos em mosquitos. Dados bioquimicos
prévios indicavam a presenca de duas lipases, uma na fase larval e outra na adulta.
Esse estudo teve como objetivo identificar as lipases digestivas em larvas e fémeas
adultas de Ae. aegypti, analisar suas estruturas, padrdao de expressao e regulagao
de expressdo durante a infeccdo com virus dengue (DENV2) e com Plasmodium
galinaceum. As analises in silico das lipases foram realizadas com as sequéncias do
genoma do mosquito. Das 8 lipases identificadas, 2 tiveram a expressao confirmada
por gPCR no sistema digestorio, a lipase L-Aa7051 (larval) e a L-Aa7055 (fémea
adulta). O nivel de expressdo de L-Aa7051 é 160 vezes maior que L-Aa7055,
demonstrando que as lipases do mosquito apresentam expresséao diferencial ligada
a fase do desenvolvimento. A expressdao de L-Aa7055 em fémeas adultas é
independente do tipo de alimento, dado que nao houve variagdo de expressao em
fémeas alimentadas com sangue ou sacarose. A andlise de alinhamento de
sequencias mostrou que estas lipases pertencem as lipases neutras. Entretanto, L-
Aa7051 e L-Aa7055 nao apresentam a regido de ligagado a colipase e apresentam
diminuicdo dos dominios relacionados a especificidade ao substrato (alca B9 e
dominio tampa). Estas altera¢des estruturais estao relacionadas a lipases que atuam
sobre substratos distintos e preferencialmente substratos de cadeia curta, o que
também foi confirmado para as lipases de mosquito. A L-Aa7055 recombinante foi
obtida em sistema de expressao pET-SUMO, sendo expressa em Escherichia coli
em corpos de inclusdo, os quais foram renaturados. A enzima recombinante
apresentou Km de 63 yM = 6 uM utilizando-se oleato como substrato, semelhante ao
obtido para a forma nativa da enzima presente no mosquito adulto, indicando serem
a mesma enzima. O efeito da infeccdo na expressdo da L-Aa7055 foi verificado por
gPCR. Na infeccdo por DENV2 nao foi observada variacdo nos niveis de expressao
no segundo ciclo gonotréfico. Na infeccdo por P. gallinaceum a expressdo é
aumentada 15 horas apo6s a alimentagdo no 1° ciclo gonotréfico e é diminuida 18
horas apds a alimentagcdo no 2° ciclo gonotroéfico. Portanto, demonstramos que a



expressao de pelo menos uma lipase digestiva pode ser alterada durante o processo
infeccioso e que esta resposta é distinta perante as diferentes infecgdes. Outros
estudos da interacdo parasita-hospedeiro e a expressado diferencial de enzimas
digestivas poderao esclarecer todos os processos moleculares envolvidos nessa
interagdo auxiliando no desenho de estratégias de controle para diminuigdo da
transmissao destes parasitas.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Lipase. Sistema digestorio. Enzimas digestivas.



ABSTRACT

Filietaz, C. F. T. Patterns of specificity and digestive lipases expression during
the infectious process and development on the mosquito Aedes aegypti. 2016.
135 p. Thesis (Ph. D. Thesis in Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Ph. D. Thesis

The mosquito Aedes aegypti is the vector of several diseases such as, dengue,
chikungunya and zika. The mosquito infection occurs through blood feeding on an
infected host. Triacylglycerol (TAGs) is the lipidic species more frequent in blood.
During digestion, the TAGs are hydrolyzed by lipases in glycerol and fat acids,
allowing nutrient absorption. Lipid digestion by mosquitos is poorly understood.
Biochemical data obtained previously indicated that lipases present in larva and adult
females from Ae. aegypti are different. The present study had the aim to identify the
digestive lipases in larva and adult females, analyze them regarding their structures,
expression and also their expression during the infectious process due to Dengue
virus (DENV2) or Plasmodium galinaceum. In silico analysis from this mosquito
genome allowed the identification of 8 candidates to digestive lipases. Two of them
were identified as real digestive lipases by qPCR. The lipase LAa7051 is expressed
in larva and L-Aa7055 is expressed in adult females. L-Aa7051 presents an
expression level 160 times higher than L-Aa7055 indicating the importance of lipid
digestion during larval development. The amplification profile during feeding has
evinced that the mRNA synthesis of L-Aa7055 is independent from diet, since blood
or sucrose feeding mosquitos present the same expression levels. Alignment
analysis showed that these lipases belong to the neutral lipase family. However, L-
Aa7051 and L-Aa7055 do not present the colipase binding domain, and they present
amino acids alterations in domains related to substrate specificity (89 loop and lid). L-
Aa7055 was expressed in Escherichia coli using pET-SUMO expression system. The
protein was present in inclusion bodies and it was renaturated. The recombinant L-
Aa7055 presents a Km of 63 uM = 6 uM similar to the value obtained to lipase
activity present in the female midgut. The effect of the infection by DENV2 and
Plasmodium galinaceum after the first and second gonotrophic cycle in the
expression of L-Aa7055 was followed by gPCR. There was no alteration in this lipase

expression during virus infection. However, increased expression of L-Aa7055 was



observed after 15 hours in the first gonotrophic cycle and downregulation after 18
hours of feeding on the second gonotrophic cycle of this gene. These results indicate
that at least one lipase is affected in the infeccious process and distinctly regulated
by different parasites. Other studies regarding host-parasite interaction and the
differencial expression of digestive enzymes will be necessary to elucidate all
molecular events related to infection and to allow the development of control

strategies.

Keywords: Aedes aegypti. Lipase. Digestive system. Digestive enzymes.
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1 INTRODUGAO

Existem mais de 100 arbovirus que podem causar doengas em humanos,
sendo que muitas destas sao responsaveis por problemas significativos de saude
publica em todo o mundo. A maior parte desses tipos virais sdo transmitidos por
mosquitos e incluem virus dos géneros flavivirus, alphavirus e bunyavirus (CIOTA;
KRAMER, 2010).

A incidéncia de doengas transmitidas por mosquitos como a dengue, febre
amarela, encefalite japonesa, virus do Nilo ocidental, chikungunya, zika e até mesmo
doengas parasitarias como a filariose linfatica, tem aumentado. Este fato é
decorrente de multiplos fatores como o aumento do transito humano em viagens, a
urbanizagado desordenada, politicas falhas de infraestrutura e saneamento basico,
medidas de prevencgao ineficientes e mudangas climaticas (ADAMS; KAPAN, 2009;
CHEN; WILSON, 2010; GOULD; SOLOMON, 2008; GUBLER, 2002; MUSSO;
GUBLER, 2016).

O mosquito Ae. aegypti € um vetor competente para diversas arboviroses.
Algumas delas se destacam por sua importdncia em saude publica como febre
amarela, dengue e mais recentemente chikungunya e zika. Estas doencgas
emergiram no Brasil e em paises do continente americano causando epidemias e a
infeccdo pelo virus zika foi associada a complicagdes neuroldgicas (MUSSO;
GUBLER, 2016; NUNES et al., 2015; VEGA-RUA et al., 2015).

As fémeas adultas do mosquito obtém os nutrientes necessarios para a
maturagcdo dos ovos na alimentagdo sanguinea. Neste processo o animal pode se
tornar infectado, pela ingestdo de sangue contaminado do hospedeiro ou transmitir
microorganismos, caso esteja infectado. O mosquito esta intimamente associado a
presenca humana, tanto pelas condigdes necessarias para a sua reprodugao,
favorecidas no ambiente peridomiciliar, quanto por ser o homem o seu hospedeiro
preferencial (HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001).

Algumas das principais arboviroses de importdncia em saude publica,

relacionadas ao mosquito Ae. aegypti, estao descritas a seguir.
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1.1 Febre Amarela

A febre amarela é causada por um virus do género Flavivirus, sendo este um
virus de RNA de cadeia simples e com polaridade positiva. A hipétese mais comum
da origem desse virus nas Américas esta relacionada a introducao dele juntamente
com o Ae. aegypti durante as trocas de escravos proveniente da Africa (MONATH,
2005; BRYANT; HOLMES; BARRET, 2007).

A febra amarela € uma doenga infecciosa aguda, ndo contagiosa, que se
mantém endémica em regides da Africa e da América do Sul. Sua importancia
epidemiolégica advém do elevado potencial de disseminagdo, do risco de
reurbanizagdo da transmissdo e da gravidade clinica da doenga, com taxa de
letalidade em torno de 50% entre os casos graves (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A doenca é caracterizada por possuir dois ciclos distintos de transmissao, o
ciclo silvestre e o urbano. Atualmente, no Brasil e na maior parte dos paises onde é
registrada, observamos apenas o ciclo silvestre da doenga que envolve surtos
epizodticos causado pelos mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes em
primatas ndo humanos (macacos). As popula¢des que residem préximo a galerias
fluviais de florestas sao afetadas por esses surtos que levam a infeccbes
esporadicas em humanos.

O ciclo urbano da doenca envolve o homem como principal hospedeiro e a
transmissao pelo mosquito Ae. aegypti. Por um longo tempo a ocorréncia deste ciclo
nao era mais observado devido ao controle eficiente do virus que € baseado na
vacina 17D. Ainda assim, falhas na implementagdo e na manutengcéo do programa
de vacinagao representam fatores de risco para a reemergéncia da doenga no Brasil
e no mundo (BRASIL, 2010; FIGUEIREDO, 2016; WEAVER; REISEN, 2010).

Em dezembro de 2015, um surto de febre amarela foi registrado em cidades
de Angola, o que sugere o reestabelecimento do ciclo urbano da doenca, sendo que
o Ultimo surto urbano de grandes proporcdes ocorrido na Africa havia sido registrado
em 1986-87 na Nigéria, com numeros de casos estimados em 120.000 e 24.000
mortes (WOODALL; YUILL, 2016). Em Angola, o ultimo surto havia ocorrido em
1988 com 37 casos e 14 mortes. Apesar de esforcos na distribuicdo de
aproximadamente 12 milhdes de doses da vacina no pais o surto atual continuou, e
em 20 de maio de 2016 foram reportados 2420 casos suspeitos incluindo 298
mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a). Os casos nao ficaram restritos
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a Angola, o virus ja foi disseminado atraves de viajantes infectados provenientes de
Angola para a Republica Democratica do Congo, Quenia e China. Os casos
reportados na Republica Democratica do Congo também foram reportados em
cidades (BARRETT, 2016), sendo o ciclo urbano da doencga.

No ano de 2013 na Africa foram estimados 130.000 casos sintométicos da
doenga com febre, ictericia ou hemorragias incluindo 78.000 mortes. A estimativa de
reducdo de casos e mortes pelas campanhas de vacinacido € de 27%, alcangando
uma reducao de 82% em paises selecionados para campanhas de vacinagdao em
massa (GARSKE et al., 2014).

1.2 Dengue

O virus dengue (DENV), é um virus de RNA de fita simples com polaridade
positiva pertencente ao género Flavivirus (familia Flaviviridae) assim como o virus da
febre amarela. O RNA viral € empacotado pelas proteinas do capsideo do virus, que
sao rodeadas por uma bicamada fosfolipidica derivada do hospedeiro, onde estédo
incorporadas as proteinas do envelope (E) e membrana (M), arranjadas em uma
geometria icosaédrica (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). A
poliproteina codificada por esse virus € composta de trés proteinas estruturais:
proteina do capsideo (C), proteina precursora da membrana (prM), que é clivada
para formar a proteina M madura, a proteina do envelope (E) em conjunto com
outras proteinas nao estruturais. As proteinas E e M estdo inseridas na bicamada
por dominios transmembrana (TM) em forma de hélice que se estendem para as
regides externas, no caso da proteina E, se conectando a um grande dominio
externo (Figura 1) (MARZINEK et al., 2016). Essa extensao proteica recobre toda a

superficie externa do virus.
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E (dominio externo) M (haste)
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Figura 1 — Representacdo do dimero de proteina E/M de DENV-2 (PDB:3J27). A) As
diferentes regides estédo coloridas separadamente e nomeadas. Para a proteina
E, o dominio externo (residuos 1-395, em azul), regido das hastes (residuos
396-449, em verde) e regido transmembrana (TM) (residuos 450-495, em
vermelho). Para as proteinas M, as diferentes regides sao haste (residuos 1-38,
em rosa) e TM (residuos 39-72, em amarelo). As linhas tracejadas representam
a localizacdo aproximada da bicamada fosfolipidica. Fonte: Marzinek et al.,
(2016).

O DENV apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos que sao
geneticamente relacionados (DENV 1 ao 4). Os quatro sorotipos do virus causam a
mesma manifestacado clinica da doenga e mostram um padrdao de disseminagao,
com tropismo por mondcitos, macréfagos e células dentriticas (ROTHMAN, 2011).

O aspecto clinico da doenca € variavel, sendo que muitos casos sao
assintomaticos. Comumente a infeccdo causa febre repentina com sinais e sintomas
variados incluindo: dor de cabeca frontal, dor retro-orbital, dores no corpo, nausea e
voémito, dores nas juntas, fraqueza e “rash” cutaneo. A apresentacdo severa da
doenga, chamada de dengue hemorragica, apresenta sinais de aumento na
permeabilidade vascular, desordem na homeostasia e danos aos 6rgaos (GUBLER,
1998).

Todos os sorotipos da doenga sao capazes de induzir a hemorragia, sendo
que fatores como interacdo com o hospedeiro e resposta imune a infeccdo prévia
podem interferir causando maior severidade da doenca. Fatores ligados ao virus,
como taxa de replicagdo, também determinam a viruléncia. Um estudo recente
apontou para um numero maior de casos severos da doencga na infeccdo por DENV-
2 e outro mostrou que o sorotipo DENV-4 apresenta maior disseminagao na co-
infeccdo com DENV-1 (VICENTE et al., 2016; VAZEILLE et al., 2016).
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A dengue foi reintroduzida no Brasil em 1986 depois de uma auséncia de
aproximadamente 20 anos. Os quatro sorotipos circulam atualmente no pais, DENV-
1 foi reintroduzida no Rio de Janeiro em 1986, DENV-2 em 1990, DENV-3 em 2002
e DENV-4 em Boa Vista no ano de 2010, alcancando outros estados do Norte
(Amazonas e Para), Nordeste (Piaui, Pernambuco, Bahia e Cearda), Sudeste (Rio de
Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Rio Grande do Sul) (BERTOLACCI-ROCHA et al., 2014;
RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2011; TEMPORAO et al., 2011). Os virus sdo
transmitidos para o hospedeiro humano por mosquitos do género Aedes. Para isso o
DENV precisa infectar as células epiteliais, se replicar e disseminar na hemocele,
para finalmente infectar as glandulas salivares, o0 que € essencial para a transmissao
do virus ao hospedeiro humano.

Existem evidencias de que o sistema traqueal pode facilitar a contaminagao
de outros tecidos. As traquéolas que possuem um didmetro de 0,2 a 1 ym séao
preenchidas com fluidos e entram em contato com todos os tecidos do inseto. O
sistema traqueal apresenta taxas de infecgcao de 26 a 50% nos primeiros dias de
infeccdo. Apds a disseminagao praticamente concomitante do virus pelo intestino,
sistema traqueal e abdémen o virus infecta os lobos distais laterais das gléandulas
salivares. Os lobos medial e proximal desenvolvem a infecgdo posteriormente. Os
lobos distais laterais participam proeminentemente da secrecao de enzimas e
proteinas envolvidas na hematofagia, portanto a infecgdo dessa regido pode
promover a transmissao precoce do virus o que pode ocorrer 4 dias apés a infecgao.
O pico do titulo viral no mosquito é observado entre 7 e 10 dias apds a infecgao
(SALAZAR et al., 2007; STEINERT; LEVASHINA, 2011).

Um esforgo de seis décadas no desenvolvimento de uma vacina para dengue
culminou no licenciamento de uma vacina tetravalente chamada Dengvaxia (Sanofi
Pasteur, Lyon, Rédano-Alpes, Franga) em dezembro de 2015. Essa vacina € uma
mistura quimeérica do virus da febre amarela atenuado contendo genes estruturais da
pré-membrana e proteinas do envelope dos quatro sorotipos de DENV (1-4). Testes
de fase 2b na Tailandia mostraram uma eficacia de apenas 30,2%, enquanto testes
de fase 3 na Asia e América Latina demonstraram 56 a 61% de eficacia contra
dengue e 67 a 80% de eficacia contra hospitalizagéo, por tornar a reagéo a infec¢ao
mais branda. A vacina apresentou uma protecéo assimétrica de acordo com a idade
dos grupos testados (DURBIN, 2016; HALSTEAD, 2016; SABCHAREON et al.,
2012; VILLAR et al., 2015).
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A WHO (2016b) estima que 3,5 bilhdes de pessoas, ou seja, metade da
populagdo mundial, esteja sob risco de infeccédo pelo virus dengue. Um trabalho
recente, que faz uso de um banco de dados com informacdes precisas da ocorréncia
de dengue, estima 390 milhdes de infecgdes anuais das quais 96 milhdes sao
sintomaticas (BHATT et al., 2013).

A primeira estimativa calculada para os custos globais de dengue foi de US$
39,3 bilhdes, o que corresponde a aproximadamente US$ 414 por caso sintomatico
de dengue. Estes valores foram estimados levando em consideragao fatores como:
perda da produtividade, morte prematura e utilizagdo de sistemas de saude (SELCK;
ADALJA; BODDIE, 2014). Entretanto, estudos mais recentes tem aperfeicoado a
metodologia de calculo, estimando o numero de casos sintomaticos da doenca em
2013 em 58,4 milhdes, sendo 13,586 casos fatais. Quando esses valores sao
considerados o custo global anual da dengue foi de 8,9 bilhdes de ddlares. Os dados
obtidos por Bhatt et al. (2013), foram testados por esse modelo e com os 96 milhdes
de casos sintomaticos anuais preditos o custo global aumentou em 54% sendo de
13,7 bilhdes (SHEPARD et al., 2016).

1.3 Zika

A febre de zika apresenta uma sintomatologia variada podendo ser
confundida com outras arboviroses como a dengue e chikungunya. Era considerada
uma doenga de implicagcdo média até a ocorréncia de dois grandes surtos onde foi
associada com complicagbes neurologica severas, a sindrome de Guillain-Barré na
Polinésia Francesa (2013-2014) e a microcefalia em neonatos no Brasil (2014-2015).
Existe um grande potencial de emergéncia do virus zika (ZIKV) em regides
infestadas pelos mosquitos vetores competentes como o Ae. aegypti e o Ae.
albopictus (MUSSO; GUBLER, 2016).

O ZIKV foi primeiramente isolado em um macaco Rhesus na floresta de Zika
em Uganda no ano de 1947. A infecgdo em humanos foi descrita primeiramente na
Nigéria (Africa) em 1954. O primeiro surto reportado da febre de zika ocorreu em
2007 na ilha de Yap nos Estados Confederados da Micronésia; o que foi seguido
de uma grande epidemia na Polinésia Francesa em 2013 e 2014, com um numero
estimado de 30.000 infec¢des sintomaticas. Surtos menores foram registados no
Pacifico, em 2014 na Nova Caledonia, llhas Cook, llha de Pascoa; em 2015

em Vanuatu, llhas Salomao, Samoa e Fiji. Em 2015, o ZIKV emergiu pela primeira
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vez no continente americano (em margo no Brasil). Em janeiro de 2016 a
circulagao de ZIKV era autéctone em mais de 20 paises ou territérios da América do
Sul, Central, Norte e Caribe. Em novembro de 2015 um surto foi registrado no oeste
da Africa em Cabo Verde (MUSSO; GUBLER, 2016).

O ZIKV é um arbovirus do género Flavivirus da familia Flaviviridae. Como
outros Flavivirus sao virus de RNA de fita simples com polaridade positiva, com duas
regides flanqueadoras n&o codificantes (5 e 3 NCR). A ORF codifica uma
poliproteina: 5-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’. O capsideo
(C), pré-membrana (prM)/membrana (M) e o envelope (E) sdo as trés proteinas
estruturais e as outras sete sdo proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (FAYE et al., 2014).

Faye et al. (2014) sequenciaram os genes codificadores do envelope E e NS5
de 43 cepas isoladas entre os anos de 1947 até 2007 na Africa, Asia e Oceania.
Esse estudo filogenético sugere que as cepas africanas foram arranjadas em dois
grupos, um cluster derivado da cepa protétipo ZIKV MR766 e o cluster Nigéria;
enquanto o clado asiatico € constituido pelo agrupamento das cepas Micronésia e
Malasia. Virus isolados da Costa do Marfim e Senegal foram encontrados em ambos
os clusters co-circulantes no Oeste da Africa.

Andlises filogenéticas mostraram uma Uunica introducdo do virus nas
Américas, com ocorréncia estimada entre maio e dezembro de 2013, mais de 12
meses antes da detecgao do ZIKV no Brasil. As analises mostraram que os virus
encontrados no Brasil formam um robusto grupo monofilético com o gendétipo
asiatico e possui um ancestral em comum com o virus que circulou na Polinésia
Francesa (FARIA et al., 2016). A epidemia ocorrida na Polinésia Francesa foi
associada a uma complicagdo neurolégica severa, a sindrome de Guillain-Barré,
sendo registrado um grande aumento no numero do casos no periodo da epidemia.
No periodo de novembro de 2013 a janeiro de 2014 foram registrados 42 casos da
sindrome de Guillain-Barré, o numero de casos reportados entre os anos de 2009 a
2012 foram de 5, 10, 3 e 3 respectivamente, os pacientes foram analisados € 93%
deles possuiam IgM contra ZIKV (CAO-LORMEAU et al., 2016).

No Brasil os primeiros casos de uma doenca exantematica foram reportados
no final de 2014, e desde fevereiro de 2015, um surto afetou milhares de pacientes
no nordeste do Brasil, principalmente na Bahia, Pernambuco, Maranhao, Rio Grande

do Norte e Paraiba. Em margo, amostras sorologicas foram coletadas e analisadas
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na Universidade da Bahia, sendo o primeiro caso autdctone confirmado em 15 de
maio. No comego de dezembro de 2015, 18 estados ja possuiam transmissao
autoctone do virus nas regides nordeste, noroeste, sudoeste, centro, oeste e sul. No
final de dezembro de 2015, o numero estimado de casos suspeitos da doenca
estava entre 440.000 a 1.300.000 (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI., 2015;
HENNESSEY; FISCHER; STAPLES., 2016; ZANLUCA et al., 2015).

A emergéncia de ZIKV no Brasil foi associada a outra complicagao
neuroldgica, a microcefalia em neonatos. De 2010 a 2014 o numero anual de casos
de microcefalia reportados no Brasil variava de 150 a 200. A primeira suspeita da
relacdo com o ZIKV foi verificada em outubro de 2015, devido a um aumento do
numero de casos em Pernambuco, nordeste do Brasil, sendo que no final de janeiro
de 2016, foram reportados 3.893 casos provenientes de 13 estados e 724
municipios brasileiros (MUSSO; GUBLER, 2016).

De Aragao et al. (2016) verificaram que a maior parte dos neonatos
infectados por ZIKV (95%) apresentaram ma formacéo durante o desenvolvimento
cortica. A relacdo entre a doenca e a microcefalia foi confirmada
experimentalmente. Foi observado que a cepa brasileira do ZIKV cruza a placenta e
causa microcefalia por ter como alvo as células progenitoras corticais, induzindo
dessa forma a morte celular por apoptose e autofagia e debiltando o
neurodesenvolvimento (CUGOLA et al., 2016).

Além da transmissao pelo mosquito vetor, foram reportados 4 casos de
transmissao sexual envolvendo homens previamente infectados. O primeiro caso de
transmissdo mulher para homem foi descrita no més de julho de 2016 (DAVIDSON
et al., 2016; MUSSO et al., 2015).

O diagndstico da febre de zika pode ser feito pela detecgdo do antigeno em
tecidos autopsiados, através de analises imunohistoquimicas com anticorpos
monoclonais, associado a detec¢gao molecular por PCR ou gPCR. As analises por
PCR/gPCR sao baseadas na detecgcdo do RNA do Flavivirus. O método pode ser
inespecifico pela amplificagédo de outros virus do mesmo género. O teste molecular
mais preciso € o sequenciamento, permitindo a identificacdo da espécie viral. O
diagndstico também pode ser sorolégico, sendo realizado por ELISA com
confirmagéo por PRNT (neutralizagao por redugao de placas de lise), que € um teste
caro e requer uma estrutura laboratorial especializada devido a manipulagcao do

virus. O diagnédstico sorolégico ndo é indicado em uma populagdo onde ha
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circulagcao de outros Flavivirus, por possivel reagdo cruzada nos ensaios de IgM e
IgG podendo resultar em falso positivo.

O indicado em paises com poucos recursos laboratoriais € a realizagdo de um
teste IgM por ELISA combinado com a presenga do antigeno NS1 e teste rapido de
dengue. No caso de negativo para DENV a recomendagéo € que seja realizado o
envio da amostra seca em papel de filtro para analise molecular. Em paises com
capacidade laboratorial o diagndstico de primeira linha é o RT-gPCR com eliminagao
de suspeita para dengue e chikungunya pelo mesmo método (MUSSO; GUBLER,
2016).

1.4 Chikunguya

O virus chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus da familia Togaviridae. Os
Alphavirus séo pequenos, envelopados e esféricos com RNA gendémico de fita unica
de polaridade positiva. O genoma viral é envolto por um capsideo proteico, e é
envelopado por uma membrana composta por uma bicamada lipidica. Nessa
membrana, estdo inseridas as glicoproteinas E1 e E2 que formam espinhos
triméricos de heterodimeros. A proteina E2 é responsavel pela ligagdo a receptores
da membrana do hospedeiro enquanto a proteina E1 é a proteina de fusao (FIELDS;
KIELIAN., 2015).

O CHIKV é originario da Africa, onde circula em ciclo silvestre que envolve
primatas ndo humanos e mosquitos do género Aedes. E tipicamente transmitido
entre humanos pelos vetores antropofilicos Ae. aegypti e Ae. albopictus. O virus foi
descoberto durante um surto ocorrido na atual Tanzania em 1952-1953 (WEAVER,;
FORRESTER, 2015).

Quatro linhagens de CHIKV foram identificados depois de sua descoberta. As
linhagens leste/central/sul africana (ECSA) e oeste africana participam do ciclo
silvestre, sd0 endémicas e causam epidemias na Africa subsaariana. A linhagem
asiatica, derivada de ECSA, circula entre humanos e o mosquito Ae. aegypti em um
ciclo de transmissdo urbana sendo responsavel por surtos na india e sudoeste da
Asia na década de 60. A linhagem do Oceano indico (IOL), também derivada da
linhagem ECSA, foi identificada inicialmente no Quénia em 2004 sendo responsavel
por epidemias em ilhas do Oceano indico e Asia entre 2005 e 2011 (NUNES et al.,
2015; WEAVER, 2014).
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Dessas epidemias a melhor estudada foi a da ilha Reunido, com mais de
300.000 casos. O sequenciamento gendmico dessa linhagem mostrou uma mutagao
em um aminoacido na posi¢ao 226 (A-V) no envelope glicoproteico E1, que é uma
regido conhecida como facilitadora da infecgdo em células do mosquito Ae.
albopictus (TSETSARKIN et al., 2007). Durante o pico da epidemia com a linhagem
IOL a doenca foi trazida por viajantes causando pequenos surtos no norte da Italia e
no sul da Franga, onde esse mosquito circula (GRANDADAM et al., 2011; REZZA et
al., 2007).

Casos autéctones ndo foram detectados no ocidente até o final de 2013,
quando foram observados casos na Ilha de Sao Martin no Caribe.
Subsequentemente o CHIKV se disseminou por todas as ilhas do Caribe e para a
América do Norte, Sul e Central, sendo registrados 1.231.077 casos em 43 paises
desse continente. A cepa identificada nao era a IOL responsavel pelas epidemias
recentes, mas pertenciam a linhagem asiatica. No Brasil por volta de setembro de
2014, a transmissao autoctone da linhagem asiatica foi confirmada no Amapa. Em
junho de 2014 um viajante da Angola introduziu a linhagem ECSA no estado da
Bahia, em Feira de Santana, com casos autdctones confirmados em setembro de
2014 (HONORIO et al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE., 2015; NUNES et al., 2015).

A doenga possui uma sintomatologia parecida com a do virus dengue
(DENV), que se manifesta apdés um periodo de 2 a 4 dias apo6s a picada do
mosquito. A viremia persiste por mais de 5 dias apds o inicio dos sintomas, sendo
caracterizada por febre alta, intensa artralgia principalmente pela manha, dor nas
costas e dor de cabega. As presencga do virus pode ser detectada nas juntas até 90
dias apos a infecgédo (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014).

O diagnéstico pode ser realizado por ensaios moleculares nos primeiros
estagios virémicos com uso de PCR e qPCR, com primers degenerados para
Alphavirus ou primers especificos que amplificam os genes nsP1, nsP2 ou E1. A
resposta sorolégica para CHIKV pode ser detectada por ensaios imuno enzimaticos,
ensaio de imunofluorescéncia indireta, inibicdo da hemoaglutinagcdo e teste de
neutralizagdo, entretanto o diagndstico da infeccdo n&o pode ser baseado
exclusivamente em testes soroldgicos, pois podem ocorrer reagées cruzadas com
outros virus (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014).

Atualmente a doenga é um grande problema pois causa epidemias de grande

magnitude, é altamente debilitante e ndo tem nenhum tratamento ou vacina.
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1.5 Malaria

A malaria é a doencga parasitaria tropical mais mortal enfrentada pelo homem.
Estimativas baseadas em dados globais da mortalidade apontam que no ano de
2010 a doenca foi responsavel por 1,2 milhdes de mortes (MURRAY et al., 2012). A
malaria € causada por parasitas do género Plasmodium, que sao transmitidos ao
homem pela picada de fémeas infectadas do mosquito Anopheles. Em um relatdrio
recente, a Organizagdo Mundial da Saude estimou que ocorreram 214 milhdes de
casos de malaria no ano de 2015, com aproximadamente 430.000 mortes (WHO,
2016c).

Aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas estdo sobre risco de adquirir malaria,
numero que corresponde a quase metade da populagdo mundial. Na década
passada ocorreu um movimento global de combate a maléaria, sendo um esforgo
combinado de organizagdes privadas como a Fudacao Bill & Melinda Gates em 2007
e de governos nacionais como anunciado pelo secretario-geral da Organizagado das
Nacdes Unidas em 2011. Como resultado desse esforco, dados obtidos entre os
anos de 2000 até 2015 mostraram uma redugdo global da incidéncia da doenga de
37%, bem como uma reducdo da taxa de mortalidade global de 60% em grupos de
idade variadas e de 65% em criangas abaixo de 5 anos (WHO, 2016d). Apesar
desses dados a doenca ainda € uma das maiores causadoras de mortes.

O combate a doencga tem sido realizado em diversas frentes, a utilizacdo de
drogas antimalaricas € recomendada para viajantes e em mulheres gravidas de
areas endémicas, o uso de redes tratadas com inseticida bem como o uso de
inseticidas dentro das casas. Entretanto, o controle do vetor € o principal meio de
prevencdo e redugdo da transmissao da malaria. A utilizagdo das drogas como
tratamento da doenca e de inseticidas no combate ao mosquito tem levado ao
aumento da resisténcia a essas drogas e aos inseticidas existentes, 0 que mostra e
necessidade da ampliacdo do estudo de biomoléculas para desenvolvimento de
noas drogas e o investimento em alvos vacinais efetivos (WHO, 2016d).

Em novembro de 2016 a primeira vacina contra malaria sera langada em
projetos piloto na Africa subsaariana. A vacina chamada RTS,S age contra o
Plasmodium falciparum, o parasita mais letal causador da malaria, sendo o mais
prevalente na Africa. Testes clinicos avancados mostraram que a vacina apresentou

protecdo parcial contra malaria em criancas pequenas e tem sido proposta como
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uma ferramenta complementar ao pacote de prevengao, diagnostico e medidas de
tratamento recomendadas (AGNANDJI et al., 2012; WHO, 2016e).

O Plasmodium tem um ciclo de vida complexo que envolve dois diferentes
hospedeiros: o hospedeiro vertebrado (humano) e o invertebrado (mosquito). Para

que a transmissao ocorra, o Plasmodium precisa completar seu ciclo no mosquito.
1.5.1 O ciclo de vida do Plasmodium sp no mosquito

Quando se alimenta do sangue do hospedeiro humano infectado, a fémea do
mosquito ingere os gametdcitos machos e fémeas do Plasmodium que se
diferenciam em micro e macrogametas, respectivamente, resultando na fertilizagao e
estabelecimento dos zigotos. Os zigotos presentes no lumen do intestino se
transformam em oocinetos modveis, responsaveis pela invasao transversal do
epitélio, o que ocorre aproximadamente 1 dia apds a ingestao do sangue e € crucial
para seu estabelecimento e o sucesso da infeccdo. Apds a invasdo do epitélio o
parasita precisa alcangar a lamina basal, onde se desenvolve em oocistos (Figura
2).

Esporozoitos e Infeccédo
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Figura 2 — Ciclo do desenvolvimento do Plasmodium no hospedeiro vertebrado e
invertebrado. Fonte: PASVOL (2010).
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A invasao do epitélio intestinal € um grande desafio para o parasita devido a
presenca de barreiras fisicas e quimicas (BATON; RANFORD-CARTWRIGHT,
2007). Fisicamente o parasita deve trespassar a membrana peritréfica e o proprio
epitélio intestinal. A membrana peritrofica comeca a se formar apds a alimentacao
sanguinea e fica madura em 24 horas, coincidindo com o inicio da invasédo pelo
Plasmodium. O animal também secreta enzimas digestivas que funcionam como
uma barreira quimica. A eficiéncia dessas barreiras fica clara quando observamos
que os inicialmente milhares de oocinetos resultam em aproximadamente meia
duzia de oocistos maduros (WANG; JACOBS-LORENA, 2013).

O parasita expressa quitinases micronemais em sua superficie para degradar
e permitir a invasao do parasita através da membrana peritrofica. O oocineto precisa
se alojar perto da membrana basal para poder se desenvolver em oocistos. Existem
multiplos receptores na membrana do epitélio que podem modular o processo de
invasdo, como por exemplo a proteina ligadora de enolase. A presencga da enolase
de superficie do oocineto esta envolvida no reconhecimento do receptor presente no
intestino médio. A enolase também possui uma segunda fung¢do, a de captura de
plasminogénio do soro presente no sangue ingerido que é convertido a plasmina,
uma serino proteinase que auxilia no processo de invasao. Aproximadamente 14
dias apds a ingestdo do sangue, os oocistos liberam milhares de esporozoitos que
migram para as glandulas salivares do mosquito tornando o mosquito infeccioso
(DANA; HONG; KERN, 2005; GHOSH; JACOBS-LORENA, 2011; GHOSH, 2014;
SARAIVA et al., 2016; VEGA-RODRIGUEZ; MUKHERJEE et al., 2016).

Todos os patégenos transmitidos por mosquitos sdo adquiridos através da
alimentagdo sanguinea. Portanto, em algum ponto do ciclo de vida os parasitas
permanecem e tém que superar a barreira do intestino para alcancar o local
especifico de desenvolvimento no hospedeiro, permitindo a transmissdo destes
parasitas para o hospedeiro humano. O sistema digestorio tem como principais
fungdes o processamento e obtengdo de nutrientes, a protegdo do organismo em
forma de barreiras quimicas e fisicas como ja discutido e na ativagdo do sistema
imune. O entendimento do funcionamento do sistema digestorio € necessario para
obtencdo de estratégias de controle eficientes, devido a sua importancia na

interacao parasita/hospedeiro.
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1.6 Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti

Mosquitos adultos s&o insetos terrestres voadores. Em contrapartida seus
estagios imaturos, larvas e pupas, sdo aquaticos. O ciclo de vida do mosquito &
complexo, envolve grandes transformagbes fisiolégicas com consequente
necessidade de um grande aporte energético.

Os ovos do mosquito Ae. aegypti (Figura 3) sao resistentes a dessecacgao,
podendo permanecer viaveis no ambiente, em estado de quiescéncia, por até um
ano. A deposig¢ao dos ovos é realizada em recipientes umedecidos ou com potencial
capacidade de acumulo de agua; assim, com o aumento da umidade e
disponibilidade de agua no criadouro, as larvas eclodem. Portanto, o mosquito Ae.
aegypti ndo necessita de grandes cole¢des de agua para sua reprodugao, e podem
depositar seus ovos em qualquer recipiente que contenha agua limpa (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1998; FORATTINI, 2002; RESH; CARDE, 2009).

As larvas do mosquito passam por quatro estadios (L1-L4), sendo que este
processo pode durar de cinco a dez dias. O tempo necessario para 0
desenvolvimento dos estadios larvais € dependente de diversos fatores, sendo o
mais importante a temperatura da agua, seguido por disponibilidade de alimento e
densidade larval. A temperatura da agua e a presenga de alimento estdo
inversamente relacionadas ao tempo de desenvolvimento enquanto a densidade
larval esta diretamente relacionada (FORATTINI, 2002).

Apds a conclusdo da muda e esclerotizacdo dos quatro estadios da fase
larval, tem inicio a metamorfose, para a fase de pupas e posteriormente em adultos.
Este € um processo complexo que envolve histdlise e remodelamento das larvas e
pupas para a formacéo dos tecidos do adulto. A cascata de eventos transcricionais
associados com a ecdise e a metamorfose € controlada pela atividade coordenada
dos horménios juvenil e ecdisterdide (SEVERSON et al., 2013).

Na fase pupal, durante a qual ndo ocorre alimentacdo, o animal apresenta
motilidade e foto-sensibilidade. Esta fase, assim como as demais, é dependente da
temperatura e tem duragéo de dois dias (quando a temperatura é de 27 °C). Com o
desenvolvimento do imago dentro da pupa ocorre a emergéncia do animal adulto,
que permanece algumas horas no local para o enrijecimento do exoesqueleto. Apds

esse periodo, as fémeas adultas estdo prontas para a realizagdo da copula; ja o
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macho, necessita de no minimo 24 horas para seu amadurecimento, periodo no qual
ocorrera a tor¢ao de sua genitalia e producao de esperma (FORATTINI, 2002).

As fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti precisam realizar apenas uma
copula, pois armazenam quantidade suficiente de esperma nas espermatecas para
todo o periodo reprodutivo. Estas fémeas tém como principal fonte protéica o
repasto sanguineo, que € realizado trés dias apds a cépula. O sangue é necessario
para o processo de ovogénese (desenvolvimento e maturagdo dos ovos) bem como
para ser utilizado como fonte de energia para o véo. A fémea adulta pode se
alimentar do sangue de multiplos hospedeiros humanos durante um unico ciclo
gonotrofico. A ocorréncia de alimentagdao em um hospedeiro infectado pode levar a
contaminagdo do mosquito durante o repasto sanguineo. Desta forma, o sistema

digestorio é o primeiro ponto de contato do mosquito com o sangue infectado.

Terrestre Aquatico

Terrestre Aquatico

3. Pupas

Figura 3 — Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti. Neste esquema, as formas encontradas
na fase terrestre (adultos e ovos) estdo representadas por flechas marrons e
na fase aquatica (larvas e pupas) por flechas azuis. Em 1) Ovos (setas
vermelhas); 2) Larvas; 3) Pupas e 4) fase adulta emergindo € no ambiente .
Fonte: CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (2009);
Urdaneta-Marquez e Faillloux (2010).
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1.7 Sistema digestério em mosquitos

O sistema digestorio é composto basicamente pelas glandulas salivares e
canal alimentar (intestino), e é responsavel por todos os passos no processamento
do alimento: secregao, digestao, absorg¢ao, processamento das fezes e eliminagao.

A morfologia das glandulas salivares de fémeas adultas dos mosquitos Ae.
aegypti, Anopheles stephensi, Culex pipiens, Culex quinquefasciatus e Anopheles
darlingi é bastante similar. Nos machos as glandulas consistem em um unico lobo
pequeno. As glandulas das fémeas sdo compostas de trés lobos que estéo ligados a
um duto salivar principal, o lobo medial é curto e dois lobos laterais sdo longos. Os
lobos sao estruturas acinares, organizadas como um epitélio unicelular que envolve
o canal salivar. O lobo medial parece ser constituido por células secretoras, sendo
dividido em duas porcdes, proximal e distal. Os lobos laterais tém pelo menos duas
regides secretoras a porgdo proximal e distal, que sdo separadas por uma porgao
medial ndo glandular (DA CUNHA SAIS, 2003; MOREIRA-FERRO; MARINOTTI;
BIJOVSKY, 1999).

As moléculas presentes na saliva apresentam fungdes anti-hemostaticas
(vaso dilatadores, anti-coagulantes e inibidores de fatores de agregagao),
imunomodulatérias e anti-inflamatérias que facilitam a aquisicdo do sangue e que
acabam influenciando na transmissdo de patégenos. A alimentagdo por agucar
também ¢é auxiliada pela salivacdo que dilui agucares sélidos, produz enzimas para
digestao de agucares complexos, peptideos e enzimas como a lisozima, ambos com
funcdo antimicrobiana (GROSSMAN; CAMPOS; SEVERSON, 1997; SCHNEIDER,;
HIGGS, 2008; STYER et al., 2011; SUTHANGKORNKUL et al., 2015).

O intestino anterior e posterior sdo derivados da ectoderme sendo revestidos
de epiderme e cuticula, enquanto o intestino médio tem origem endodérmica e é
revestido por uma membrana quitino-protéica denominada membrana peritréfica. O
intestino anterior é responsavel pela ingestdo, armazenamento e processamento
inicial do alimento prévio a digestdo quimica. O intestino médio tem como fungdes a
secrecdo de enzimas, a hidrolise e a absor¢do do alimento ingerido, absorgao e
secrecdo de agua. O intestino posterior € responsavel pela formacdo e
armazenamento de fezes e pela reabsorcdo de agua (RESH; CARDE, 2009;
TERRA; FERREIRA, 1994; TERRA; FERREIRA, 2012).

O intestino das larvas (Figura 4) é dividido estruturalmente em trés grandes
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regides. A porgao anterior, onde encontramos a cardia. A porcao média, onde
observamos bolsas laterais chamadas de cecos (gastricos ou do intestino médio) e o
intestino médio que inclui ventriculo (tubo longo e reto), que é revestido pela
membrana peritréfica (MP) durante o processo digestivo. Na porgao posterior estao
localizadas as inser¢des dos tubulos de Malpighi e o reto. A MP é secretada por
poucos arranjos de células localizadas na cardia e € constiuida por fibras de quitina
que séao interligadas por proteinas chamadas peritrofinas. As peritrofinas da MP
larval apresentam com um alto numero de dominios ligadores de quitina (CBDs) e
dominios do tipo mucina (VENANCIO et al., 2009).

Na fase larval o intestino possui um papel fundamental no desenvolvimento
do mosquito. Larvas pequenas e mal alimentadas produzem adultos com potencial
reprodutivo reduzido. Qualquer interferéncia no desenvolvimento normal do intestino
médio pode reduzir a capacidade da larva de absorver e estocar nutrientes tendo

como consequéncia a redugao de sua fecundidade na vida adulta (RAY et al., 2009).

Intestino médio Intestino médio
Anterior Postenor
pH=7 pH = 11 pH = 8 pH=7

Ceco gastrico Intestino posterior/ Tubos de Malpighi

Figura 4 — Representagido esquematica do sistema digestério de larvas de Ae. aegypti.
(CIM) Ceco do Intestino médio, (Vt) Ventriculo, (IMA) Intestino médio anterior,
(IMP) Intestino médio posterior, (IP) Intetino Posterior e (TM) Tubulos de
Malpighi. Fonte: Linser et al. (2009).
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Em fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti o intestino médio (Figura 5), o
canal alimentar, também é dividido em trés regides, intestino anterior, médio e
posterior. O intestino anterior esta envolvido primariamente com a ingestéo,
conducéao e estocagem do alimento. Trés diverticulos se originam da parte posterior
do eso6fago: dois da parte dorso lateral e um da parede ventral do intestino, e sao
revestidos de uma cuticula fina e impermeavel. O diverticulo ventral (DVv) ou papo,
€ grande e pode se estender por todo o abdémen. Geralmente os trés diverticulos
estdo preenchidos com bolhas de ar e sdo utilizados como reservatério de alimento,
a alimentacdo com acucar é estocada no diverticulo e passa vagarosamente ao
intestino onde é digerida. Esse mecanismo permite a fémea do mosquito manter o
estdbmago vazio, pronta para receber o repasto sanguineo (GUSMAO et al., 2007).
Anexas ao intestino anterior estdo as glandulas salivares que foram descritas

anteriormente.

IMA

IMP

Es

Pr {

Figura 5 — Representagdo esquematica do sistema digestério de adultos de Ae. aegypti:
(Pr) Probéscide, (Es) Esodfago, (Dv) Diverticulos, (Gs) Glandula salivar, (DvV)
Diverticulo ventral, (IMA) Intestino médio anterior, (IMP) Intestino médio
posterior, (TM) Tubulos de Malpighi, (IP) Intestino posterior. Fonte: Gusméo
(2007).

O intestino médio € altamente elastico e revestido internamente por um
epitélio colunar, adaptado a secregcdo e absorcdo. O intestino médio de fémeas
adultas é revestido pela MP apds o repasto sanguineo, que tem sua produgao

estimulada pela distensao do intestino que ocorre naturalmente apds a ingestao do
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alimento. A formagdao da MP se torna evidente 4 a 5 horas apds o repasto
sanguineo, adquirindo maturidade de espessura e textura por volta das 12 horas,
com formacéo de camadas concéntricas tendo sua maturagao completa por volta de
24 horas.

A MP é composta por quitina, proteinas e glicoproteinas, e circunda as
células epiteliais e tem como funcdo a protecao do epitélio contra danos fisicos e
quimicos e a modulagao da digestao do sangue (KATO et al., 2008). A presenga de
ferro e agregados de heme na membrana peritréfica apontam para uma possivel
funcao de barreira detoxificadora e existe até mesmo a suposicdo de que a presenca
do heme estaria envolvida na formagdo da membrana em Anopheles gambiae
(MAGALHAES, 2014). Diferente do observado na fase larval, as peritrofinas
encontradas na membrana peritrofica no animal adulto apresentam um menor
numero de dominios ligadores de quitina (CBDs) e mucina, o que aponta para a
influéncia da estrutura dos dominios peritrofina na arquitetura da membrana
peritréfica (VENANCIO et al., 2009).

Na parte posterior do intestino médio existe um esfincter, chamado valvula
pilérica, apos a qual ligam-se os tubos de Malpighi, cuja a estrutura e o tamanho se
mantém praticamente intactos desde o ultimo estagio larval até a fase adulta,
envolvidos na reabsor¢ao de agua e excrec¢ao. Posteriormente se segue o intestino
posterior, composto pelo ileo, o reto distendido e o anus (CONSOLI; LOURENCO
DE OLIVEIRA, 1998).

A caracterizagédo do sistema digestdrio tem auxiliado no desenvolvimento de
estratégias de controle de mosquitos que tem o sistema digestorio deste vetor como
alvo como, por exemplo, o uso da espécie bacteriana Bacillus thuringiensis isrelensis
(CANCINO-RODEZNO et al., 2012; DELECLUSE et al., 2000; SILVA et al., 2008) e
o uso de RNA de interferéncia (GU et al., 2011), ambas visando a redu¢do do tempo
de vida do mosquito. A bactéria Bacillus thuringiensis, produz toxinas cristalinas
inseticidas (Cry) que sédo formadoras de poros que afetam a permeabilidade da
membrana celular e a integridade das células do intestino médio. O atual mercado
de biopesticidas corresponde a 2% de um mercado de protecido de colheitas
estimado em 600 milhdes de ddlares, sendo 90% desses biopesticidas baseados em
produtos relacionados ao Bacillus thuringiensis (SANCHIS; BOURGUET, 2008). O
uso de RNA de interferéncia ainda é uma metodologia em desenvolvimento
(MCGRAW; O’NEILL., 2013).
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Estudos com a utilizacdo de RNA de interferéncia sobre peptidase do tipo
tripsina presentes no intestino médio do mosquito Ae. aegypti mostraram que essa
enzima tem um papel importante no desenvolvimento dos ovos e que a auséncia de
uma tripsina de expressao tardia nomeada 5G1 resulta em maiores taxas de
infeccdo no intestino médio por dengue do tipo 2, evidenciando a agao de enzimas
como fator limitante na infecgdo (BRACKNEY; FOY; OLSON, 2008; ISOE et al.,
2009).

Encontramos na literatura a descricdo de outras enzimas que, além de sua
importancia na digestdo, tém papéis relacionados a defesa. Em Bombyx mori foi
descrita a atividade antiviral de uma lipase digestiva (PONNUVEL et al., 2003). A
funcdo destas lipases seria a de hidrolisar a camada lipidica que reveste muitos
virus ou mesmo a bicamada lipidica de protozoarios. Entretanto, pouco se conhece
sobre as lipases em mosquitos e nao se sabe se as lipases do mosquito Ae. aegypti
apresentam uma fungéo exclusivamente digestiva ou se existe algum efeito destas

enzimas no processo infeccioso.

1.8 Lipases

Lipideos constituem um grupo grande e heterogéneo de substancias, e tem
como caracteristica serem insoluveis em agua e facilmente solluveis em solventes
apolares. A obtencdo de acidos graxos através da ingestdo de lipideos é
indispensavel pois estes estdo envolvidos na estrutura celular e no metabolismo. Os
triacilglicerdis (TAGs) sao os principais lipideos de reserva encontrados em animais
e vegetais sendo constituidos por triésteres de acidos graxos e glicerol e séo a
principal fonte de acidos graxos na dieta. Apds a ingestdo, as ligagdes éster dos
TAGs serao hidrolisadas durante o processo digestivo para que os acidos graxos
sejam absorvidos. Dentre as enzimas que hidrolisam ligagdes éster encontramos as
hidrolases que atuam em ésteres carboxilicos (EC 3.1.1.), como é o caso das
esterases, fosfolipases A e B e lipases.

A digestao de lipideos em humanos é o processo de degradagéo e absorgao
de triacilglicerideos melhor caracterizado. Este processo envolve etapas distintas
como: emulsificagdo, hidrélise por lipases em acidos graxos e monoacilglicerol,
dispersao dos produtos no ambiente aquoso e captacao pelos enterécitos, sendo
que este processo se inicia com a agao das lipases lingual e gastrica (MILED et al.,
2000; MU; PORSGAARD, 2005).
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As lipases (EC 3.1.1.3.) podem ser divididas em 6 familias com base na
relacdo de suas sequéncias com o grupo estrutural das a/B hidrolases: lipases
neutras, lipases acidas, lipase 2, lipase 3, GDSL (esterases e lipases que possuem o
motivo GDSL, distinto do tradicional GxSxG) o e lipases sensiveis a hormdnios
(DEREWENDA, 1994; HOLMQUIST, 2000).

As 6 familias utilizam o mesmo mecanismo de reag¢ao baseado em uma triade
catalitica que é composta pelos residuos Ser, Asp e His. Essa triade catalitica é
quimicamente analoga a triade catalitica de serino peptidases, como quimotripsinas,
mas sao estruturalmente distintas. Nas lipases o residuo de Ser catalitica, que é
altamente conservado, esta localizado em uma sequéncia consenso formada pelos
aminoacidos Gly-X-Ser-X-Gly (GxSxG) (HOLMQUIST, 2000).

Na familia das lipases neutras encontramos a lipase pancreatica (LP), as
proteinas relacionadas a lipase pancreatica 1 e 2 (PRLP 1 e 2), lipase hepatica (HL),
lipase lipoproteina (LPL), lipase endotelial (EL) e a fosfatidilserina fosfolipase A1
(FLP A1). A lipase pancreatica é sintetizada pelas células acinares do pancreas
sendo secretada no lumem intestinal onde auxilia na absorgéo de acidos graxos de
cadeia longa presentes em TAGs. As PRLP 1 e 2 também sdo encontradas no
pancreas em concentragdes menores que a LP. A PRLP 1 ndo apresenta atividade
enzimatica, enquanto a PRLP 2 apresenta atividade tanto sobre TAG quanto sobre
fosfolipideos (WONG; SCHOTZ, 2002).

As outras lipases da familia neutra atuam no metabolismo de lipoproteinas
circulantes. A lipase hepatica apresenta um papel na absorcéo de colesterol HDL e é
sintetizada exclusivamente no figado, com atividade sobre TAG, fosfolipideos e
particulas de HDL. A LPL é encontrada em uma variedade de tecidos com altas
concentragdes no tecido adiposo e no musculo. Essa lipase se liga ao epitélio capilar
onde atua fornecendo os tecidos adjacentes com acidos graxos provenientes de
TAGs presentes no interior de quilomicrons e VLDL circulantes. A lipase endotelial €
expressa pelas células vasculares endoteliais, células epiteliais da tireoide e
hepatécitos e atua com alta hidrdlise de fosfolipideos em HDL apresentando pouca
atividade sobre TAGs. A fosfatidilserina fosfolipase A1 tem preferencia por
fosfatidilserina e lisofosfatidilserina (WONG; SCHOTZ, 2002; WANG et al., 2013).

Na familia das lipases acidas encontramos 7 lipases descritas em mamiferos,
lipase lisossomal (LIPA), lipase gastrica (LG), uma lipase expressa em testiculo

(LIPJ), trés outras lipases que sao expressas nas celulas da epiderme (LIPK, LIPM e
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LIPN) e uma lipase descrita em glandulas salivares de ratos e camundongos
chamadas de LIPO. Essas lipases possuem a capacidade de resistir a condi¢des
acidas e apresentam uma homologia baixa (<20%) quando comparada com lipases
neutras. LIPA catalisa a deacetilacdo dos ésters de colesterol e TAG de
lipoproteinas lisossomais de baixa densidade (LDLs), um processo essencial de
catabolismo de lipideos intracelulares. LG esta envolvida no metabolismo de TAG da
dieta em condi¢cdes acidas; € sintetizada pelas células principais presentes na
mucosa fundica do estdbmago. As lipases representadas pelos genes LIPK, LIPM e
LIPN expressas na epiderme parecem apresentar um papel especifico no ultimo
passo da diferenciagao de queratinécitos (HOLMES; COX; VANDEBERG, 2010).

A estrutura da LP humana determinada em 1990 mostrou uma cadeia
polipeptidica que € dividida em dois dominios: o0 dominio N-teminal e o C-terminal. O
dominio N-terminal € composto por numero maior de residuos de aminoacidos 1-
335, porgao que pertence ao grupo estrutural das a/p hidrolases, e contém o sitio
ativo com a triade catalitica. Nesse dominio encontramos uma loop de superficie
denominado “lid” (dominio tampa), definido por uma ponte dissulfeto entre a Cys238
e a Cys262 composta pelos residuos 237-261, que cobre o sitio ativo da enzima.
Esse dominio é estabilizado pela ligagdo a alga B5 (residuos 75-84) e a alga 9
(residuos 203-223). O dominio C-terminal (336-449), € uma estrutura composta por
duas camadas de folhas B. Esse dominio € importante para a ligagdo da lipase
pancreatica de mamiferos ao seu cofator chamado colipase (LOWE, 2002;
WINKLER; D’ARCY; HUNZIKER, 1990).

O acesso a Ser presente no sitio ativo da enzima depende da abertura do
dominio tampa. A chamada conformagao aberta permite a ligagdo enzima substrato
com consequente hidrélise. Existem fatores que favorecem a conformacéo aberta, a
ativagao interfacial que esta relacionada com presenga de micelas e a ligacéo da
colipase ao dominio PLAT presente na regido C-terminal. Na presenca de micelas, o
dominio tampa e a alga 5 sofrem uma reorganizagao estrutural, o dominio tampa se
abre 29 A em um movimento de dobradiga para longe do sitio ativo o que faz com
que a alca 35 também se dobre distanciando do sitio catalitico. A posicédo da alga 9
permanece a mesma nesse processo. Juntos esses movimentos abrem o sitio
catalitico e reconfiguram a regido para criar o bolso oxianion, uma regido eletrofilica
formada pelos residuos Phe78 e Leu154 que estabiliza o estado de transigao

intermediario.
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Uma segunda consequéncia do movimento da tampa e da alga 5 é a criagao
de um platd hidrofébico pela exposigao da superficie hidrofobica. Esta reorganizagao
esta relacionada com a ligagdo a uma outra proteina chamada colipase. A colipase
se liga ao dominio C-terminal da enzima quando na presenga de micelas,
favorecendo assim a sua interagdo do dominio tampa presente na regido N-terminal,
o que amplia a plataforma hidrofébica. Dessa forma, a enzima entra em sua
conformagao aberta expondo uma ampla regido hidrofébica e os residuos do sitio
ativo, permitindo o acesso ao substrato e favorecendo a ligagdo (CARRIERE et
al.,1998; THOMAS et al., 2005; WONG; SCHOTZ, 2002) (Figura 6).

Alguns estudos relacionam a importancia de estruturas hidrofdbicas como
dominio tampa e a alga B9 a especificidade da enzima frente aos substratos bem
como dos residuos de aminoacidos proximos ao sitio catalitico. Os testes foram
realizados com a PRLP 2, que devido a auséncia do dominio tampa, € menos
especifica em relagdo ao substrato hidrolisando fosfolipideos, galactolipideos e TAG.
O mutante contendo a delecao do peptideo 207-SPILPSL-213, correspondente a
alca B9, tornou a regido menos hidrofébica gerando um prejuizo na estabilizacédo da
cadeia acil do triacilglicerol diminuindo a taxa de hidrdlise de substratos com cadeias
longas de acido graxos (DRIDI et al., 2013). O aumento da rigidez de residuos de
aminoacidos proximos ao sitio catalitico da lipase podem aumentar a estabilidade
cinética de lipases, aumentando as interacdes intermoleculares contribuindo para
manutencdo da atividade enzimatica mesmo em altas temperaturas (KUMAR;
SINGH; KAUR, 2014; XIE et al., 2014).
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Figura 6 — Estrutura do complexo lipase pancreatica humana e colipase em duas
diferentes conformacgdes: A) conformacéo fechada e B) conformacéo aberta.
A porcéo globular, dominio N-terminal contém o dominio tampa e a al¢a 85, a
alca B9 nédo esta indicada. A colipase se liga ao dominio C-terminal. Fonte:
Lowe (2002).

Estruturalmente a LG humana é composta de um dominio globular (= 379
residuos), com dobramento pertencente a familia estrutural das a/pf hidrolases e é
glicosilada, com 4 potenciais sitios de N-glicosilagdo. Essa lipase apresenta um
dominio chamado “cap” (capa), que € composto por 8 a-hélices (ae1- ae8) que estao
localizadas entre os residuos 203-329. Esse dominio pode servir como um dominio
tampa para a Ser174 presente no sitio ativo, restringindo o acesso ao ambiente
aquoso, mas permitindo o acesso do substrato na abertura da tampa (CANAAN et
al., 1999; HOLMES; COX; VANDEBERG, 2010; ROUSSEL et al., 1999) (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura da lipase gastrica humana. O dominio capa acima do dominio central
a/p hidrolase esta colorido em magenta com a possivel tampa colorida em
verde. A cor vermelha foi utilizada Para o dobramento a/f3 hidrolase, as cores
utilizadas foram hélices (vermelho), fitas (azul), voltas e Randon coil (amarelo).
A triade catalitica, Ser-153, His-353 e Asp-324, a ponte dissulfeto e os
agucares ligados a Asn estdo mostrados na forma de bola e palito. Fonte:
ROUSSEL et al. (1999).

Observamos nas lipases bem caracterizadas bioquimicamente e
estruturalmente de mamiferos, que pequenas mudangas na composi¢cao de
aminoacidos podem acarretar em importantes modificagdes estruturais alterando a
eficiéncia de catalise e a especificidade da enzima. As lipases de insetos possuem
tanto uma composicdo de aminoacidos distinta, quanto uma diferenca de tamanho
geral e de regides ligadas a interagdo com o substrato. O estudo de lipases de
insetos pode se mostrar bastante util para uma melhor compreenséo dessa classe

de enzimas.



46

1.9 Lipases em artrépodes

Assim como em mamiferos, as lipases sdo fundamentais para a fisiologia dos
artrépodes. A principal forma de armazenamento de acidos graxos em insetos sao
os TAGs (ARRESE et al., 2001), sendo os acidos graxos poli-insaturados lipideos
essenciais para muitos insetos (CANAVOSO et al., 2001). Apos a alimentagao os
TAGs sao hidrolisados no lumen do intestino médio, os produtos da digestdo sao
absorvidos e utilizados para a sintese de lipideos como TAGs, diacilgliceréis (DAGs)
e fosfolipidios (FP) (CANAVOSO; FREDE; RUBIOLO, 2004).

Existe atualmente um numero crescente de trabalhos descrevendo as lipases
encontradas no sistema digestoério de artrépodes. No entanto, esse numero ainda é
pequeno quando comparado com os estudos de lipases encontradas em
vertebrados. Algumas lipases digestivas presentes em artropodes tiveram suas
atividades medidas em homogeneizados brutos e algumas delas foram
caracterizadas bioquimicamente (Tabela 1). Algumas lipases foram isoladas apds

sua identificacdo no sistema digestorio (Tabela 2).
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Tabela 1 - Espécies de artropodes que tiveram suas lipases digestivas
caracterizadas bioquimicamente. Os parametros bioquimicos foram
obtidos a partir de homogeneizados brutos.

Animal Referéncia
Homarus americanus (Malacostraca: BROCKENHOFF; HOYLE;
Decapoda) HWANG, 1970

Locusta migratoria (Insecta: Orthoptera) WEINTRAUB; TIETZ, 1973
Aedes aegypti (Insecta: Diptera) GEERING; FREYVOGEL, 1975
Periplaneta americana (Insecta: Blattaria) BOLLADE; PARIS; MOULINS,
1970; HOFFMAN; DOWNER,

1979
Manduca sexta (Insecta: Lepidoptera) TSUSHIDA; WELLS, 1988
Drosophila melanogaster (Insecta: Diptera) SMITH et al., 1994

Spilosoma obliqua (Insecta: Lepidoptera) ANWAR; SALEEMUDDIN, 1997

Lymantria dispar (Insecta: Lepidoptera) MRDAKOQVIC et al., 2008
Epiphyas postvittana (Insecta: Lepidoptera) CHRISTELLER et al., 2010
Hermetia illucens (Insecta: Diptera) KIM et al., 2011

Neohelice granulata (Malacostraca; Decapoda) PINONI; IRIBARNE; LOPEZ
MANANES, 2011

Hemimelaena flaviventris (Insecta: Plecoptera) DE FIGUEROA et al., 2011

Isoperla morenica (Insecta: Plecoptera) DE FIGUEROA et al., 2011
Perla bipunctata (Insecta: Plecoptera) LOPEZ-RODRIGUEZ et al.,
2012
Dinocras cephalotes (Insecta: Plecoptera) LOPEZ-RODRIGUEZ et al.,
2012
Galleria mellonella (Insecta: Lepidoptera) ALIPOUR et al., 2013
Solenopsis invicta (Insecta: Hymenoptera) LI; ZENG, 2013
Gryllus bimaculatus (Insecta: Orthoptera) WEIDLICH; HOFFMANN;

WOODRING, 2015
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Tabela 2 — Espécies de artrépodes que tiveram suas lipases digestivas detectadas e

isoladas.
Animal Referéncia
Periplaneta americana (Insecta: MALE; STOREY, 1981
Blattaria)
Locusta migratoria (Insecta: Orthoptera) MALE; STOREY, 1981
Bombyx mori (Insecta: Lepidoptera) PONNUVEL et al., 2003
Carcinus mediterraneus (Malacostraca: CHERIF et al., 2007
Decapoda)
Litopenaeus vannamei (Malacostraca: ~ RIVERA-PEREZ; GARCIA-CARRENO;
Decapoda) SABOROWSKI, 2010
Pieris brassicae (Insecta: Lepidoptera) ZIBAEE, 2012

Em nosso laboratério foram medidas e caracterizadas as lipases de Tityus
serrulatus (Arachnida: Scorpiones), Nephilingis cruentata (Arachnida: Araneae),
Periplaneta americana (Insecta: Blattaria), Diatraea saccharalis (Insecta:
Lepidoptera) e Spodoptera frugiperda (Insecta: Lepidoptera) (FILIETAZ; LOPES,
2010), Ae. aegypti (Insecta: Diptera) e Amblyomma cajennense (Arachnida: Ixodida)
(FILIETAZ, 2011).

As analises realizadas para as lipases de Ae. aegypti, fase larval e adulto,
mostraram que as lipases desses animais hidrolisam com maior eficiéncia os
substratos de cadeia curta butirato (4C) e heptanoato (7C) (FILIETAZ, 2011). A
mesma preferencia foi observada para as lipases de Scorpio maurus (ZOUARI et al.,
2005), das mariposas Lymantria dispar (MRDAKOVIC et al., 2008) e Epiphyas
postvittana (CHRISTELLER et al., 2010). Essas enzimas do mosquito ndo s&o
ativadas pela presenca de calcio, apresentam pH 6timo na faixa de 8,5 a 9,0
(Filietaz, 2011). Valores semelhantes foram observados em outras lipases digestivas
de insetos como as de Lymantria dispar (8,2) (MRDAKOVIC et al., 2008), Scorpio
maurus (9,0) (ZOUARI et al., 2007) e Rhodnius prolixus (7,0-7,5) (GRILLO;
MAJEROWICZ; GONDIM, 2007). A estabilidade ao pH é distinto entre a lipase da

fase larval (6,0 a 12) e da fase adulta (3,0 a 10) e sado resistentes a altas
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temperaturas, em larvas (t1, a 60 ‘C= 42 minutos) e em adultos (t12 a 55 ‘C= 46
minutos) (FILIETAZ, 2011).

Os dados encontrados nas analises bioquimicas apontavam para a presenga
de enzimas com propriedades distintas nas duas fases de desenvolvimento do
mosquito Ae. aegypti. A disponibilidade do genoma desta espécie favoreceu o inicio
de analises baseadas em sequéncias (NENE et al., 2007).

Com o advento dos sequenciamentos de nova geragéo houve um aumento do
numero disponivel de genomas e transcriptomas. O barateamento dessa tecnologia
estimulou o inicio de novos projetos, envolvendo diversas espécies de insetos.
Atualmente, os genomas de pelo menos 138 espécies de insetos foram
sequenciados e depositados em bancos de dados publicos, esses genomas bem
como as sequéncias provenientes de transcriptomas de pelo menos 79 espécies,
foram coletados e disponibilizados em um banco de dados chamado InsectBase
(YIN et al., 2016). O facil acesso a esse grande numero de sequéncias tem permitido
a identificagcdo de proteinas, de sua localizacdo e comparagao com proteinas de
outras espécies.

Desta forma, verificou-se que as lipases em insetos fazem parte de familias
multigénicas. A comparagao das sequéncias das lipases de artropodes com lipases
de mamiferos bem caracterizadas bioquimicamente e estruturalmente como LP,
PRLP2 e LG, permitem observar suas diferencas estruturais e inferir possiveis
especificidades. Observagdes empiricas baseadas nessas comparagdes evidenciam
a relagdo das lipases de artrépodes com o grupo estrutural das a/f hidrolases,
podendo portanto serem agrupadas em uma das 6 familias (seg¢ao 1.4). A presenca
da triade catalitica conservada e a auséncia da regido de ligagao a colipase além da
auséncia de identificacdo da proépria colipase, apontam a presenca de atividade
catalitica e independéncia de cofatores.

As analises dos genes de lipase realizados em animais holometabolos
revelaram, que para esses animais, as familias mais numerosas sdo a das lipases
neutras e acidas. Além disso, demonstrou que algumas lipases neutras de insetos
apresentam diminuigdo do dominio tampa e da regido das algas 5 e B9 indicando
que a ligagao das lipases neutras de insetos aos TAGs seja diferente da encontrada
em mamiferos de forma que esses dominios ndo sejam fundamentais nesse
processo (HORNE; HARITOS; OAKENSHOTT, 2009).
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Para os genes de lipases de Epiphyas postvittana, além das diferengas
previamente descritas para as lipases de insetos, observou-se diferengca no niumero
dos pares de cisteina que estdo envolvidos na formacao de pontes dissulfeto. Os
resultados encontrados nesse trabalho sugerem que essas enzimas talvez nao
hidrolisem majoritariamente TAGs, mas hidrolisem, por exemplo, galactolipideos e
fosfolipideos (CHRISTELLER et al., 2010). Essa suposicdo esta baseada na
comparagao de sequéncias, sendo as lipases neutras desses animais bastante
similares as PRLP2, que sdo conhecidas por atuarem na hidrdlise de fosfolipideos,
galactolipideos e TAGs (CARRIERE at al., 1998). Portanto, os insetos que tém sua
alimentagao baseada em tecidos de planta ricos em fosfolipideos e galactolipideos
teriam suas lipases neutras agindo sobre esses substratos.

Os autores sugerem que a hidrélise de TAGs seria catalisada pelas lipases
acidas, as quais apresentam todos os dominios conservados em relagao as lipase
gastrica humana (CHRISTELLER et al., 2010). Seis espécies de Lepidoptera com
diferentes habitos alimentares (folivoras, granivoras, carnivoras e queratinofagas)
tiveram suas atividades e expressao de lipases avaliadas. Apesar das dietas
parecerem influenciar a expressao das lipases, aparentemente estas variacdes
regulam a expressao das lipases neutras, mas nao alteram a expressao das lipases
acidas como seria esperado em dietas ricas em TAG. Portanto, esses dados nao
permitem afirmar que a lipase acida atuaria exclusivamente na hidrélise de TAGs,
mas sim que a lipase neutra aparentemente esta envolvida na digestao de diferentes
espécies lipidicas em Lepidoptera sendo semelhantes a PRLP2 de mamiferos
(CHRISTELLER; AMARA; CARRIERE, 2011).

Faltam ainda evidéncias bioquimicas para identificar claramente o papel
destas duas familias de lipases em insetos herbivoros e também em hematéfagos.

Além das aparentes diferengcas na especificidade, as lipases digestivas
presentes nos artrépodes estudados podem apresentar regulagéo de sua expressao.
A regulacdo pode estar relacionada com transformagdes naturais no
desenvolvimento do animal como: alimentagdo, muda ou reprodugdo mas também a
fatores ambientais como presenga de residuos quimicos e biolégicos como
patdgenos. Muitos desses fatores foram estudados e revelam um aspecto intrigante
da agao das lipases digestivas nesses animais e como sua funcéo pode ir além da
aquisicdo e mobilizacdo de lipideos (PONNUVEL et al., 2003; ARAUJO et al., 2008;
LV et al., 2015).
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O intestino € uma das mais importante interfaces de contato com o ambiente
em insetos e esta sujeita a interferéncias que podem afetar o perfil de expressao
génica, alguns exemplos estdo descritos a seguir.

A exposicao continuada a inseticidas pode alterar o perfil de expressao
génica, sendo um mecanismo conhecido de indugcdo da resisténcia chamado de
resisténcia metabdlica. Esse efeito pode ser observado em besouros Sitophilus
zeamais resistentes a piretréides que apresentaram um aumento na atividade de
lipase e trealase (ARAUJO et al., 2008).

O mosquito Culex pipiens pallens resistente ao piretroide deltametrina
apresentou 1826 genes diferencialmente expressos, apresentando tanto aumento
quanto reducdo da expressdo de genes especificos. Dentre o0s genes
diferencialmente expressos 19 pertencem a familia das lipases, sendo que 18
apresentam expressdo aumentada (LV et al.,, 2015). Mosquitos Culex pipiens
quinquefasciatus resistentes ao inseticida organofosforado “paration” apresentaram
a expressdo aumentada em 2,9 vezes em uma de suas lipases (WANG et al., 2014).

No mosquito Ae. aegypti as alteragcbes nos niveis de expressao foram
verificadas em trés grupos de larvas de quarto estadio que foram previamente
selecionadas para resisténcia contra inseticidas de trés diferentes classes:
piretréides, neonicotindides e carbamatos. Dentre genes envolvidos em diferentes
funcodes foi possivel observar a presenca de duas lipases que tiveram seus niveis de
expressao aumentados. A lipase AAELO06880 apenas para mosquitos resistentes a
imidacloprida e o precursor de lipase 1 AAEL012344 em todos os mosquitos
resistentes testados (DAVID et al., 2014).

A regulacdo dos niveis de expressdao de enzimas envolvidas em alta
mobilizagdo de energia, como as lipases, possivelmente esta ligada a necessidade
da manutengdo ativa dos mecanismos de resisténcia. Ndo se sabe entretanto a
localizacdo exata dessas lipases e em que processos especificos elas estariam
envolvidas.

Estimulos gerados pela alimentagdo também podem alterar a expresséo de
genes. Larvas da lagarta Trichoplusia ni mostraram que o tipo de alimentagao
influencia diretamente a expressdo de lipase no intestino médio. O numero de
lipases expressas € menor na alimentagcdo com plantas selvagens do que quando
comparada com a alimentacdo com plantas mutadas. A mutacido consiste na

delecdo do gene COI1. A auséncia dessa proteina elimina a resposta de defesa da
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planta relacionada com o jasmonato (JA), esse horménio de sinalizagdo esta
envolvido em diversos processos na planta em particular na expressao de proteinas
que atuam na defesa contra herbivoria (HERDE; HOWE, 2014).

Larvas de Bombyx mori alimentadas com folhas expostas ao inseticida
organofosforado Phoxim® (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP., Brasil) apresentaram
regulacdo da expressdo de 52 genes envolvidos em digestdo e absorgdo. A
expressdo de uma lipase envolvida em digestdo foi significantemente suprimida
apos a exposigcao ao inseticida (YU et al., 2013).

A mosca Drosophila melanogaster mostrou aumento da expressao de duas
lipases acidas digestivas (Lip 3 e CG6113) quando privada de alimento. Quando as
larvas foram alimentadas com acgucar duas lipases neutras, CG6271, CG6277 que
sao encontradas na porgcao anterior do intestino médio apresentaram reducdo em
seus niveis de expressao, e as acidas citadas apresentaram niveis normais (ZINKE
et al., 2002). Uma terceira lipase neutra (CG6295) encontrada no sistema digestorio
se mostrou regulada pela presencga de lipideos na dieta e tem sua expresséo ligada
a um fator de transcricao que regula a sintese de lipideos (KUNTE et al., 2006). Os
resultados desses trabalhos parecem indicar que a regulagdo da expressao das
lipases envolvidas na digestao depende da composi¢ao do alimento.

A lipase Bmlipase-1 expressa no intestino médio da lagarta Bombyx mori foi
isolada a partir do suco digestivo do animal e apresentou atividade anti-viral contra o
virus nucleopoliedrovirus (BmNPV) (PONNUVEL et al., 2003). A reducdo da
mortalidade provocada pela infecgdo por BmNPV foi observada em lagartas
transgénicas que superexpressam a Bmlipase-1, o que sugere seu efeito na inibigao
da proliferagao viral. Foi também observado que o aumento no nivel dos transcritos
de Bmlipase-1 foi induzido pela infecgdo por BmNPV, o que € um indicio da atuagao
dessa enzima no processo infeccioso e ndo somente na digestdo (JIANG et al.,
2012; XU et al, 2015).

Diferente do que foi observado para a infecgao viral em Bombyx mori a
infeccao pela bactéria Bacillus thuringiensis em larvas de Lymantria dispar resultou
em uma forte inibicdo da expressao da lipase neutra bem como de outras enzimas e
genes envolvidos na digestdo (SPARKS et al., 2013).

A analise para identificagdo das lipases digestivas do mosquito Ae. aegypti foi
realizada no nosso grupo (FILIETAZ, 2011). Foi iniciada por uma busca nominal no

banco de dados VectorBase onde estdo disponiveis as sequéncias provenientes do
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genoma do animal. As 72 sequéncias anotadas como lipase foram obtidas no
formato fasta no banco de dados do NCBI através de seus nimeros de acesso, todo

o processo de selegdo pode ser observado na figura 8.

Genoma de Aedes aegypti : 72 sequéncias anotadas como
lipase (Nene et al, 2007)

G

Predicao de: triade catalitica, secrecao (peptideo sinal, ancora
GPI, hélice transmembrana) e sequéncias expressas
(microarranjo)

(n=17)

v

P —
Blast (SwissProt) - procurando por mRNAs de alta
identidade com lipases digestivas ja descritas
(n=11)

%

Gélises do microarranjo comparativo (fémeas adultaq
larvas; fémeas adultas e macho)

(n=8)
\

As 8 lipases digestivas possivelmente cataliticas foram
analisadas por RT-PCR no intestino e carcaga de fémeas
adultas e larvas de Aedes aegypti

Figura 8 — Critério de selegdo para as sequéncias anotadas como lipase provenientes do
genoma do mosquito Ae. aegyptfi.

As lipases cataliticamente ativas foram selecionadas por alinhamento com a
LP humana (NP_000927), pela presenca da triade catalitica. Das 72 sequéncias
analisadas, 35 possuiam os residuos da triade catalitica: Ser152, Asp176 e His263,
as demais sequéncias foram eliminadas.

Para identificar lipases possivelmente secretadas, estas 35 sequéncias foram
analisadas através de ferramentas de predicdo do Expasy (SWISS INSTITUTE OF
BIOINFORMATICS, 2016). Foram identificadas a presengca de peptideo sinal
(SignallP 3,0 Server) ou ancora GPI (big-Pl Predictor) e auséncia de alga

transmembrana (SOSUI), resultando em 22 sequéncias selecionadas. Nene et al.



54

(2007) realizaram estudos de expressao diferencial observando ESTs, MPSS
(Massive Parallel signature sequencing) e microarranjo em larvas, fémeas e machos
adultos. Baseado nessas informagdes selecionamos sequéncias de lipases
expressas, resultando em 17 sequéncias.

As 17 sequéncias foram alinhadas contra o banco de dados de proteinas
SwissProt  (UNIPROT, 2016) por Blastp (NACIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2016a), as sequéncias que apresentaram alta
identidade com lipases digestivas de insetos foram selecionadas, reduzindo o nosso
namero para 11. Os resultados encontrados no microarranjo nos permitiram
observar quais genes eram expressos em larvas e fémeas adultas e quais foram
expressos em machos e fémeas adultas, sendo que as sequéncias correspondentes
a lipases expressas somente em machos foram excluidas. Dessa forma, foram
selecionadas 8 sequéncias que foram analisadas por RT-PCR semi-quantitativo. Foi
possivel observar amplificacdo de 4 das sequéncias testadas, a lipase AAEL002911
apresentou amplificagdo na carcacga e intestino na fase larval e adulta, a lipase
AAEL007044 apresentou amplificacdo somente em carcacas de animais adultos, as
lipases que apresentaram amplificacdo somente no intestino médio foram:
AAELO07055 (L-Aa7055) encontrada no intestino de fémeas adultas e AAEL007051

(L-Aa7051) encontrada no intestino de larvas (Figura 9).

Amostra

Iniciadores AL-l AL-C  AA-I-Sa AA-C-Sa AA-I-Sc AA-C-Sc
W—vﬁﬁ

L-Aa7051

L-Aa7055

Figura 9 — RT-PCR semi-quantitativo mostra a transcrigho de mRNAs dos 2 genes
selecionados que amplificam lipases no intestino. A transcricao foi testada
nos seguintes tecidos do mosquito Ae. aegypti: intestino médio de larvas L4
(AL-1), em carcagcas de larvas L4 (AL-C), no intestino médio de fémeas
adultas alimentadas com sangue (AA-1-Sa) e na carcaga das mesmas (AA-C-
Sa), no intestino médio de fémeas adultas alimentadas com sacarose (AA-I-
Sc) e em carcagas das mesmas (AA-C-Sc).

Sendo o RT-PCR uma metodologia semi-quantitativa, as evidéncias

encontradas nesse experimento ndo permitiam afirmar que as lipases encontradas
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em larvas e em animais adultos sdo expressas exclusivamente no intestino. Da
mesma forma, nao foi possivel determinar se a aparente expressao diferencial,
encontrada em intestinos de fémeas adultas alimentadas com sangue e com
sacarose, realmente existia. Além disso, ndo conheciamos os efeitos de infeccéo por
P. gallinaceum e DENV2 sobre a expressao de lipases digestivas.

O processo de digestdo de lipideos no mosquito Ae. aegypti ainda nao foi
bem caracterizado. A caracterizagdo das lipases do mosquito pode nos ajudar a
compreender a sua importancia fisioldgica, em aspectos como o desenvolvimento do
animal e seu comportamento durante a infeccdo. O estudo cinético dessas enzimas
pode nos ajudar a compreender melhor o funcionamento dessa classe de enzimas,
que é estruturalmente distinta das lipases neutras humanas. A independéncia de
cofatores para seu funcionamento e sua possivel inespecificidade em relagdo ao
substrato podem se mostrar caracteristicas interessantes para sua utilizacdo em

sistemas biotecnoldgicos.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram analisar a expressao de lipases digestivas
em duas fases de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti e em diferentes dietas,
incluindo alimentagdes em hospedeiros infectados por Plasmodium galinaceum e
por virus dengue. Comparar as sequéncias das lipases do mosquito Ae. aegypti com
sequéncias de outras lipases para verificacdo de estruturas correlacionadas a
especificidade destas enzimas. Além disso, identificar diferencas de especificidade
destas enzimas apds expressao heterdloga das lipases identificadas como

digestivas em Ae. aegypti.

2.1 Objetivos especificos

1. Confirmar por gPCR a existéncia de duas lipases digestivas distintas, uma

presente na fase larval e outra na fase adulta do mosquito Ae. aegypti.

2. Clonar e expressar em sistema heterdlogo as lipases digestivas neutras ja
caracterizadas como lipases expressas nas fases larval e adulta do mosquito

Ae. aegypiti.

3. Medir a atividade destas lipases sobre diversos substratos através de ensaios

de titulagao.

4. Fazer analises in silico das lipases descritas no genoma de Ae. aegypti.

5. Analisar a expressao destas lipases digestivas através de gPCR em animais

infectados e nao infectados por virus dengue (DENV 2) e Plasmodium

gallinaceum.
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3 MATERIAIS E METODOS

Toda metodologia, os materiais e equipamentos utilizados estao descritos nos

itens a seguir.

3.1 Manutencao e dissecgcao dos mosquitos Ae. aegypti

As larvas e fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti (cepa Higgs White-eyes e
Red) foram fornecidos pela Dra. Margareth de Lara Capurro-Guimardes do
laboratério de mosquitos geneticamente modificados do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo.

A temperatura do insetario foi mantida a 27 “C com umidade relativa de 80%
e fotoperiodo de luz/escuro de 16/8 horas. Apds a eclosdo dos ovos, as larvas de
Ae. aegypti foram alimentadas com racdo de peixe moida TetraMin (Tetra, Melle,
Osnabruck, Alemanha) até atingirem o quarto estadio de desenvolvimento (L4). A
ragado € composta por granulos enriquecidos com nutrientes e vitamina C, contendo
em sua composi¢cado basica acido citrico, arroz integral, farelo de aveia, gérmen de
trigo, farelo de soja, farinha de algas marinhas, de camardo e de peixe, levedura
inativada e outros.

As larvas de estadio 4 foram isoladas em uma placa de Petri e colocadas
sobre o0 gelo para anestesiar os animais, os quais foram submetidos a dissec¢éo sob
estereomicroscopio em solugdo NaCl 0,9% gelada permitindo assim o isolamento
dos intestinos médios.

O segundo grupo de larvas, ndo utilizadas para a dissecgao, permaneceram
até o estadio de pupa em recipientes plasticos. As pupas foram colocadas em copos
de plastico vedados por fil6 para a emersao dos adultos que se alimentam em
solugdo de sacarose 10% at libitum. Os animais utilizados em experimentos sao
mantidos por 5 dias em copos de plastico na proporcdo de 3 fémeas para cada
macho, nesse periodo ocorre o cruzamento.. As fémeas de 7 a 9 dias de vida sao
submetidas ao repasto sanguineo, para que a alimentagdo ocorra de maneira
adequada. A sacarose 10%, na qual os animais sdo mantidos apés a emersao, é
retirada 24 horas antes do repasto. Apds o periodo do repasto a solugcao de
sacarose 10% é reposta até o periodo de coleta e dissecc¢ao.

As fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti foram dissecadas 15 horas apods

o repasto sanguineo para a obtencao do intestino médio, dado que nesse ponto é
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descrito o0 pico de atividade enzimatica da lipase (GEERING; FREYVOGEL, 1975).
As fémeas adultas alimentadas foram anestesiadas com diéxido de carbono (COy),
mantidas no gelo em uma placa de Petri e dissecadas sob estereomicroscopio em
solugédo NaCl 0,9% gelada permitindo assim o isolamento dos intestinos médios. As
amostras foram mantidas a -20 ‘C até a sua utilizagao.

Cada lote utilizado para medida de atividade enzimatica continha
aproximadamente 100 animais. Os intestinos de Ae. aegypti larva e adulto foram
homogeneizados em agua ultrafiltrada (MilliQ) (Millipore, Billerica, Massachusetts,
United States) gelada utilizando um homogeinizador do tipo Potter-Elvehjem. Os
homogeneizados de intestino médio de larvas e fémeas adultas de Ae. aegypti foram
utilizados como fonte de atividade enzimatica.

Os lotes utilizados para extracdo de RNA continham o intestino médio de 15
animais, que foram dissecados e imediatamente armazenados a — 80 °C em
microtubos autoclavados até a homogeinizagdo em TRIzol® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, California, United States). O tempo de dissecgao, apds a
alimentacao, variou de acordo com o desenho do experimento. Todo material
utilizado para a disseccéo foi esterilizado, em forno a 150 °C por 4 horas ou por calor

Umido em autoclave.

3.2 Ensaios enzimaticos e quantificagao de proteina

Todas as metodologias utilizadas para ensaios enzimaticos, bem como para
quantificacdo de proteina em amostras utilizadas estao descritas a seguir. O material

na qual a metodologia foi aplicada, também esta indicado.

3.2.1 Substratos fluorimétricos para deteccao de lipase

Dentre as diversas metodologias descritas na literatura para a quantificagao
da atividade de lipase, optamos pela utilizacdo de fluorimetria, colorimetria e
titulacado (HASAN; SHAH; HAMEED, 2009).

Foi feita a padronizacdo do ensaio de lipase utilizando 4-metilumbeliferil
Oleato (Oleato - 18 carbonos com uma insaturagdo no carbono 9 MUO) (JACKS;
KIRCHER, 1967). Uma solugdo estoque de MUO 2,0 mM foi preparada em
acetonitrila. Esta solucéo foi diluida 10 vezes em tampé&o Tris-HCL 0,1 M pH 8,5
contendo E-64 10 uM e TRITON X-100 0,1% antes de cada ensaio (mistura padréo).
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Para realizagcao dos testes de especificidade em relacdo ao substrato além de
MUO também foram utilizados: 4-Metilumbeliferil Butirato (Butirato — 4 carbonos) e
4-Metilumbeliferil Heptanoato (Heptanoato — 7 carbonos), os quais apresentam
distincdo no comprimento da cadeia carbbnica e na presenca ou auséncia de
insaturagdes (Figura 10). Os diferentes substratos também foram utilizados
mantendo as condi¢cdes da mistura padrao. Para verificar a presenga da lipase
digestiva, o homogeneizado dos animais foi incubado na presenca dos substratos
em condi¢cdes de pH adequadas para a atividade da enzima e com os controles
(branco de substrato e branco de enzima).

A hidrdlise enzimatica destes substratos leva a produgdo de
metilumbeliferona, que foi medida em espectrofluorimetro Gemini (Molecular
Devices, Sunnyvale, California, United States) com comprimento de onda de
excitagao de 360 nm e de emissao de 460 nm.

Uma curva padrao utilizando metilumbeliferona em pH idéntico ao de ensaio
foi utilizada, o que permitiu o calculo da atividade enzimatica em U, sendo que um U

equivale a 1,0 ymol de produto formado por minuto.
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Figura 10 — Substratos derivados de 4-metilumbeliferona, utilizados para a medida da
atividade enzimatica de lipase. A) 4-Metilumbeliferil Oleato, 18 carbonos
com uma insaturagcdo no carbono 9; B) 4-Metilumbeliferil Butirato, 4
carbonos; C) 4-Metilumbeliferil Heptanoato, 7 carbonos. Fonte: Chemical
Book, 2008.
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3.2.2 Substrato colorimétrico para deteccio de lipase

Choi et al. (2003) otimizaram um ensaio para lipases descrito por Kurooka et
al. (1977), utilizando 5,5 ditiobis (2-nitro benzoic acid) — DNTB, reagente de Ellman e
2,3-dimercapto-1-propanol tributirato (DMPTB) como substrato. Grupos tiol livres que
sdo gerados pela hidrélise de DMPTB por lipases reduzem o DNTB o qual fica
amarelo quando reduzido.

Este método é mais simples e mais sensivel quando comparado aos métodos
que utilizam titulagcdo e sao estruturalmente mais semelhantes aos TAGs do que os
p-nitrofenil esteres que sdo comumente utilizados para ensaios colorimétricos. No
entanto, a sua utilizagdo era limitada pelas reagcdes néo especificas dos substratos
do tipo tio-esteres ou do DTNB. O problema foi parcialmente resolvido pela adicédo
de PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) o qual pode suprimir a hidrélise de DMPTB
por esterases nao especificas. No entanto, para o ensaio de materiais brutos um
erro significativo era observado em comparagado com os dados obtidos pelo método
de titulagao.

A otimizacdo do método de DMPTB-DTNB para microplacas consiste
basicamente do uso de um branco sem DMPTB a fim de medir reacbes nao
especificas do DTNB principalmente para amostras brutas. Uma solugao estoque de
DTNB 40 mM foi preparada em isobutanol. Uma solu¢ao estoque DMPTB 10 mM foi
dissolvida em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,2 contendo Triton X-100 6%. As duas
solugdes estoques foram aliquotadas e mantidas a -20 °C até utilizacao.

Uma mistura para os ensaios foi montada da seguinte maneira: 4,0 uL de
DMPTB 10 mM, 4,0 uL de DTNB 40 mM, 0,4 uL de EDTA 0,2 M, 1,0 uL Triton X-100
10%, 9,0 uL tampao Tris-HCI 1 M pH 7,5, 1,0 uL de PMSF 5 mM, 1,8 uL de E-64 1,0
mM e 158,8 ulL.de agua MilliQ. Os controles de enzima e substratos foram

realizados em todos os ensaios.

3.2.3 Ensaio titrimétrico para deteccao de lipase

O ensaio titrimétrico para lipase foi realizado conforme descrito por Christeller
et al. (2011), sendo uma otimizagdo do método previamente descrito por Carriere et
al. (1993). O ensaio foi realizado em um volume final de 10 mL em um titulador T50
(Mettler-Toledo, Barueri, SP, Brasil), utilizando um eletrodo InLab® Ultra-Micro
(Mettler-Toledo, Barueri, SP, Brasil).
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O pH das misturas foi mantido em 8,5 utilizando NaOH 0,1 M como solugao
titulante. Uma unidade (U) é equivalente a 1 ymol de &cido graxo titulado por NaOH
por minuto. Apés um periodo inicial de incubag¢ao onde o pH da solugao é ajustado
para 8,5, a reacgao é iniciada coma a adi¢ao da fonte da enzima (homogeneizado ou
por¢cao soluvel contendo lipase recombinante), a quantidade da fonte da enzima
pode variar de 250 a 1000 pL. Os testes realizados em homogeneizados do
mosquito Ae. aegypti utilizaram grandes volumes, minimo de 500 uL, sendo que um
lote do homogeneizado € composto pelo intestino médio de 100 animais em 1 mL.
Para o controle da degradacao esponténea do acido graxo utilizado uma reagao
controle é realizada sem a adi¢gao da enzima.

A atividade de triacilglicerol lipase é determinada usando 2 mL de gliceril
trioctanoato (Sigma Chemical Co.). A solugdo inicial contém Tris 0,25 mM, NaCl 135
mM, taurodeoxicolato de sédio (NaTDC) 0,5 mM, CaCl, 10 mM, pH 8,5 e 0,2 M de

gliceril trioctanoato.

3.2.4 Determinacao de proteina

A quantificacdo de proteina das diferentes amostras foi realizada pelo método
do acido bicinchoninico (BCA), descrito por Smith et al. (1985), utilizando

ovoalbumina como padrao.

3.3 Extracdao de RNA total de intestino médio, resto de corpo (carcaga) e
tratamento com DNAse

As extracdes de RNA total foram realizadas de acordo com a necessidade de
cada experimento, sendo geralmente intestinos ou resto de corpo (carcaca) da fase
larval e adulta do mosquito Ae. aegypti. Qualquer variagdo do protocolo como:
namero de animais, presenga de patdégenos, tipo de alimentagdo e tempo da
disseccao apds alimentagcdo sera mencionada nos métodos do experimento. Os
lotes utilizados para extragcdo contém o material a ser analisado de 15 animais
dissecados.

Os animais foram dissecados em uma solugdo (NaCl 0,9%) preparada em
H,O-DEPC. Durante a dissecc¢ao foi possivel obter o intestino médio dos animais e
suas respectivas carcagas que foram armazenados em microtubulos de 1,5 mL que
estavam mergulhados em banho de gelo-seco e etanol, para o congelamento

imediato, as amostras foram estocadas a -80 ‘C até a sua utilizagao.
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Os intestinos médios e as respectivas carcagas foram homogeneizadas em
com auxilio de seringas (1,0 e 2,0 mL) ou com auxilio de pistilos proprios para
homogeneizacdo em microtubos em TRIzol® (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, California, United States). O volume de TRIzol® utilizado variou conforme
o numero de tecidos homogeneizados. As carcagas individuais, utilizadas para
confirmagéao de infecgdo de DENV2, foram homogeneizadas em 300 pL de TRIzol®,
as carcagas homogeneizadas juntas (15 animais) assim como os intestinos (15
intestinos), utilizados para verificagao das lipases, foram homogeneizados em 1 mL
de TRIzoI®.

O grau de pureza e a quantidade de RNA da amostra foi avaliada através de
determinagdo da absorbancia a 260 nm e 280 nm (NanoVue - GE Healthcare UK
Ltd, Little Chalfont, Buckinghamshire, England).

As amostras extraidas, foram tratadas com DNase (Invitrogem Life
Technologies) garantindo dessa forma a pureza do material. As amostras contendo
5 ug do RNA total, foram incubadas com 1U de DNase a 37 °C por 30 minutos,
seguindo-se a adigdo de 1 yL de EDTA 25 mM e incubagao a 65 °C por 10 minutos.

3.4 Sintese da fita de cDNA

Para sintetizar a primeira fita de cDNA a partir do mRNA extraido foi usado o
Kit “SuperScrip Il First strand synthesis system for RT” (Invitrogen Life
Technologies). Em todas as reagbes de sintese de cDNA foram utilizados 5 ug do
RNA total, os demais componentes e tempos de incubacdo foram utilizados de

acordo com a recomendacgao do fabricante.

3.5 Reagao em cadeia com DNA polimerase em (RT-PCR)

Para as reacdes de PCR utilizamos a enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies), em reacdes de 50 pyL contendo oligonucleotideos 2 mM, dNTPs
10 mM, Tampéao da Taq platinum DNA polimerase, MgCl, 1,5 mM e DNA molde em
concentracao variavel.

As reagdes foram realizadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems,
Carlsbad, California, E.U.A.) com desnaturagéo inicial por 4 minutos (RT-PCR). Em
seguida foram realizados mais 35 ciclos como descrito a seguir: 30 segundos a 94

°C, para a desnaturacao da dupla fita do DNA, 60 segundos a 55 °C, 2 minutos a
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72°C e finalmente 10 minutos a 72°C para elongamento da fita complementar de
DNA.

3.6 Analise da expressao do gene de lipase AAEL007055 no intestino médio
em fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti

A amplificagdo do gene AAEL007055 foi verificada por RT-PCR no intestino
médio de mosquitos em trés condi¢des: jejum, alimentagdo com sacarose e repasto
sanguineo.

No jejum, os animais foram mantidos sem alimentacéo desde que emergiram.
Na alimentagdo com sacarose, apds emergirem, os mosquitos tiveram acesso a uma
solugdo de sacarose 10% ad libitum. Para a alimentagdo com sangue, foram
mantidos em sacarose 10% ad libitum e a mesma foi retirada 24 horas antes do
repasto sanguineo, que foi realizado por um periodo de 30 minutos em
camundongos.

Os animais submetidos a repasto sanguineo foram dissecados nos seguintes
intervalos de tempo: imediatamente apds a alimentacéo (T0), 3, 6, 9, 12, 15 e 18

horas apds a alimentagéo.

3.7 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

Os experimentos de qPCR foram realizados com a utilizagao do Kit ABsolute
gPCR SYBR Green Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.U.A.).
As analises foram realizadas em triplicata nas amostras de cDNA dos tecidos e
estagios de desenvolvimento descritos acima. Em todas as corridas a expresséo do
gene constitutivo proteina ribossomal S7 (PRS7) (GEISER; ZHANG; WINZERLING,
2006) foi medida. Os genes de lipase utilizados para a analise foram L-Aa7055 e L-
Aa7051, previamente identificados em fémeas adultas e larvas, respectivamente.

Para que os dados da expressao relativa dos genes pudessem ser
analisados, as eficiéncias de amplificacao foram determinadas através de uma curva
de melting. A preparagéo do cDNA foi diluida em dilui¢des seriadas 1, 1/10, 1/100 e
1/1000, em cada diluigdo a amplificagdo do gene alvo foi determinada bem como do
calibrador (gene constitutivo), permitindo assim a obtengcédo do ACy. Através de um
plote do log da diluicdo de cDNA por AC+ foi possivel observar que o valor do gene

alvo e do gene referéncia estdo proximos de zero, portanto as eficiéncias de
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amplificagcdo dos genes sao similares e a quantificagao relativa por AAC+t pode ser
utilizada.

A otimizagdo dos iniciadores (primers) utilizados foi realizada e teve como
objetivo determinar as concentragbes ideais, sendo acima de 125 nM para L-
Aa7051, acima de 250 nM para L-Aa7055 e acima de 250 nM para PRS7, utilizei a

concentracido de 250 nM para todos 0s ensaios.

3.8 Infecgcao dos mosquitos Ae. aegypti pelo parasita P. gallinaceum

O ciclo de P. gallinaceum ¢é mantido no laboratério de mosquitos
geneticamente modificados do Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP. Todos os
experimentos de alimentacao e disseccido de animais infectados foram realizados no
local sob autorizagdo da Dra. Margareth de Lara Capurro-Guimaraes.

A infecgdo dos pintainhos (Gallus gallus domesticus) é realizada através da
picada de mosquitos infectados. No sétimo dia apds a infeccdo dos pintainhos,
foram feitas laminas de esfregago sanguineo corados com Giemsa, e a parasitemia
determinada pela contagem do numero de hemacias parasitadas/total de hemacias
contadas, através de microscopia 6ptica com aumento 1000 vezes. Os pintainhos
que apresentam alta parasitemia, ideal de 5 a 10% das hemacias infectadas, foram
anestesiados e utilizados para a infeccdo de mosquitos sadios através do repasto
sanguineo..

Os mosquitos sao anestesiados com CO; e mantidos no gelo para separagao
e eliminagdo das fémeas nao alimentadas. Sete dias apds o repasto sanguineo, 5 a
10 tratos digestivos foram dissecados em PBS (NaHPO4 7 mM, NaH,POs 2 mM,
NaCl 140 mM pH 7,0) e analisados por microscopia de contraste de fase (Axio Photo
— Zeiss) para confirmacéo da infeccéo pela contagem de oocistos (Figura 11). As
fémeas infectadas foram utilizadas para inocular pintainhos sadios ou dissecadas

para obtencéo de tecidos e futuras analises.
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Figura 11 — Presenga de oocistos no epitélio do intestino médio de fémeas adultas do
mosquito Ae. aegypti. Visualizagdo realizada em microscopio éptico por
contraste de fase, com aumento de 400 vezes.

3.8.1 Andlises de expressao de lipase na infecgéo por P. gallinaceum

A verificacdo da expressao de lipase foi realizada em dois momentos do
processo infeccioso: primeiro ciclo gonotréfico (alimentagdo com sangue infectado) e
no segundo ciclo gonotréfico (mosquito infectado) (Figura 12). A expresséao relativa
do gene L-Aa7055 foi determinada no intestino médio de fémeas adultas e
comparada com o grupo controle de animais néo infectados. O gene constitutivo
PRS7 foi utilizado como gene de referencia interno.

No primeiro ciclo gonotréfico, os mosquitos foram alimentados em pintainhos
infectados, a disseccéo para obtengao do intestino médio foi realizada 12, 15 e 18
horas apds a alimentagcdo em pintainhos infectados (Figura 12A). Esse momento do
ciclo de vida do parasita no mosquito é caracterizado pela presenca das formas
imaturas de P. gallinaceum (gametocitos, zigoto e oocineto) no intestino médio do
mosquito. O mosquito s6 é considerado infectado 24 horas apds a alimentacido na
invasao do epitélio pelo oocineto mével. A confirmacédo da infeccdo nesse caso foi
realizada em mosquitos sobressalentes mantidos por sete dias para esse objetivo
(Figura 12C). As parasitemias determinadas nos pintainhos utilizados para a

infeccédo dos 3 lotes de mosquitos foram respectivamente: 2%, 3,7% e 5%.
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No segundo ciclo gonotréfico, a medida da expressao foi realizada em
mosquitos infectados. A primeira alimentacido desses mosquitos foi realizada em
pintainhos infectados conforme descrito para o primeiro ciclo gonotréfico. As
parasitemias determinadas nos pintainhos utilizados para a infecgao dos 3 lotes de
mosquitos foram respectivamente: 6%, 4% e 7%. Sete dias apdés a primeira
alimentacao, cinco fémeas foram dissecadas para confirmagdo da infeccdo pela
observagdo dos oocistos no intestino (Figura 12C). Quinze dias apds a primeira
alimentacdo os animais foram submetidos a uma segunda alimentacdo em
camundongos nao infectados e dissecados 12, 15 e 18 horas apds a alimentagao
(Figura 12D).

O material obtido foi armazenado em freezer —80 °C até o procedimento de
extracdo de RNA, sintese de cDNA e gPCR, descritos respectivamente nos itens:
3.3; 3.5e3.8.
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Figura 12 — Identificagdo dos momentos da infecgao utilizados para analise por gPCR (A e
D). A) Primeiro ciclo gonotrofico, alimentagcdo em pintainhos infectados. B)
Oviposicédo, a partir do 3° dia apdés o primeiro repasto sanguineo, fim do
primeiro ciclo gonotréfico. C) Verificagdo da infecgéo, realizada no 7° dia apos
o0 repasto, os animais infectados serdao submetidos ao segundo repasto
sanguineo. D) Segundo ciclo gonotréfico, 15° dia apdés o primeiro repasto,
animais infectados alimentados em camundongos.Fonte: Gusmao (2007);
Instituto Oswaldo Cruz (2016)
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3.9 Infecgdao dos mosquitos Ae. aegypti por DENV2 e analise da expressao
da lipase L-Aa7055

Assim como na infecgdo com P. gallinaceum a manipulagdo e experimentos
foram realizados no local sob autorizagdo da Dra. Margareth de Lara Capurro-
Guimaraes.

A infeccdo dos mosquitos € realizada através de alimentacao artificial com
auxilio de um instrumento chamado Glytube, que consiste em um método baseado
em tubo cdnico, parafiime e glicerina (Figura 13A) (COSTA-DA-SILVA et al., 2013).
Eritrécitos humanos concentrados foram misturados com um sobrenadante de
DENV2 e soro humano inativado em uma proporcédo de 10:10:1 respectivamente. A
titulagdo final de DENV2 nessa mistura foi de 2,2 x10° pfu/mL. O periodo de
alimentagdo foi de 45 minutos. As fémeas n&o ingurgitadas foram retiradas,
enquanto as engurgitadas foram mantidas em copos plasticos na presenga de
sacarose 10% ad libitum. Para facilitar a oviposicdo um tubo com algodao
umedecido é colocado no fundo do copo de plastico.

A verificacdo da expressao da lipase L-Aa7055 foi realizada apenas no animal
infectado por DENV2. Portanto, os pontos experimentais foram obtidos apenas no
segundo ciclo gonotréfico. Quinze dias apds a primeira alimentagcdo os animais
foram submetidos a uma segunda alimentacdo em camundongos nao infectados e
dissecados nos seguintes pontos experimentais: 12, 15 e 18 horas apds a
alimentacgao (Figura 13C).

Esse experimento foi realizado em duplicata biolégica, sendo analisados 2
lotes de mosquitos. Os lotes de intestino, infectado e controle, foram obtidos nos
pontos experimentais descritos, compostos por 15 animais. Todas as carcagas dos
mosquitos infectados foram armazenadas individualmente para cada ponto
experimental analisado. O material obtido foi armazenado em freezer —80 °C até o
procedimento de extracdo de RNA, sintese de cDNA e qPCR, descritos
respectivamente nos itens: 3.3; 3.5 e 3.8.

A verificagao da infecgao foi realizada individualmente em 5 carcagas de cada
ponto experimental para cada um dos lotes obtidos, ao todo foram processadas 30

carcacas.
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Figura 13 — Infecgdo do mosquito Ae. aegypti com DENV2. A) Alimentagdo em Glytube,
presenca da particula viral no intestino. B) Recipiente para oviposi¢ao, 3° dia
apdés o primeiro repasto sanguineo, fim do primeiro ciclo gonotréfico. C)
Segundo ciclo gonotrofico, 15° dia apds o primeiro repasto, animais infectados
alimentados em camundongos. Fonte: Gusmao (2007); IOC (2016); loshino
(2013).
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3.10 Clonagem e expressao das lipases provenientes das diferentes fases de
desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti (larva e adulto)

Os procedimentos descritos nos itens 3.3 Extracdo de RNA total de intestino
médio e resto do corpo (carcaga); 3.4 Tratamento com DNase; 3.5 Sintese da fita
de cDNA e 3.6 Reacdo em cadeia com DNA polimerase em termociclador, foram
utilizados previamente aos procedimentos e analises descritos subsequentemente

para a clonagem e expressao das lipases.

3.10.1 PCR com iniciadores especificos para clonagem em pET-SUMO, pAE e pOP

A reacbes de PCR para amplificacdo da lipase AAEL705500 foi realizada no
mesmo equipamento e programa descrito em 3.6, com exceg¢ao do numero de ciclos
utilizados. Os PCRs foram realizados no numero maximo de ciclos indicado no
manual da TAQ DNA polimerase, 40 ciclos.

Os iniciadores foram desenhados de forma a obter a sequéncia completa das
lipase a ser clonada, o peptideo sinal presente nas sequéncias de L-Aa7055 e L-
Aa7051 foram identificados e removidos.

Para a clonagem e expressao da lipase de Ae. aegypti adulto em pET-SUMO
foram utilizados os iniciadores nomeados como L-SUM-Aa7055 (Senso e Anti-
senso).

Para a clonagem e expressao das lipases de Ae. aegypti em vetor pAE, fase
adulta e larval, foram utilizados os iniciadores AeAdul7055pae (Senso e Anti-senso)

e AeLar7051pae (Senso e Anti-senso), respetivamente.

3.10.2 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para analisar os fragmentos de DNA derivados da amplificagdo com PCR
foram feitas eletroforeses em gel de agarose. Os géis foram preparados na
concentragéo final de 1% (p/v) de agarose em tampao TAE (Tris-Acetato 8 mM,
EDTA 0,4 mM, pH 8,5) e as amostras de DNA eram resolvidas em uma diferenca de
potencial de 80 V.

Ao material a ser separado por eletroforese foi adicionado um tampao de
amostra (0,1 volumes da amostra) contendo azul de bromofenol. Este ultimo era
usado para monitorar a migragao da amostra e determinar o encerramento da
eletroforese. Apds a eletroforese, o DNA era evidenciado utilizando-se brometo de

etidio (0,5 mg/ml) e visualizado em transiluminador de luz UV (312 nm). Esse
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procedimento foi realizado para os dois sistemas de clonagem e expressao

utilizados.

3.10.3 Eluicéo de fragmentos de cDNA

A purificacdo de fragmentos de DNA a partir do gel de agarose foi feita
utilizando o kit “GenedetTM Gel Extraction Kit” (Thermo Fisher Scientific) de acordo
com o protocolo sugerido pelo fabricante. Uma aliquota da amostra de DNA obtida
foi analisada por eletroforese em gel de agarose e a quantidade de DNA obtida foi
estimada por comparagdo com fragmento de DNA de tamanho e quantidade
conhecida. Esse procedimento foi realizado para os dois sistemas de clonagem e

expressao utilizados.

3.10.4 Ligagao dos fragmentos de cDNA em plasmideo vetor

Para clonagem dos fragmentos de cDNA obtidos pela amplificagdo por PCR,
foi utilizada a T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific). Para inserir os fragmentos
dos cDNAs no vetor pAE, o inserto e o vetor foram submetidos a digestdo com as
enzimas de restricdo apropriadas, para Ae. aegypti fase adulta (Kpnl e Hindlll) e
para Ae. aegypti fase larval (EcoRI e Hindlll). Os produtos da digestdo foram
submetidos a um gel de agarose, as bandas referentes ao produto digerido foram
recortadas e o DNA foi purificado do gel.

A reacao foi realizada com uma unidade de T4 DNA ligase, tampao da DNA
ligase, plasmideo (pAE) e o produto do amplificado por PCR (purificado do gel de
agarose, descrito acima). As concentracbes de plasmideo e produto do PCR
utilizados foram 1:1 e 1:3, onde foi variada a concentragao do produto do PCR. Para
o plasmideo pAE a mistura foi incubada por 1 hora a 22 °C.

Para o sistema pOP foi realizada uma subclonagem em vetor pGEM-T
(promega). Os fragmentos de cDNA obtidos pela amplificagédo por PCR bem como o
vetor pGEM-T foram submetidos a digestdo com enzimas de restricdo BamHI e
Hindlll. Os produtos da digestao foram submetidos a um gel de agarose, as bandas
referentes ao produto digerido foram recortadas e o DNA foi purificado do gel. A
inser¢ao do fragmento de cDNA digerido ao vetor (P GEM-T) foi realizada através da
reacao catalisada pela T4 DNA ligase. As concentragdes do vetor e inserto utilizados
foram 1:1 e 1:2, variando a concentracdo do inserto. A mistura foi incubada por 1

hora a 22 °C e deixada a 4 °C por toda noite.
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A ligacdo os vetor Champion pET-SUMO foi realizada com auxilio do kit
Champion™ pET SUMO Expression System (Invitrogen) de acordo com as
instrugdes presentes no manual do fabricante. As concentracbes de plasmideo e
produto de PCR foram as mesmas descritas anteriormente, sendo 1:1 e 1:3, a
variacao foi feita para o produto da reacdo de PCR. Para o plasmideo Champion

pET SUMO a mistura foi incubada por toda noite a 25 °C.

3.10.5 Transformacao de bactérias competentes

Aliquotas de 1 pL dos respectivos plasmideos foram adicionados a 30 uL de
células competentes E. coli OneShot® Mach1™-T1R (Thermo Fisher Scientific) e
mantidas no gelo por 30 minutos. Em seguida as células foram submetidas a um
choque térmico a 42 °C por 30 segundos e novamente transferidas para o gelo por 2
minutos. Foram entdo adicionados 500 pL de meio LB, essa solugdo foi incubada
por 1 hora a 37 °C, para recuperagao das bactérias e expressdao das proteinas
envolvidas na resisténcia ao antibiético de selecéo.

Em seguida, a mistura foi plaqueada em placa com meio LB mais o antibiético
de selecdo e incubadas por toda a noite a 37 °C, obtendo-se dessa forma colbnias
isoladas. As colonias obtidas foram submetidas a PCR de colbnia, as colbnias que
apresentaram o inserto foram crescidas por toda a noite em 3 mL meio LB liquido
na presencga do antibiético de selecao.

Foram utilizadas células competentes distintas para cada sistema de
expressao, as células utilizadas bem como variagcbes do protocolo base aqui

descrito podem ser observados nos itens: 3.10.8, 3.10.9 e 3.10.10.

3.10.6 Purificagao de plasmideos a partir de cultura bacteriana

Os plasmideos foram purificados com auxilio do kit GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) a partir de 1,5 mL de cultura bacteriana apods
crescimento por toda a noite a 37 °C. A quantificagdo do DNA foi realizada em

Nanodrop, e a qualidade da amostra foi verificada.
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3.10.7 Reacao de sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado no aparelho ABIPRISMTM 3100 Genetic
Analyzer (Hitachi, Ltd., Téquio, Honshu, Japao) conforme recomendag¢des do
fabricante. A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se 2 uL da mistura
da reacéo “Big Dye Terminator Mix” (Applied Biosystems), 100-200 ng de DNA, 9,6
pmol de cada iniciador especifico para a sequéncia do plasmideo pGEM-T conforme
descrito pelo fabricante, Tris-HCI 200 mM pH 9,0 e MgCl, 5 mM em um volume final
de 15 uL. A reacéo foi incubada por 2 minutos a 95 °C, seguida de 35 ciclos de 45
segundos a 96 °C, 30 segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C. Terminada a reagao,
as amostras foram precipitadas com etanol 100 % e glicogénio 1 mg/mL, lavadas
com etanol 70%, desnaturadas a 94 °C por 5 minutos e aplicadas no sequenciador
automatizado.

A qualidade das sequéncias geradas foi analisada no programa BioEdit
versao 7.0.5.3. A analise de similaridade foi feita no programa BLAST disponivel no
banco de dados publicos NCBI (NCBI, 2016b).

3.10.8 Clonagem e expressao em pET-SUMO

A construgao do vetor de clonagem e de expresséo e a expressao da lipase
presente na forma adulta do mosquito Ae. aegypti em sistema bacteriano foi
realizada utlizando o Kit Champion™ pET SUMO Expression System (Invitrogen) de
acordo com o manual do fabricante. O vetor utilizado foi o Champion pET SUMO e a
expressao foi realizada em linhagem de E. coli BL21(DE3) utilizando IPTG como
agente indutor. A inducéo foi realizada por aproximadamente 20 horas a 20 °C. Esta
estratégia foi bem sucedida para a clonagem da enzima de Ae. aegypti em sua fase

adulta.

3.10.9 Clonagem e expressao em pAE

Apds a digestdo do vetor e inserto, a reagdo de ligagdo dos mesmos foi
descrito na sec¢ao 3.10.4., o plasmideos purificados desse passo foram utilizados
para transformar células competentes de expressao (E. coli) como foi descrito na
secao 3.10.5. e dessa forma gerar a linhagem utilizada na expressao das lipases

recombinantes.
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O sistema permite a transformagédo de diversas linhagens de E. coli, com
objetivo de aumentar a quantidade de enzima expressa na por¢ao soluvel. Bactérias
BL21(DE3), Origami(DE3) e BL21 Star (DE3)pLysS  foram transformadas
separadamente com os plasmideos pAE contendo a sequéncia codificante para as
proteinas L-Aa7055 e L-Aa7051. As colbnias bacterianas foram crescidas em meio
LB liquido na presenca de ampicilina (50 ug/mL), cultivadas a 37 °C até atingirem
uma DOggo: 0,4 — 0,7 e induzidas com IPTG (1 mM) sob agitagdo de 200 rpm a 20 °C
durante toda a noite.

As células de culturas induzidas e nado induzidas foram coletadas em
diversos intervalos de tempo (indo de tempo 0 a 4 horas), cada aliquota coletada era
submetida a centrifugacéo 13,2 rpom por 60 segundos onde o sedimento celular foi
coletado e armazenado a -20 °C, foram coletadas duas aliquotas no tempo final (10
a 15 horas) ambas foram centrifugadas uma foi utilizada para lise e purificagédo e a
segunda para verificar a indugédo. As aliquotas, induzidas e nao induzidas, foram

ressuspendidas e a produc¢ao da enzima recombinante foi verificada por SDS-PAGE.

3.10.10 Clonagem e expressao em pOP

O plasmideo pGEM-T/Lip e o vetor pOP5MP (plasmids for Overproduction of
Proteins; M = MPB fusion; P = PreScission site ) foram submetidos a digestdo com
enzimas de restricido BamHI e Hindlll. O sistema possui a caracteristica de produzir
proteinas recombinantes em abundéncia e apresenta uma proteina ligadora de
maltose (MBP), que auxilia na solubilidade e pode ser usada como alternativa a
purificacdo por niquel. Os produtos da digestdo foram submetidos a um gel de
agarose, as bandas referentes ao produto digerido foram recortadas e o DNA foi
purificado do gel. A inser¢céo do fragmento de cDNA digerido ao vetor (P GEM-T) foi
realizada através da reacdo catalisada por T4 DNA ligase (Fermentas, Life
Sciences).

O produto das ligacbes, plasmideo pOPS5MP/AaLip foi utilizado para
transformar bactérias competentes XL10 Gold por choque térmico o que foi seguido
da etapa de crescimento. Apds o periodo de crescimento todo o material foi
plagueado e incubado por toda noite a 37 °C em placas com LB Agar contendo
ampicilina (50 pg/mL), Xgal (80 pug/mL) e IPTG 0,5 pM, para crescimento e selecao
de colbénias com inserto, descricdo completa na se¢ao 3.10.5. A purificagdo por mini-

prep para obtencdo do plasmideo pOP5MP/AaLip foram realizados conforme
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descrito na se¢ao 3.10.6.

Bactérias BL21(DE3) foram transformadas com os plasmideos
pOP5MP/AaLip contendo a sequéncia codificante para a proteina L-Aa7055. As
colonia bacteriana foi crescidas em meio LB liquido na presenga de ampicilina (50
Mg/mL), cultivadas a 37 °C até atingirem uma DOeggo: 0,4 — 0,7 e induzidas com IPTG
(1 mM) A inducéo foi realizada por 24 horas a 37 °C. A verificagdo da inducéo foi
feita por gel de SDS-PAGE.

3.10.11 Procedimento para lise das células bacterianas

O material proveniente da indugdo com IPTG foi centrifugado, 8000 RPM por
4 minutos, a porg¢ao soluvel foi descartada e a porgao celular (precipitado) foi
ressuspendida em tampao de lise e submetida a lise. O tampéao de lise € composto
por: 0,3 mL de fosfato de potassio (KH,PO4 1M); 4,7 mL de fosfato de potassio
dibasico (K;HPO4 1M); 2,3 g de NaCl; 0,75 g KCI; glicerol 10 mL; triton X-100 0,5 mL
e imidazol 68 mg, o pH é corrigido para 7,8 e volume final acertado para 100 mL.

Apds a ressuspensdo, o material foi submetido a 3 ciclos de congelamento
seguido de descongelamento em um banho a 42 °C. A lise foi realizada em um
sonicador de ponteita (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil), sob uma poténcia de 20%, o
material foi sonicado 6 vezes por 10 segundos sendo esse ciclo repetido 4 vezes.

Apdés a lise o material foi centrifugado, 8000 RPM por 4 minutos, a porgao
insoluvel foi ressuspendida em agua Milli Q. O material obtido foi submetido a
eletroforese para verificagdo do perfil proteico e utilizado para verificagcdo da

atividade de lipase.

3.11 Processo de renaturagao da lipase recombinante obtida em sistema de
expressao pET-SUMO (L-Aa7055/Sum)

A lipase recombinante L-Aa7055/Sum obtida majoritariamente na porgao
insoluvel (Figura 31, raia 5), foi desnaturada na presenga de tampé&o fosfato 50 mM
pH 7,8 na presengca de 1 M de ureia. Foram utilizados 3 mL do material lisado
presente na porcao insoluvel, onde foram adicionados 1 mL do tampao com ureia.
Esse material foi incubado por 30 minutos em banho de gelo, sendo invertidos
manualmente de 10 em 10 minutos.

O processo de renaturacido foi realizado através de diversas dialises, que

foram realizadas em tampao fosfato 50 mM pH 7,8 em concentracdes decrescentes
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de ureia, as dialises foram realizadas em periodos de 3 horas em cada concentragao
de ureia. As concentra¢des de ureia utilizadas foram: 4 M, 2 M, 1 M, 0,5 M e o

tampao final na qual a enzima recombinante foi mantida ndo continha ureia.

3.12 Verificagao da lipase recombinante L-Aa7055/Sum por sequenciamento
em LC-MS e da lipase proveniente de homogeneizado bruto em
orbitrap

As analises para a identificagcao proteémica foram realizadas no Laboratorio
de Espectrometria de Massas do Instituto Butantan. A banda correspondente a L-
Aa7055/Sum (50 Kda) foi recortada do gel de SDS-PAGE, tratada e submetida a
digestdo com 40 ng/uL de quimotripsina. Os materiais oriundos da digestdo por
tripsina foram analisados através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS), utilizando um sistema UFLC binario (20A Prominence,
Shimadzu Co., Japan) acoplado ao espectrometro de massas do tipo Electrospray -
lon Trap - Time of Flight (ESI-IT-TOF) (Shimadzu Co., Japao), sob a supervisdo do
Dr. Daniel Carvalho Pimenta.

Para as analises por LC-MS, as amostras foram ressuspendidas em agua /
0,1% Acido Acético e analisadas em uma coluna C18 (Discovery C18, 5 ym, 50 mm
x 2.1 mm), tendo como solventes (A) Acido Acético / agua (1:999) e (B) Acido
Acético / ACN / agua (1:900:99). Por meio de um fluxo constante de 0,2 mL/min, o
gradiente variou de 5 a 40% de solvente B, durante 35 minutos, a 37 °C, e
monitorado a 214 nm por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA. Seguida a etapa
cromatografica, foram realizadas as analises por espectrometria de massas, de
acordo com os seguintes parametros: a voltagem utilizada da interface foi de 4,5 KV
e a voltagem do detector, 1,76 KV, com temperatura de 200 °C; a fragmentacgéao foi
causada por gas de colisdo argbénio, com 50% de energia; e os espectros foram
obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. O padrao de fragmentagéo para cada amostra foi
processado pelo programa MASCOT (lon Search) versao in house (versédo 2.4.0) (
PERKINS et al., 1999) para analises protedmicas e/ou pelo Peaks Studio V7 (MA et
al., 2003) para sequenciamento ‘de novo’ e analises protedmicas e de comparagao
de sequéncias, realizando as buscas contra o banco de dados do Uniprot (NCBI) e
de transcritos obtidos para Ae. aegypti depositados no banco de dados VectorBase
(NIAID, 2016)
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Como tentativa de identificacdo da lipase digestiva de fémeas adultas do
mosquito Ae. aegypti, utilizamos o material proveniente de uma cromatografia de
troca ibnica (anidnica), a partir do homogeneizado do intestino médio. Essa
cromatografia faz parte do primeiro passo de purificagdo descrito no mestrato
(FILIETAZ, 2011).

A fracdo que correspondente ao pico de atividade de lipase, utilizando butirato
como substrato, foi desalinizada contra tampao bicarbonato de aménio 200 mM,
aquecida a 60 °C por 15 minutos para denaturacéo, liofilizada, ressuspendida em
tampéao de corrida e aplicada a um gel de SDS-PAGE. As duas bandas mais fortes
com massa aproximada a da lipase foram recortadas e digeridas, todas as outras
bandas presentes no gel foram recortadas e digeridas separadamente e o produto
da digestao foi reunido no mateial final. A digestao foi realizado conforme descrito
acima. O material obtido na digestdo foi analisado em um sistema nanoLC Easy-
LTQ Orbitrap Velos-ETD localizado no CEFAP USP (Centro de Facilidades e Apoio
a Pesquisa), sendo o material das bandas mais fortes analisado separadamente do

resto do gel.

3.13 Selecao de sequéncias, alinhamento e arvore filogenética

A sequéncia das lipases pancreatica e gastrica humana foram obtidas através
de uma busca nominal no banco de dados do Uniprot (UNIPROT, 2016), sendo
selecionadas as lipases melhor caracterizadas no ser humano (Figura 14).

As lipases pancreatica e gastrica humana foram utilizadas para a realizagao
de um BLASTp contra o banco de dados de proteinas do VectorBase (NIAID, 2016)
no dia 27/01/2015. Foram selecionados o0s seguintes organismos: Ae. aegypti
(AAEL), Anopheles darlingi  (ADAC), Anopheles gambiae  (AGAP),
Biomphalaria glabrata (BGLB), Culex quinquefasciatus (CQU), Culex pipiens
(CPWN)), Ixodes scapularis (ISCW), Lutzomyia longipalpis (LLO), Musca domestica
(MDOA), Pediculus humanus (PHUM), Phlebotomus papatasi (PPA) e Rhodnius
prolixus (RPR), sendo obtidas as 10 primeiras sequéncias anotadas como lipase,
alguns organismos nao tiveram as suas sequéncias anotadas portanto
as sequéncias que retornaram para o blast nesses organismos nao foram utilizadas.

As lipases pancredtica e gastrica humana ainda foram utilizadas para a
realizacdo de BLAST (NCBI, 2016b), contra o banco de dados do Uniprot, essa

busca foi realizada no dia 06/02/2015. O primeiro BLAST foi realizado contra um
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banco de insetos (taxid: 6960) e o segundo contra um banco de crustaceos (taxid:
6657). O BLAST com a lipase pancreatica humana nos permitiu selecionar 10
sequéncias em insetos, sendo o E-value minimo de 6e-96 (Cerapachys biroi)
em crustaceos foram obtidas 3 sequéncias sendo o E-value minimo de 1e-63. O
BLAST com a lipase gastrica humana permitiu a selecdo de 10 sequéncias em
insetos, sendo o E-value minimo de 2e-89 (Diaphorina citri) em crustaceos foram
obtidas 3 sequéncias sendo o E-value minimo de 1e-59 (Litopenaeus vannamei).

As sequéncias de proteinas bem caracterizadas na literatura foram obtidas no
banco de dados do Uniprot, a maior parte dessas sequéncias corresponde a lipases
digestivas e uma fosfolipase A1 de insetos. As sequéncias selecionadas
estdo descritas a seguir, foram selecionadas 2 lipases de Drosophila melanogaster
lip1 (DROME-LIP1) e lip3 (DROME-LIP3) (PISTILO et al., 1998), fosfolipase A1
de Dolichovespula maculata (DOLMA-PHOSPA1) (SOLDATOVA; KOCHOUMIAN;
KING, 1993), lipases digestivas de Helicoverpa armigera (HELAR-LIP) (CAMPBELL
et al., 2008) e Mamestra configurata (MAMCO-LP2) (TOPRAK., 2008) que sao
similares a lipase de Lymantria dispar (SPARKS et al., 2013), a lipase digestiva e
anti-viral de Bombyx mori (BOMMO-LIP) (PONNUVEL et al., 2003) e algumas
lipases de Epiphyas postvittana (EPIPO-LIPn3, EPIPO-LIPn7 e EPIPO-LIPNn9)
(CHRISTELLER et al., 2010).

O ultimo passo da busca de sequéncias foi realizado através de busca
nominal por lipase pancreatica e gastrica no banco de dados do UniProt, tendo como
objetivo a obtencdo de lipases encontradas em vertebrados, essas buscas foram
realizadas dia 09/02/2015 para as lipases pancreaticas e dia 12/02/2015 para as
gastricas. As sequéncias de vertebrados para lipase pancreatica obtidas para
mamiferos foram Rattus norvegicus (RATNO-LP), Mus musculus (MUSMU-LP)
e Bos taurus (BOSTAU-LP), para aves Gallus gallus (GALGA-LP) e Meleagris
gallopavo (MELGA-LP), para peixes Thunnus orientalis (THUOR-LP) e Ictalurus
punctatus (ICTPU-LP), para anfibios Xenopus tropicalis (XENTR-PLRP2) e para
répteis Chelonia mydas (CHEMY-PLRP1). Foram encontradas apenas sequéncias
de mamiferos para lipases gastricas de vertebrados, Rattus norvegicus (RATNO-
LG), Canis familiaris (CANFA-LG) e Bos taurus (BOSTAU-LG).

As sequéncias obtidas foram analisadas no “software”
MEGAG e o alinhamento foi realizado com a utilizagdo da ferramenta ClustalW,

presente no MEGA. O resultado do alinhamento foi utilizado para o calculo de uma
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arvore filogenética usando maxima verossimilhanga, foram utilizados 1000 ciclos de

bootstrap.

( 1° passo da selecao de
sequéncias: )
Busca nominal pelas lipases

humanas gastrica (LG) e
v pancreatica (LP) (Uniprot)

BLASTp no VectorBase BLASTp no NCBI
contraLGelLP contraLGelLP
Numero maximo de Nimero maximo de
sequéncias =10 sequéncias =10
—
Org:n;smos selec(ieraEdljs: Bancos de dados
- Aedes aegypti selecionados:
- Anopheles darlingi (ADAC) Insecta (taxid: 6960)
- Anopheles gambiae (AGAP) -
- Biomphalaria glabrata (BGLB) Crustacea (taxid: 6659)
- Culex quinquefasciatus (CQU)
- Culex pipiens (CPIJ) \l/
- Ixodes scapularis (ISCW)
- Ll’{”tzomyg longipallzﬁ élc-)lkc))), LGeLP:
- Musca domestica anci 7
- Pediculus humanus (PHUM) 10 sequenclas p ara insetos
- Phlebotomus papatasi (PPA) 3 sequenfznas para
- Rhodnius prolixus (RPR) crustaceos

g

2° passo da selecao de sequéncias: >

-~

Busca nominal por
lipases gastricas e
pancreaticas de

mamiferos
l -

. T

Lipases e Fosfolipases
bem descritas de insetos
—

. . [ - Rattus norvegicus - PL \
- Drosophila melanogaster - Lip1 and 3 - Mus musculus - PL
- Dolichovespula maculata - - Bos taurus - PL
phospholipase A1 - Gallus gallus - PL
- Helicoverpa armigera - Meleagris gallopavo - PL
- Mamestra configurata - Thunnus orientalis - PL
- Lymantria dispar - Ictalurus punctatus - PL
- BPmbe mori . - Xenopus tropicalis - PLRP2
Epiphyas postvittana Lipn3; 7 and 9 / - Chelonia mydas - PLRP1

- Canis familiaris - GL

- Rattus norvegicus - GL
- Bos taurus - GL

Figura 14 — Esquema da selecdo das sequéncias de lipase usadas para alinhamento e
construcdo da arvore filogenética.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos, bem como os graficos e imagens relacionadas aos

experimentos realizados estao descritos a seguir.

4.1 Alinhamento das lipases digestivas de Ae. aegypti com as lipases
digestivas descritas

A partir dos bancos de dados VectorBase e Uniprot (NCBI) selecionamos 139
sequéncias de diversas ordens de insetos, crustaceos, aracnideos e vertebrados. As
lipases L-Aa7055 e L-Aa7051 que foram preditas como digestivas em Ae. aegypti
(FILIETAZ, 2011), foram analisadas por alinhamento, o que permitiu a sua
comparacgao estrutural com as lipases de diversas espécies de animais. Na figura 15
escolhemos algumas sequencias para um alinhamento parcial representativo,
demonstrando a identificacdo dos dominios e residuos utilizados na analise das

sequéncias.
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Figura 15 — Alinhamento em ClustalW2 das lipases de Ae. aegypti, L-Aa7055 e L-Aa7051,
com a lipase pancreatica humana (HOMSA-LP), proteina 2 relacionada a
lipase pancreatica de porco da india (Cavia porcellus ICAVPO-PR),
fosfolipase A1 de vespa (Dolichovespula maculata [DOLMA-PHOSPA1), as
lipases digestivas de Bombyx mori (BOMMO-LN), Tityus serrulatus (TYTSE-
LN) e Nephilingis cruentata (NECRU-LN) e Daphnia pulex (DAPPU-LN). O
pentapeptideo G-X-S-X-G onde se encontra a Ser catalica e os demais
residuos envolvidos em catalise estdo coloridos em amarelo: Ser 276; Asp
304; His 392. As regides das algas B5, B9 e dominio tampa estao localizados
entre os residuos marcados em verde e nomeados abaixo.

Inicialmente, conferimos a presenca dos residuos cataliticos. Entao
analisamos a localizacéo, tamanho e composicdo de aminoacidos das alcas 85, B9 e
dominio tampa. Os residuos da triade catalitica foram identificados no alinhamento
nas posicoes: Ser 165, His 279 e Asp 193, tendo a LP humana como referéncia. A
regido da alga 5 comega na posi¢cdo 50 com os residuos: His-Gly-Phe (HGF); a
alca B9 esta localizada na posigao 210 comegando com os residuos: His-Thr (HT) e
o dominio tampa € definido por uma ponte dissulfeto localizada entre a Cys238 e
Cys262.

O alinhamento permitiu a comparagao das lipases digestivas do mosquito
com lipases neutras que foram bem estudadas bioquimicamente e estruturalmente.
As identidades obtidas foram de 32% (L-Aa7051) e 34% (L-Aa7055) com a LP
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humana; 32% (L-Aa7051) e 33% (L-Aa7055) com a PRLP2 de porco da india (Cavia
porcellus) que apresenta o dominio tampa reduzido (7 residuos); 25% (L-Aa7051) e
31% (L-Aa7055) com a fosfolipase A1 (FLP A1) da vespa Dolichovespula maculata
que apresenta a alga B9 reduzida (14 residuos), dominio tampa reduzido (9
residuos) e ndo apresentas o dominio C-terminal.

Assim como outras lipases encontradas em insetos, as lipases do mosquito
nao apresentam a regido C-terminal que é a regido de ligagao a colipase. A alga 35
estava presente, com o mesmo numero de residuos encontrados na LP humana e
nas lipases dos outros insetos. A regiao da alga B9 da LP humana apresenta 21
residuos de aminoacidos, as lipases neutras de Ae. aegypti fase larval e adulta
apresentaram uma alca B9 de 15 residuos de aminoacidos, uma reducdo de 6
residuos de aminodacidos.

O tamanho da regido da tampa € extremamente reduzida nas lipases
digestivas de insetos assim como as observadas para a PRLP2 e FLP A1, sendo de
9 residuos para L-Aa7055 e 6 residuos para L-Aa7051. A LP humana possui 25
residuos de aminoacido em sua tampa.

O alinhamento, utilizando um alto numero de sequéncias (139) foi utilizado
para a construgdo de uma arvore filogenética (Figura 16). Conseguimos observar
que a arvore se divide em dois grandes grupos (G), o primeiro composto por lipases
pancreaticas e neutras (G-LP) e o segundo grande grupo composto por lipases
gastricas e acidas (G-LG). A arvore foi colapsada para mostrar apenas os ramos que
apareceram com valores de “bootstrap” acima de 85%. Dessa forma, foi possivel
observar a formagdo de subgrupos (SG) com alto suporte, geralmente acima de
90%.
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0 CPIJ004224-PL / Culex pipiens/Diptera
% AAEL007052-PL/ Aedes aegypti/Diptera
AAEL007051-PL/ Aedes aegypti/Diptera
I AAEL007055-PL / Aedes aegypli/Diptera
s 100 AAEL007044-PL / Aedes aegypti/Diptera
CPI1J004227-LIP / Culex pipiens/Diptera
@ AAAEL007060-PL / Aedes aegypti/Diptera
0 CPIJ004226-PL / Culex pipiens/Diptera
100 CP1J004225-PL / Culex pipiens/Diptera
DOLMA-PHOSPA1 /Q06478/ Dolichovespula maculata/Hymenoptera
EPIPO-LIPN7 / Epiphyas postvittana/Lepidoptera
ISCW010653-LIP / Ixodes scapularis/Ixodida
EPIPO7-LGL / Epiphyas postvittana/Lepidoptera
5 MDOA008002-LIP3L / Musca domestica/Diptera
L MDOAO12294-LIP3L/ Musca domesticalDiptera
l—————— EPIPO6-LGL / Epiphyas postvittana/Lepidoptera
HOMSA-LG /P07098/ Homo sapiens/Primata
CANFA-LG /P80035/ Canis familiaris/Camivora
RATNO-LG /P04634/ Raltus norvegicus/Rodentia
MUSMU-LG /QSCPP7/ Mus musculus/Rodentia
SGA BOSTAU-LG /Q29458/ Bos taurus/Artiodactyla
100 IXOSC1-LG /B7QDUS/ Ixodes scapularis/ixodida
’—: ISCW012188-LG / Ixodes scapularis/Ixodida
= Isc 46-LIP / Ixod is/Ixodi
‘ = ISCW000449-LYACLIP/ Ixod
ISC! YACLIPA/Ixod
sop—— PORTR-LIP /AHI81100.1/ Portunus trtuberculatus/Decapoda
LITVA-LIP /ACU57197.1/ Litopenaeus vannamei/Decapoda
eic % APIME1-LIP1L 34.1/ Apis melii
98 hL.] APIME2-LIP1L 8
APIDO-LIP3L /XP 006619838.1/ Apis dorsata/Hymenoptera
N CAMFL-LG /E1ZZM8/ Camponotus floridanus/Hymenoptera
= SOLIN-LIP3L /XP 011163740.1/ Solenopsis invicta/Hymenoptera
sob2 a2 ACREC-LIP3L /XP 011052485.1/ Acromyrmex echinatior/Hymenoptera
oz MICDE-LIP3L /XP 008548197.1/ Microplitis demolitor/Hymenoptera
DIACI-LGL /IXP .1/ Diaphorina citri/Hemiptera
NASVI-LIP3L /XP 001606515.1/ Nasonia vitripennis/Hymenoptera
o AGAP001652-LIP3 Anopheles gambiae/Diptera
= AAEL012341-LIPLYAC Aedes aegypti/Diptera
CPIJ005348-LIP3 /Culex pipiens/Diptera
[ CALRO-LIPLYAC/ACO11197.1/ Caligus rogercresseyi/Siphonostomatoida
ZOONE1-LIP3 /KDR15388.1/ Zootermopsis nevadensis/Isoptera
ns:ZDONEZVLIPSIKDR‘\EAZB 1/ Zootermopsis nevadensis/Isoptera
topy—— AAELO14921-LIP1 /Acdes asgyplifDiptera
9 AAEL012340-LIP1/Aedes aegypti/Diptera
| % CP1J002719-LIP1 /Culex pipiens/Diptera
AADAC006377-LIP /Anopheles dariingi/Diptera
$G-G3 —** @ 1P3 Diptera
AAEL004933-LIPLYAC / Aedes aegypti/Diptera
100 CP1J000367-LIPLYAC /Culex pipiens/Diptera
AGAP005185-LIP3/ Anopheles gambiae/Diptera
$G-G4 4@2 AAEL012199-LIP1/ Aedes aegypti/Diptera
00 AAEL011467-LIP1/ Aedes aegypti/Diptera
so0—— DROME-LIP1 /046107 Drosophila melanogaster/Diptera
MDOAO004434-LIP1 / Musca domestica/Diptera
100 CPIJ008733-LIP1 / Culex pipiens/Diptera
SG-G5 435'2 CPI1J011852-LIPLYAC / Culex pipiens/Diptera
AGAP013368-LIPLYAC/Anopheles gambiae/Diptera
s LIP3/ iae/Diptera
-LIP3/. /Diptera
$G-Gé = CPIJ002717-LIP1 / Culex pipiens/Diptera
100 CPI1J002724-LIPLYAC / Culex pipiens/Diptera
100 MDOA005247-LIP1 Musca domestica/Diptera
L MDOA005483-LIP / Musca domestica/Diptera
[ MDOAO013349-LIP1/ Musca domestica/Diptera
PEDHU-LIP3 /XP 002422710.1/ Pediculus
 — N PHUMO07930-LIP3 / Pediculus humanus/Phthiraptera
0 AADACO009876-LIP / Anopheles darlingi/Diptera
100 AAGAP003501-LIP3/ Anopheles gambiae/Diptera
99 AGAP003500-LIP3 / Anopheles gambiae/Diptera
s6-67 CPIJ002715-LIP3 / Culex pipiens/Diptera
AAEL012350-LIP1/Aedes aegypti/Diptera
f————————EPIPO-LIPn1 /Epiphyas postvittana/Lepidoptera
ton—— DROME-LIP3 /046108/ Drosophila melanogaster/Diptera
MDOA006923-L1P3 / Musca domestica/Diptera
AAGAP002872-LIP3/ Anopheles gambiae/Diptera
$G-G8 o AAEL014920-LIP1/Aedes aegypti/Diptera
100 CPIJ002718-LIP3/ Culex pipiens/Diptera
0 CPIJ002726-LIP3/ Culex pipiens/Diptera
= AAEL012345-LIP1/ Aedes aegypti/Diptera
00 AAEL014916-LIP1 / Aedes aegypti/Diptera

BOSTAU-LIP /P30122/ Bos taurus/Artiodactyla
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Figura 16 — Analise filogenética molecular utilizando o método de maxima verossimilhanca
(WHELAN e GOLDMAN, 2001). A arvore com o maior log de verossimilhanca
foi mostrada. A porcentagem de arvores em que determinado taxon associado
foi agrupado esta mostrado na ponta dos ramos. A arvore inicial foi obtida pelo
método de Neighbor-doining. A andlise envolveu 139 sequéncias de
aminoacidos e foram realizadas no MEGA6 (TAMURA et al., 2013). Os grupos
foram identificados como G-LP (grupo das lipases neutras) e G-LG (grupo das
lipases gastricas), e os subgrupos por SG-Px e SG-Gx (sendo x o numero do
grupo). As abreviaturas utilizadas na nomenclatura das sequéncias foram
descritas na sec¢do 3.8, sendo nas sequéncias obtidas no VectorBase o
proprio numero de acesso. O tipo de lipase foi determinado apds a abreviatura
sendo LIP (lipase), LP (lipase pancreatica), LPL (lipase pancreatica like),
PLRP (Proteina relacionada a lipase pancreatica), LG (lipase gastrica), LGL
(lipase gastrica like) e LIPLYAC (Lipase acida lisossomal). O nome do animal
(género e espécie) foi anotado seguido da ordem ao qual pertence.

Dentre as lipases pancreaticas (G-LP) observamos 4 subgrupos. O Subgrupo
P1 (SG-P1) é formado basicamente por lipases de insetos sendo dividido em trés
ramos com alto suporte que contém lipases de Hymenoptera, Lepidoptera e Diptera
majoritariamente, o subgrupo 2 (SG-P2) é onde encontramos as lipases de
vertebrados, entre os subgrupos 1 e 2 encontramos as sequéncias de trés
representantes da classe Arachinida e um representante do subfilo Crustacea
(Figura 17), o subgrupo 3 (SG-P3) é formado majoritariamente por espécies de
Diptera, mas também apresenta a sequéncia de Litopenaeus vannamei
(Malacostraca: Decapoda) e apresenta dois grupos bem suportados com sequéncias
de Ae. aegypti e Culex pipiens em ambos. Essa separagao dentro de Diptera indica
a ocorréncia de duplicagdes génicas (Figura 18). O subgrupo 4 (SG-P4) apresenta
pelo menos quatro grupos bem suportados, 2 constituidos por lipases de
Lepidoptera e 2 constituidos por lipases de Diptera. Nos dois grupos podemos
observar a ocorréncia de duplicagdes génicas tanto para Ae. aegypti e Culex pipiens
quanto para Epiphyas postivitana. As lipases digestivas descritas para insetos se
aguparam no SG-P4 (Figura 19), onde encontramos as duas lipases em estudo do
mosquito Ae. aegypti (L-Aa7051 e L-Aa7055), a lipase isolada em Bombyx mori
(Q8MY66), algumas que tiveram a expressao génica medida no intestino como a
das lagartas Epiphyas postvittana (F5GTF8), Mamestra configurata (B2ZGH7) e
Helicoverpa armigera (B6CMF3) (CAMPBELL et al., 2008; MARKWICK et al., 2011;
PONNUVEL et al., 2003; TOPRAK et al., 2008;).
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~——— NASVI2-LPL /XP 008212238.1/Nasonia vitripennis/Hymenoptera
NASVI3-LPL /XP 008212236.1/Nasonia vitripennis/Hymenoptera
——— NASVI1-LPL /XP 008212240.1/ Nasonia vitripennis/Hymenoptera
- HARSA-LP /[E2C2J9/Harpegnathos saltator/Hymenoptera
_{: SOLIN-LPL /XP 011175497.1/ Solenopsis invicta/Hymenoptera
94 CERBI-LP /A0OA026WTB1/ Cerapachys biroi’lHymenoptera
APIFL-LPL /XP 003695766.1/ Apis florea/Hymenoptera
DANPL-LP /G6D1N8/ Danaus plexippus/Lepidoptera
SG-P1 100 TNE BOMMO1-LPL /XP 004931924.1/ Bombyx mori/Lepidoptera
99 BOMMO2-LPL /XP 004931923.1/ Bombyx mori/Lepidoptera
TRICA-LPL /XP 969219.2/ Tribolium castaneum/Coleoptera
- PHUM194110-LP / Pediculus humanus/Phthiraptera
AGAP007672-LP / Anopheles gambiae/Diptera
TE AAEL012654-LP / Aedes aegypti/Diptera
99 CPI1J000186-LP / Culex pipiens/Diptera
DAPPU-LP / Daphnia pulex/Diplostraca
—— NECRU-LP70/ Nephilengys cruentata/Araneae
100 -—— NECRU-LP4049/ Nephilengys cruentata/Araneae
TYTSE-LIP5372/ Tityus serrulatus/Scorpiones
ISCW018228-PA/Ixodes scapularis/ixodida
XENTR-PLRP2 /Q0IIS1/ Xenopus tropicalis/Anura
THUOR-LP/U3U5J0/ Thunnus orientalis/Perciformes
SG-P2 ICTPU-LP/E3TFR7/ Ictalurus punctatus/Siliriformes
100 RATNO-LP /P27657/ Rattus norvegicus/Rodentia
;oo‘_—{: MUSMU-LP /Q6P8U6/ Mus musculus/Rodentia
HOMSA-LP /P16233/ Homo sapiens/Primata
96 CHEMY-PLRP1/M7BP40/ Chelonia mydas/Testudinata
_”'_? GALGA-PL /Q0QJZ3/ Gallus gallus/Galliformes
100 MELGA-PL /AOMBZ6/ Meleagris gallopavo/Galliformes

99

Figura 17 — Subgrupo 1 (SG-P1) e 2 (SG-P2) das lipases neutras. As sequéncias do SG-
P1 sdo compostas, em sua maioria, por insetos das ordens Hymenoptera,
Lepidoptera e Diptera. No SG-P2 estdao agrupadas as lipases neutras de
vertebrados.

LITVA-LP /AHM88206.1/ Litopenaeus vannamei/Decapoda
SG-P3 DANPL2-LP /G6DIB7/ Danaus plexippus/Lepidoptera
93 100 AAEL014553-PL / Aedes aegypti/Diptera
100 l_{: AAEL015093-PL / Aedes aegypti/Diptera
100 S CPI1J019227-PL /Culex pipiens/Diptera
AGAP000210-PL/Anopheles gambiae/Diptera
93 p————————— MDOAO003932-LIP /Musca domestica/Diptera
AGAP000211-PL/Anopheles gambiae/Diptera
_.oo{_? AAELO014551-PL / Aedes aegypti/Diptera
99 CPI1J019228-PL /Culex pipiens/Diptera
100—— CPIJ003147-LIP /Culex pipiens/Diptera
~l—— PHUMO046940-PL / Pediculus humanus/Phthiraptera
PHUM389860-LIP /Pediculus humanus/Phthiraptera
ISCWO013343-LIP /Ixodes scapularis/Ixodida
AGAP011121-PL/ Anopheles gambiae/Diptera

—— EPIPO-LIPn9 / Epiphyas postvittana/Lepidoptera
88 —— MDOAO011786-PLRP2 /Musca domestica/Diptera

1w

Figura 18 — Subgrupo 3 (SG-P3) das lipases neutras. Esse subgrupo é composto
majoritariamente por sequéncias de Diptera
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MAMCO-LP2 /B2ZGH7/ Mamestra configurata/Lepidoptera
EPIPO-LIPNn3 / Epiphyas postvittana/Lepidoptera
EPIPO15-LPL /FS5GTF9/ Epiphyas postvittana/Lepidoplera
100 HELAR-LIP /BE6CMF 3/ Helicoverpa armigera/Lepidoptera
'”(]J,ii BOMMO-LIP /QBMYE6/ Bombyx mori/Lepidoptera
\ | EPIPO20-LPL /FSGTG3/ Epiphyas postvittana/Lepidoptera
LI EPIPO13-LPL /FS5GTF8/ Epiphyas postvittana/Lepidoplera
AGAP004449-PL / Anopheles gambiae/Diptera
100 MDOAQDOB350-PL / Musca domestica/Diptlera
L MDOADOE124-PHOSPA1 | Musca domesticaDiptera
991 AAELOO7063-PL / Aedes aegypti’'Diptera
L CPIJ004224-PL / Culex pipiens/Diptera
AAELO07052-PL / Aedes aegypti/'Diptera
AAELO07051-PL / Aedes aegypti’'Diptera
AAELO07055-PL / Aedes aegypti/Diptera
100 AAELOO07044-PL / Aedes aegypti’'Diplera
L CPIJO04227-LIP / Culex pipiens/Diptera
93 J AAELOO7060-PL / Aedes aegypti/Diptera
100/ [ CPIJO0M226-PL / Culex piplens/Diptera
100 CPIJO04225-PL / Culex pipiens/Diptera

100
.

5G-P4

£

Figura 19 — Subgrupo 4 das lipases neutras (SG-P4). As lipases de insetos descritas como
digestivas na literatura se agruparam majoritariamente nesse subgrupo. O
subgrupo se divide basicamente em trés grupos, dois formados por lipases de
Lepidoptera e o terceiro por lipases de Diptera.

Algumas estruturas consideradas importantes para a atividade e
especificidade sobre substratos foram identificadas nas sequéncias das lipases
neutras analisadas. As lipases de todos os subgrupos (SG-P1 a SG-P4)
apresentaram a alca B5 conservada contendo 10 residuos de aminoacidos, a alca
B9 das sequéncias encontradas nos subgrupos SG-P1, SG-P2 e SG-P3 apresentam
pelo menos 20 residuos de aminoacido sendo parecidas com a lipase humana,
enquanto as lipases do subgrupo SG-P4 apresentaram apenas 15 residuos de
aminoacidos.

O dominio tampa, que nas lipases neutras de vertebrados apresentam 25
residuos de aminoacidos, foi o que apresentou maiores diferengcas entre os
subgrupos. As sequéncias do subgrupo SG-P1 apresentaram 29 residuos de
aminoacidos no dominio tampa, as do subgrupo SG-P2 apresentaram 24 residuos
de aminoacidos nesse dominio, as do subgrupo SG-P3 apresentaram 25 residuos
de aminoacidos. As lipases do subgrupo SG-P4, onde se encontram as lipases
digestivas de Ae. aegypti (L-Aa7051 e L-Aa7055) e a maioria das outras lipases
digestivas caracterizadas em outros insetos, apresentaram o dominio tampa
bastante reduzido com variacdo de 5 a 10 residuos de aminoacido, sendo que a

maior parte das sequéncias apresentaram 9 residuos.
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As lipases gastricas apresentam pelo menos 8 subgrupos, subgrupo 1 (SG-
G1) composto por lipases de vertebrados (Figura 20), subgrupo 2 (SG-G2) composto
basicamente por sequéncias de Hymenoptera com um pequeno grupo bem
suportado de Diptera (Figura 21), os grupos 3 (SG-G3) ao 8 (SG-G8) sdo compostos
basicamente de sequéncia de Diptera com evidéncias de um grande numero de
duplicagdes génicas.

O alinhamento de algumas sequéncias de lipases acidas de Ae. aegypti
(encontradas no SG-G3 e SG-G4) com a LG humana (P07098) permitiu a
identificacdo dos motivos conservados. As sequéncias do mosquito possuem
tamanho similar a humana com aproximadamente 400 residuos de aminoacidos, as
identidades encontradas foram: 38% (AAEL012341); 37% (AAEL014921); 37%
(AAEL012340) e 35% (AAELO04933).

A triade catalitica que na LG humana é formada pelos residuos Ser 153, His
353 e Asp 324, se mostrou bem conservada no alinhamento com as sequéncias de
mosquito, a Ser 153 catalitica esta localizada na sequéncia consenso formada pelo
pentapeptideo GXSXG que também é conservado nas lipases acidas do mosquito. A
regidao do dominio capa onde é encontrado o dominio tampa em lipases acidas
também é conservada, as lipases de insetos possuem de 3 a 4 residuos de
aminoacidos a mais nessa regidao. A ponte dissulfeto também é conservada, sendo
aumentada em um residuo na lipase AAEL012341 (10 residuos), esse mesmo
aumento € observado nas lipases acidas da lagarta Epiphyas postvittana
(CHRISTELLER et al., 2010). O tamanho das regides relacionadas as estruturas das
lipases acidas encontradas no mosquito Ae. aegypti é bastante parecida com a
observada na LG humana, o que segue as comparagoes descritas na literatura. Por
esse motivo se estima que essas lipases atuem especificamente sobre TAGs.
Contudo, ndo se sabe qual seria a implicacdo das mudancas nos residuos de

aminoacidos na atividade da enzima.
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99 HOMSA-LG /P07098/ Homo sapiens/Primata
93 . CANFA-LG /P80035/ Canis familiaris/Camivora
—— RATNO-LG /P04634/ Rattus norvegicus/Rodentia
oot MUSMU-LG /Q9CPP7/ Mus musculus/Rodentia
SG-G14s BOSTAU-LG /Q29458/ Bos taurus/Artiodactyla
IXOSC1-LG /B7QDUG!/ Ixodes scapularis/Ixodida
—— ISCW012188-LG / Ixodes scapularis/Ixodida
26 — |ISCW023846-LIP / Ixodes scapularis/Ixodida
—”I— ISCWO000449-LYACLIP/ Ixodes scapularis/Ixodida
ISCWO005333-LYACLIPA/ Ixodes scapularis/Ixodida

100

Figura 20 — Subgrupo 1 (SG-G1), onde estao agrupadas as lipases acidas de vertebrados.

99 APIME1-LIP1L /XP 006564434.1/ Apis mellifera/Hymenoptera
100 { APIME2-LIP1L /XP 006564437.1/ Apis mellifera/Hymenoptera
APIDO-LIP3L /XP 006619838.1/ Apis dorsata/Hymenoptera
%6 CAMFL-LG /E1ZZM8/ Camponotus floridanus/Hymenoptera
Py — SOLIN-LIP3L /XP 011163740.1/ Solenopsis invicta/Hymenoptera
92 e ACREC-LIP3L /XP 011052485.1/ Acromyrmex echinatior/Hymenoptera

MICDE-LIP3L /XP 008548197.1/ Microplitis demolitor/Hymenoptera
DIACI-LGL /XP 008469829.1/ Diaphorina citri’fHemiptera
NASVI-LIP3L /XP 001606515.1/ Nasonia vitripennis/Hymenoptera
AGAP001652-LIP3 Anopheles gambiae/Diptera
AAEL012341-LIPLYAC Aedes aegypti/Diptera
CPI1J005348-LIP3 /Culex pipiens/Diptera
CALRO-LIPLYAC /ACO11197.1/ Caligus rogercresseyi/Siphonostomatoida
[ ZOONE1-LIP3 /KDR15388.1/ Zootermopsis nevadensis/Isoptera
86— ZOONEZ2-LIP3 /KDR16428.1/ Zootermopsis nevadensis/Isoptera
100 [ AAEL014921-LIP1 /Aedes aegypti/Diptera

L AAEL012340-LIP1/Aedes aegypti/Diptera

CPI1J002719-LIP1 /Culex pipiens/Diptera
ADACO006377-LIP /Anopheles darlingi/Diptera

SG-G3 o 99 AGAP002353-LIP3 Anopheles gambiae/Diptera

—— AAEL004933-LIPLYAC / Aedes aegypti/Diptera
100t CPIJ000367-LIPLYAC /Culex pipiens/Diptera

sG-62

a4

9

96 L

Figura 21 — Subgrupo 2 (SG-G2) e 3 (SG-G3) das lipases acidas. As lipases analisadas
por alinhamento estédo representadas nesses dois grupos.

4.2 Determinagao das lipases envolvidas na digestao em diferentes fases do
desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti

As 2 sequéncias de lipase pré-selecionadas por RT-PCR semi-quantitativo
foram submetidas a analise por qPCR para avaliacdo de sua expressdo. A
expressao da lipase L-Aa7055 foi comparada entre carcaga e intestino médio de
fémeas adultas alimentadas com sangue e sacarose, onde foi possivel observar
valores de expressao aumentados em 48 vezes no intestino de fémeas alimentadas
com sangue e 58 vezes em fémeas alimentadas com sacarose (Figura 22A). Os
altos niveis de expressao observados no intestino médio evidenciam sua presenca
nesse tecido atuando no processo digestivo, confirmando o observado em RT-PCR.

No entanto, o experimento de RT-PCR indicava uma maior amplificagao da lipase na
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dieta com sacarose, quando comparada com a sanguinea (Figura 9). O experimento
de gPCR mostrou que a diferenga de expresséao é estatisticamente insignificante.

Quando a expressao foi testada no intestino médio de mosquitos adultos em
comparag¢ao com os intestinos médio de larvas L4, observamos que a expressao no
intestino de fémeas adultas era 260 vezes maior na alimentagdo com sangue e 316
vezes em alimentacdo com sacarose (Figura 22B). Com esses dados podemos
afirmar que o gene L-Aa7055 codifica uma lipase digestiva expressa na fase adulta
do mosquito fémea tanto na alimentagdo em sacarose como em sangue, esses
dados confirmam o que havia sido observado no RT-PCR.

A andlise da expresséo do gene L-Aa7051 evidenciou uma maior quantidade
de mRNA dessa lipase no intestino na fase larval do mosquito Ae. aegypti. Quando a
expressdo do gene foi comparada entre tecidos, intestino e carcacga, foi possivel
observar a presenga 351 vezes maior deste mRNA no intestino (Figura 23A). Para
verificar que a expressao do gene era essencialmente encontrada no intestino de
larvas a quantificagdo de L-Aa7051 foi testada no intestino de fémeas adultas
alimentadas com sangue e sacarose. Esta comparagdo se mostrou 42.000 vezes
maior no intestino de larvas L4, sendo a lipase L-Aa7051 codificada exclusivamente

no intestino médio da fase larval (Figura 23B).
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Figura 22 — Analise dos dados obtidos em qPCR para a expressao da lipase L-Aa7055 em
adultos e larvas de Ae. aegypti. A) Analise de amostras a partir de tecidos
isolados de fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti ingurgitadas com sangue:
carcaga (AA-C-Sa) e intestino (AA-I-Sa) e ingurgitadas com sacarose carcaga
(AA-C-Sc) e intestino (AA-I-Sc). B) Intestino médio de larvas de Ae. aegypti
(AL-I), féemeas adultas do mosquito Ae. aegypti ingurgitadas com sangue (AA-
I-Sa) e ingurgitadas com sacarose (AA-I-Sc).
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Figura 23 - Andlise dos dados obtidos em qPCR para a expresséo da lipase L-Aa7051 em
larvas e adultos de Ae. aegypti. A) Larvas de Ae. aegypti, carcaga (AL-C) e
Intestino médio (AL-l). B) Intestino médio de fémeas adultas do mosquito Ae.
aegypti ingurgitadas com sacarose (AA-1-Sc), ingurgitadas com sangue (AA-I-
Sa) e intestino médio de larvas (AL-I).

A amplificacdo da lipase L-Aa7055 foi obtida por RT-PCR. O experimento foi
realizado para verificar a expressdo do gene em trés diferentes condi¢ées: periodo
de jejum, na alimentagdo com sacarose e em diversos pontos apds o repasto

sanguineo.
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O experimento tinha como objetivo verificar em que momento ocorria o
aumento nos niveis de transcrito da lipase digestiva L-Aa7055. Sabe-se pela
literatura que as enzimas digestivas do mosquito Ae. aegypti exibem dois
comportamentos principais de expressao, prévia e tardia, sendo a expressio da
maioria das enzimas tardia com pico entre 24 e 48 horas (DANA et al., 2005).
Entretanto, o pico de atividade de lipase é descrito em 15 horas o que indica para
um perfil de expressao prévio (GEERING; FREYVOGEL, 1975).

Os resultados obtidos (Figura 24) mostraram que a lipase digestiva de Ae.
aegypti apresenta amplificagdo em todas as condi¢gdes testadas, incluindo no
periodo de jejum. Por ser o RT-PCR uma metodologia semi-quantitativa, n&o
consideramos a intensidade das bandas um indicativo de nivel de expressao.

N&o conseguimos identificar por proteoma e espectrometria de massa
(Orbitrap) a presenca de nenhuma lipase ou esterase em fragdes cromatograficas
enriquecidas em atividade sobre substratos de lipase proveniente do
homogeneizado de intestino médio do mosquito. A analise foi realizada na fragao
cromatografica onde encontramos o pico de atividade de lipase com o substrato

butirato.

HSSc HSc T0 3h 6h 9h 12h 15h 18h

Figura 24 — Amplificagdo do gene de lipase AAEL705500 no intestino médio de fémeas
adultas do mosquito Ae. aegypti, cepa Higgs. Mosquitos sem alimentagao
prévia com sacarose (HSSc), mosquitos mantidos em sacarose (HSc),
mosquitos dissecados 3, 6, 9, 12, 15 e 18 horas apds o repasto sanguineo.
Esse experimento norteou os periodos pdés-alimentacdo para as analises de
gPCR.
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4.3 Expressao da lipase digestiva (L-Aa7055) na infecgao por P. gallinaceum

Analises por gPCR foram realizadas para detectar mudangas nos niveis de
expressao da lipase digestiva (L-Aa7055) na pré-infecgdo e durante a infec¢do por
P. gallinaceum.

No primeiro ciclo gonotrofico, os animais foram submetidos a alimentacéo
com sangue infectado por P. gallinaceum. Houve variagdo na expressao da lipase
em 15 horas, o teste estatistico utilizado foi o teste U de Mann Whitney Pvalue:
0,0315; P < 0,05, em 18 horas apds a alimentagcdo nao foi encontrada variacao
Pvalue: 0,2345; p < 0,05 em teste U de Mann Whitney (Figura 25A). Nao foi possivel
comparar os valores de amplificagcdo obtidos 12 horas apds a alimentacéo, pois
foram observadas variagbes no gene constitutivo PRS7 o que impediu a
normalizacao dos dados.

A variagao da expressao também foi verificada no segundo ciclo gonotréfico,
em mosquitos previamente infectados por P. gallinaceum. Foi possivel observar, nos
animais infectados, uma reducdo do nivel de expressao da lipase estatisticamente
significativo em 18 horas apds a alimentacéo, Pvalue: 0,0214; P < 0,05 em teste U
de Mann Whitney. Nao foram observadas mudangas estatisticamente significativas
na expressao da lipase apoés a infecgdo: em 12 horas, Pvalue: 0,2224; P < 0,05 e em
15 horas, Pvalue: 0,8633; P < 0,05 em teste U de Mann Whitney (Figura 25B).
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Figura 25 - Andlise dos dados obtidos em qPCR para a expresséo da lipase L-Aa7055 em
Ae. aegypti adulto. A) 1° ciclo gonotrofico, alimentagdo de animais sadios com
sangue infectado por Plasmodium gallinaceum (Inf); B) 2° ciclo gonotréfico,
alimentacdo de animais infectados por Plasmodium gallinaceum (Inf) com
sangue nao infectado. As analises foram realizadas a partir de amostras de
intestinos médio de fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti. Os controles nao
infectados (NInf) foram submetidos as mesmas condigbes que os infectados.
O tempo apods dissecgdo esta indicado ao lado da condigéo do lote (Inf ou
NInf). As barras correspondem ao desvio padrdo encontrado em cada analise.
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4.4 Expressao da lipase digestiva (L-Aa7055) na infec¢gao por DENV2

As analises da expressao da lipase L-Aa7055 também foram realizadas no
intestino médio de animais infectados por DENV2. Ndo observamos variagcao
estatisticamente significativa da expressao da lipase apdés a alimentagdo, em 12
horas, Pvalue: 0,1320; 15 horas, Pvalue: 0,5887 e 18 horas, Pvalue: 0,4848. Sendo
P < 0,05 em teste U de Mann Whitney (Figura 26).
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Figura 26 — Anadlise dos dados obtidos em qPCR para a expresséo da lipase L-Aa7055 no
intestino médio de Ae. aegypti adulto. Foram utilizados animais em seu 2°
ciclo gonotrofico, previamente infectados com DENV2 (Inf), que foram
alimentados com sangue nao infectado. Os controles nado infectados (NInf)
foram submetidos as mesmas condicbes que os infectados. O tempo apds
dissecc¢ao esta indicado ao lado da condigéo do lote (Inf ou NInf).

4.5 Clonagem e expressao das lipases digestivas presentes no intestino
médio de fémeas adultas (L-Aa7055) e larvas (L-Aa7051)

4.5.1 Expressao das lipases L-Aa7055 e L-Aa7051 em vetor pAE

Apds a ligacao dos insertos L-Aa7055 e L-Aa7051 ao vetor pAE obtivemos a
formacado de diversas colbonias que foram positivas, em PCR de colbénia, para os
plasmideos desejados. Os plasmideos obtidos foram sequenciados e suas
sequéncias foram alinhadas para identificacido de possiveis mutagdes ou delegdes,

sendo escolhidos os clones estruturalmente conservados.
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Foram feitas transformacbes de 3 linhagens bacterianas BL21(DE3),
Origami(DE3) (Figura 27) e BL21 Star (DE3) pLysS (Figura 28) com os plasmideos
obtidos para L-Aa7055 e L-Aa7051. Entretanto, ndo foi observada a inducido da
expressao de lipase nestes transformantes.

A)

97 kDa

66 kDa

45kDa

C)

97 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

21 kDa
14 kDa

Figura 27 — Expressao das lipases L-Aa7055 e L-Aa7051. Gel de SDS-PAGE 12% corado
com Coomassie do perfil de expressao proteica encontrado em células E. coli
BL21(DE3). A) transformagdo com o vetor pAE L-Aa7055 (bandas 2 a 5), (1)
Padrdo de massa molecular, (2) ndo induzido tempo 0, (3) induzido tempo O,
(4) ndo induzido tempo 13 horas e (5) induzido tempo 13 horas. Células
transformadas com o vetor pAE L-Aa7051 (bandas 6 a 9), (6) ndo induzido
tempo 0, (7) induzido tempo 0, (8) ndo induzido tempo 13 horas e (9) induzido
tempo 13 horas. Perfil de expressdo proteica encontrada em células
Origami(DE3): B) transformagao com vetor pAE L-Aa7055, (1) Padrao de
massa molecular, (2) nao induzido tempo 0, (3) induzido tempo 0, (4) nao
induzido tempo 10 horas e (5) induzido tempo 10 horas; C) Células
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transformadas com o vetor pAE L-Aa7051, (1) Padrdo de massa molecular,
(2) ndo induzido tempo 0, (3) induzido tempo 0, (4) ndo induzido tempo 10
horas e (5) induzido tempo 10 horas.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

21 kDa

Figura 28 — Expressao das lipases L-Aa7055 e L-Aa7051. Gel de SDS-PAGE 12% corado
com Coomassie de amostras da indugcdo do perfil de expressao proteica
encontrado em células BL21 Star (DE3)pLysS. (1) Padrdo de massa
molecular, bandas de 2 a 5 transformacdo com vetor pAE L-Aa7055, (2) ndo
induzido tempo 0, (3) induzido tempo 0, (4) ndo induzido tempo 13 horas e (5)
induzido tempo 10 horas. Bandas de 6 a 9 células transformadas com o vetor
pAE L-Aa7051, (6) ndo induzido tempo 0, (7) induzido tempo 0, (8) ndo
induzido tempo 13 horas e (9) induzido tempo 13 horas.

4.5.2 Expressao da lipase L-Aa7055 em vetor pOP

Alternativamente, o inserto L-Aa7055 foi clonado em vetor pOP gentiimente
cedido pela Dra. Andrea Balan. O objetivo era obter a enzima expressa na porgao
soluvel de maneira ativa. O clone pOP5MP/AaLip foi utilizado para transformar
células competentes de E. coli BL21 (DE3) e a expresséo foi induzida (Figura 29). O
material proveniente da expressao da lipase L-Aa7055 foi submetido a um gel de
SDS-PAGE. Nao foi possivel observar nenhuma banda com aparente inducgao, a

banda da lipase teria o tamanho esperado de aproximadamente 37 kDa no gel.
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Figura 29 — SDS-PAGE 12% corado com Coomassie do perfil de expressao proteica da
lipase 7055 (E. coli BL21 (DE3) transformadas com o vetor pOP5MP). (1)
Padrdo de massa molecular, (2) fragdo nao induzida apoés a lise, (3) fragédo
induzida apos a lise, (4) Fracdo induzida porgao soluvel, (5) fragdo induzida
porcao insolivel, (6) Fragdo nado induzida porgao soluvel e (7) fragdo nédo
induzida porgéao insoluvel.

4.5.3 Expressao das lipases L-Aa7055 e L-Aa7051 em vetor pET-SUMO

O clone pET-SUMO/L7055 (Figura 30) foi utilizado para transformar E. coli
(One shot Mach1-T1) e a expressao foi induzida na presenga de IPTG 1 mM. O
material proveniente da expressao piloto foi submetido a um gel de SDS-PAGE,
onde foi possivel observar a expressdo da lipase L-Aa7055 que apresentou uma
banda de aproximadamente 47 kDa (Figura 31). A expressao da lipase L-Aa7055 foi
repetida em volumes maiores e o material foi submetido a cromatografia em coluna
de niquel para purificagédo (Figura 32).

As fragdes provenientes da eluicdo realizada em coluna de niquel, foram
analisadas através de experimento de atividade. Dada a impossibilidade do uso de
substratos fluorescentes para medidas de atividade de lipase na presenca de
imidazol buscamos duas alternativas: o uso de DMPTB como substrato e a eluicao
por pH na auséncia de imidazol. Em nenhuma das duas tentativas foi possivel medir

a atividade.
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Figura 30 — Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do produto de PCR de
células clonadas com vetor pET-L7055, correspondentes ao inserto (L-
Aa7055) a um trecho do vetor (pET-SUMO). As bandas 1056 pb sao
correspondentes ao tamanho esperado para o inserto (L-Aa7055).

2 3 4 5
Nindp!" Indplf" IndSoll  Indinsol

97 kDa

66 kDa

45 kDa

Figura 31 — Gel de SDS-PAGE 12% corado com Coomassie do perfil de expressdo
proteica de L-Aa7055/Sum (E. colli BL21(DE3) transformadas com vetor
pET-L7055), a lipase L-Aa7055 esta indicada pela seta. (1) Padrdo de
massa molecular, (2 — Nindpl) ndo induzido apds lise, (3 — Indpl) Indugdo
com IPTG apos lise, (4 — IndSol) Indugédo com IPTG porgéo soluvel e (5 —
Indinsol) Indugdo com IPTG porgao insoluvel. A banda de 47 kDa é a fusao
da lipase digestiva de Ae. aegypti 34 kDa e da proteina de pET-SUMO 13
kDa.
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Figura 32 — Purificagdo da L-Aa7055 recombinante. Gel de SDS-PAGE 12% corado com
Coomassie do isolamento da lipase recombinante de Ae. aegypti L-Aa7055
em coluna de niquel (Ni-NTA). (1) padréo de massa molecular, (2, 3,4, 5,6, 7
e 8) fragOes eluidas com tampao de eluigdo. A banda de 47 kDa é a fusdo da
lipase digestiva de Ae. aegypti 34 kDa e da proteina de pET-SUMO 13 kDa.

A identificagdo por LC-MS permitiu a confirmagdo da banda indicada pela
seta vermelha como sendo a lipase L-Aa7055/Sum de Ae. aegypti (Figura 33),
majoritariamente encontrada na porcéo insoluvel do material induzido. A atividade
enzimatica ndo pode ser medida na porc¢ao insoluvel, provavelmente indicando um

dobramento inadequado da proteina.
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Figura 33 — Identificacdo dos peptideos obtidos pela digestdo da lipase recombinante L-
Aa7055 com quimotripsina em analise por espectrometria de massa (LC-
MS). A lipase recombinante L-Aa7055 com expressao induzida por IPTG teve
sua banda correspondente recortada e tratada a partir de um gel de SDS-
PAGE (Fig. 3). O banco de dados de proteinas preditas geral do mosquito
Ae. aegypti foi obtido no banco de dados VectorBase.

Foram obtidos clones da lipase L-Aa7051 utilizando o vetor pET-SUMO, os
clones obtidos (pET-L7051) foram utilizados em diversas tentativas de
transformacao em E. coli (One shot Mach1-T1). A presencga do plasmideo (pETsumo
mais L-Aa7051) foi testada em um numero grande de coldnias através de reacéo de
PCR. Em nenhum desses testes foi observada a amplificagdo do gene de interesse.
Devido a dificuldade de obtencao de colbnias transformadas com pET-Aa7051 os

experimentos de clonagem e expressao nesse sistema foram interrompidos.

4.6 Determinacdao da atividade e efeito da concentragdo de Oleato sob a
atividade da lipase L-Aa7055/Sum apés a renaturagao
Apés a renaturagdo da lipase L-Aa7055/Sum expressa majoritariamente na
porcao insoluvel, foi possivel realizar medidas de atividade absoluta utilizando oleato
e butirato como substratos. Os valores de atividade encontrados indicam a presenca

de uma enzima ativa, a atividade €& proporcional a concentracdo de enzima
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comprovando que as variacoes de fluorescéncia observados sao realmente devido a
atividade enzimatica.

A especificidade da lipase recombinante sobre o substrato oleato pode ser
determinada. O valor de Km encontrado para a lipase L-Aa7055/Sum foi de 63 pM +
6.0 uM. Os plotes de Lineweaver-Burk obtidos bem como as curvas de Michaelis-

Menten podem ser observadas na Figura 34.
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Figura 34 — Efeito da concentragdo do substrato MU-Oleato (uM) sobre a atividade da
lipase recombinante de Ae. aegypti L-Aa7055, apds a renaturagdo. A figura
representa o plote de Lineweaver-Burk a partir dos dados obtidos. O grafico
inserido é a curva de Michaelis-Menten.
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos no estudo das lipases digestivas do mosquito Ae. aegypti,
proporcionaram embasamento para discussdes e comparacdes com dados descritos

na literatura, como pode ser visto a seguir.

5.1 Caracteristicas estruturais das lipases L-Aa7051 e L-Aa7055

Os genes AAELO007055 e AAEL007051 foram identificados por analise de
sequéncias (Figura 8) e RT-PCR semi quantitativo (Figura 9) como enzimas
digestivas do mosquito Ae. aegypti. Esses dados foram confirmados por gPCR,
sendo a lipase L-Aa7055 expressa no intestino médio de fémeas adultas (Figura 22)
e a lipase L-Aa7051 no intestino médio larval (Figura 23). Essas sequéncias foram
alinhadas com sequéncias de lipase descritas na literatura, permitindo a obtencao de
uma arvore filogenética.

A arvore filogenética obtida ndo permite tracar a histéria evolutiva das lipases,
pois existe uma saturagcdo do sinal filogenético ao longo do tempo, o que é
evidenciado pela presenga abundante de genes paralogos que estéo relacionados a
ocorréncia de duplicagéo génica.

O alinhamento permitiu a comparagédo entre importantes regides das
sequéncias. Essas regides estdo relacionadas com a presenga do dominio tampa,
da algca B9 e da regido C-terminal, que sdo estruturas conhecidas por afetar a
especificidade da lipase em relacdo ao substrato. As lipases de invertebrados
encontradas nos subgrupos SG-P1, SG-P3 e em regides intermediarias entre SG-P1
e SG-P2 apresentaram uma variagao grande no tamanho geral de suas sequéncias,
com variagdes no tamanho das estruturas (algas e do dominio tampa). As lipases
digestivas descritas em insetos bem como as identificadas em Ae. aegypti se
agruparam no subgrupo SG-P4. Esse grupo néo apresentou a regidao C-terminal de
ligacao a colipase, 0 que é condizente com a auséncia da coenzima em insetos. A
colipase tem como principal fungao auxiliar na abertura do dominio tampa e sua
estabilizagcdo o que expde o sitio ativo com consequente aumento da hidrofobicidade
(THOMAS et al., 2005; WONG; SCHOTZ, 2002).

As lipases digestivas dos aracnideos, Nephilingis cruentata (aranha) e Tityus
serrulatus (escorpido), tiveram suas sequéncias obtidas por sequenciamento de

nova geragao e confirmadas por proteoma FUZITA et al. (2015, 2016). A anélise das
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sequéncias obtidas permitiu observar que elas apresentam a regido C-terminal, que
€ o dominio onde ocorre a ligacdo a colipase. Conseguimos observar nesses
estudos baseados em sequéncias que as lipases apresentam tamanhos distintos e
podem estar envolvidas em diferentes fungdes. As lipases de invertebrados
marinhos, por exemplo, foram analisadas recentemente e descritas como nao
possuidoras do dominio C-terminal de ligacdo a colipase (RIVERA-PEREZ, 2015).
Estes autores analisaram lipases de 5 diferentes filos de invertebrados, dentre elas
46 lipases do crustaceo Daphnia pulex, sendo 21 delas neutras. Entretanto, em
nossas analises observamos que uma das lipases de Daphnia pulex (EQHOC7)
apresentou o dominio C-terminal, 0 mesmo tamanho na al¢ga B9 e dominio tampa
que a LP. A sequéncia dessa enzima foi originalmente descrita no genoma de
Daphnia pulex (COLBOURNE et al.,, 2011). Posteriormente, a mesma enzima foi
descrita em um trabalho que mediu a expressdo de genes na fase larval em
diferentes condi¢des de alimentacdo, alimentacao rica e pobre em nutrientes, tendo
sua expressao aumentada na alimentacdo pobre em nutrientes. O trabalho nao
localizou o tecido no qual essa lipase foi expressa, citando uma possivel funcao
digestiva ou na mobilizagdo de reserva energética (DUDYCHA; BRANDON; DEITZ,
2011). No entanto, ndo existe nenhuma informagao bioquimica na literatura para
essa enzima.

Peptideos tipo colipase ja foram descritos no veneno da aranha Hadronyche
versuta. Entretanto, a sua funcdo ndo pode ser comprovada quando testada em
ensaios com lipase de porco (SZETO et al., 2000). Anadlises realizadas no
transcriptoma do intestino médio da aranha Nephilingis cruentata nos permitiram
observar uma proteina que possui homologia parcial com a sequéncias de colipase,
que é dada principalmente pela localizagdo dos dominios de cisteina. Portanto, a
presenca de um cofator atuando na atividade de lipase desse animal ndo pode ser
decartada sem testes prévios.

A alca B9 das lipases digestivas de Ae. aegypti apresentam 15 residuos de
aminoacidos, uma reducdo de 6 residuos quando comparada com a lipase
pancreatica humana. A redugédo do numero de residuos da alga 39 ja foi descrita na
PRLP2 (proteina 2 relacionada a lipase pancreatica) de porco da india, o que
acarreta em uma perda de hidrofobicidade local prejudicando a ligagdo da cadeia
acil de triacilglicerdis, levando a uma redugao da taxa de hidrélise de substratos de
cadeia longa (DIDRI et al., 2013).
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Aparentemente a diminuicdo do dominio tampa € uma caracteristica presente
nas lipases que atuam na digestdo em insetos, reunidas no subgrupo SG-P4 em
nossa analise (Figura 16). No mosquito Ae. aegypti a diminuicdo é grande, estando
presentes na alca apenas 9 residuos na fase larval e 6 residuos na fase adulta. O
dominio tampa completo parece interagir com a interface lipideo-agua, o que leva a
uma mudanga conformacional que permite que os substratos insoluveis em agua
entrem em contato com o sitio ativo da enzima (CARRIERE et al.,1998; MILED et
al., 2000).

A reducdo desse dominio foi estudada em PRLP2 de porco da india,
resultando em uma menor especificidade dessa enzima pelo substrato, permitindo
sua atuagdo em substratos distintos de triacilglicerdis (AMARA et al., 2010; HJORTH
et al., 1993; THIRSTRUP; VERGER; CARRIERE, 1994). Uma lipase intracelular
descrita para o camarao Penaeus vannamei (Crustacea), que nao apresenta o
dominio C-terminal, possui a alca 9 com 21 residuos € o dominio tampa com 22
residuos e se mostrou eficaz na hidrolise de TAGs de cadeia longa o que evidencia
o papel do tamanho dessas estruturas em invertebrados (RIVERA-PEREZ; GARCIA-
CARRENO; SABOROWSKI, 2010; RIVERA-PEREZ; NAVARETE DEL TORO;
GARCIA-CARRENO, 2011).

Baseado nas caracteristicas encontradas nas sequéncias das lipases
digestivas do mosquito Ae. aegypti podemos presumir que essas enzimas tem uma
ampla gama de atuacgédo, ndo atuando somente sobre triacilgliceréis mas também
sobre outros tipos de espécies lipidicas. Entretanto, apenas a constatacao estrutural
nao permite afirmar a especificidade sobre determinado substrato. Estudos de
“‘docking” realizados para as lipases humanas HL, LPL e EL, que apresentam
especificidades distintas sobre triacilgliceréis e que apresentam o mesmo tamanho
do dominio tampa, sugerem que a composigao dos residuos de aminoacidos seja
mais importante para sua fungéo que o tamanho da estrutura (WANG et al., 2013).

Considerando esse aspecto, observamos que existe uma diferenca
consideravel entre as duas lipases digestivas de Ae. aegypti. As duas sequéncias de
proteina foram alinhadas e apresentam apenas 45% de identidade, evidenciando a
diferenca na composicdo de aminoacidos o que pode alterar sua composicao
estrutural e funcionamento. A validacdo da analise estrutural precisa ser confirmada

pela verificagdo da atividade dessas lipases sobre substratos especificos.
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A tentativa de medida da especificidade das lipases do mosquito sobre um
TAG foi testado em ensaio titrimétrico conforme descrito na secdo 3.2.3. Esse
ensaio possui baixa sensibilidade. Os homogeneizados de intestino médio de Ae.
aegypti, fase larval e adulta, foram utilizados como fonte de enzimatica permitindo
observar aparente hidrolise de gliceril trioctanoato apenas pela lipase larval.

Os testes realizados com homogeneizado da fase adulta do mosquito nao
apresentaram nenhuma variacdo na inclinacdo. Os testes de atividade com
substratos colorimétricos e fluorescentes realizados nas mesmas amostras
mostraram atividade especifica geralmente 10 vezes maiores nos homogeneizados
de larva, o que possivelmente explica a impossibilidade de observar variagdes no
ensaio menos especifico (FILIETAZ., 2011). A obtencdo dessas lipases de forma
recombinante, em abundancia, permitiria analises mais confiaveis.

A tentativa de identificagdo da lipase L-Aa7055 em fragdes cromatograficas
ativas sobre oleato a partir de homogeneizado foi realizada por espectrometria de
massa (em 3.11). Entretanto, ndo conseguimos identificar nenhuma sequéncia de
lipase ou esterase no intestino do mosquito Ae. aegypti, o que indica a presenca
minoritaria dessa proteina mesmo na fracdo enriquecida proveniente da

cromatografia.

5.2 Clonagem e expressao das lipases L-Aa7051 e L-Aa7055 em sistema
recombinante

Foram utilizados 3 sistemas de expressdo para a obtengao das lipases na
forma recombinante. Os clones obtidos no sistema pAE n&o foram induzidos na
presenca de IPTG (em 4.5.1), no sistema pOP obtivemos clones para a lipase L-
Aa7055 que também néo foi induzida (em 4.5.2). A obtengdo de um clone viavel
para L-Aa7055 foi obtido com a utilizacdo do sistema pET-SUMO, tendo a sua
expressao induzida E. coli BL21(DE3) conforme descrito na se¢ao 4.5.3.

A expressdao da lipase em sistema pET-SUMO foi majoritariamente
encontrada na porgao insoluvel e confirmada por espectrometria de massa, sendo
essa enzima foi submetida a renaturagdo. Apds o processo de renaturacido foi
possivel obter valores de atividade, o que sugere que o redobramento tenha sido
bem sucedido. A atividade medida com butirato foi maior que a observada com
oleato, 0 mesmo efeito ocorre nas medidas em homogeneizado bruto do intestino

dos mosquitos (FILIETAZ., 2011). Entretanto, o valor de Km para oleato encontrado
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em homogeneizados brutos do intestino médio de fémeas adultas foi de 96 yM + 14
MM, diferente do encontrado para a enzima recombinante 63 pM = 6.0 yM. A
diferenca entre os valores encontrados nao € suficientemente grande para se afirmar
que nao se trata da mesma enzima. Além disso, dois fatores podem estar
relacionados a essa diferencga: as medidas de Km em amostras de homogeneizados
brutos podem sofrer interferéncia de outras moléculas presentes no homogeneizado
de maneira a afetar sua ligacédo ao substrato ou a presenga da proteina SUMO,
adicionada a porgao N-terminal da proteina expressa afetar a sua ligagdo ao
substrato, favorecendo-a.

A lipase da mosca Musca domestica foi clonada e expressa com sucesso em
sistema de expressao pAE (PADILHA, 2009). Essa enzima apresenta massa tedrica
de 36,8 kDa bem proxima a encontrada para a lipase digestiva do mosquito Ae.
aegypti (34 kDa), pH o6timo de 7,5 sendo o pH 6timo da lipase presente no
homogeneizado de intestino médio do mosquito de 8,5. A lipase de mosca apresenta
maior atividade sobre substratos de cadeia curta o que também foi observado para a
lipase encontrada no homogeneizado de intestino médio do mosquito tanto na fase
larval como no adulto (FILIETAZ, 2011). Entretanto, n&o foi observada indugéo de

nenhuma das lipases em estudo neste sistema.

5.3 Lipases presentes nas fases de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti

As lipases encontradas no genoma do mosquito Ae. aegypti fazem parte de
uma familia multigénica, com 72 sequéncias (NENE et al., 2007). Essas lipases,
possivelmente, estdo envolvidas nos mais distintos processos no mosquito, com
possivel relevancia em mobilizagdo de energia de reserva e na obtengcéo de energia
através da alimentacdo (HORNE; HARITOS; OAKENSHOTT, 2009). Em serino-
peptidases pelo menos 7 genes ja foram descritos como expressos no sistema
digestorio, sendo alguns constitutivamente expressos e outros regulados pela
alimentagao (BRACKNEY; FOY; OLSON, 2008). Estes 7 genes de serino-peptidases
previamente estudados foram utilizados para analise das 66 sequéncias de tripsinas,
identificadas das 369 tripsinas no genoma do mosquito. As analises realizadas
sugeriram que pode haver pelo menos mais 8 proteinas do tipo tripsina associadas
com o intestino médio e induzidas pela alimentacdo sanguinea (VENANCIO et al.,
2009).
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A presenca de familias multigénicas de lipases ndo é uma caracteristica
exclusiva do mosquito Ae. aegypti, podendo ser observada em outros insetos.
Alguns trabalhos descrevem que a regulagcdo da expressao génica de lipases no
sistema digestorio de insetos pode ser mediada por efeitos externos, incluindo
fatores como o tipo da alimentagdo e a presenga de patdgenos. Conseguimos
observar que as lipases digestivas do mosquito Ae. aegypti apresentam regulagao
da expresséo ligada a fase de desenvolvimento, sendo a amplificacdo do gene
AAEL007051 encontrada na fase larval e do gene AAELO07055 na fase adulta.
Possivelmente também esta associada a diferentes dietas, dado que as larvas sao
detritivoras e as fémeas adultas sdo hematofagas (Figuras 22 - 23).

O mosquito passa por mudangas fisiolégicas significativas da fase larval para
a adulta. Na fase larval a absorgdo e estocagem de nutrientes esta ligada
exclusivamente ao desenvolvimento do animal, podendo interferir até mesmo no
potencial reprodutivo na fase adulta (RAY et al.,, 2009). Na fase adulta além da
manutengdo da vida, os nutrientes assumem uma segunda fungédo, a de gerar
energia para processos envolvidos com o desenvolvimento dos ovos. A importancia
da absorcao na fase larval fica clara quando comparamos o nivel de expressao da
lipase digestiva de adultos L-Aa7055, 260 vezes (Figura 22B), com o nivel de
expressao lipase digestiva de larvas L-Aa7051, 42.000 vezes (Figura 23B), sendo a
expressao da lipase L-Aa7051 160 vezes maior, 0 que possivelmente esta ligado a
necessidade de obtencdo de lipideos, sendo que a acumulagdo e mobilizacao
desses nutrientes na fase larval sdo necessarios para suporte na metamorfose e na
constituicdo do corpo gorduroso da fase adulta (HORNE; HARITOS; OAKENSHOTT,
2009).

A dieta das larvas é bastante variada sendo constituida de material
particulado, que pode incluir restos de plantas, algas, protistas, fungos e bactérias. A
exposi¢cao a microorganismos na alimentagdo pode levar a infecgdo, que nesta fase
do desenvolvimento pode prejudicar ou até mesmo inibir o desenvolvimento do
animal. As enzimas digestivas do intestino médio podem atuar como uma barreira
quimica contra microorganismos. A lipase digestiva de Bombyx mori tem a sua
expressao estimulada na presenca de um poliedrovirus, o que indica uma atividade
anti-viral (PONNUVEL et al., 2003; XU et al., 2015). No mosquito Ae. aegypti uma
beta-1,3-glucanase digestiva apresenta um papel de defesa por atuar na hidrdlise de

beta-1,3-glucana, principal polissacarideo da parede celular de leveduras e fungos
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(SOUZA et al., 2016). Essa beta-1,3-glucanase n&o apresenta aumento nos niveis
de atividade na alimentacdo com leveduras vivas. Talvez a lipase L-Aa7051
apresente o mesmo tipo de comportamento, tendo como fungéo primaria a digestao
de lipideos da dieta e apresentando uma fung¢ao secundaria de protecdo devido a
sua abundancia e acao.

Na fase adulta, as fémeas do mosquito dependem da alimentagédo sanguinea
para o0 sucesso reprodutivo. A obtencdo de lipideos se da pela digestdo das
lipoproteinas presentes no plasma sanguineo.

O perfil de expressao obtido para a lipase L-Aa7055 mostrou que o nivel de
transcritos € constante, podendo ser observada no jejum, na alimentagcdo com
agucar e apds o repasto sanguineo (Figura 24). No repasto sanguineo, os dados
obtidos em animais nao infectados analisados por gPCR permitiram observar que
em 12, 15 e 18 horas apds a alimentagcdo nado foram encontradas variagdes
significativas nos niveis de transcrito da lipase L-Aa7055 (Figura 25B). E conhecido
para mosquitos que a expressao de enzimas digestivas pode ser antecipada,
intermediaria ou tardia (DANA et al., 2005). A lipase digestiva do mosquito pode ser
considerada de atuacio antecipadal/intermediaria, a sua atividade se estende desde
o inicio da alimentacdo e vai aumentando até atingir seu pico de atividade em 15
horas com producdo de mRNA constante. Este efeito provavelmente se deve a
necessidade de obtengao rapida de nutrientes auxiliando as grandes transformacdes
que ocorrem no corpo gorduroso do animal durante a vitelogénese, evitando a
deplecéo das reservas energéticas (ATTARDO; HANSEN; RAIKHEL, 2005).

As peptidases de expressao antecipada (pico de atividade em 3 horas com
declinio em 24 horas, ou antes), também apresentam niveis de transcrito prévio a
alimentagdo. A regulagcdo da transcrigdo dos genes das serino peptidases
antecipadas é regulada pelo horménio juvenil (BIAN et al., 2008; LI et al., 2014). O
controle da tradugéo da tripsina de expressao antecipada (early trypsin) é regulada
pela presengca de aminoacidos em conjunto com a via TOR apds a alimentagao
sanguinea (NORIEGA; COLONNA; WELLS, 1999; BRANDON et al., 2008). Com a
tradugdo da tripsina de expressédo antecipada, a digestdo das proteinas presentes
no sangue tem inicio, com consequente aumento de nutrientes.

O aumento dos niveis de aminoacidos na hemolinfa atua como sinalizador
para o inicio da vitelogenése, que depois é regulada pela presenga do hormbnio 20-

hidroequidizona (20-E). A ativacao da vitelogénese faz com que o corpo gorduroso
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passe por modificacdes estruturais que facilitam a sintese proteica, sob controle do
horménio 20-E passando a produzir grandes quantidades da proteina “yolk” que séo
necessarias para a maturacédo dos ovos (ATTARDO; HANSEN; RAIKHEL, 2005).

A regulacédo da expresséao de lipases digestivas de Drosophila melanogaster
foi descrita e se mostrou relacionada a composigdo dos nutrientes ingeridos na
dieta. No jejum prolongado foi observado um aumento da expressdo enquanto
houve uma redugao da expressao na alimentagao com agucar (KUNTE et al., 2006;
ZINKE et al., 2002).

O nivel de expressdo da L-Aa7055 de Ae. aegypti néo foi regulado pela
composicdo do alimento nas condigbes testadas, os niveis de expressao
encontrados na alimentacdo com acgucar foram os mesmos da alimentacio
sanguinea (Figura 22B). Geralmente, a alimentagcdo com acucar ndo estimula a
expressao da maioria dos genes no mosquito Anopheles, sendo normalmente
estimulados pela alimentagdo sanguinea (DANA et al., 2005). Na literatura
observamos que a lipase digestiva do mosquito apresenta um nivel basal de
atividade, que comega aumentar a partir de 10 horas atingindo um pico em 15 horas
apos o repasto sanguineo, as medidas foram realizadas com uma emulsdo de éleo
de coco. Depois disso, os niveis decrescem até atingir niveis minimos a partir de 48
horas. Esse mesmo trabalho demostrou que nao foi possivel observar atividade de
lipase apds a alimentagdo com acgucar, o que € bastante interessante pois
observamos o mesmo nivel de expressao de mRNA nesta alimentacédo (GEERING;
FREYVOGEL, 1975).

Nao podemos excluir a possibilidade de que essa lipase apresente regulagao
da transcricdo do mRNA dependente de algum componente presente no sangue ou
do aumento dos niveis de alguma substancia na hemolinfa apds o inicio da digestao,
apresentando um comportamento parecido com a tripsina de expressao antecipada

de Ae. aegypti.

5.4 Resposta da expressao da lipase L-Aa7055 na infecg¢ao por P. gallinaceum
e DENV2

A membrana peritrofica e as enzimas digestivas atuam como barreiras

eficientes na infecgao parasitaria. O que fica evidente ao observarmos o baixo nivel

de sucesso ao transpor o intestino médio, os milhares de oocinetos iniciais resultam

em aproximadamente meia duzia de oocistos maduros. A invasdo do epitélio do
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mosquito ocorre 24 horas apoés a ingestao do sangue infectado com P. gallinaceum,
no exato periodo de maturagdo da membrana peritrofica que atinge o seu pico de
espessura de 1 a 20 ym, o que dificulta a invasdo (WANG; JACOBS-LORENA,
2013). O perfil de expressao das enzimas digestivas estudadas na fase adulta de
Ae. aegypti é bastante parecido com o observado para An. gambiae, que é
majoritariamente tardio entre 24 e 48 horas ap6s o repasto e a difusdo dessas
enzimas no bolo alimentar considerada lenta. Portanto, os estagios iniciais do
parasita acabam evitando o contato prolongado com a maior parte das enzimas
digestivas, o que permite seu desenvolvimento adequado para a transposi¢cao da
membrana (DANA et a., 2005; SARAIVA et al., 2016).

Na infecgao viral o tempo de infec¢ao € diferente do encontrado na infec¢ao
parasitaria. O virion precisa estar em contato com as microvilosidades do intestino,
pois dessa forma fica proximo ao revestimento das células epiteliais 0 que permite
sua penetragao. Esse processo tem que ocorrer antes da formagao da membrana
peritrofica que vai revestir o sangue ingerido (FRANZ et al., 2015). A membrana
peritrofica fica evidente por volta de 4 a 6 horas apds a alimentacéo, alcangando
espessura e textura em 12 horas e com maturagcdo completa em 24 horas
(DEVENPORT; FUJIOKA; JACOBS-LORENA, 2004). O primeiro sinal de infecgéao
pode ser visto 2 dias apds a alimentagcdo, onde poucas células epiteliais sao
infectadas podendo ser observadas em aproximadamente 30% do intestino
(SALAZAR et al., 2007)

A atividade da lipase na fase intermediaria no Ae. aegypti, com pico de
atividade 15 horas, o que parece ser um caracteristica interessante na ingestao de
alimento contaminado. Talvez a presenca dessa lipase dificulte a infeccdo, assim
como a protease 5G1 de expresséo tardia (Inicio em 6 a 8 horas e pico em 24 horas)
que quando inibida leva a um aumento das taxas de infecgdo no mosquito
(BRACKNEY; FOY; OLSON, 2008).

Sabendo que a presenga de enzimas digestivas pode prejudicar a eficiéncia
de infecgao de P. gallinaceum e que a lipase € expressa de maneira intermediaria,
surgiu o interesse de estudar se a presenga do patégeno poderia induzir a regulagao
da expressdo génica dessas lipases. A regulagdo da expressdo de uma lipase
digestiva é observada na infecg&o viral em larvas da lagarta Bombyx mori (XU et al.,
2015).
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A regulagédo da expressao de algumas lipases de mosquitos foram descritas
na literatura. No mosquito Ae. albopictus o processo de diapausa regula o
metabolismo de lipideos com a diminuicdo da expressdo de diversos genes de
lipases (REYNOLDS et al., 2012). Dezenove genes de lipase tiveram sua expresséo
aumentada em mosquitos Culex pipiens resistentes ao inseticida deltametrina, um
piretroide que afeta o do transporte de sddio e potassio na membrana do axoénio e
também inibe a ATPase afetando a condugado de cations (LU et al., 2015). Esse
processo esta relacionado a resisténcia metabdlica, onde ocorre alteragdo nos niveis
de proteinas. Para que ocorra o aumento da sintese de proteinas detoxificantes o
animal precisa aumentar o aporte energético e a mobilizagdo dos nutrientes
estocados (ARAUJO et al., 2008).

Até o momento desse ensaio possuiamos duas informagdes sobre a
expressao da lipase L-Aa-7055, lipase presente no animal adulto, a primeira
observada por qPCR que a enzima era expressa no intestino de fémeas adultas
apos a alimentagdo e a segunda informagdo que obtivemos por RT-PCR é que
expressao dessa enzima € constante sendo encontrada amplificacdo em todos os
tempos e condicdes testadas. Como o pico de atividade enzimatica de lipase
descrito se encontrava em 15 horas apds a alimentagcdo, acreditavamos que um
intervalo de 3 horas entre os ponto de maior sintese proteica seria suficiente para
observar alteragdes nos niveis de transcrito (GEERING; FREYVOGEL, 1975). Os
testes de amplificacao foram realizados 12, 15 e 18 horas apds a alimentacao.

Quando as fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti foram alimentadas com
sangue infectado pelo parasita P. gallinaceum, observamos que a presenga dos
gametécitos no intestino médio do mosquito Ae. aegypti ndo € um estimulo para o
aumento ou diminuigdo da transcricdo da lipase digestiva L-Aa7055 nos tempos
medidos (Figura 25A). Esse resultado indica que a lipase digestiva n&o apresenta
uma associacao direta com o sistema de defesa do animal.

Para determinar se a infecgdo afeta a expressdo da lipase digestiva os
mosquitos Ae. aegypti infectados por P. gallinaceum foram submetidos a um
segundo repasto sanguineo e os niveis de expressao da lipase L-Aa7055 foram
novamente determinados. Ndo observamos modificagdo do nivel de expressao da
lipase em 12 e 15 horas ap6s o repasto sanguineo. No entanto existe uma redugao

de 30% na expressao dessa lipase apos 18 horas (Figura 25B).
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Observamos que o perfil de expressao da lipase L-Aa7055 é distinto na
infeccdo por DENV2 quando comparamos com a infec¢gdo por P. gallinaceum. Os
animais também foram submetidos a um segundo repasto sanguineo, mas nao foi
observada a reducdo da expressdo dessa lipase em 18 horas como na infeccéo
parasitaria. Um trabalho realizado para verificar a fertilidade do mosquito Ae.
aegypti, mostrou que existe reducéao significativa do niumero de ovos e redugéo da
viabilidade celular nas fémeas alimentadas com sangue infectado por P. galinaceum
(IOSHINO, 2013). O mesmo grupo realizou trabalhos preliminares mostrando que
em animais infectados por DENV2 n&o foi observada redugdo no niumero de ovos no
primeiro e segundo ciclo gonotrofico, sendo observada somente no terceiro ciclo
gonotrofico. Esses dados somado aos dados obtidos demonstram que a infecgao
por P. gallinaceum reduz o “fitness” do animal, o que ndo é observado na infecgao
viral.

Apesar da reducdo observada em 18 horas na infeccdo parasitaria, a
expressao da lipase L-Aa7055 parece constante nos pontos criticos da digestao.
Possivelmente isso acontece para preservagao das funcdes basicas, tendo em vista
o0 aporte energético necessario para a vitelogénese. Foi descrito para larvas da
lagarta Lymantria dispar que 24 horas apds a infecgdo por Bacillus thuringiensis
existe uma forte inibicdo dos genes envolvidos na digestdo e aumento de genes
relacionados a transcricdo e ligagdo (SPARKS et al.,, 2013). A redugédo da
transcricdo em 18 horas apds a infeccdo pode sinalizar o inicio da reducido da
expressao das enzimas digestivas do sistema.

Alguns tipos de analise poderiam ter sido realizados para compreender
melhor a importancia das lipases no processo infeccioso. Inicialmente, uma
metodologia que poderia ser utilizada seria 0 sequenciamento de nova geragao do
sistema digestorio no processo infeccioso para identificar outras lipases envolvidas
na digestdo bem como o efeito da infec¢do. A primeira seria acompanhar a
expressdo desse gene em tempos anteriores a 10 horas apds a alimentagdo em
animais previamente infectados; a segunda seria a realizagdo de silenciamento

génico para verificar qual o efeito da auséncia da lipase em animais infectados.
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6 CONCLUSAO

Os dados cinéticos obtidos durante analises prévias indicavam a presenca de
duas atividades de lipases distintas nas duas fases de desenvolvimento, larval e de
fémeas adultas, do mosquito Ae. aegypti.

Através de analises de bioinformatica conseguimos selecionar dentre as 72
sequéncias de lipase do genoma as possiveis candidatas a lipases digestivas. A
confirmagéo dessa analise foi realizada por qPCR, onde conseguimos observar que
as lipases do mosquito sdo expressas diferencialmente e isso esta ligado a fase do
desenvolvimento do animal. A lipase L-Aa7051 é expressa em grande quantidade no
intestino médio de larvas enquanto a L-Aa7055 é expressa no intestino da fase
adulta do mosquito.

Ao utilizarmos as sequéncias dessas lipases para realizar comparagdes
estruturais, observamos que as lipases sao distintas entre si, possuindo apenas 45%
de identidade. Essas analises permitiram confirmar que essas enzimas fazem parte
do grupo das lipases neutras o que vem de encontro com o observado previamente
em ensaios cinéticos. As lipases nao apresentam a regido de ligacéo a colipase, que
estd presente no dominio C-terminal, regido envolvida na abertura do dominio
tampa. Observamos que as lipases do mosquito apresentam uma diminuicdo em
outros dominios ligados a especificidade com o substrato, como a alga 9 (perda de
hidrofobicidade local com diminuigdo da ligagdo com substratos de cadeia longa) e o
dominio tampa (menor especificidade ao substrato, podendo atuar na hidrdlise de
diferentes espécies lipidicas). Essas caracteristicas apontam para diferengas de
especificidade quando comparadas com as lipases neutras de humanos.

Foi possivel obter a lipase L-Aa7055 na forma recombinante utilizando o
sistema pET-SUMO. Entretanto, ndo foi possivel obter essa enzima na porcéo
soluvel tendo que ser submetida a renaturacdo. As tentativas de purificacéo
utilizadas nao foram bem sucedidas mesmo apds a renaturagao da proteina. Apos o
processo de renovelamento foi possivel determinar atividade dessa enzima e
determinar sua especificidade sobre o substrato oleato. O valor de Km encontrado é
distinto do que foi observado para a enzima no homogeneizado bruto do mosquito.
As principais hipoteses sdo: que estivéssemos medindo atividade de uma enzima
distinta em homogeneizado; que a proteina acessoéria estaria interferindo no

funcionamento da enzima recombinante; que os valores determinados em
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homogeneizados brutos podem ser imprecisos, devido a presenga de moléculas que
podem interferir na ligagcdo da enzima ao substrato. O fato de nado termos
conseguido identificar a lipase do mosquito presente na fragdo cromatografica,
utilizando espectrometria de massa em Orbitrap, demonstra a abundancia das
moléculas encontrada nesse material, pode evidenciar também: a presenca
minoritaria dessa enzima no sistema digestorio ou uma possivel degradagao da
molécula (protedlise).

Observamos que o perfil de expressdo da lipase L-Aa7055 possui
caracteristicas peculiares, sendo sua expressido constante o que foi observado pela
presenca de transcritos antes da alimentagcdo, na alimentagdo com agucar e com
sangue. Nao sabemos se os niveis de expressdo sdo os mesmos em todos esses
periodos, mas conseguimos verificar que essa enzima apresenta niveis de
expressao constante em 12, 15 e 18 horas apdés a alimentagdo. Apesar da
expressdo parecer constante, existe um crescimento constante dos niveis de
atividade com pico em 15 horas apds a alimentacao, talvez a lipase apresente o
mesmo mecanismo de transcricao regulada hormonalmente e de tradugdo mediado
pela presenca de nutrientes. Esse tipo de regulagdo é observado para a tripsina de
expressado antecipada. Observamos ainda que na infeccéo por P. gallinaceum os
niveis de expressao permanecem constantes em 12 e 15, com reducdo em 18
horas. A expressdao na infeccao viral ndo apresentou alteragdes nos valores de
expressao nos mesmos tempos medidos. A reducao da expressao encontrada na
infeccdo por P. gallinaceum pode acontecer pela necessidade do organismo do
animal de reduzir a energia gasta na digestdo para manutencdo de proteinas
relacionadas a imunidade. Ainda assim a expressao constante em 12 e 15 horas na
infecgao parasitaria e em todos tempos medidos na infecgao viral podem indicar que
essa enzima é de grande importancia nessa fase do desenvolvimento, pois processa
os lipideos da dieta fornecendo a energia que da suporte as grandes transformagdes
observadas na ovogénese e para a manutencao do sistema imune.

A digestdo de lipideos necessita ser melhor compreendida nesse animal,
principalmente em relagdo a sua importancia na fase adulta, tanto na fisiologia do
animal quanto no processo infeccioso. Grande parte da reserva energética
encontrada no corpo gorduroso do animal adulto € proveniente da obtencédo de

lipideos na fase larval. Nao se sabe ao certo quantas sao as lipases atuantes no



117

processo digestivo no adulto, quais seriam as suas especificidades e qual a

relevancia da auséncia das mesmas no processo infeccioso.
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