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SANTOS, Luan Valim dos. Expressdo diferencial da brummer e niveis de triacilglicerol em
estagios de desenvolvimento e sob estresse alimentar em Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).
2020. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal, Biodiversidade). Instituto de Ciéncias

Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2020.

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus 1762) é o principal vetor da febre amarela, dengue,
Chikungunya e Zika. O armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) é essencial
durante o ciclo de vida de mosquitos, pois permite a transformacao do corpo durante a fase de
pupa e suporta o gasto energético durante a fase inicial da vida adulta e maturacdo reprodutiva.
A brummer (bmm) é uma lipase da familia das patatin-like, que realiza a hidrélise das ligacdes
ésteres do TAG liberando acidos graxos que servem de substrato energético na B-oxidagao,
suportando as demandas energéticas em insetos. O presente trabalho investigou a relacéo entre
a bmm e os estoques de TAG no corpo gorduroso de Ae. aegypti utilizando ferramentas de
bioinformaticas, de biologia molecular e bioguimica. Para identificar a bmm no genoma de
Aedes aegypti foi utilizada como referéncia a bmm identificada no genoma de Drosophila
melanogaster e analises bioinformaticas comparativas inferiram a relacdo com outros
organismos. Apos a identificacéo, os niveis de expressdo da bmm foram determinados através
de gPCR e os niveis de TAG foram inferidos através de cromatografia de camada fina. A
expressao de bmm foi diferenciada na fase larval e nos corpos gordurosos do inseto adulto,
acompanhando a dinamica das reservas de TAG. Nos estagios larvais L3, L4 e pupa, a bmm foi
expressa trés vezes mais em comparagdo com os estagios L1 e L2. No corpo gorduroso pds-
emergéncia (PE) e pds alimentacdo sanguinea de animais adultos, a expressao variou ao longo
dos dias analisados. Quando os animais adultos apds a emergéncia foram submetidos ao jejum,
sob auséncia de sacarose, observou-se um aumento muito pronunciado a partir do terceiro dia
em relagdo aos animais alimentados com sacarose 10%. Foi observada uma diminuigdo
significativa nos niveis de TAG a partir do terceiro dia, 0 que sugere a participacdo de bmm no
processo. Os niveis de TAG aumentaram, seis horas ap0s a alimentagdo com sangue, sugerindo
um processo de acimulo de reservas lipidicas para garantir a oogénese e reproducdo. A bmm
em Ae. aegypti responde positivamente ao jejum e provavelmente esta envolvida na

mobilizacdo das reservas de TAG no corpo gorduroso dos mosquitos adultos.

Palavras chaves: larva, corpo gorduroso, estoque lipidico, lipase.
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ABSTRACT

SANTOS, Luan Valim dos. Diferencial expression of brummer and levels of TAG in different
developmental stages and starvation of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). 2020. Dissertation
(Master Science in Animal Biology, Biodiversity). Instituto de de Ciéncias Bioldgicas e da

Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2020.

The Aedes aegypti mosquito (Linnaeus 1762) is the main vector of yellow fever, dengue,
Chikungunya and Zika. The storage of lipids in the form of triacylglycerol (TAG) is essential
during the life cycle of mosquitoes, as it allows for the transformation of the body during the
pupal phase and supports energy expenditure during the initial phase of adult life and
reproductive maturation. Brummer (bmm) is a lipase of the patatin-like family, which performs
the hydrolysis of TAG ester bonds by releasing fatty acids that serve as an energetic substrate
for B-oxidation, supporting the energy demands of insects. The present work investigated the
relationship between bmm and TAG stocks in Ae. aegypti fatty body using bioinformatics,
molecular biology and biochemistry tools. To identify bmm in the Aedes aegypti genome, the
bmm identified in the Drosophila melanogaster genome was used as a reference, and
comparative bioinformatics analyzes inferred the relationship with other organisms. After
identification, bmm expression levels were determined using qPCR and TAG levels were
inferred through thin layer chromatography. The bmm expression was differentiated in the
larval phase and the adult insect fat bodies, following the dynamics of TAG reserves. In larval
stages L3, L4, and pupa, Bmm was expressed three times as much compared to stages L1 and
L2. In the post-emergence and post-blood-meal fat body of adult animals, the expression varied
over several days. When post-emergence adult animals were fasted, without sucrose, there was
a very pronounced increase from the third day onwards compared to animals that did not fast
with 10% sucrose. A significant decrease in TAG levels was observed from the third day on,
which suggests the participation of bmm in the process. TAG levels increased, six hours after
feeding with blood, TAG levels increased, suggesting a process of accumulation of lipid
reserves to ensure oogenesis and reproduction. A bmm in Ae. aegypti responds positively to
fasting and regulates it is probably involved in the mobilization of TAG reserves in the body of
fat at the dose of adult mosquitoes.

Key Words: larvae, fat body, lipid storage, lipase.
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1. INTRODUCAO

Os Lipidios sdo moléculas essenciais para a manutencdo da vida. Nos insetos possuem
papéis chave no metabolismo e desenvolvimento, mais especificamente em processos como
metamorfose, reservas energética, diapause, componentes cuticulares e producdo de
feromonios, (ARRESE et al., 2001; HAHN; DENLINGER, 2007). Em Aedes aegypti (Linnaeus
1762), o mosquito vetor de arbovirus transmissores da febre amarela, dengue, Chikungunya,
Mayaro e Zika (ZARA et al., 2016), a estocagem de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG)
é particularmente importante durante o ciclo de vida, pois viabiliza a transformacéo corporal
durante o estagio de pupa e suporta grande parte do gasto energético durante a fase inicial da
vida adulta e no processo de amadurecimento reprodutivo (ARRESE et al., 2001; GONDIM et
al., 2018). O metabolismo energético de insetos é fundamental para sua sobrevivéncia, e 0 corpo
gorduroso se mostra muito importante no funcionamento harménico, sendo ele imprescindivel
nessa homeostase. Alabaster et al. (2011) observou que a grande parte dos lipidios presentes no
corpo gorduroso de Ae. aegypti no primeiro ciclo gonadotréfico sdo provenientes dos estagios
larvais, porém, Ziegler & lbrahim (2001) concluiram que a sintese de lipidios de novo via
alimentacdo do adulto também ocorre. Além disso, a manutencdo da homeostase energética se
torna fundamental, a medida que animais se expdem a condigdes ambientais diversas, como a
supressdo alimentar ou por algum fator temporal/sazonal ao qual os insetos sdo submetidos. A
regulacdo finamente ajustada na lipogénese e na lipdlise definem os niveis de lipidios nas
células. Nos insetos a principal forma de estocagem de TAG se da em células especializadas
do corpo gorduroso, chamadas trofocitos, que contém também carboidratos de reservas na
forma de glicogénio (ARRESE; SOULAGES, 2010; BEACH, 1965; LOCKE, 1984,
MARTINS et al., 2011a; ROMA; BUENO; CAMARGO-MATHIAS, 2010). A mobilizacéo
dos estoques lipidicos ocorre por acédo de lipases conhecidas como triacilglicerol hidrolases (EC
3.1.1.3), tendo como principal funcdo a hidrdlize de ligacdes carboxilésters presentes em TAG,
Diacilglicerol, galactolipidios e fosfolipidios (HORNE; HARITOS; OAKESHOTT, 2009),
contribuindo para regulagédo desses processos em mosquitos.

A brummer (bmm) é uma lipase, da familia das patatin-like phospholipase, que realiza
a hidrdlise das ligagdes ésteres do TAG liberando &cidos graxos que servem de substrato
energético na p-oxidacéo, suportando as demandas energéticas do animal (GRONKE et al.,
2007). A bmm foi observada altamente expressa no corpo gorduroso, intestino médio e seco
gastrico de Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (GRONKE et al., 2005). Em Bombyx mori

Linnaeus, 1758, ela foi bem frequente no corpo gorduroso e intestino médio no quarto estagio
1



larval (WANG et al., 2010), assim como em larvas de Glossina morsitans Westwood, 1851
(ATTARDO et al., 2012). Em Nilaparvata lugens (Stal 1854), ela foi altamente expressa no

corpo gorduroso, seguida pelos ovarios (ZHOU et al., 2018a).



2. REVISAO LITERARIA
2.1 Biologia de Aedes aegypti

Ae. aegypti é um diptero pertencente a familia Culicidae. Possui amplo espectro de
distribuicdo entre os tropicos nas regides quentes e imidas (KRAEMER et al., 2015; LETA et
al., 2018). O aumento global da temperatura prevista para o fim do século XXI, que tem se
intensificado atraves do acimulo de gases do efeito estufa, vem sendo relacionado a ampliacéo
desse espectro (COFFEL; HORTON; DE SHERBININ, 2018; IWAMURA; GUZMAN-
HOLST; MURRAY, 2020; UPSHUR et al., 2019). Esse mosquito possui habitos diurnos,
porém, na presenca de luz artificial pode ser altamente ativo durante periodos noturnos
(TAVEIRA; FONTES; NATAL, 2001). Sua atividade também foi associada a abundéncia de
recursos energéticos (BEACH, 1965; FOSTER, 1995), a presenca de fartas e continuas de
fontes de glicose geram o acumulo de lipidios no corpo gorduroso que suscitam maior
motilidade em adultos de Ae. aegypti (UPSHUR et al., 2019).

O mosquito Ae. aegypti possui dois nichos ecoldgicos distintos dependendo do estagio
em que ele estiver. Durante as fases larvais, eles vivem em ambientes aquaticos se alimentando
de matéria organica suspensa na coluna d’agua (TAVEIRA; FONTES; NATAL, 2001). Ja os
adultos, transcorrem entre ambientes terrestres e aéreos captando sacarose produzida por
plantas ou através de outras fontes disponiveis em meios urbanos, sua fonte priméria de energia
sdo acucares (NATAL, 2002). Fémeas adultas possuem particularidades quanto aos machos, ao
alcancar a maturidade sexual, elas procuram por parceiros para realizarem a cépula e, apos isso,
buscam hospedeiros para se alimentarem com sangue que disponibilizard a ela recursos
essenciais para a geracao de sua prole (GONDIM et al., 2018).

Apds emergir do ovo, as larvas nadam ativamente em busca de alimentos para aquisi¢cdo
de nutrientes para sobreviverem por quatro instares, seguido pela fase de pupa que se caracteriza
pelo cessamento da alimentacdo até emergir em adulto (Figura 1) (TAVEIRA; FONTES;
NATAL, 2001). A formacéo de reservas € associada a capacidade de crescimento, longevidade
e fecundidade (BRIEGEL, 1990). Mosquitos adultos que possuiram dietas deficientes durante
a vida larval tiveram seu fitness reduzido, resultando na diminuic&o de ovos postos e na taxa de
eclosdo dos mesmos (PRICE et al., 2015; TAKKEN et al., 2013).



Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Representando a emergéncia de larvas a
partir dos ovos apds entrarem em contato com a agua acarretando na emergéncia de larvas,
seguido por uma fase de pupa que se metamorfoseard emergindo adultos. A diferenciacdo entre
a cabeca de fémeas e machos também é notada através de adaptacdes morfoldgicas nas antenas
e probodscide. Fonte: casadaciencia.org.

2.2 Aspectos epidemioldgicos, historicos e sociais

A populacdo humana cresce exponencialmente através dos avangos tecnoldgicos que
possibilitam maior expectativa de vida e sucesso no combate a enfermidades. Segundo a
Worldometer, em 2011 a populacdo de Homo sapiens atingiu o namero de 7 bilhGes de
individuos, projeta-se que alcance 8 bilhdes em 2023, 9 bilhGes em 2037 e 10 bilhdes de pessoas
no ano de 2055 (KUNZE et al., 2013). O crescimento populacional gera demanda por ocupagéo
do espaco, e, consequentemente, a invasdo do homem a habitats nativos de outras espécies. A
ocupacdo humana em novos territorios foi altamente correlacionada com a extingdo de

megafauna em um curto periodo de tempo (ARAUJO et al., 2017), provavelmente motivado
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pela caga ou por fatores indiretos da modificagdo do meio, além de vérias outras extingdes
locais de espécies menores. Uma opg¢do para a sobrevivéncia dessas espécies nativas é adaptar-
se ao novo meio convivendo com populacdes humanas, ou seja, a domesticacao. Insetos que
requerem uma alimentagcdo com sangue, geralmente desenvolvem preferéncia pela fonte mais
disponiveis e estavel, como mamiferos e aves (POWELL & TABACHNICK, 2013), dentre 0s
mamiferos podemos destacar os seres humanos.

A hipltese mais aceita proposta por Tabachnick (1991) (Figura 2) sugere que 0
descendente de Ae. aegypti domesticado é nativo da Africa subsaariana, eventualmente migrou
para o norte da Africa através do deserto do Saara em um periodo em que a regifo era semi-
fértil. De 4000-6000 anos atras, ocorreu o ressecamento local que dura até hoje, 0s mosquitos
se adaptaram as novas condi¢cdes ambientais através da postura dos ovos em depdsitos de agua
humano que era o reservatorio de dgua mais disponivel (POWELL et al, 2018; POWELL &
TABACHNICK, 2013; TABACHNICK, 1991). A presenca humana na regido foi determinante
para impedir que o fator limitante da area de distribuicdo do culicidio se mantivesse. O
estabelecimento de modificaces no meio e a fundacéo de vilas e cidades, gerou ao mosquito a

opcao, ndo ideal, porém atrativa para a sobrevivéncia frente a pressdo natural.
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Figura 2. Resumo da historia de Aedes aegypti nos tltimos 600 anos. As rotas de movimento
propostas sdo mostradas por setas com datas aproximadas. Os principais eventos
epidemioldgicos foram anotados em caixas. Adaptado de Powell et al (2018).



O mosquito Ae. aegypti domesticado se diferenciou de seu descendente selvagem. A
nivel de diferenciacdo, foram separados em duas subespécies: a espécie domesticada passou a
ser chama de Ae. aegypti aegypti e a espécie selvagem de Ae. aegypti formosus
(TABACHNICK, 1991). Estima-se que o isolamento completo sem fluxo génico ocorreu a
cerca de 400-550 anos ap0s a divergéncia ecologica/comportamental entre as duas subespécies
(POWELL et al, 2018). Ae. aegypti aegypti se disseminou em zonas urbanas e Ae. aegypti
formosus, manteve-se no ambiente natural fazendo posturas em buracos de arvores e se
alimentando de outros animais.

O isolamento completo entre as duas subespécies ocorreu ja nas Américas. Durante o
periodo das grandes navegacdes, no século XVI, mercadores de escravos realizavam o trajeto
entre a costa oeste da Africa, a América e, eventualmente, para a Portugal (ELTIS &
RICHARDSON, 2015; POWELL et al, 2018). Na viagem de 2 a 4 meses 0s havios partiam
abastados de &gua para atravessar o oceano atlantico e com ela, ovos e larvas de Ae. aegypti
(TABACHNICK, 1991). Esse foi o fator determinante para dispersdo de muitas espécies,
inclusive, o mosquito citado. O novo continente, quente e Umido, se tornou ideal para o
desenvolvimento do mosquito que conseguiu se disseminar rapidamente. O primeiro registro
da ocorréncia do mosquito nas Américas é datado por 1648 em Havana e Yukatan (MAY,
2006). Segundo Powell et al (2018, apud AITKEN et al, 1979), por volta de 1600 ja haviam
populagdes de Ae. aegypti estabelecidas ao ponto de gerarem epidemias de febre Amarela no
México e em grande amplitude na América Central, reforcando a capacidade de adaptabilidade
a ambientes quentes e Umidos. Hoje ele esta presente nos trépicos e subtropicos, em
praticamente todo o continente americano, na Africa subsaariana, no sudeste da Asia e em toda
a India (KRAEMER et al., 2015).

Provavelmente, o Brasil foi o primeiro pais fora da Africa a receber esse diptero,
considerando o modelo de Eltis e Richardson (2010) que afirmou haver um grande fluxo de
navios entre a Africa e a costa brasileira (ELTIS & RICHARDSON, 2015). Porém, por conta
de uma campanha de eliminacdo do mosquito por inseticidas entre os anos de 1950 e 1970, ele
foi erradicado do pais e, posteriormente, houve a recolonizacéo por populagfes de Ae. aegypti
contidas em outros paises (KOTSAKIOZI et al., 2017). Ainda hoje, ha programas
governamentais que tentam minimizar a populacdo de mosquitos através de campanhas de apelo
sobre a necessidade de evitar manter recipientes com agua acessivel ao diptero.

Arbovirus que causam doencas como a febre amarela, dengue, chikungunya e zika séo

vetoradas pelo mesmo mosquito (ZARA et al.,, 2016) e geram muito investimento



governamental em saude publica em regides tropicais e neotropicais. Nos dltimos anos, houve
um aumento global na incidéncia de doencas causadas por arbovirus, segundo Gould et al
(2017), a emergéncia e dispersao de arbovirus sdo mais rapidas devido ao crescimento e
facilitacdo de vias de transporte, adaptacao do vetor ao meio urbano e a falha humana em conter
0 aumento da densidade populacional de mosquitos (GOULD et al., 2017), sendo bem
fundamentado na literatura que ocorre a facilitagdo da dispersdo desses insetos em longas
distdncias em curtos periodos de tempo através de transporte passivo em automoveis
(GLAESSER et al., 2017a, 2017b; GUBLER, 2011). Estima-se que cerca 4 bilhdes de pessoas
vivem em areas com risco de transmissao de dengue (BRADY etal., 2012). No Brasil em 2018,
foram notificados 265.934 casos de dengue que gerou 155 6bitos, 87.687 de chikungunya que
gerou 81 6bitos e 8.680 de zika (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2018). Calculou-se que em 2016, no Brasil, foram gastos 2,3
bilhdes de reais com inseticidas, larvicidas, cuidados médicos e outras causas indiretas, como
amorbidez gerada semanas ap0s os casos, impedindo e/ou dificultando a produtividade (TEICH
etal, 2017).

O impacto de Ae. aegypti se mostra relevante tanto em niveis sociais, quanto
econdmicos impactando diretamente comunidades mais pobres. Além disso, 0 uso
indiscriminado de inseticidas e larvicidas com alta toxicidade pode gerar sérias implicacdes

ambientais através da contaminacéo de outros organismos vivos no meio.

2.3 Ciclo de vida

Os ovos do mosquito sdo depositados em superficies Umidas, ao qual, se aderem
fortemente ao local sendo, frequentemente, vistos pouco acima de recipientes com agua.
Possuem grande resisténcia fisica e a fatores ambientais, como ressecamento, e quando entram
em contato com a agua a larva eclode (TAVEIRA; FONTES; NATAL, 2001). J& foi relatado
gue esses ovos altamente resistentes se mantendo viadveis nos primeiros 30 dias apds a postura,
porém, alguns ovos podem eclodir apds 90 dias (FARNESI et al., 2019) decorrente de suas
adaptacdes metabolicas para resistir a dessecacdo (DA SILVA et al., 2019).

Ae. aegypti possui quatro instares larvais com cerca de 24h de espagamento entre cada
instar, sucedidos por um estagio de pupa que viabiliza a reconstrucdo corporal (Figura 1). As

pupas ndo se alimentam e passam a maior parte do tempo imdveis flutuando sob o espelho



d’agua. Apds mais ou menos dois ou trés dias, uma fenda € aberta em seu dorso onde emerge
um mosquito adulto (NELSON, 1986).

Os adultos vivem cerca de 30 dias e, durante esse periodo, irdo amadurecer, copular e,
no caso das fémeas apds uma alimentacdo sanguinea, irdo por ovos que dardo inicio a um novo
ciclo (FARNESI et al., 2019; TAVEIRA; FONTES; NATAL, 2001).

Para que esse ciclo ocorra é necessario ferramentas de controle muito precisas. O
amadurecimento dos individuos é regulado por acdo do hormdnio juvenil (JH) e a 20-
hidroxiecdisona (20E) que sdo hormdnios que regulam o processo de muda, metamorfose e
reproducdo em insetos (JINDRA; PALLI; RIDDIFORD, 2013; SCHWEDES; CARNEY,
2012).

2.4 Metabolismo de Lipidios

O estabelecimento ou utilizacdo de reservas lipidicas sdo reguladas por sinalizacdes,
tanto do sistema nervoso central, como do sistema nervoso periférico realizando interacdes
altamente precisas com figado, enterdcitos e midcitos, afim de manter a homeostase nos
mamiferos (RODGERS; TSCHOP; WILDING, 2012; SHI; BURN, 2004). A oxidagdo
completa de carboidratos e proteinas produz cerca de 4 kcal/g, enquanto a oxidacao de acidos
graxos, dependendo do tamnho da cadeia, pode produzir mais que o dobro dessa quantidade,
cerca de 9 kcal/g, reforcando ainda mais a razdo pelo qual os lipidios sdo usados como o
principal reservatorio de energia na maioria dos organismos vivos (KLOWDEN, 2013). A
regulacdao do metabolismo de lipidios é fundamental para manutencéo da vida.

Vérios exemplos na natureza mostram a importancia dos lipidios o que torna a aquisicédo
de reservas energéticas fundamental, a medida que a exposicao a condi¢cGes ambientais diversas
com a possibilidade de ocorrer supressao nutricional por indisponibilidade de alimentos no
meio ou por algum fator temporal/sazonal que podem exercer influéncia nos animais. As aves,
por exemplo, necessitam de muita energia para manterem dias de voos realizando paradas
transitdrias para descanso e alimentacédo. Para isso, alguns passaros pequenos aumentam cerca
de 10% da massa corporal por dia de parada para suportar as demandas energeticas
(ALERSTAM & LINDSTROM, 2011). Uma outra contribui¢do importante dos lipidios, esta
relacionada a manutencgdo de seus estoques para o sucesso evolutivo de mamiferos hibernantes,
individuos que conseguem manter maiores quantidade dessas reservas apos o estado de torpor

gastam menos tempo se alimentando para reestabelecer sua condicdo ideal para um fitness
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adequado e, consequentemente, possuem mais tempo para investir em reproducéo (GEISER &
KENAGY, 1993).

A homeostase do metabolismo de lipidios é igualmente importante para insetos. Nos
insetos holometabolicos, a aquisicdo de reservas energéticas desde a emergéncia dos ovos se
faz importante para suprir o rapido crescimento corporal que ocorre. Foi observado por Silva et
al., (2020) que larvas de Ae. aegypti sob condicGes de estresse influenciam os fendtipos
expressos por adultos, alterando, até mesmo, nos niveis lipidicos. Além disso, a metarfose
acentuada desses animais é notavelmente caracterizada pela transicdo de pupas, onde ha pouca
ou nenhuma aquisicdo energética para adulto e, para ocorrer sucesso nesse processo, €
necessario haver estocagem energética das larvas para viabilizar o processo de remodelamento
do corpo (ARRESE et al., 2001; HAHN & DENLINGER, 2007). Além de ser indispensavel
para a suprir as demandas metabdlicas de adultos, seja em busca de nutrientes, seja para a
reproducdo (NATION, 2016). Lipidios também sdo associados a diapausa, sintese de
hidrocarbonetos na formacdo da cuticula e precursores de feroménios (CANAVOSO et al.,
2001). Logo, a manutencdo de lipidios € uma estratégia fundamental adotada pelos metazoarios

para viabilizar a sobrevivéncia ap6s longos periodos de privacao de alimentos.

2.4.1 Corpo gorduroso: Estrutura e fungdo

O corpo gorduroso é um 6rgao multifuncional central na regulacdo da homeostase de
insetos, sendo um Orgdo de estoque lipidico e sintetizador substdncias envolvidas no
metabolismo intermediario, e multiplos precursores liberados na hemolinfa, incluindo
substancias necessarias para reproducdo e locomocéao (BEACH, 1965; GONDIM et al., 2018;
NATION, 2016; ZIEGLER; IBRAHIM, 2001). Além disso, esse Orgdo atua no sistema
imunolégico através da sintese de peptideos antimicrobianos e atuando na resisténcia aos
inseticidas e outras moléculas tdxicas aos insetos (AZEEZ; MEINTJES; CHAMUNORWA,
2014; HU et al., 2016). E um importante 6rgdo endécrino nos insetos estando envolvido na
producdo de hormonios que atuam no processo de muda, como a 20E, de fatores de crescimento
do disco imaginal em embrides (IDGFs) e de fatores de crescimento relacionados a adenosina
desaminase (ADGFs) que também esta relacionado a proliferagdo do disco imaginal
(CHAPMAN, 2013; LORD; BROWN, 2012). Isso resulta na frequentemente associacao,
quanto as suas funcdes metabolicas ao figado dos vertebrados (CHAPMAN, 2013; NATION,
2016; SONDERGAARD, 1993; YONGMEI XI, 2015).



Em geral, o corpo gorduroso é um agregado celular esbranquigado que se distribui por
todo o corpo do inseto atuando como tecido conjuntivo, porém, se encontra de forma majoritaria
no abdome (ASSIS et al., 2014; NATION, 2016; ROMA et al., 2010). O 6rgao se divide em
dois tipos de acordo com sua localizagdo no corpo: periférico e perivisceral (Figura 3). O corpo
gorduroso periférico se localiza abaixo do tegumento e esté associado ao sistema muscular do
animal, enquanto o corpo gorduroso perivisceral é encontrado em torno de orgdos,
principalmente os que estdo associados a regido posterior do trato digestivo (ASSIS et al.,
2014; CHAPMAN, 2012; MARTINS & PIMENTA, 2008; ROMA et al., 2010; TURGAY-
[ZZETOGLU & GULMEZ, 2019). Em Ae. aegypti foi observado que o corpo gorduroso
periférico e perivisceral nas fases larvais, em contraponto com a fase adulta que ocorre apenas
o0 corpo gorduroso periférico (MARTINS; PIMENTA, 2008). O corpo gorduroso esta sujeito
a alteracdes conformacionais e espaciais mediante a respostas fisioldgicas. Tais mudancas sao
associadas a dieta e fisiologia do inseto. Trabalhos tem relatado uma hipertrofia consequente
do acumulo de lipidios apds uma dieta rica em agucar e um achatamento ap6s uma alimentacao
sanguinea, pois ha a expansdo do intestino para comportar mais sangue que o comprime contra
a parede interna do corpo do animal (MARTINS; PIMENTA, 2008).

Em mosquitos apenas dois tipos celulares estdo presentes, oendcitos e trofdcitos
(CANAVOSO et al., 2001; JOHNSON; BUTTERWORTH, 1985), sendo o ultimo, o principal
tipo celular que constitui a estrutura basica do 6rgdo, por serem as maiores e mais abundantes
células nesse tecido tendo o percentual de trofocitos para oendcitos variado de 94.1 a 91.2% e
5.9 a 9.8%, respectivamente, em fémeas adultas de Ae. aegypti (MARTINS et al., 2011b).

Anélises de ultraestrutura em Ae. aegypti revelaram que 0s oendcitos possuem
numerosos vacuolos digestivos e densas mitocondrias que conferem ao seu citoplasma uma
natureza acida (MARTINS et al., 2011d; ROMA; BUENO; CAMARGO-MATHIAS, 2010).
Essas estruturas estdo associadas a defesa inata, a partir da deteccdo de patdgenos através de
um sistema de reconhecimento de invasores, onde secretam peptidios que podem rapidamente
atingir concentragdes efetivas no combate do agente patogénico (MARTINS et al., 2011b;
TZOU etal., 2002). A presenca de goticulas de lipidios é comumente observada no citosol com
a presenca de um reticulo endoplasmatico liso muito desenvolvido, o que indica uma intensa
atividade relacionada a eventos lipogénicos (ARRESE; SOULAGES, 2010; MARTINS et al.,
2011d). A manutencdo dos baixos niveis de lipidios na hemolinfa é facilitado pela ocorréncia
dos oendcitos em contato intimo com os nutrientes circulantes nela através da interagdo com

transportadores, como lipoforinas (lipoproteinas transportadoras) (MARTINS; RAMALHO-
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ORTIGAO, 2012). Essas células podem estar agregadas ou isoladas no corpo gorduroso
estando concentradas no corpo gorduroso periférico (MARTINS et al., 2011c; RUVOLO;
LANDIM, 1993; WIGGLESWORTH, 1942). A sintese de sinalizadores também & observada
no corpo gorduroso, através de ensaios com oendcitos de larvas de Tenebrio molitor Linnaeus,
1758, Romer et al., (1974) observaram que tais células sintetizam a- ¢ B-ecdisona a partir de
colesterol, além de auxiliar na muda com a producdo de 20-hidroxiecdisona (20E) auxiliando
no processo de muda, contribuindo para a estrutura da cuticula e suas propriedades fisiologicas
(RUVOLO; LANDIM, 1993). Além disso, possui membranas invaginadas que ampliam a
superficie de contato com a hemolinfa, visto que ocorre, principalmente, na regido marginal do
6rgdo amplificando sua atuacdo (MARTINS et al., 2011c).

O outro tipo celular que ocorre no corpo gorduroso de mosquitos sdo os trofocitos que
possuem o citoplasma rico em goticulas de lipidios, granulos proteicos, aglcares e precursores
de vitelo, ribossomos livres, mitocondrias, reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi
(ARRESE; SOULAGES, 2010; MARTINS et al., 2011c; ROMA; BUENO; CAMARGO-
MATHIAS, 2010). Assis et al., (2014) mostraram que ap6s uma alimentacdo com sangue, 0
citoplasma dos trofdcitos € enriquecido com mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso,
sendo muito mais evidente quando comparado com fémeas que se alimentaram apenas com
sacarose (ASSIS et al., 2014). A concentragdo de trofécitos varia de acordo com a fase de vida
e 0s estoques energéticos que comecam a se estabelecer nas fases larvais, sendo muito mais
abundante em pupas e em fémeas adultas, evidenciando o investimento energético na
metamorfose e na reproducdo (TURGAY-IZZETOGLU; GULMEZ, 2019; ZHOU;
PENNINGTON; WELLS, 2004).

Os lipidios mais frequentemente encontrados nas celulas sdo lipidios neutros e
fosfolipidios. Reservas lipidicas presentes no corpo gorduroso sdo comumente encontrados na
forma de lipidios neutros, como o TAG, além de intermediarios da sua metabolizacdo na forma
de DAG e MAG, e também ocorrem fosfolipidios como constituintes de membranas celulares
(HORNE; HARITOS; OAKESHOTT, 2009). O TAG presente no corpo gorduroso esta
diretamente correlacionado a condicéo alimentar do inseto. Em alguns insetos, mais de 90% do
estoques lipidicos no corpo gorduroso estdo na forma de TAG que sdo obtidos diretamente
através da dieta ou a partir da sintese de lipidios de novo (CANAVOSO et al., 2001; GONDIM
etal., 2018).
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Figura 3. Corte histolégico transversal corado com hematoxilina e eosina da regido do
abdome de Lutzomyia longipalpis alimentada com agulcar evidenciando a distribuicdo do
corpo gorduroso. Os lobos corpo gorduroso (FB) perivisceral (circulado em vermelho) e o
periférico (circulado em verde) estdo indicados. Trofécitos (T) no FB aparecem ricos em
goticulas de lipidios (LD). h, hemocele; H, coracdo; i, tequmento; M, musculo; mg, intestino
médio; mt, tubulos de malpighi; ns, sistema nervoso; o, oendcitos; Ov, ovario. Retirado de Assis
etal., (2014).

2.4.2 Absorcéo, estoque e mobilizacao de lipidios

A ingestdo de nutrientes € essencial para o desenvolvimento, crescimento e manutencéo
da homeostase de organismos vivos (SHI & BURN, 2004). Durante a dieta, um animal pode
consumir diversos lipidios, nas formas de triacilglicerol (TAG), fosfolipidios, ésteres de
colesterol e é&cidos graxos (FA), mas antes de serem absorvidos podem passar por
transformacdes bioquimicas através da agdo de lipases para, apés isso, serem utilizadas pelo
organismo (GONDIM et al., 2018; SHI & BURN, 2004).

Na porcao anterior do trato digestivo de mamiferos ocorre a presenca de lipases, como,
por exemplo, as lipases linguais secretadas pelas glandulas de von Ebner que possui umas
pequena atividade em humanos (KAWAI & FUSHIKI, 2003), as lipases gastricas que retém

grande atividade no duodeno e atua em sinergia com a lipase pancreatica (CARRIERE et al.,
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1993), que, por sua vez, é secretada em excesso no intestino delgado (SHI & BURN, 2004).
Similarmente, foi observado em insetos a presenca de lipases na regido anterior do intestino
médio (DOW, 1987) e também associadas a matriz peritrofica (TOPRAK et al., 2008). Essas
enzimas liberam residuos de &cidos graxos de TAG, diacilglicerol (DAG) e monoacilglicerol,
além de fosfolipidios (TERRA; FERREIRA, 1994). A presenca da triade catalitica Ser-His-
Asp/Glu é comum (HORNE; HARITOS; OAKESHOTT, 2009) e a hidrolise de lipidios no
intestino médio é mais associada a lipases neutras, lipases acidas, fosfolipases e colesterol
esterases (TOPRAK et al., 2020).

O produto final da digestdo dos lipidios no trato gastrointestinal de insetos séo acidos
graxos, glicerois, fosfolipidios e colesterdis ndo esterificados (MAJEROWICZ; GONDIM,
2013). A absorcao desses produtos foi observada em D. melanogaster, sendo realizada por
células colunares epiteliais no intestino médio denominadas enterdcitos (HOLTOF et al., 2019).
A difusdo desses lipidios através da membrana celular ocorre por acdo das proteinas de de
acidos graxos (ESTEVES; EHRLICH, 2006). Apds ser absorvido, os acidos graxos sao
processados e oxidados nas mitocondrias ou usados para a sintese a TAGs, DAGs e
fosfolipidios. Ou entéo, distribuidos para outras regifes do corpo, sendo transportados na forma
de DAGs (comumente no caso dos insetos) ligados a proteinas de transporte, chamadas de
lipoforinas, onde sdo oxidadas em tecidos que precisem de energia ou estocados no corpo
gorduroso na forma de TAG (GONDIM et al., 2018).

Diferentes fontes energéticas podem ser obtidas por insetos durante toda a vida. Trés
grupos de macronutrientes sdo obtidos atraveés da dieta em diferentes insetos, lipidios,
carboidratos e proteinas, assim como micronutrientes essenciais como vitaminas e minerais
sendo impressindiveis para suprir suas demandas metabdlicas (HAHN; DENLINGER, 2011).
Em mosquitos, durante as fases larvais a dieta se resume a detritos presentes no meio aquatico,
podendo ocorrer até mesmo canibalismo (BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009), porém
adultos possuem habitos alimentares distintos evitando a competicdo com suas fases
precedentes. A ingestdo de acucar e sangue (no caso das fémeas) compde importantes recursos
para obtencdo de energia e funcionamento adequado do seu metabolismo (ARRESE;
SOULAGES, 2010; GONDIM et al., 2018). Estudos apontam que, em mosquitos, ap0s uma
refeicdo altamente caldrica, agUcar é convertido em lipidios e estocado no corpo gorduroso
(VAN HANDEL, 1965; ZIEGLER & IBRAHIM, 2001). Os agucares simples séo produtos da
acdo de carboidrases produzidas, principalmente, nas glandulas salivares em Ae. aegypti
(CHAPMAN, 2013; GROSSMAN et al., 1997; TERRA; FERREIRA, 1994). Esses agucares
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sdo absovidos no trato digestivo e oxidados para uso imediato ou alocados em tecidos
periféricos. Aqueles que sdo alocados em reservas energéticas sao transportados para 0 corpo
gorduroso através de sistemas de transporte de glicose semelhantes as GLUTSs (ocorrentes em
mamiferos), apos serem absorvidos através da acdo de transportadores simporte de sodio e
glicose (SGLTs), (MEYER; VITAVSKA; WIECZOREK, 2011) e, ap6s isso, a acdo de enzimas
lipogénicas (acetil-CoA carboxilase e da acido graxo sintase) promovem a formacéo de acidos
graxos que, por fim, sdo esterificados a molécula de glicerol para formacéo de TAG (GONDIM
et al., 2018). Outra opgdo altamente energética é a utilizacdo de dieta proteica provinda de uma
refeicdo sanguinea por fémeas de culicideos. As principais classes de enzimas digestivas em
mosquitos fémeas Ae. aegypti alimentados com sangue sdo tripsina, quimiotripsina,
aminopeptidase e carboxipeptidases (BOROVSKY, 2003; VENANCIO et al., 2009), o produto
final dessa digestdo é misturado com peptideos livres, que sdo absovidos por células do trato
digestivo e utilizados para a sintese de &cidos graxos de novo (GONDIM et al., 2018; HOLTOF
etal., 2019).

Insetos com grande disponibilidade de energia direcionam seus recursos para 0 Corpo
gorduroso atraveés de vias lipogénicas (viado MAG ou a via da Glicerol 3-Fosfato) para estocar
reservas para possiveis necessidades futuras (GONDIM et al., 2018). Sob tais condicdes, as
lipid storage droplet 1 (Lsd1) impedem a associacdo de lipases a goticulas de lipidios regulando
a mobilizagéo dessas reservas (TOPRAK et al., 2020). No corpo gorduroso, essa energia fica
estocada em forma de TAG sintetizado a partir de uma molécula de glicerol 3-fosfato e trés
moléculas de acil-CoA derivados de acidos graxos. Os estoques de TAG serdo mantidos até
que haja uma alta demanda energética para suprir fungdes metabdlicas como metamorfosear-
se, maturacdo sexual, producdo de gametas, ou mesmo em indisponibilidades de recursos
alimentares para a execucdo de func@es fisilogicas em geral (ARRESE & SOULAGES, 2010;
ASSIS et al., 2014; CANAVOSO et al., 2001; ROMA et al., 2010).

Em mamiferos e culturas de células de adipdcitos, a mobilizagdo dos lipidios estocados
por acdo de lipases esta bem caracterizada. O processo se da pela liberacdo de acidos graxos e
glicerol através da hidrolise de ligacGes éster do TAG através de regulacdo hormonal em
momentos de baixa energética no sistema. Esse processo ocorre nos adipdcitos, muito bem
documentado em mamiferos, e € denominado de lipdlise. Esse processo de hidrolise do TAG
em glicerol e faz, vem sendo caracterizado e contacom a participacao de trés lipases: a ATGL,
promove a hidrélise do TAG em DAG, a HSL, que hidroliza DAG em MAG, e MAGL que,
por sua vez, hidroliza 0 MAG em glicerol e FA (LORD; BROWN, 2012). A ativagdo das
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lipases envolve estimulagdo causada por um horménio B-adrenérgico regulam a acéo lipolitica
da HSL e da ATGL. Além disso, ATGL necessita da coativacdo exercida pela proteina 5 do
dominio o/p hidrolase, também conhecido como gene comparativo de identificacdo 58 (CGl-
58) (ZIMMERMANN et al., 2009). Dentre os modelos descritos em insetos ha em aberto a
descricdo da ocorréncia de algumas dessas reagdes, o horménio que é considerado o
inicializador da lipolise é a AKH gera a fosforilacdo de Isdl e gera a acdo de TAG lipases
denominadas de brummer, gene ortélogo a ATGL (GONDIM et al., 2018). O mecanismo

resumido é esquematizado na figura 4.
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Figura 4. Metabolismo de lipidios com destaque da lipélise em mamiferos e insetos. Em A
ha a representacdo do estado onde ndo hé a estimulacdo da lipdlise, em B ha a ocorréncia do
mecanismo lipolitico descrito em mamiferos e em C ha a representacdo do que ja é
documentado sobre lipdlise em insetos. Proteinas representadas em vermelho representam
proteinas homologas entre si com atividade de TAG lipase. Proteinas representadas em verde
representam proteinas com atividade relacionada ao estoque de TAG. As formas em azul
representam 0s hormonios receptores que regulam o metabolismo. HSL, Lipase Horménio
Sensivel; Plin, Perilipina; CGI-58, Gene Comparativo de Identificagdo 58; ATGL, Lipase
Trigliceridica Adiposa; MAGL, Monoacilglicerol lipase; PKA, Proteina Cinase A; FA, Acido
graxo; TAG, Triacilglicerol; DAG, Diacilglicerol; MAG, Monoacilglicerol; cCAMP, Adenosina
Monofosfato Ciclica; Bmm, Brummer; Lsdl, Lipid storage droplet 1; AKHR, Receptor do
Horménio Adipocinético. Adaptado de Lord & Brown (2012).

2.4.3 Brummer/ATGL

Do ponto de vista bioquimico, a brummer (bmm) e a ATGL séo lipases que catalisam a

mesma reacao, a hidrdlise de ligagdes éster do TAG tendo como resultado final DAG e &cido
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graxo (GONDIM et al., 2018; LORD; BROWN, 2012). Se tratam de duas proteinas homologas,
porém, a bmm é a forma ocorrente em insetos, sendo pela primeira vez identificada e descrita
em Drosophila melanogaster (GRONKE et al., 2005). Neste trabalho ela foi identificada e foi
observado que ao criar moscas mutantes com perda da fungdo da bmm, o fenétipo era de moscas
obesas com o acumulo de lipidio no corpo gorduroso. Em contrapartida, quando houve a
superexpressdo dela, ocorreu o oposto, os estoques lipidicos dessas moscas foram quase
totalmente depletados. Mais recentemente, em um trabalho com Nilapavarta lugens, foi feito o
silenciamento desse mesmo gene, o resultado foi incapacitagdo do animais em utilizar os
triglicerideos presentes no corpo inteiro do animal, tendo 0 mesmo resultado ap6s o isolamento
do corpo gorduroso (ZHOU et al., 2018b).

Foi observado na literatura que a bmm também é altamente expressa no corpo gorduroso
de diferente insetos: D. melanogaster (GRONKE et al., 2005), B. mori (WANG et al., 2010),
G. morsitans (ATTARDO et al., 2012) e N. lugens (ZHOU et al., 2018a). Essa lipase é
comumente relacionada ao corpo gorduroso, pois possui papel central neste tecido atuando
como regulador do estoque e mobilizagdo das reservas (GRONKE et al., 2005; WAT et al.,
2020; ZHOU et al., 2018a).

Seu papel fisioldgico foi associado ao jejum prolongado em D. melanogaster, a
intensificacdo do jejum resultou no aumento nos niveis de bmm (GRONKE et al., 2005). A
associacao com outras proteinas também foi observada, como a relagdo com AKH/AKHR que,
silenciadas, reduzem a mobilizagdo de estoques lipidicos (GRONKE et al., 2007). A associagio
com a factor Forkhead box protein sub-group O (FoxO) também foi observada, a FoxO
desempenha um papel de regulacao positiva sob a bmm (GERSHMAN et al., 2007).

A brummer (bmm) contém uma regido conservada e uma variavel (Figura 5). Na regido
conservada, ocorre a presenca do dominio caracteristico da familia das patatin-like e
fosfolipases contendo o grupo IV, caracterizado pela presenca de lipases que possuem uma
serina hidrolase modificada (Gly — X — Ser — X — Gly) que apresentam atividade de
triacilglicerol lipase (EC 3: 1: 1: 3) (GHOSH et al., 2006), alem disso uma regido conservada
denominada brummer box também ocorre, porém, sua fungio ainda é desconhecida (GRONKE
et al., 2005).
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Figura 5. Esquema da estruturacéo bioinformatica da brummer. Bmm é composta por uma
regido conservada e uma variavel. A regido conservada contém o dominio patatin-like incluindo
a serina hidrolase modificada GASAG e a brummer box. Adaptado de Gronke et al., (2005).

2.5 Regulacéo de processos reprodutivos mediada por hormonios

A maioria dos mosquitos necessitam obrigatoriamente de nutrientes presentes no sangue
de mamiferos para a producdo de ovos e, consequentemente, reproducdo (DANIELL, 2014).
Essa condicdo reprodutiva é chamada de anautdgena (CLEMENTS, 2011) e com ocorrem em
insetos vetores de arbovirus causadores de doencas em humanos, como a malaria, transmitida
pelo Anopheles gambiae Giles, 1902, a leishmaniose transmitida por flebotominios e a dengue,
febre amarela, zika, chikungunya transmitida por Ae. aegypti. Durante a vida adulta, as fémeas
variam sua alimentacao drasticamente alternando entre néctar, rico em acgucares e sangue de
animais vertebrados, rico em proteinas. O tipo de alimento consumido possui dois padrdes de
ocorréncia e ¢é dividida em duas fases: fase de maturidade sexual, a pré-vitelogénica (p6s-
emergéncia em adultos, PE) e a vitelogénica (pds-alimentacdo sanguinea, PAS) (WANG et al.,
2017) que, juntas, constitui-se a oogénese (CLEMENTS, 2011).

Na alimentacdo com sangue, 0 mosquito adquire colesterol presente no hospedeiro e o
converte em 7-dehidrocolesterol catalizado pela 7,8-dehidrogenase presente no reticulo
endoplasmatico das células foliculares e, subsequentemente, em 20E (NIWA & NIWA, 2014).
Esse hormdnio € carreado para o corpo gorduroso onde gera a expressao da vitelogenina e, apés
a liberacdo na hemolinfa, é captada pelos odcitos e retido em granulos de vitelo que viabilizardo
0 desenvolvimento dos embrifes (ROY et al., 2016). Apo6s o estabelecimento de reservas
energeética nos 00citos, a germinacgao e desenvolvimento dos embrides ocorre rapidamente, que
associado a grande quantidade de ovos que uma fémea coloca, pode gerar grandes populactes
de mosquitos em curtos periodos de tempo.

Essas fases sdo reguladas por acdo hormonal, dos quais podemos destacar 0 hormonio
juvenil (JH) e a 20-hidroxiecdisona (20E), horm6nios que atuam durante toda a vida do animal
e possuem papel chave no desenvolvimento do inseto e na reproducdo. Na fase PE, ocorre um

pico de JH nas primeiras 48h que direciona 0 mosquito a intensificar uma dieta rica em agucar
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que favorece o amadurecimento dos foliculos ovarianos. Apos 72h, ela é orientada a buscar um
hospedeiro para realizar a alimentagdo sanguinea. A ingestdo de sangue interrompe a sintese de
JH na corpora allata, localizada na glandula protoraxica e, simultaneamente, desencadeia a
sintese de 20E nos ovarios gque gera a sintese de vitelogenina (BROWN et al, 2009; ROY et al.,
2016) e, subsequentemente, a producéo de postura dos ovos (Figura 6).

Refeicao
Hormonio Juvenil EEEEERATIF

......... Ecdisona

Ovoposicao

-24 0 24 48 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 56 60 66 72

Pés-eclosdo Pos-refeicao sanguinea

Maturacao Vitelogénese
Desenvolvimento gonadotrépico Terminagdo
Busca por hospedeiro Preparacao

para 22 ciclo

Figura 6. Acdo hormonal associada a eventos durante o primeiro ciclo gonadotrofico em
fémeas adultas de Aedes aegypti. Apds a emergéncia em adulto, 0 aumento no hormonio
juvenil propicia o crescimento de foliculos ovarianos e maturacdo da fémea. Ap6s 72h pds-
emergéncia (PE), as fémeas ativamente buscam por hospedeiros para realizar uma alimentacéo
sanguinea. A ingestdo de sangue reduz a sintese de HJ e aumenta a producdo de ecdisona. A
ecdisona é o principal regulador da vitelogénese que declina apds 30 apos alimentacao
sanguinea (PAS). Os baixos niveis de ecdisona € uma sinalizagdo para o cessamento da
vitelogénese e finalizacdo do ciclo reprodutivo, seguido pela postura de ovos em 72h PAS. O
segundo ciclo gonadotrofico é iniciado em 36h PAS com o aumento do JH. Adaptado de Roy
et al, 2016.

A relacdo entre o sistema pré- e pos-vitelogénico e a ocorréncia de lipidios no corpo
gorduroso e nos ovarios é estreita. Estudos mostraram que os nivel absolutos de TAG variam

dentro desse sistema, sendo elevados no fim da fase PE (72h PE) e reduzidos apds a alimentacao
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sanguinea (HOU et al., 2015; WANG et al., 2017). Também é observado que apds a
alimentacdo sanguinea, o TAG presente no corpo gorduroso ¢ mobilizado para producéo dos
odcitos (ZIEGLER & IBRAHIM, 2001). Logo, é possivel considerar a vital relevancia da
ocorréncia de lipidios para a manutencao desses processos fisioldgicos.

Visto a importancia epidemioldgica de Ae. aegypti atraves do vetoramento de arbovirus
causadores da febre amarela, dengue, zika e chinkungunya associado a sua distribuicéo global,
estudos que investiguem fatores que impactam sua sobrevivéncia, como o metabolismo de
lipidios, podem gerar informac6es relevantes para o controle populacional da espécie. Além
disso, pode esclarecer 0os mecanismos adaptativos que esses insetos desenvolveram ao longo da

evolugéo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar a possivel relagdo entre a brummer e os estoques de triacilglicerol no corpo
gorduroso de Ae. aegypti utilizando ferramentas de bioinformaticas, de biologia molecular e
bioquimica.

3.2 Objetivos especificos

» ldentificacdo da brummer no genoma de Ae. aegypti;

» Relacionar a sequéncia da brummer de Ae. aegypti com a de outros organismos;

» Determinar a expressdo da brummer ao longo do ciclo de vida e sob condic¢des de jejum
alimentar;

» Determinar a quantidade de triacilglicerol presente no corpo gorduroso de insetos
adultos ao longo do ciclo de vida e sob condic¢des de jejum alimentar.
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4. METODOLOGIA

4.1 Manutencéo da coldnia de Aedes aegypti

Todos os experimentos foram realizados com mosquitos de colonias de Ae. aegypti
(Rockfeller) no Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular de Artropodes (LBBMA),
Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. Os ovos foram armazenados em papel filtro seco e incubados
seguindo o protocolo de Farnesi et al. (2006). Larvas e adultos foram mantidos a 16h de luz e
8h de escuro sob temperatura constante de 28°C e umidade entre 70-80%. As larvas foram
alimentadas com racdo de gato macerada. Foi oferecido aos adultos solucdo com 10% de
sacarose ad libitum. Nos testes para visualizar respostas metabolicas com a auséncia de sacarose
foram oferecidos aos adultos dgua desclorada ad libitum. Camundongos anestesiados foram
disponibilizados as fémeas para se alimentarem com sangue. Todos os protocolos de cuidados
com animais e experimentais foram conduzidos seguindo as diretrizes do comité de cuidado e
uso institucional (Comité de Avaliagdo de Uso de Animais para Pesquisa da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, CEUA-UFRRJ) sob o registro 005/2017.

4.2 ldentificacéo e caracterizagdo da brummer utilizando bioinformética e a comparagéo
com outros organismos

A sequéncia proteica da Brummer em Aedes aegypti foi identificada utilizando
delineamento de arquivos de database através do blastp utilizando como modelo da Brummer
de Drosophila melanogaster ja presente na literatura (nimero de acesso no GenBank
NP_648723) (GRONKE et al., 2005). O HMMER foi utilizado para caracterizagdo do dominio
conservado e do sitio ativo (POTTER et al., 2018). Para a confirmacdo do dominio conservado
foi utilizado o PFAM (FINN et al., 2016). Apds a identificagdo da Brummer em Aedes aegypti,
foram reunidas sequéncias identificadas por outros autores como “brummer”, “adipose
triglyceride lipase” (ATGL) ou mesmo “patatin-like phospholipase domain” em outros
organismos que foram encontradas apds a realizacao do blastp utilizando como base a brummer
em questdo (HU & KURGAN, 2018). Houve o alinhamento das sequéncias através do MAFFT
(COLLINS & WARNOW, 2018). A historia evolutiva foi inferida através da utilizagdo da
Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood) baseada no modelo de correcdo de Poisson
(ZUCKERKANDL & PAULING, 1965). A arvore de consenso foi inferida ap6s 1000

replicacdes. As anélises evolutivas foram conduzidas no MEGAY7.
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4.3 Desenho de Primers

A partir da identificagdo da sequéncia de aminoécidos da brummer em Aedes aegypti, 0
software PRIMER3 (ALMEIDA-OLIVEIRA et al., 2017) foi utilizado para a construcdo de
primers. Os produtos do PCR foram definidos em tamanhos entre 120 e 200 pares de base e

temperaturas de Melting entre 59° e 61°C.

4.4 I1solamento dos Tecidos

Os grupos para o estudo foram estabelecidos de acordo com a fase de desenvolvimento
do inseto e por sexo, no caso dos adultos. Os grupos de imaturos utilizados foram larvas dos
estagios L1, L2, L3, L4 e pupa, as amostras utilizadas nos ensaios continham de 15 animais e
as determinac0es feitas em quadriplicatas. As fémeas adultas foram separadas em grupos de 0
a 6h pds-emergéncia (Dia 0), 24 a 30h pds-emergéncia (Dia 1), 48 a 54h pds-emergéncia (Dia
2), 72 a 78h pos-emergéncia (Dia 3), 96 a 102h po6s-emergéncia (Dia 4), 120 a 126h pos-
emergéncia (Dia 5) e 144 a 150h pds-emergéncia (Dia 6). Para analise de fémeas alimentadas
com sangue, foram estabelecidos dois grupos: fémeas alimentadas por 3 dias com sacarose e
em seguida eram alimentadas com sangue; fémeas submetidas ao jejum por 3 dias (recebendo
apenas agua), seguido por uma alimenta¢do com sangue. O corpo gorduroso de fémeas em
tempos diferentes apos a alimentacdo sanguinea foi separado: 6h pés-alimentacdo sanguinea
(6h PBM), 36h pos-alimentacdo sanguinea (36h PBM) e 72h pos-alimentacdo sanguinea (72h
PBM). As amostras de adultos foram dissecadas, segundo o0 método de Chung et al., (2017)
com o auxilio de microscépio estereoscopico, para obtencdo de amostras de corpo gorduroso.

Foi utilizado 10 corpos gordurosos em quadriplicatas.

4.5 Isolamento/Extragéo do RNA

As amostras foram homogeneizadas com um pistilo em 700pL de TRIzol Reagent
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). A extracdo de RNA total foi realizada pelo
protocolo do fabricante. O RNA foi quantificado em um NanoDrop spectrophotometer ND-
1000 (Thermo Fischer Scientific). A integridade e qualidade do RNA foi analisada com uma
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 de
2,0+0,1.
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4.6 Sintese de cDNA

Depois da extracdo, 1ug de RNA total foi tratado com 1U de DNase | (Sigma-Aldrich)
por 30 minutos a 37°C em um volume final de 10uL. Depois disso, a reacdo foi interrompida
com a incubacdo em 70°C e adicdo de 50mmol de EDTA. O RNA tratado foi utilizado para
sintetizar o cDNA com random primers e 50 U de reverse transcriptase MultiScribeTM MuLV
do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) em um volume
final de 20pL.

4.7 Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

As reacOes de polimerase em cadeia foram realizadas com kit Tag PCR Master Mix
(Qiagem) em duas condic¢Bes: um ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 45
segundos a 96°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72°C por 5 minutos para
as analises utilizando um primer controle. O primer usado como gene de referéncia foi a
proteina ribossomal 49 (RP49): forward: 5- GCT ATG ACA AGC TTG CCC CCA-3 e Reverse
5-TCA TCA GCA CCT CCA GCT C-3 (GENTILE et al, 2005). O outro ciclo por 2 minutos a
96°C, seguido por 40 ciclos de 45 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C
e no final, 72°C por 5 minutos nas amplificagdes utilizando os primers da brummer. Os primers
sintetizados utilizando o software Primer3, foram programados para anelarem a 59° e 61°C. Os
produtos de PCR foram observados através de eletroforese em gel de agarose 1,8% e

visualizado sobre luz UV.

4.8 Quantitative PCR (gPCR)

A gPCR foi realizada em um sistema StepOnePlus (Thermo Fischer Scientific) com
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosytems). A reacdo continha 7,5uL do Mix
citado anteriormente, 0,3uL dos primers forward e reverse sintetizados e 0,75uL de cDNA em
um volume final de 15pL. As reagdes foram realizadas em MicroAmp Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode (Applied Biosytems), com a seguinte programacéo: 10 minutos a
95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e uma curva de
dissociacgdo. Controle negativo foi executado para determinar se as misturas de reacdo estavam
contaminadas com DNA exdgeno. O primer utilizado como gene de referéncia foi a proteina
ribossomal 49 (RP49). E o primer para verificar a expressdo da brummer foi projetada usando
Primer3 - 5°- CAA CAG CTC CAG ATC GAA GAA -3’(forward) e 5’- CGA AGT GGC TTC
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CGA AAG TA -3’ (reverse). Todas as amostras foram ensaiadas em triplicatas e a expressao
do RP49 foi usada para normalizagdo. A eficiéncia do primer da Brummer foi determinada
pelos valores do ciclo de quantificacdo (Cq) obtidos apos gPCR utilizando amostras de cDNA
diluidas em série (MEUER et al, 2001).

4.9 Extracdo de Lipidios e Quantificagdo de Triacilglicerol

Os diferentes grupos e/ou tecidos de Aedes aegypti foram macerados em &gua destilada
e, posteriormente, os lipidios foram extraidos segundo o método de Bligh and Dyer (1959)
utilizado por Silva et al., (2020). Os lipidios foram separados por cromatografia de camada fina
(TLC) em placa de silica para lipidios neutros usando os solventes hexano, éter etilico e &cido
acético (90:60:1) e depois imersos em solucao aquosa contendo 14% de sulfato de cobre e 8%
de &cido fosforico. Apos a secagem, a placa foi aquecida em estufa por cerca de 200°C por 5
minutos. A quantificacdo do Triacilglicerol foi inferida através de uma analise densitométrica
(RUIZ; OCHOA, 1997) através do Image Lab Software 5.1 (Bio-Rad). As analises foram

realizadas em triplicatas.

4.10 Analise Estatistica

Nas analises estatisticas e representacdes graficas foi utilizado o Prism 8.0 software
(GraphPad Software, San Diego, USA). Os resultados foram expressos como médias e erro
padrdo da média. A ANOVA one-way foi utilizada para analises comparativas das diferentes
condicdes alimentares de fémeas adultas separadamente e estagios larvais de Ae. aegypti,
seguida do teste de Tukey. Ja a ANOVA two-way foi usada para comparacdes entre as
condicBes dos adultos, seguida pelo teste de Sidak. A significancia estatistica foi determinada
ap<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo, caracterizacdo bioinformética e comparagdo com outros organismos

A brummer (bmm) contém uma regido conservada e uma variavel (GRONKE et al.,
2005). Na regido conservada, ocorre a presenca do dominio caracteristico da familia das
patatin-like fosfolipases contendo o grupo IV, caracterizado pela presenca de lipases que
possuem uma serina hidrolase modificada (Gly — X — Ser — X — Gly) e que apresentam atividade
de triacilglicerol lipase (EC 3: 1: 1: 3) (GHOSH et al., 2006). Foi utilizado como referéncia a
sequéncia da bmm de Drosophila melanogaster identificada por Gronke et al, 2005 (GenBank
n° de acesso NP_648723) para realizar o rastreio da proteina homologa no genoma de Aedes
aegypti utilizando o algoritmo Blastp. A sequéncia de aminoacidos da bmm em Aedes aegypti
foi identificada na biblioteca de proteinas (GenBank n° de acesso EAT35954) apresentando a
diade catalitica nos residuos de Serina e Aspartato (S42 e D161), além da ocorréncia da serina
hidrolase modificada (Gly — Ala— Ser — Ala— Gly) corroborando para essa identificacdo (Figura
7). O alinhamento entre as duas sequéncias resultou em 76% de similaridade e 67% de
identidade (Tabela 1).
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Figura 7. Sequéncia de aminoacidos do gene brummer obtido do genoma de Aedes aegypti.
A sequéncia foi rastreada a partir do GenSeed como descrito em Material e métodos. A regido
sublinhada é o dominio conservado Patatin-like phospholipase. A regido em negrito é a regido
contendo a serine hydrolase motif que caracteriza esse dominio. Aminoécidos em vermelho
representam a diade catalitica nas posicdes S42 e D161.

Em sua estrutura ocorrem regides conservadas incluindo um dominio patatin-like e uma
brummer box com funcdo desconhecida (GRONKE et al., 2005). Similarmente as ATGL
localizadas nos adipécitos de mamiferos, a brummer possui uma serina hidrolasica com
atividade esterasica (HIRSCHBERG et al., 2001). Esse dominio ja foi descrito como sendo
altamente conservado (LASS et al., 2011), mesmo na comparacédo entre proteinas homoélogas
em varios grupos animais, sugerindo, até mesmo, modelos de insetos para o estudo de obesidade

em humanos (GHOSH et al., 2006).
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A sequéncia da bmm de Ae. aegypti revelou alto grau de similaridade (em sua maioria
bem acima de 50%) e contou com a presenca do dominio das patatin-like quando comparado
com a sequéncia de outros organismos (tabela 1) (KIENESBERGER et al., 2009). Em todas as
sequéncias obtidas, incluido as de grupos néo relacionados, foi evidenciado a conservacdo dessa
estrutura proteica desde fungos até os mamiferos (LASS et al., 2011). O grau de similaridade
entre as proteinas evidencia que se tratam de proteinas ortélogas, pois a similaridade entre elas
estabelece parte da histdria evolutiva das espécies destacadas no estudo, reconstruindo grupos
e relacBes de parentesco entre as elas. As relacdes entre 0s grupos possuem altos percentuais
replicacdo sendo na maioria dos ramos se repetem em mais de 50% das &rvores (figura 8), pois
corresponde ao percentual de arvores que possuiam tais agrupamentos em 1000 replicatas.

Um ponto importante e que deve ser destacado, foi a observacdo da localizacdo dos
sitios ativos da bmm entre os diferentes organismos representados na tabela 1. As diades
cataliticas de mosquitos do género Aedes e Culex localizam-se nos aminoacidos S38 e D161,
enquanto nos outros insetos localizam-se nos aminoécidos S38 e D157, evidenciando que entre
os culicideos, Aedes e Culex tem suas sequéncias mais proximas entre eles do que Anopheles.
Os vertebrados também sdo semelhantes entre si, suas diades cataliticas localizam-se nos
aminoacidos S47 e D166, com excecdo do lagarto Pogona vitticeps (Ahl, 1926) que, dentro do
universo estabelecido dentro do presente estudo, foi o Unico vertebrado que se diferiu dos
outros. A relacdo filogenética entre as espécies propostas na tabela 1, revelou que os grandes
grupos monofiléticos ja estabelecidos se mantiveram integros e todos os valores de bootstrap
foram relevantes, demonstrando que se trata de uma proteina altamente conservada que se
diferenciou ao longo do processo evolutivo mantendo suas relagdes de parentesco (Figura 8).
Dessa forma, a bmm é mais um exemplo da evolucao através da percepcado de sua diferenciacdo
ao longo da cadeia evolutiva reforcando as relacbes de parentesco entre agrupamentos ja

estabelecidos.
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Tabela 1. Comparacdo entre a sequéncia de aminoacidos da brummer de Aedes aegypti e outras

espécies.
GenBanke Organismo Sitio ativo Similaridade Identidade Grupo
previsto® (%)° (%)°
EAT35954 Aedes aegypti S42-D161 100 100 Diptera
(P_019548650 Aedes albopictus S42-D161 100 83 Diptera
KFB50034 Anopheles sinensis S38-D157 98 70 Diptera
ETNG67723 Anopheles darlingi S38-D157 99 70 Diptera
(P_001861611 Culex quinquefasciatus S42-D161 100 89 Diptera
AHE57674 Manduca sexta S38-D157 80 62 Lepidoptera
NP_648723 Drosophila melanogaster S38-D157 76 67 Diptera
XP_970721 Tribolium castaneum S38-D157 84 57 Coleoptera
(P_005177151 Musca domestica S38-D157 77 66 Diptera
OWRA44847 Danaus plexippus plexippus S38-D157 80 57 Lepidoptera
(P_012230680 Linepithema humile S38-D157 81 59 Hymenoptera
(P_016768330 Apis mellifera S38-D157 81 54 Hymenoptera
AEV59505 Glossina morsitans S38-D157 58 76 Diptera
IP_001165929 Bombyx mori S38-D157 58 72 Lepidoptera
(P_002429955 Pediculus humanus corporis S38-D157 77 53 Phthiraptera
(P_002434048 Ixodes scapularis Néo identificado 58 51 Acari
(P_013421717 Lingula anatina S41-D160 70 47 Brachiopoda
(P_022249636 Limulus polyphemus Néo identificado 59 52 Merostomata
CDW57522 Trichuris trichiura S38-D157 68 42 Nematoda
PRD26278 Nephila clavipes Nao identificado 68 43 Araneae
(P_017261050 Kryptolebias marmoratus S47-D166 63 40 Actinopterygii
(P_020644568 Pogona vitticeps S48-D167 63 38 Squamata
(P_024072248 Terrapene mexicana triungui S47-D166 59 41 Testudines
AAHG64747 Mus musculus S47-D166 68 39 Muridae
AAWS81962 Homo sapiens S47-D166 69 38 Human
KQK80004 Amazona aestiva S47-D166 40 51 Aves
OON10692 Batrachochytrium S443-D557 36 31 Fungi

salamandrivorans

2 NUmeros de acesso para as sequéncias de aminoacidos obtidos no GenBank.

b Sitios ativos previstos através do HMIMER.
¢ Percentuais de identidade e similaridade foram calculados utilizando o algoritmo Blastp.
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Figura 8. Analise filogenética molecular da brummer em diferentes organismos. A histéria
evolutiva foi inferida pelo método da Maxima Verossimilhanca, baseado no modelo de correcédo
de Poisson. A arvore de consenso inferida a partir de 1000 réplicas foi utilizada para representar
a historia evolutiva dos taxons analisados. A porcentagem de arvores replicadas nas quais 0s
taxons associados foram agrupados na geracdo das arvores filogenéticas (1000 repeticdes) sdo
mostrados proximos aos ramos. A andlise envolveu 26 sequéncias de aminoacidos. As anélises
evolutivas foram realizadas no MEGAY.

5.2 Expressao relativa da brummer durante a vida larval

A bmm em fases imaturas em insetos ainda foi pouco investigada na literatura em
diferentes modelos animais, nds observamos que a sua expressdo ocorre diferencialmente
dentre esses estagios em Ae. aegypti (Figura 9). O desenvolvimento das fases larvais é
importante para a sobrevivéncia e viabilidade dos adultos. Suas reservas, enquanto imaturos,
munirdo a metamorfose e crescimento corporal, sendo nitidamente observado um rapido
crescimento corporal apds eclosdo dos ovos, fato que se infere um aumento na dinamica lipidica
nesse periodo. Nas fases iniciais, L1 e L2, a bmm é expressa aumentando nos estagios L3 e L4

e se mantendo no estagio de pupa (Figura 9), destacando-se que o aumento dos niveis de
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expressao da fase L3 em relacéo a L2 foi de 237,5%. Esse aumento ndo foi correlacionado com
niveis de TAG ou a outros estoques bioquimicos nesse estudo, porém, fatores fisioldgicos
associado ao desenvolvimento do inseto nitidamente pode estar demandando maior catalise

lipidica a partir da fase L3.
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Figura 9. Niveis de expressdo do gene Brummer em diferentes fases imaturas de Aedes
aegypti. Os niveis de expressdo sdo relativos aos valores da fase L1 (1.0). Os niveis de expressao
foram normalizados com o gene de referéncia RP49. As diferengas estatisticas foram
determinadas atraveés de One-way ANOVA (P>0.0001). As barras anotadas com letras
minusculas distintas sdo significativamente diferentes (P>0.05).

A expressdo da bmm foi associada ao processo de muda (WANG et al., 2010; ZHOU et
al., 2018a). Em B. mori foi observado que a ocorréncia da bmm foi regulada positivamente pela
20E induzindo a reducdo do contetdo lipidico presente no corpo gorduroso e seu aumento na
hemolinfa que convergem com o momento de muda entre as fases larvais e pupacdo (WANG
et al., 2010). Zhou et al., (2018a) inferiu que essa relacdo também esteja associada a presenca
do JH que também é importante para a maturacdo de fases imaturas de N. lugens e atua em
conjunto com a bmm para estabelecimento de vitelogenina. No momento de metamorfose,
durante o estagio de pupa, a demanda energética € muito grande para o individuo, fato que
justifica a necessidade da regulacgdo positiva da bmm que promove a mobiliza¢do dos estoques
energéticos presentes no corpo gorduroso, porém, mais estudos Sao necessarios para investigar
as razdes do seu aumento no estagio L3 e outros genes que caracterizem a mobilizacdo de

energia.
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5.3 Expressao relativa da brummer presente no corpo gorduroso sob jejum

O corpo gorduroso é um orgdo secretor e de estocagem energética que possui maltiplas
funcGes metabdlicas, sendo importante no metabolismo lipidios garantindo energia para o
inseto se desenvolver, movimentar e reproduzir preservando sua homeostase (ARRESE;
SOULAGES, 2010; ASSIS et al.,, 2014; CANAVOSO et al.,, 2001; ROMA; BUENO;
CAMARGO-MATHIAS, 2010). Foi observado na literatura que a bmm é altamente expressa
nesse 6rgdo em D. melanogaster (GRONKE et al., 2005), B. mori (WANG et al., 2010), G.
morsitans (ATTARDO et al., 2012) e N. lugens (ZHOU et al., 2018a). Nossos resultados
também mostraram sua ocorréncia no corpo gorduroso de fémeas adultas de Ae. aegypti,
reforcando a necessidade de uma proteina que mobilize os estoques energéticos sob forte
demanda.

Assim como nos estagios imaturos, a expressdo da bmm ocorre de forma diferencial no
corpo gorduroso na fase adulta de fémeas alimentadas com e sem sacarose (Figuras 10 e 11).
Em fémeas adultas alimentadas com sacarose, foi observado que os niveis de expressdo da bmm
no corpo gorduroso se mantém constante na maior parte do tempo nos primeiros seis dias apos
a emergéncia em adulto com uma reducao no terceiro dia (Figura 10A). Para avaliar as fémeas
sob jejum, elas n&o receberam alimentacéo de sacarose 10% por seis dias e a expressao da bmm
foi determinada a cada dia (Figura 10B). Até o segundo dia, a bmm nos animais em jejum
apresentou um perfil similar ao dos animais que receberam alimentacdo com sacarose. No
terceiro dia a expressdo da bmm aumentou consideravelmente em relacdo aos animais
alimentados, aumentando ainda mais a partir do quarto dia e se mantendo até o sexto dia (Figura
10B). Apos o sétimo dia sem sacarose na dieta, ocorreu a mortalidade de praticamente todos
0s animais inviabilizando a continuidade do teste (dado ndo mostrado).

A falta de diferenciacdo entre os niveis de expressdo da bmm no corpo gorduroso
de fémeas submetidas a uma dieta com sacarose indicam que, sob condi¢Oes de alta
disponibilidade energética, pode ndo haver atividade significativa dessa proteina. Porém, ao
observar essas fémeas sob jejum, os niveis de expressdo sob tal condi¢do chega a ser 8 vezes
maior do que as que foram alimentadas, corroborando com a regulagdo desempenhada pelo
jejum proposto por Gronke et al. (2005). Ressalta-se também que apenas 72h apds a emergéncia
em adulto houve a diferenciacdo entre os dois grupos de fémeas sob os diferentes tratamentos
(Figura 11).
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Figura 10. Expressdo do gene brummer no corpo gorduroso de fémeas adultas de Aedes
aegypti submetidas a diferentes tratamentos alimentares ao longo de 6 dias. A: Fémeas
submetidas a dieta com solugdo contendo 10% de sacarose. B: Fémeas em jejum submetidas a
uma solucdo contendo apenas agua. Os niveis de expressdo sdo relativos aos valores de
expressao media de fémeas adultas submetidas a uma dieta com sacarose (1.0). Valores estdo
representados como porcentagens de expressao e representam a média de quatro replicatas
biologicas independentes + SEM. Os niveis de expressdo foram normalizados com o gene de
referéncia RP49. Diferengas estatisticas foram determinadas utilizando One-way ANOVA (P <
0.05).
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Figura 11. Niveis de expressdo do gene brummer no corpo gorduroso de fémeas adultas
de Aedes aegypti submetidas a diferentes dietas ao longo de 6 dias comparativamente. As
barras pretas representam fémeas adultas que receberam uma dieta com solugéo contendo uma
solugdo com 10% de sacarose. As barras cinzas representam fémeas adultas que receberam uma
solugdo contendo apenas &gua. Os niveis de expressédo sdo relativos a fémeas adultas submetidas
a uma dieta com sacarose (1.0). Valores estdo representados como porcentagens de expressdo
e representam a média de quatro replicatas bioldgicas independentes + SEM. Os niveis de
expressao foram normalizados com o gene de referéncia RP49. Diferencas estatisticas foram
determinadas utilizando Two-way ANOVA (****P < 0.0001).

5.4 Ocorréncia de triacilglicerol no corpo gorduroso em insetos adultos em condicdes
normais ou submetidos a jejum

Os niveis de TAG foram determinados no corpo gorduroso de fémeas adultas apos a
emergéncia (PE) e ap0s a alimentacao sanguinea (PAS). Os animais PE foram alimentados com
sacarose 10% por seis dias ou mantidos em jejum. Para determinacdo do TAG foram extraidos
os lipidios de 10 corpos gordurosos de fémeas alimentadas com sacarose ou submetidas ao
jejum e analisados através de TLC. Os resultados mostram que o0s niveis de TAG diminuem até
0 terceiro dia em ambos, animas alimentados e os submetidos ao jejum e sem diferenga entre
eles. A partir do terceiro dia os niveis de triacilglicerol se restabelecem nos animais que foram
alimentados e se mantém nos animais submetidos ao jejum (Figura 12).
Os resultados normalizados por corpo gorduroso mostram que os niveis de triacilglicerol
diminuem até o terceiro dia em ambos, animais alimentados e os submetidos ao jejum e sem

diferenga entre eles. A partir do terceiro dia os niveis de triacilglicerol se restabelecem nos
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animais que foram alimentados e se mantém nos animais submetidos ao jejum (Figura 12A).
Ao observar os resultados normalizados por proteina, também ndo ha diferencas entre os dois
tratamentos nos primeiros 3 dias, porém, diferindo-se muito a partir do quarto dia, onde
observamos os valores de fémeas alimentadas com sacarose cerca de 2 vezes maiores nos dias
4,5 e 6 (Figura 12B).
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Figura 12. Conteudo de triacilglicerol no corpo gorduroso de fémeas adultas de Aedes aegypti
submetidas a diferentes tratamentos alimentares ao longo de 6 dias. A: Triacilglicerol normalizado
por corpo gorduroso. B: Triacilglicerol por normalizado por proteina. As barras pretas representam
fémeas adultas que receberam uma dieta com solucéo contendo uma solugdo com 10% de sacarose. As
barras cinzas representam fémeas adultas que receberam uma dieta contendo apenas agua. Valores estdo
representados como g de triacilglicerol e representam a média de quatro a cinco replicatas bioldgicas
independentes + SEM. As diferencas estatisticas foram determinadas através de Two-way ANOVA
(****P>0.0001).
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A diferenca entre os dois graficos com diferentes normalizag6es (figura 12) é gracas ao
decréscimo gradual de reservas proteicas que ocorre no corpo gorduroso apés a emergéncia em
adulto que se mantem sem diferencas independente do tratamento alimentar que os animais
foram submetidos onde observamos cerca 54pg de proteina por corpo gorduroso no dia 0 e
cerca de 4,6pg de proteina por corpo gorduroso no dia 6. Porém, o consenso entre as duas
figuras é que as fémeas submetidas a diferentes tratamentos alimentares até o terceiro dia
possuem niveis de TAG parelhos e diferenciam-se muito apos o quarto dia. Sugerindo assim
que ha uma causa nao relacionada a dieta que gera essa diminui¢do dos estoques lipidicos no
terceiro dia independente da dieta submetida.

5.5 Diferenciacdo nos niveis de brummer e TAG no terceiro dia ap6s a emergéncia em
adulto

Essa diferenciacdo nos niveis de expressdao e de TAG apos o terceiro dia pode ser
correlacionado com a maturacdo dos ovarios. Segundo Roy et al. (2016), em 72h ap6s a
emergéncia em adulto ocorre a finalizag&o da maturagéo sexual e, com isso, a fémea se encontra
altamente ativa para buscar um hospedeiro para realizar o repasto sanguineo e completar o seu
ciclo gonadotréfico. As fémeas que foram submetidas a refeicGes com sacarose ad libitum nédo
apresentaram diferencas significativas entre os dias apds a emergéncia (Figura 10A), porém, na
auséncia de uma fonte energética constante apos essa demanda no terceiro dia, as fémeas em
jejum apresentaram um aumento em relacdo ao dia 2 de cerca de cerca 317% no dia 3 e cerca
de 886% a partir do dia 4, evidenciando a relacdo entre o acentuamento do jejum e a expressao
da bmm (Figura 10B).

Zhou et al, (2004) observaram, através da utilizacdo de uma alimentacdo de larvas L4
de Ae. aegypti com &cido oleico marcado, que ha grande eficiéncia no carreamento de reservas
energéticas das fases imaturas para os adultos. Onde 75% permaneceram na forma de lipidios,
16% na forma de proteinas e 6% na forma de glicogénio. Visto isso, as fémeas adultas, mesmo
nos primeiros dias, ndo sentem uma necessidade imediata por energia, pois ainda possuem altas
reservas energéticas na forma de triacilglicerol provindas das larvas que podem suprir suas
demandas logo apds a emergéncia em adulto. Porém, no terceiro dia hd uma grande demanda
que gera a mobilizacao de grande parte das reservas lipidicas. Aquelas sob a dieta com sacarose,
conseguem reestabelecer suas reservas através de uma fonte de acgucar, porém, aquelas que
estiveram sob jejum tiveram sua necessidade intensificada, fato que poderia estar aumentando

a expressdao da bmm que pode ser relacionada a reducgdo nos niveis de TAG.
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5.6 Relagdo da brummer com outras lipases identificadas na literatura

Além da bmm, outras lipases foram observadas por outros autores em Ae. aegypti. Wang
et al., (2017) observaram a expressdao de mMRNA de proteinas envolvidas no metabolismo de
lipidios no corpo gorduroso de fémeas. Seus dados foram representaram através de um heat
map com faixas temporais dentro dos 3 dias apds emergéncia e dentro dos 3 dias apds a
alimentacdo sanguinea. Dentre essas proteinas 6 foram identificadas por eles como lipases
(lipase 1, AAELO006027-RA; lipase 2, AAELO006961-RA; lipase 3, AAELO007055-RA,;
Triacylglycerol lipase 1, AAEL014553-RA; Triacylglycerol lipase 2, AAEL012654-RA; e
Triacylglycerol lipase 3, AAEL002149-RA). As sequéncias dessas proteinas foram obtidas e
comparadas com a bmm. Através de um alinhamento e constru¢do de arvore de méaxima
verossimilhanca (Figura 13), foi observado que a bmm possui alguma relacdo de proximidade
com a lipase TAG lipase 3 através de analises filogenéticas das sequéncias, enquanto as outras
ficaram dispostas em outros dois ramos independentes sem consenso entre eles. Faz algum
sentido a bmm ser mais proxima de outras TAG lipases, pois, elas catalisam a mesma reacéo,
porém, podem ser expressas em momentos diferentes ou ao mesmo tempo dependendo de
diferentes sinalizac@es, essa simples andlise evidenciou que elas possuem sequéncias bem

distintas.

Brummer

56

TAG Lipase 3

Lipase 1

38

Lipase 3

Lipase 2

54 TAG Lipase 1

a0

TAG Lipase 2

Figura 13. Andlise filogenética molecular de relacéo entre diferentes lipases de Ae. aegypti.
A historia evolutiva foi inferida pelo método da Maxima Verossimilhanga, baseado no modelo
de corregéo de Poisson. A arvore de consenso inferida a partir de 1000 réplicas. A porcentagem
de arvores replicadas nas quais 0s tdxons associados se agruparam no teste de autoinicializacdo
(1000 repeticdes) sdo mostrados proximos aos ramos. A andlise envolveu 7 sequéncias de
aminoéacidos sendo 6 referentes ao trabalho de Wang et al., (2017) e a brummer identificada
no presente trabalho. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA?7.
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Do ponto de vista da biologia molecular, foi observado que as lipases 3, TAG lipase 1 e
TAG lipase 2 possuem padrdes de expressdo semelhantes, ocorrendo em niveis muito baixos
ou nulos apds a emergéncia em adultos, porém, ocorrendo em 24h ap6s uma alimentacdo com
sangue e se intensificando apds 36h. As lipases 1 e 2 ocorrem logo nas primeiras 24h apds
emergéncia e nas primeiras 24h ap6s a emergéncia. Enquanto a TAG lipase 3, que foi a mais
proxima filogeneticamente com a bmm, ocorreu em baixos niveis entre 12 e 24h apos a
emergéncia tendo baixissimos ou nulos niveis de expressdéo mesmo apds a alimentagédo
sanguinea tendo apenas um pico 12h apos a alimentacdo com sangue. Esses perfis nos fizeram
questionar qual é o perfil da bmm apds uma alimentacdo sanguinea e se ela tem semelhanca

com o0 momento de ocorréncia dessas lipases.

5.7 Efeitos de uma alimentacgdo sanguinea nos niveis de brummer e TAG

Para completar seu ciclo gonadotrofico, é providencial para a maioria dos mosquitos
fémeas que alimentem-se com sangue para obter aminoacidos essenciais e outros nutrientes
para a producdo dos seus ovos (DANIELL, 2014). Apos o terceiro dia de emergéncia em
adultos, as fémeas ja atingiram a maturidade sexual e, assim, estdo aptas para reproduzirem-se
(ROY et al., 2016). Fémeas ap06s a emergéncia em adulto foram mantidas sob uma dieta com
sacarose 10% por 3 dias sendo alimentadas com sangue apds esse periodo. Apos a alimentagédo
sanguinea foi observado um aumento significativo da expressdo da bmm em 36h pds
alimentacdo sanguinea (PAS) quando comparado com 6h PAS. Em 72h PAS houve uma queda
na expressao, mas que se manteve bastante elevada quando comparada com 6h PBM. Fomos
avaliar se o estresse de um jejum exerceria algum efeito sobre a expressdao da bmm quando
comparado aos animais alimentados. Para isso, fémeas poOs-emergéncia ndo receberam
alimentacdo de sacarose 10% por trés dias e a expressao da bmm foi determinada ap6s a refeicao
com sangue apos esse periodo (Figura 13). Sob jejum, foi observada uma queda bastante
expressiva 6h PAS quando comparada aos animais antes de receberem a alimentacéo sanguinea
(72 PE). Em 36h e 72h PAS a expressdo da bmm seguiu um perfil similar ao dos animais que
foram alimentados com sacarose apos a emergéncia. Um fato observado foi que fémeas que
que ndo receberam uma dieta com sacarose aparentaram consumir um volume maior de sangue

guando comparado as fémeas que receberam tal dieta (dado ndo mostrado).
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Figura 14. Niveis de expressdo do gene brummer no corpo gorduroso de fémeas adultas
de Aedes aegypti horas ap6s uma alimentacdo sanguinea. As barras pretas representam
fémeas adultas que receberam uma dieta com solugdo contendo uma solugédo com 10% de
sacarose. As barras cinzas representam fémeas adultas que receberam uma dieta contendo
apenas agua. A alimentacdo sanguinea foi realizada apds 3 dias submetidos a sua dieta ad
libitum. Os niveis de expressdo sdo relativos a fémeas adultas submetidas a uma dieta com
sacarose recém emergidas em adultas (1.0). Valores estdo representados como porcentagens de
expressao e representam a média de quatro replicatas bioldgicas independentes £ SEM. As
diferencas estatisticas foram determinadas através de Two-way ANOVA (****P>0.0001).

Afim de um contraponto aos niveis de bmm, avaliamos a ocorréncia de TAG nas
mesmas condicdes (Figura 14). Ao observar o TAG presente no corpo gorduroso de fémeas que
foram alimentadas com sangue antecedidas por 3 dias sob uma dieta com sacarose tendo 0s
dados normalizados pelo n utilizado, observamos que ndo houve diferenga entre elas, mantendo
0s mesmos niveis de quando estiveram no terceiro dia com a dieta de sacarose 10%. Em
contrapartida, as fémeas que estiveram sob jejum por 3 dias, ja em 6h de alimentar com sangue,
tiveram um aumento na ocorréncia de TAG em quase trés vezes, seguido por uma queda abrupta
que quase exauriu 0 TAG presente, porém, apés 72h se igualou aos niveis das fémeas que
tiveram uma dieta com sacarose.

Porém, os niveis de TAG normalizados por proteina tiveram um perfil diferente aos
dados normalizados por nimero de animais. As fémeas que foram alimentadas por 3 dias com
sacarose mantiveram nas primeiras 6h os mesmos niveis de antes da alimentacdo sanguinea,
sucedido por um aumento de cerca de 5 vezes em 36h PAS que se manteve em 72h PAS. Ja as

fémeas submetidas ao jejum antes da alimentacdo sanguinea tiveram um aumento, nas primeiras
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horas (6h PAS), sucedida por uma queda bem grande (36h PAS), que também foi visto na
normalizacgéo por animal, e sequido por um aumento de cerca de 12 vezes em 72h PAS.

A variacdo observada nos dados normalizados por proteina pode ser relacionada a
refeicBes sanguineas, que além de serem necessarias para completar o ciclo gonadotréfico de
fémeas adultas, também podem ser uma importante fonte energética. Zhou et al., (2004)
observaram que a partir de uma alimentac&o artificial com aminoacidos marcados, 65% desses
aminoéacidos sdo oxidados e excretados, 15% é convertido em lipidios para a fémea ou para 0s
ovos, 10% é convertido em glicogénio ou outros metabdlitos e 10% é convertido em proteinas
para a fémea ou ovos. Os dados do presente estudo indicam que as fémeas que estiveram sob
jejum, na auséncia de uma refeicdo rica em acgucar, utilizou aminoécidos presentes no sangue
para sintese lipidica, que foi logo vista nas primeiras 6h PAS, porém, mobilizou seus estoques
para prover energia para a vitelogénese. Esse comportamento evidenciou que as fémeas
priorizaram as demandas proprias, ocasionando a quebra do jejum logo nas primeiras 6h PAS,
fato que é observado atraves da queda dos niveis de mMRNA de bmm. Além disso, 0s niveis de
proteina em 72h PAS também foi notdrio, fato que pode ser correlacionado com os niveis de
TAG, pois, em compara¢do com 36h PAS, em 72h houve uma reducdo dos niveis de proteinas
totais nas fémeas sob jejum e uma elevagdo nos niveis de TAG que se igualaram as fémeas
alimentadas com sacarose, provavelmente, parte dessas proteinas foram mobilizadas para a
sintese lipidica nesse momento evidenciando que elas podem ser importantes fontes energéticas

na auséncia de sacarose.
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Figura 14. Contetdo de triacilglicerol no corpo gorduroso de fémeas adultas de Aedes
aegypti horas apds uma alimentacdo sanguinea. A: Triacilglicerol normalizado por corpo
gorduroso. B: Triacilglicerol por normalizado por proteina. As barras pretas representam
fémeas adultas que receberam uma dieta com solugdo contendo uma solugdo com 10% de
sacarose. As barras cinzas representam fémeas adultas que receberam uma dieta contendo
apenas agua. A alimentacdo sanguinea foi realizada apds 3 dias submetidos a sua dieta ad
libitum. As diferencas estatisticas foram determinadas através de Two-way ANOVA (**P>0.01
****p>0.0001).
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5.8 Relacdo entre a expressdo nos niveis de brummer e os estoques lipidicos

A bmm € um gene responsivo a fome, sendo positivamente regulada em condigdes de
jejum, fato que corrobora com nossos dados frente a dieta sem sacarose. A indugdo da fome
pode ser gerada tanto pelo processo de pupacdo com o aumento do 20-hidroxiecdisona (20E)
desencadeado pelos processos de muda em insetos imaturos (WANG et al., 2010), como pela
auséncia de alimento por insetos adultos. Respostas adaptativas de espécies de insetos frente a
condigbes de estresse garantiram sua sobrevivéncia frente as adversidades impostas, a
resisténcia a fome € uma delas. O estabelecimento de reservas energeética e sua utilizagdo sob
demanda é precisamente regulada. Na auséncia de uma dieta altamente energética, nds
observamos que fémeas adultas aumentaram cerca de 7 vezes a expressao da bmm. Gronke et
al., (2005) observaram o acumulo excessivo de moléculas de TAG no corpo gorduroso de D.
melanogaster com bmm mutante, porém, quando houve o silenciamento dela em N. lugens, o
conteddo de lipidios na hemolinfa diminuiu, enquanto houve um aumento no corpo gorduroso
(ZHOU et al., 2018a). N6s observamos que a bmm e os estoque de TAG séo inversamente
correlacionaveis. A reducdo das reservas lipidicas, gera o aumento da expressdo dos niveis de
bmm. O aumento dos niveis de expressdo pode ser explicado como uma reacao aos altos niveis
do horménio adipocinético (AKH) que possui acdo semelhante ao glucagon em mamiferos e
que atua em paralelo a bmm durante a fome o regulando positivamente (BHARUCHA; TARR,;
ZIPURSKY, 2008; GRONKE et al., 2007). Na literatura também foi observado que a
superexpressdo do factor Forkhead box protein sub-group O (FoxO) induz a expressdo da bmm
(GERSHMAN et al., 2007), em contrapartida, sua mutacdo sub regula a bmm no corpo
gorduroso (WANG et al., 2011). Ha consenso que todos esses fatores sao super expressos em
condicdes de restricdo alimentar.

Hossain et al., (2013) concluiram que o horménio 20E, que induz a lip6lise no corpo
gorduroso de de B. mori durante a muda e pupacdo, aumenta a atividade transcricional de FoxO
e, consequentemente, regulando positivamente a bmm. Além disso, a fase PBM, que comeca a
partir da ingestdo de sangue, é principalmente moderada pelo 20E, resultando em um rapido
desenvolvimento dos ovos (WANG et al., 2017). A 20E possui baixissimos niveis nas primeiras
horas PBM, passam a aumentar apds 12h PBM, tenho um pico em 18h PAS e declinando
vagarosamente apds 30h cessando a vitelogénese e comegando a fase de terminacao do ciclo
reprodutivo (ROY et al., 2016). Nossos resultados dos niveis de expressao da bmm concordam
parcialmente com o fato da 20E estar muito baixa nas primeiras 6h PAS e aumentarem

posteriormente, observamos que o0s niveis de expressao em 36h PAS estdo maiores que 6h PAS,
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porém, ja estaria representando um declinio nos niveis de 20E e menores ainda em 72h PAS.
Um fato curioso foi a rapida queda nos niveis de expressao da bmm 6h PAS quando comparado
a 72h PE evidenciando a resposta imediata do organismo apos a refeicdo sanguinea.
Atualmente, poucos estudos falam a respeito da quebra da fome em Aedes aegypti. A
desregulacdo do metabolismo gerou uma resposta imediata de sobrevivéncia ao entrar em
contato com o alimento, priorizando-0, em um primeiro momento, estocar 0 maximo possivel
de energia para garantir a sobrevivéncia e, secundariamente, investir na producéo de ovos. Foi
nitida a distincdo entre fémeas com diferentes dietas sob a perspectiva da bmm e do TAG. A
bmm ndo mostrou diferencas apds a alimentacdo sanguinea, logo um outro fator que nao foi

avaliado no presente estudo gerou uma regulagdo a bmm.

6. CONCLUSOES

A expressdo da brummer ocorre de forma diferencial durante a vida de Ae. aegypti,
sendo regulada por fatores hormonais, como resposta a condicGes fisioldgicas ou ambientais.
Fatores néo identificados nesse estudo geraram 0 aumento da bmm entre as fases L2 e L3,
consideramos que mais estudos Sd0 necessarios para responder a essa questdo. A dieta
influencia a ocorréncia da bmm no corpo gorduroso que responde a auséncia prolongada de
nutrientes em fémeas adultas. Nos primeiros 3 dias apds a emergéncia, elas utilizam os estoques
provindos das fases imaturas. Em 72h PE h&a um grande gasto energético associado a maturacdo
sexual reduzindo os estoques de TAG, apds esse periodo, fémeas adultas com a disponibilidade
de uma dieta rica em acuUcar reestabelece suas reservas lipidicas. Aminoacidos presentes no
sangue ou proteinas presentes no corpo gorduroso podem ser utilizados como fonte energética.
Além disso, ha outros fatores que influenciam o aumento da expressdo da bmm sendo muito
mais evidentes ap06s uma alimentacdo sanguinea. A observacdo de seus efeitos apds a
silenciamento e sob o ponto de vista de machos e/ou em outros tecidos, como ovarios (no caso
de fémeas), podem ser interessantes para responder a questdes que ndo foram contempladas

nesse trabalho.
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