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RESUMO

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influéncia de Diferentes Estados Nutricionais
e infec¢io por Herpetomonas muscarum no Metabolismo Redox de Stomoxys calcitrans, a
mosca-dos-estabulos. 2024. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans, comumente conhecida como mosca-dos-estabulos, ¢ um vetor mecanico
significativo que desempenha um papel crucial na transmissao de patégenos em ambientes
pecudrios, impactando a satide animal e causando perdas econdomicas. Nosso estudo foca na
expressao das NADPH oxidases (NOX), enzimas que produzem espécies reativas de oxigénio
(EROs) sob determinados estimulos e com papéis diversos nas atividades metabodlicas e o
metabolismo redox de S. calcitrans, sob condi¢des nutricionais variadas, incluindo jejum,
alimentagdo com sacarose e alimentacdo com sangue. Investigamos também os mesmos
parametros ap0s infeccao com Herpetomonas muscarum, um tripansomatideo monoxénico
encontrado previamente infectando naturalmente a mosca por nosso grupo. O objetivo desta
pesquisa ¢ verificar a expressdo das enzimas NOX e a modulagdo das respostas pré e
antioxidante em S. calcitrans, particularmente em resposta a diferentes estados nutricionais e a
infeccdo com o protozoario. A metodologia adotada englobou técnicas de analise
bioinformatica para identificagdo, caracterizagdo das isoformas de NOX, seguidas de
experimentos de expressdo génica quantitativa por PCR em tempo real para medir os niveis de
NOX no intestino e corpo gorduroso do inseto, além das atividades redox, tanto pr6 como
antioxidantes. Genes para as enzimas NOX 5 e DOUX1/2 foram identificados a partir do
genoma de S. calcitrans, apresentando homologia com os de Drosophila melanogaster e Musca
domestica Os resultados revelaram uma variagdo significativa na expressdo dos genes das
enzimas NOX em resposta aos diferentes estados nutricionais, além de um aumento notével na
expressao de NOXS no corpo gorduroso apos a infeccao por H. muscarum. Além disso, foi
observado que o estado nutricional afeta diretamente a atividade redox, modulando tanto a
producao de moléculas pr6 oxidantes quanto a ativacdo de respostas antioxidantes. As moscas
em jejum e alimentadas com sangue mostraram um aumento na atividade redox, indicando um
possivel mecanismo adaptativo para lidar com o estresse oxidativo. Em contraste, as moscas
alimentadas com sacarose apresentaram uma resposta redox menos intensa, sugerindo
diferencas na gestdo do estresse oxidativo de acordo com a dieta. Sugere-se um papel das
enzimas NOX na regulagdo do metabolismo redox de S. calcitrans, influenciando a capacidade
do inseto de responder a desafios nutricionais e patogénicos. A modulagdo da expressao de
NOX e da atividade redox, investigados pela primeira no presente trabalho vez em S. calcitrans,
sugere mecanismos adaptativos complexos que permitem ao inseto manter a homeostase em
face de variagdes ambientais e infecgdes. Estes achados ampliam a compreensdo sobre a
biologia de vetores de doengas, oferecendo perspectivas para o desenvolvimento de estratégias
de controle vetorial que explorem a vulnerabilidade do inseto ao estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Transmissao mecanica; NADPH oxidases; espécies reativas de

oxigénio.



ABSTRACT

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influence of Different Nutritional States and
Infection by Herpetomonas muscarum on the Redox Metabolism of Stomoxys calcitrans,
the Stable Fly. 2024. 123p. Thesis (PhD in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans, commonly known as the stable fly, is a significant mechanical vector that
plays a crucial role in the transmission of pathogens in livestock environments, impacting
animal health and causing economic losses. Our study focuses on the expression of NADPH
oxidases (NOX), enzymes that produce reactive oxygen species (ROS) under certain stimuli,
and have various roles in the metabolic activities and redox metabolism of S. calcitrans, under
varied nutritional conditions, including fasting, feeding on sucrose, and blood feeding. We also
investigated the same parameters following infection with Herpetomonas muscarum, a
monoxenous trypanosomatid previously found to naturally infect the fly by our group. The aim
of this research is to verify the expression of the NOX enzymes and the modulation of pro- and
antioxidant responses in S. calcitrans, particularly in response to different nutritional states and
protozoan infection. The adopted methodology encompassed bioinformatic analysis techniques
for identification, characterization of NOX isoforms, followed by quantitative gene expression
experiments through real-time PCR to measure the levels of NOX in the insect's gut and fat
body, as well as redox activities, both pro- and antioxidants. Genes for the NOX5 and DUOX1/2
enzymes were identified from the genome of S. calcitrans, showing homology with those of
Drosophila melanogaster and Musca domestica. The results revealed a significant variation in
the expression of the NOX enzyme genes in response to the different nutritional states, in
addition to a notable increase in NOXS expression in the fat body after H. muscarum infection.
Furthermore, it was observed that the nutritional state directly affects redox activity, modulating
both the production of pro-oxidant molecules and the activation of antioxidant responses. Flies
in fasting and blood-fed conditions showed an increase in redox activity, indicating a possible
adaptive mechanism to deal with oxidative stress. In contrast, sucrose-fed flies exhibited a less
intense redox response, suggesting differences in the management of oxidative stress according
to the diet. A role of NOX enzymes in regulating the redox metabolism of S. calcitrans is
suggested, influencing the insect's ability to respond to nutritional and pathogenic challenges.
The modulation of NOX expression and redox activity, investigated for the first time in the
present work in S. calcitrans, suggests complex adaptive mechanisms that allow the insect to
maintain homeostasis in the face of environmental variations and infections. These findings
broaden the understanding of the biology of disease vectors, offering perspectives for the
development of vector control strategies that exploit the insect's vulnerability to oxidative
stress.

KEYWORDS: Mechanical transmission; NADPH oxidase enzymes; Reactive Oxygen

Species.
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1. INTRODUCAO GERAL

Stomoxys calcitrans, comumente conhecida como mosca-dos-estabulos, ¢ um inseto que
se destaca dentro do cenario da entomologia por seus habitos e impacto na vida animal. Este
inseto hematdfago, reconhecido por sua picada incomoda, se alimenta de sangue de uma
variedade de hospedeiros, tendo preferéncia por mamiferos de grande porte, como bovinos,
equinos e, em certas condigdes, até seres humanos (ZUMPT, 1973; MULLENS et al., 2006;
BALDACCHINO et al., 2013).

O comportamento alimentar da mosca-dos-estdbulos transcende o mero incomodo,
estando ligado a questdes mais sé€rias como a transmissdo mecanica de patégenos e a reducao
significativa no bem-estar e na produtividade dos animais afetados (Yeruham e Braverman,
1995). Devido a sua ampla distribuicao geografica e a sua capacidade de se adaptar a diversos
ambientes, S. calcitrans representa uma ameaga constante a pecuaria mundial, configurando-se
como um dos alvos prioritarios em estudos de controle de pragas (CORTINAS, 2006; TAYLOR
etal., 2012).

Na industria pecuarista, um dos fatores criticos que afetam diretamente a produtividade
¢ o bem-estar animal. Neste cenario, a presenga da S. calcitrans, emerge como uma causa
significativa de estresse para animais como equinos € bovinos. Este estresse, decorrente de
picadas dolorosas, ndo s6 compromete o comportamento alimentar dos animais, mas também
resulta em uma reducao notavel na produ¢do de carne e leite, elementos vitais para a economia
global do setor (PALAVESAM et al., 2012; GOMES et al., 2018). Além disso, os individuos
pertencentes ao género Stomoxys podem ter uma frequéncia de alimentacdo inconsistente,
influenciada especialmente pelas agcdes dos animais hospedeiros que, incomodados com a dor
das picadas, tentam afugentar as moscas de suas costas ou patas. O intervalo entre as refei¢des
desses organismos pode variar amplamente, de 4 a 72 horas (KUNZ e MONTY, 1976; FOIL e
HOGSETTE, 1994).

No continente americano, estima-se que a mosca-dos-estabulos seja responsavel por
ocasionar um prejuizo anual avaliado em US$ 2,5 bilhdes, além de causar uma redugdo de mais
de 12 kg no peso de novilhas e garrotes. No Brasil, foram aproximadamente 400 milhdes de
dolares em 2023, representando um alto prejuizo econdmico ao setor agropecuario. De acordo
com a Embrapa (2023), essa praga ¢ capaz de diminuir a produgdo de leite em até 60% e causar

uma reducdo de 30% no ganho de peso dos animais, além de provocar complicagdes no



processo de reproducdo. Essas perdas podem ser, em grande parte, atribuidas ao estresse
induzido pelas picadas das moscas nos animais, uma vez que esses insetos podem permanecer
proximos aos animais, rodeando-os por um periodo de até 24 horas e podendo realizar até 40
picadas em apenas cinco minutos (TAYLOR, 2012; GRISI et al., 2014; BARROS et al., 2023).

Além dos danos diretos provocados pelo S. calcitrans em éreas de produgdo, essa
espécie pode atuar como um vetor mecanico para varios patéogenos, afetando a satde publica.
Sua presenga em grande numero em areas rurais, aliada a seus habitos alimentares, a torna
importante na propagag¢ao de diversos microrganismos. Gragas a sua habilidade de transportar
agentes infecciosos como virus, bactérias, protozoarios e helmintos, o S. calcitrans desempenha
um papel crucial na transmissdo de doengas. Uma revisdo de 2013 destaca a ampla gama de
patégenos transmitidos por essa mosca, reforcando seu potencial como vetor
(BALDACCHINO et al., 2013).

A transmissao mecanica ¢ uma consequéncia da alimenta¢dao sanguinea nos insetos
hematofagos, podendo ocorrer tanto pela contaminacdo das partes bucais, como pela
regurgitacao do conteudo do trato digestorio (BALDACCHINO et al., 2013).

Apesar de sua relevante importancia veterindria e do genoma ja descrito, existem
poucos estudos sobre a fisiologia de S. calcitrans. Adicionalmente, seu potencial papel como
vetor mecanico na transmissao de patdgenos ja foi relatado (BALDACCHINO et al., 2013).
Portanto, aprofundar-se no estudo da biologia e fisiologia deste inseto pode elucidar aspectos
do seu desenvolvimento e disseminagao na natureza.

Em insetos, trabalhos recentes relacionam a importancia da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em eventos como defesa pelo sistema imune (DUBOVSKIY et
al., 2008), na interacao inseto-patogeno (PAN et al., 2012; COSENTINO-GOMES et al.,
2014) e na digestao e estados nutricionais de insetos hematofagos (ALVES-BEZERRA et al.,
2014).

As enzimas NADPH oxidases (NOX) s3o oxidases dependentes de NADPH que
catalisam a geracao de EROs, frequentemente superoxidos, com producdo secundaria de
peroxido de hidrogénio, a partir do oxigénio molecular. A primeira NOX descrita, hoje
conhecida como NOX2, ¢ uma enzima presente em algumas células do sistema imune (por
exemplo, neutréfilos e macréfagos), capaz de gerar EROs como parte do mecanismo imune
inato contra microrganismos invasores. Posteriormente, novas isoformas foram descritas em
células ndo fagociticas. Atualmente, existem ao todo sete isoformas presentes em mamiferos

(NOX1-5, DUOX1/2), que sdo expressas em uma ampla variedade de tecidos, gerando EROs



de forma regulada em resposta a diferentes estimulos, tais como fatores de crescimento,
citocinas e sinalizagao por calcio. Além disso, analises evolutivas mostram que estas enzimas
ocorrem em quase todos os organismos eucaridticos (LAMBETH, 2004; KAWAHARA et al.,
2007).

As enzimas NOX4, NOXS5 e DUOXSs representam algumas das principais isoformas de
NOX encontradas em artropodes. Nas moscas do género Drosophila, as enzimas NOXS5 e
DUOXs sao essenciais na geracdo de EROs, desempenhando um papel crucial nas respostas
antimicrobianas dos epitélios que formam a barreira mucosa. Além disso, essas enzimas t€ém
uma fun¢do importante na imunidade intestinal desses organismos e na defesa contra
patogenos no trato gastrointestinal (LI et al., 2018). Em outros insetos, foi demonstrado que
o silenciamento de isoformas de NOX reduz a expressao de certos peptideos antimicrobianos,
limitando assim o crescimento de bactérias no limen gastrointestinal (PAN et al., 2012).

Em estudos recentes nosso grupo detectou Herpetomonas muscarum na hemolinfa de S.
calcitrans do campo (ROSA, 2022). Trata-se de um tripanossomatideo monoxénico, grupo de
protozodrios que tem como hospedeiros artropodes e com potencial de controle biologico de
vetores, que ja havia sido descrito em outras moscas como Musca domestica ¢ Drosophila
melanogaster (MASLOV et al., 2019). Além do ineditismo da descri¢do na mosca-dos-
estabulos, serd um valioso patdgeno nos estudos de imunidade da mosca.

A ampla expressdo dessas enzimas em diferentes células, incluindo aquelas ndo
relacionadas ao sistema imune, levanta a questdo da importancia das EROs geradas pelas
enzimas NOX em varios organismos e tecidos. Esse tema tem sido frequentemente abordado
em organismos superiores. Tais enzimas sdo comumente ativadas em resposta a condi¢des de
estresse, como invasdes por patogenos, falta de nutrientes e dano fisico (AGUIRRE &
LAMBETH, 2010). No entanto, os trabalhos que exploram suas fungdes em moscas
hematofagas, tais como a Stomoxys calcitrans, sdo limitados.

As enzimas NOX produtoras de EROs se apresentam como 6timas moléculas a serem
estudadas devido ao seu papel em processos importantes no metabolismo, como reparo
tecidual, estresse oxidativo, metabolismo nutricional e imunidade, de diferentes organismos
(AGUIRRE & LAMBETH, 2010).

Neste presente estudo, pretendemos investigar a fung¢ao das enzimas NOX e entender a
modulagdo da sua expressdo. Analisaremos o papel da geracdo de EROS e como essa
modulagdo, sinalizagdo e controle de reducao-oxidagao (redox) influenciam a biologia da S.

calcitrans, especialmente em resposta a diferentes estados nutricionais e infcgdo por



Herpetomonas muscarum Adicionalmente, essa pesquisa vai verificar o perfil lipidico de
triacilglicerol e avaliar se o estresse oxidativo causou alteragdes em seus niveis. Importante
destacar, os dados coletados e analisados nesta pesquisa sdao inéditos, representando uma
contribuicao significativa ao conhecimento existente sobre o metabolismo oxirredutor e a
resposta ao estresse oxidativo em S. calcitrans sob diversas condi¢gdes nutricionais e na
resposta a infecgao.

A estrutura desta tese ¢ delineada para explorar de forma abrangente o papel das NOX
em S. calcitrans, com um foco particular em sua expressao e no metabolismo oxirredutor sob
diversas condi¢des nutricionais e infecgdo por patdgenos. Esta andlise detalhada visa
desvendar como esses elementos fundamentais interagem e influenciam a fisiologia da mosca,
contribuindo para nossa compreensdo do metabolismo redox e seu papel na adaptacio a
diferentes estimulos.

No Capitulo 1, 'Identificagdo de Enzimas NADPH Oxidases em Stomoxys calcitrans’,
iniciamos conhecendo mais sobre S. calcitrans ¢ com a identificagao e analise das enzimas
NOX, estabelecendo a base para compreender sua fungao e expressao dentro deste organismo.
O Capitulo 2, 'Atividade Redox em Diferentes Estados Nutricionais', examina como variagdes
no estado nutricional influenciam a atividade redox mediada por estas enzimas, refletindo
sobre o impacto no metabolismo desse inseto. E o Capitulo 3, 'Efeitos da Infeccdo por
Herpetomonas muscarum na Expressao de NADPH Oxidases', investiga como a expressao de
NOX ¢ afetada pela infec¢do por Herpetomonas muscarum. Esta se¢do foca em analisar as
alteragdes nos niveis de expressdo, contribuindo para uma compreensdo mais profunda da
reacao fisiologica de S. calcitrans a infecgdo, sem se aprofundar nas respostas imunologicas
especificas.

Cada capitulo contribui para um entendimento mais profundo das complexas interagdes
entre a expressdo de enzimas NOX, o metabolismo redox, e as respostas imunologicas em S.

calcitrans, abrindo caminhos para futuras pesquisas nesta area.



CAPITULOI:
Identificacao de Enzimas e Caracterizacao de NADPH Oxidases em

Stomoxys calcitrans



RESUMO

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influéncia de Diferentes Estados Nutricionais
e infec¢io por Herpetomonas muscarum no Metabolismo Redox de Stomoxys calcitrans, a
mosca-dos-estabulos. 2024. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans, conhecida como mosca-dos-estabulos, ¢ um inseto de grande importancia
na producdo pecudria devido ao seu comportamento hematdfago e seu papel como vetor
mecanico de patogenos. A identificacao e caracterizagao das enzimas NADPH oxidases (NOX)
em S. calcitrans sdo cruciais para entender os mecanismos de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e sua influéncia no metabolismo do inseto. As NADPH oxidases sao
essenciais na regulagdo do estresse oxidativo, desempenhando papéis vitais na defesa
imunoldgica e na digestdo do sangue. Neste capitulo, foi realizada uma anélise detalhada das
isoformas de NOX presentes em S. calcitrans, utilizando técnicas de bioinformatica. Foram
identificadas cinco isoformas de NOX, com alta similaridade as isoformas encontradas em
Musca domestica e Drosophila melanogaster. A analise filogenética revelou uma conservagao
significativa dessas enzimas entre diferentes espécies de insetos, destacando sua importancia
evolutiva. Os resultados mostram que as isoformas de NOX em S. calcitrans possuem regioes
conservadas criticas para sua atividade enzimatica, como os dominios de ligagdo ao NADPH e
ao FAD. A caracterizac¢do bioinformatica das sequéncias de aminoacidos confirmou a presenca
de dominios funcionais tipicos das NADPH oxidases, sugerindo que essas enzimas
desempenham um papel importante na biologia redox da mosca. Este estudo fornece novas
informagdes sobre a biologia de S. calcitrans, elucidando a fun¢do das NADPH oxidases no
metabolismo redox do inseto. Os achados ampliam a compreensdo sobre os mecanismos
adaptativos de S. calcitrans, oferecendo perspectivas para o desenvolvimento de estratégias de
controle vetorial que explorem a vulnerabilidade do inseto ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Stomoxys calcitrans, NADPH oxidases, metabolismo redox, controle vetorial.



ABSTRACT

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influence of Different Nutritional States and
Infection by Herpetomonas muscarum on the Redox Metabolism of Stomoxys calcitrans,
the Stable Fly. 2024. 123p. Thesis (PhD in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Stomoxys calcitrans, commonly known as the stable fly, is a significant insect in livestock
production due to its hematophagous behavior and role as a mechanical vector of pathogens.
Identifying and characterizing NADPH oxidase (NOX) enzymes in S. calcitrans is crucial for
understanding the mechanisms of reactive oxygen species (ROS) production and their influence
on the insect's metabolism. NADPH oxidases are essential in regulating oxidative stress,
playing vital roles in immune defense and blood digestion. In this chapter, a detailed analysis
of the NOX isoforms present in S. calcitrans was conducted using bioinformatics techniques.
Five NOX isoforms were identified, showing high similarity to isoforms found in Musca
domestica and Drosophila melanogaster. Phylogenetic analysis revealed significant
conservation of these enzymes among different insect species, highlighting their evolutionary
importance. The results show that NOX isoforms in S. calcitrans have conserved regions
critical for their enzymatic activity, such as NADPH and FAD binding domains. Bioinformatic
characterization of the amino acid sequences confirmed the presence of typical NADPH oxidase
functional domains, suggesting that these enzymes play an important role in the redox biology
of the fly. This study provides new insights into the biology of S. calcitrans, elucidating the
function of NADPH oxidases in the insect's redox metabolism. The findings enhance the
understanding of S. calcitrans adaptive mechanisms, offering perspectives for developing
vector control strategies that exploit the insect's vulnerability to oxidative stress.

Keywords: Stomoxys calcitrans, NADPH oxidases, redox metabolism, vector control.



2. INTRODUCAO

A S. calcitrans, comumente conhecida como mosca-dos-estabulos, ¢ um diptero de
significativa relevancia para a produ¢do animal e pecudria devido a sua ampla distribuigdo
mundial e comportamento hematéfago em animais de sangue quente. Predominantemente
encontrada em ambientes de confinamento, onde a alta densidade de hospedeiros potenciais
facilita tanto sua alimenta¢do quanto sua reprodugdo, essa mosca nao s6 incomoda os animais
com suas dolorosas picadas, mas também interfere na producdo pecudria, reduzindo a qualidade
do leite e da carne, devido ao estresse significativo e o impacto na saude geral do rebanho. O
impacto econdmico ¢ agravado pelo seu papel como vetor mecanico de patogenos, ameagando
a saude animal. A eficacia no controle dessa praga esté intrinsecamente ligada ao entendimento
aprofundado de sua biologia e fisiologia.

O uso de intervengdes que alterem o equilibrio redox ou inibam a atividade de enzimas
chave podem reduzir a viabilidade ou a capacidade reprodutiva dessas moscas, apresentando
uma abordagem inovadora e direcionada para seu manejo. Nesse contexto a identificacdo e o
estudo sobre enzimas como as NADPH Oxidases (NOX) e seu papel na fisiologia desses
insetos, podendo oferecer pistas valiosas para o desenvolvimento de estratégias que interfiram
em vias metabolicas especificas.

As NOX surgem como alvos promissores para essas intervencdes. Essas enzimas,
fundamentais no controle do estresse oxidativo, atuam na producdo regulada de espécies
reativas de oxigénio (EROs), elementos cruciais para a manutencao do equilibrio redox celular.
Em insetos hematofagos como a S. calcitrans, a fungdo das NOX estende-se além da simples
gestao do estresse oxidativo, influenciando diretamente processos fisioldgicos vitais como a
digestdo do sangue e a defesa imunoldgica. A compreensdao detalhada da atividade das NOX
em moscas-dos-estabulos pode revelar novas abordagens para mitigar os impactos negativos
desses insetos na pecudria.

A identificacdo de inibidores especificos dessas enzimas ou modulagdo do ambiente
redox pode fornecer estratégias seletivas para controlar suas populacdes sem prejudicar os
hospedeiros ou 0 meio ambiente. Este enfoque nas enzimas especificas sublinha a importincia
de estudar NOX, ndo apenas para compreender melhor a biologia desses insetos, mas também

para o desenvolvimento de métodos de controle de pragas mais precisos, eficazes e sustentaveis.



Todos os ensaios realizados nesse capitulo tém por objetivo o esclarecimento de detalhes
sobre a resultados obtidos na identificagdo ¢ caracterizacdo das isoformas de NOX em S.

calcitrans.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Stomoxys calcitrans (Mosca-dos-Estabulos)

S. calcitrans (Linnaeus, 1758) sdo artropodes da familia Muscidae, distribuidos
mundialmente e ocorrendo também na América do Sul. Popularmente conhecidas como
moscas-dos-estabulos, esses insetos sao considerados uma grande praga para as criagcdes de
bovinos e equinos. Os machos e fémeas dessa espécie sao hematofagos, alimentando-se de duas
a quatro vezes ao dia nos periodos mais quentes do ano; porém, em periodos frios, podem
interromper a alimentagdo sanguinea, passando entdo a alimentar-se somente de néctar e seiva
de plantas. No entanto, essa alimentacdo ndo ¢ exclusiva, pois as moscas-dos-estabulos adultas
precisam da refei¢do de sangue para a oviposi¢do e o desenvolvimento dos ovos, assim como
para a produgdo de fluidos seminais (TAYLOR, 2006; BRITO et al., 2008; BARROS et al.,
2023).

As moscas adultas medem de 4 a 7 mm de comprimento ¢ possuem caracteristicas
morfoldgicas marcantes, sendo facilmente reconhecidas devido a sua protuberante proboscide,
projetada para frente e localizada na regido craniana, e por seus palpos curtos (Figura 1).
Possuem veias M1+2 das asas suavemente curvadas. Além disso, apresentam uma tonalidade
acinzentada e exibem quatro listras longitudinais no torax, que estdo posicionadas na parte
dorsal. O abdomen, de tamanho reduzido, exibe manchas escuras nos segundo e terceiro

segmentos abdominais (MARCONDES, 2001; MASMEATATHIP et al., 2006).
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Figura 1. Visao geral Stomoxys calcitrans. (A) Stomoxys calcitrans (visdo dorsal). (B) destaque do aparelho
bucal (vista lateral). Adaptado de Cummings e Murray (2006). Fonte (B): Canva, 2023.

A principal diferenca entre machos e fémeas esta na posi¢cdo dos olhos, tendo as

fémeas olhos dicopticos e os machos olhos holdpticos (Figura 2) (BRITO et al., 2008).

Figura 2. Diferenca entre machos e fémeas da espécie Stomoxys calcitrans. Machos com olhos holdpticos (A)
e fémeas olhos dicopticos (B). Adaptado de Rosa (2022).

O sistema digestorio de S. calcitrans (Figura 3), assim como na maioria dos insetos,
possui o intestino médio estrutural e funcionalmente diferenciado ao longo de seu comprimento.
Tanto o intestino médio quanto o anterior estdo diretamente ligados ao proventriculo
(TULLOCH, 1906; BILLINGSLEY & LEHANE, 1996). O encontro do intestino anterior ¢
médio ocorre no proventriculo (a), que conta com células especializadas na producdo da matriz
peritrofica. Além disso, as células do epitélio intestinal de S. calcitrans exibem formato
arredondado e presenga de microvilosidades (BILLINGSLEY & LEHANE, 1996; ROSA,
2022).

O intestino médio apresenta uma zona reservatdria, composta por células especializadas
na absor¢ao de 4gua e uma extensa lamina basal. Esse arranjo € crucial, pois alguns artropodes,
especialmente os hematofagos, consomem grandes quantidades de comida em momentos
espacados, requerendo uma adaptagdo estrutural significativa do seu sistema digestorio
(BERRIDGE, 1970; BILLINGSLEY & LEHANE, 1996). Uma porcao do trato digestorio,
geralmente na parte frontal, possui adaptagdes estruturais que facilitam o estiramento e a rapida
transferéncia de dgua do sangue ingerido para a hemolinfa.

Na parte final do intestino médio, identifica-se uma area conhecida como zona opaca,

composta por diversas vesiculas secretoras responsaveis pela secrecdo e sintese de proteinases
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digestivas. Segue-se a regido posterior do intestino, que tem como principal fungdo a absorgao
de nutrientes. Esta ¢ caracterizada por apresentar uma extensa superficie coberta por
microvilosidades e pelo armazenamento de vesiculas lipidicas no interior das células,

denominada zona lipoide (BILLINGSLEY & LEHANE, 1996)

Intestino Anterior

A

Crop 8

(8)

|
Intestino Posterior

Tabulo de
Malpighi

Figura 3. Diagrama de células associadas a diferentes regides do intestino do adulto Stomoxys calcitrans. O
intestino anterior e o intestino médio se encontram no proventriculo (A), que possui células especializadas na
producdo da matriz peritrofica. O sangue proveniente do papo passa pelo proventriculo e pelo intestino médio
toracico (B), onde as células ndo s@o especializadas, em direcdo a zona de reserva (C), onde as células possuem
muitas mitocondrias, uma lamina basal extensa e sdo especializadas na absor¢@o de agua. Na zona opaca curta (D),
onde as proteinases digestivas sdo sintetizadas e secretadas, as células sdo ricas em vesiculas secretoras e reticulo
endoplasmatico rugoso. Finalmente, a zona lipidica (E) localizada no inicio do intestino posterior é responsavel
principalmente pela absor¢ao de nutrientes e se caracteriza por uma grande area superficial de microvilosidades e
pela acumulagdo de vesiculas lipidicas no citoplasma. Adaptado de Billingsley & Lehane (1996) e Rosa (2022).

As fémeas dessa espécie podem colocar até 400 ovos ao longo da vida, em posturas
distintas. As formas imaturas, na natureza, se desenvolvem em matéria organica, at¢ mesmo
em fezes de bovinos e equinos misturadas a palha seca, grama cortada e residuos de plantagdes
de cana, preferencialmente material fermentado, desde que mantidos aerados entre 15 e 30°C
(BRITO et al., 2008). As larvas apresentam desenvolvimento de primeiro (L1), segundo (L2)
e terceiro (L3) estagios. A duragdo do ciclo de vida de S. calcitrans na natureza (Figura 4)
acontece em média de 30 dias, o processo de desenvolvimento e sobrevivéncia desses insetos,
estdo diretamente ligados a fatores abioticos ambientais, como temperatura e umidade, sendo
que em condi¢des favoraveis, na faixa entre os 25°C a 30°C, a duragao do ciclo total do inseto,

indo do ovo até o individuo adulto (KOLLER et al.,2009; FLORENCIO et al., 2020).
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Figura 4. Ciclo de vida Stomoxys calcitrans. A duragio do ciclo de vida de S. calcitrans na natureza acontece
em média de 30 dias, passando por diferentes estagios de desenvolvimento. Fonte: Adaptado de Rosa, 2022.

A reproducdo desses insetos esta relacionada diretamente com o substrato onde ocorre
a postura de ovos, crescimento de larvas, desenvolvimento de pupas e formagao de individuos
adultos, que podem variar desde matéria orgéanica vegetal decomposta a dejetos bovinos
misturados com feno e silagem que acabam sendo uma boa fonte nutricional, além de oferecer
6timas condi¢des de desenvolvimento para essas moscas (BROCE et al., 2005; CORREA et
al., 2013; COOK et al., 2018).

A populagdo da mosca dos estdbulos tem se mantido presente nas instalagdes pecuarias
onde as condi¢des oferecidas sdo propicias para seu crescimento. Nesses estabelecimentos €
recorrente a combinacao de elementos como restos de comidas e dejetos de animais, ou até
outros elementos como feno e cana de agucar triturada, se tornando ambientes ideais para a
postura de ovos e o desenvolvimento das larvas desses insetos. Portanto, a manutencao da
higiene e uma destinacdo apropriada dos residuos representam os fatores cruciais a prevengao

e controle desses artropodes (MENEZES, 2016).

3.2. Aimportincia econémica de Stomoxys calcitrans

Popularmente conhecida como mosca-dos-estabulos, S. calcitrans ¢ uma grande praga

na criacdo de gado e cavalos. Sua picada dolorida e seu comportamento alimentar agressivo
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e persistente levam os animais a uma situagdo de estresse extremo e desenvolvimento de
dermatite necrotica (ZUMPT, 1973; YERUHAM, 1995; CORTINAS, 2006). A propor¢ao de
uma mosca por animal ¢ o suficiente para reduzir a produgdo de leite em 0,7% (BRUCE &
DECKER, 1958). Animais infestados pela mosca-dos-estabulos podem ter reducao de 19%
no ganho de peso e diminui¢ao de 40 a 60% da producao de leite (CAMPBELL, 2001).

Segundo a EMBRAPA (2022), estima-se que no Brasil os prejuizos econdmicos
ocasionados por esses artropodes custaram, aproximadamente, 400 milhdes de dolares ao
setor, destes cerca de 50% na producao de leite e 25% na de carne. Em 2018, foram calculados
cerca de R$ 3,5 milhGes de reais de prejuizos que os danos diretos e indiretos resultantes de
surtos que afetaram uma usina ¢ em 90 propriedades pecuarias num raio de até 30 km
(GOMES et al., 2018). Com a presenca de S. calcitrans no ambiente, os animais diminuem o
tempo de descanso conforme as populacdes da mosca crescem e passam entdo a formar
bandos na tentativa de se defender das picadas da mosca, o que leva ao aumento do estresse
térmico (WIEMAN et al., 1992). Um estudo publicado nos Estados Unidos j& atribuiu
prejuizos econdomicos anuais no valor de 2,2 bilhdes de dolares relacionados a presenca da
mosca-dos-estabulos (TAYLOR, 2012).

A estimativa para o ano de 2023 ¢ que a agropecudria brasileira tenha um faturamento
de RS 1,216 trilhdes de reais total, sendo 347,9 bilhdes gerados diretamente pela pecuaria
bovina (MAPA, 2023). Nos tltimos anos, a agropecuaria foi um dos setores que mais cresceu
economicamente no pais, tendo influéncia direta no crescimento do PIB brasileiro
(SERIGATI, 2013; IBGE, 2023). Considerando todos esses fatores expostos, percebemos a
importancia da atividade pecudria para a economia nacional, tornando-se extremamente

necessaria a busca por solugdes de problemas existentes nesse cenario.

3.3. Familia NADPH Oxidases (NOX)

A familia de enzimas NOX (Figura 5) ¢ responsavel pela producdo fisioldgica de
EROs, catalisando essa geracdo por meio da oxidacdo do NADPH e redugdo do O». Essa
producao ¢ amplamente mantida em quase todos os organismos multicelulares, revelando uma

notavel conservagao evolutiva (LAMBETH E NEISH, 2014; KATO et al., 2016).
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Figura 5. Representaciio esquematica das diferentes isoformas de NOX presentes em artrépodes. Modelos
que mostram algas e dominios importantes, com base em suas estruturas primarias e previsdes de modelagem.
Todas as NOX tém o dominio redutase férrico com seis hélices hidrofobicas (cinza escuro) contendo os quatro
residuos de histidina conservados. O dominio NOX ¢ colorido em azul claro (FAD1-2) e amarelo claro
(NADPHI a 4). Segmentos e algas sdo identificados por letras maitisculas. A NOX4 de Homo sapiens
(AAF68973.1) precisa da subunidade p22phox (rosa) para funcionar corretamente e essa subunidade ndo esta
presente em artropodes. Adaptado de Gandara e Oliveira (2023).

As NOX possuem fungdes fundamentais na biologia celular, abrangendo desde a
transmissdo de sinais intracelulares até a prote¢do contra microrganismos invasores. Isso
engloba processos de sinalizacdo celular e mecanismos de defesa antimicrobiana
(GANDARA et al. 2017).

As enzimas NOX entraram no campo da biologia celular inicialmente gragas as
contribui¢cdes fundamentais de BERNARD BABIOR et al. (1973). Seu trabalho pioneiro
elucidou o poder microbicida das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas por
fagocitos de mamiferos. Esse estudo inicial foi seguido pela identificagdo de enzimas com
atividade similar em diversos tipos de células presentes ndo apenas em vertebrados, mas

também em invertebrados, fungos, plantas e eucariotos unicelulares. As enzimas NOX
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rapidamente se consolidaram como uma significativa fonte de EROs em eucariotos, ao lado
das mitocondrias (AGUIRRE E LAMBETH, 2010).

Os avangos de pesquisas deram uma visao diferenciada sobre as EROs geradas por
NOX demostrando seu complexo papel de sinalizagdo, ndo estando atreladas apenas com
processos oxidantes, sendo apontadas como importantes participantes em uma variedade de
funcdes celulares (SIES et al.,, 2017). Em andlise feita por GANDARA et al. (2017)
demonstrou-se que essa adaptabilidade nas funcdes fisioldgicas e na transducao de sinais
celulares foi refor¢cada pelo acimulo de informagdes sobre a evolucao da familia de enzimas
NOX. Esses estudos revelaram que quase todos os grupos de organismos eucarioticos contém
elementos pertencentes a familia NOX, o que sugere uma origem ancestral do NOX em
estdgios muito iniciais da evolucao.

Estudos confirmaram a existéncia de um total de sete variagdes de isoformas NOX
presentes em mamiferos (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOXI1 e DUOX2), todas
as quais sdo expressas em uma diversificada gama de tecidos. Em artropodes as principais
isoformas encontradas foram NOX5, DUOX1, DUOX2 ¢ NOX4 (LAMBETH et al., 2007;
QUIN E GAUSS 2007; KATO et al., 2016; GANDARA et al. 2017).

Além disso, a presenga de NOX4-art também foi detectada em diferentes linhagens de
artropodes, decodificando proteinas ligadas a producdo de peroxido de hidrogénio
(GANGARA et al., 2017). No mosquito Anopheles gambiae, vetor de malaria, foi mostrado
que o sistema heme peroxidase (HPX2) / NOXS atua na nitragao do epitélio intestinal levando
a uma resposta anti-Plasmodium com consequente opsonizagdo do parasito que ativa o
sistema complemento quando o mesmo atinge a hemolinfa. Esse sistema ¢ ativado pela via
JNK (DE OLIVEIRA et al., 2012; GARVER et al., 2013).

Segundo KAWAHARA et al. (2007), a presenca de outra enzima, denominada NOXm,
que sdo ligadas a habitos hematofagos de mosquitos, tem seu aumento associado a infecgdes
bacterianas de algumas espécies como Aedes aegypt, e causam o aumento transcricional dessa
coenzima, juntamente com a DUOX. O silenciamento dessas enzimas leva a redu¢ao na
expressao de peptideos antimicrobianos especificos, como a Atacina e a Defensina, limitando
assim a proliferacdo bacteriana no tecido gastrointestinal. Esse processo destaca o papel vital
dessas enzimas na regulacdo da resposta imune inata e na manuten¢cdo da homeostase
microbiana no sistema digestivo (PAN et al, 2012). Em moscas do género Drosophila, as

enzimas NOX e DUOX sdo essenciais para geracdo de EROs presentes em respostas
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antimicrobianas de epitélios da barreira mucosa. Além disso, estdo associadas a imunidade
intestinal dessa espécie e na defesa contra patdgenos entéricos (LI et al., 2018).

Todas essas proteinas apresentam dois dominios fundamentais que também sao
partilhados com as enzimas redutase férrica: um dominio transmembranar contendo heme e
um dominio C-terminal da desidrogenase citoplasmatica (DH), o qual contém sitios de ligagao
para o flavina adenina dinucleotideo (FAD) e o nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) (SUMIMOTO, 2008; ZHANG et al., 2013).

As variantes de NOX apresentam duas moléculas de heme na por¢ao transmembranar
e, na regiao citosodlica, um local de ligacao para FAD e outro para NADPH, que ¢ o substrato
para essas enzimas, e o elétron gerado por sua oxidacdo ¢ transportado por meio do FAD e
dois hemes até chegar ao O, o aceptor final, que se liga na parte extramembranar da proteina.
Como resultado, o anion O>"~ ¢ gerado, sendo a principal fonte de EROs para a maioria das
variantes de NOX. No entanto, algumas isoformas produzem predominantemente H>O>
(LAMBETH, 2004; LAMBETH et al., 2007; QUIN E GAUSS 2007; KATO et al., 2016).

Uma NOX4 especifica, referida como NOX4-art, estd presente em varias, mas nao
em todas as espécies de artropodes, sugerindo a presenca de um homoélogo de NOX4 no
ancestral comum do artropode, seguido por varios eventos de perda independentes
(GANDARA et al., 2017).

As isoformas DUOX sdo as mais estudadas em artropodes, ja tendo sido descrita em
mosquitos do género Anopholes, em Drosophila melanogaster € em outros insetos, sendo
parte da primeira linha de defesa dos artropodes. A primeira evidéncia de que a microbiota
intestinal estava sob controle de uma enzima DUOX foi obtida em mosca-das-frutas (D.
melanogaster), que ¢ utilizada como um modelo para estudar o sistema imunoldogico de
insetos. A sinalizag¢do da proteina G a subunidade q (Gaq)-PLCp regula a atividade do DUOX
através da mobilizagio de fons Ca?", e quando essa sinaliza¢io é suprimida no intestino médio
de moscas adultas, observa-se um aumento na taxa de mortalidade apdés uma infec¢ao
bacteriana oral de baixa intensidade (Ha et al., 2005, 2009). Além disso, a regulacdo da
atividade do DUOX em moscas ¢ influenciada por fatores como a serotonina e a Mesh
(proteina associada @ membrana intestinal) que desempenha um papel importante no controle
da proliferagdo de bactérias intestinais, regulando a expressao de DUOX por meio de uma
cascata de fosforilagdio MAPK JNK/ERK mediada por Arrestina (XIAO et al., 2015; Zeng et
al., 2022) .
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A expressao tanto da proteina Mesh quanto de DUOX esta associada a composicao da
microbiota bacteriana presente no intestino. Em mosquitos, essa expressao aumenta
significativamente logo ap6s uma refei¢do de sangue, o que esta diretamente relacionado ao
aumento dramatico da populagdo bacteriana no intestino apos essa ingestdo (XIAO et al.,
2015, 2017). Glossina morsitans (Mosca Tsé-ts¢) ¢ naturalmente resistente a infeccdo por
tripanossomas devido a uma combinacao de fatores, incluindo a idade da mosca, a presenca
de moléculas tripanoliticas materno-derivadas e o estado da microbiota. No entanto, moscas
maduras que sdo refratarias a infec¢do demonstram niveis elevados de transcritos de AMP
(adenosina monofosfato), 6xido nitrico sintase (NOS) e DUOX quando desafiadas com o
parasita Trypanosoma brucei rhodesiense (WEISS et al., 2013).

A expressao aumentada de NOX 5 no intestino médio de mosquitos ja foi descrita em
insetos dipteros que se alimentaram com sangue infectado pelo parasita Plasmodium berghei.
Quando o gene que codifica a NOXS5 foi silenciado, ocorreu uma diminui¢do na nitragao de
proteinas no intestino médio dos mosquitos 4. gambiae. Isso tem como resultado a
propiciacdo do estabelecimento de um niimero maior de oocistos do parasita no mosquito.
Nesse contexto, a via de sinalizagdo JNK desempenha um papel central, regulando a infec¢ao
pelo P. berghei por meio das enzimas heme peroxidase 2 e NOXS. Essas enzimas trabalham
em conjunto para promover a nitra¢do do parasita da malaria, e essa reagdo, por sua vez, ativa
uma proteina semelhante ao complemento do mosquito chamada TEP1 (GARVER et al.,
2013; ZHU et al., 2022).

Em moscas-dos-estabulos, S. calcitrans, apesar de ndo ter estudos descritos
diretamente relacionados as familias NOX, com a descri¢do do seu genoma pode se notar
presenca de genes que expressam diversas proteinas, como citocromo P450 (CYP),
aquaporinas AQP, cisteina, entre outros envolvidos em processos relacionados a sinalizagao

redox (OLAFSON et al. 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analises in silico e caracteriza¢ao bioinformatica

Para realizacdo das consultas in silico e analise dos dados prévios de bioinformatica
para identificagdo das sequéncias de NOX e identificagdo se o grupo de proteinas hipotéticas
mostram similaridade estrutural e se apresentam homologia com isoformas, foi utilizado o

banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A tabela para pontuagdes de alinhamento foi construida a partir de informagdes
recuperadas da ferramenta de proteina BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) no site da NCBI,
usando as ORFs detectadas com a respectiva sequéncia listada. A historia evolutiva foi
deduzida empregando o método de Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood) com
base no modelo de corre¢cdo de Poisson (ZUCKERKANDL & PAULING, 1965). A arvore de
consenso foi construida apds 1000 iteragdes. As investigagdes relacionadas a evolugao foram
realizadas utilizando o software MEGA7.

Para identificar, analisar e representar graficamente os dominios funcionais e
conservados das sequéncias de NOX, foi empregada a ferramenta HMMER disponivel no
portal EBI (POTTER et al., 2018). A confirma¢ao do dominio conservado recorreu ao uso do
PFAM (FINN et al., 2016).

O alinhamento multiplo das sequéncias de aminoécidos fo1 realizado para identificar
regides conservadas e prever a estrutura e fungdo das proteinas de interesse. Para tal, foi
utilizada a ferramenta Clustal Omega, acessivel online através do portal European
Bioinformatics Institute (EBI) (Sievers & Higgins, 2014). As sequéncias de aminoacidos
foram alinhadas utilizando a configuragao padrao do Clustal Omega, que aplica um algoritmo
de alinhamento rapido e escaldvel, ideal para comparar multiplas sequéncias
simultaneamente. Este método foi escolhido por sua eficacia em gerar alinhamentos precisos,

essenciais para a analise comparativa de dominios proteicos e para a inferéncia filogenética.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacdo de NOX, caracterizacio bioinformatica e comparaciao com

outros organismos

Nossos resultados iniciais, obtidos por analise in silico do banco de dados do NCBI,
mostram que existe um grupo de cinco fases de leituras abertas (ORFs - open reading frames)
em S. calcitrans, cujos produtos génicos ainda estavam caracterizados como proteinas
hipotéticas. Estas foram identificadas pelos ntmeros de acesso XP_013108905.1,
XP 013108908.1, XP_013100740.1, XP_013100748.1 e XP_013100749.1 no banco de dados
do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para realizar o rastreio da proteina homologa no genoma de S. calcitrans, utilizamos o
algoritmo Blastp, com as sequéncias de NOX5 e DUOX1/2 de Drosophila melanogaster e
Musca domestica como referéncia (Matthews et al., 2015). No entanto, trés dessas sequéncias
apresentam identidade de 82-86% com NOXS5 de Musca domestica e 70-75% com NOXS5 de
Drosophila melanogaster. As outras duas sequéncias mostram similaridades de 93-98% com
DUOX1/2 de Drosophila melanogaster (Anexo 1). os produtos preditos deste grupo de
proteinas mostram similaridade estrutural com as enzimas Nox, incluindo motivos de ligacao
para NADPH, FAD e dois grupamentos heme

A partir dessas sequéncias de aminoacidos, foram criadas uma tabela (Tabela 1) e uma
arvore filogenética (Figura 6), representando as sequéncias de NOX encontradas em S.
calcitrans e comparando-as com as sequéncias de outros organismos, revelando um alto grau

de similaridade entre elas, em sua maioria bem acima de 50%.

Tabela 1. Comparag@o entre a sequéncia de isoformas de NOX de S. calcitrans e outras espécies.

o b . b
GenBanke Organismo NOX Similaridade® Identidade

(%) (%)
XP_013108905.1 Stomoxys calcitrans DUOX1 100 100
XP_013108908.1 S. calcitrans DUOX2 99 99,74
XP_005191214.1 Musca domestica DUOX 100 97,03
XP_037897374.1 Glossina fuscipes DUOX 98 93,75
NP_001259968.1 Drosophila melanogaster DUOX C 98 93,74
XP_055902766.1 Eupeodes corollae DUOX 99 91,63
XP_036342377.1 Rhagoletis pomonella DUOX 99 91,6
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XP_017023990.1 Drosophila kikkawai DUOX 97 94,13
XP_055848873.1 Episyrphus balteatus DUOX 98 91,78
XP_037809501.1 Lucilia sericata DUOX 99 95,63
XP_021700455.1 Aedes aegypti DUOX1 98 85,71
XP_013100740.1 S. calcitrans NOX5 X1 100 100
XP_013100748.1 S. calcitrans NOX5 X2 100 93,13
XP_013100749.1 S. calcitrans NOX5 X3 86 99,92
KAI8118160.1 Lucilia cuprina NOX5 100 74,5
XP_044571616.1 Drosophila ananassae NOX5 X3 94 67,74
XP_034479033.1 Drosophila innubila NOX5 X1 99 65,55

¥ Numeros de acesso para as sequéncias de aminoacidos obtidos no GenBank.
b Percentuais de identidade e similaridade foram calculados utilizando o algoritmo Blastp.

A andlise filogenética das espécies mencionadas revelou que grupos monofiléticos ja
estabelecidos se mantiveram integros e inalterados. Além disso, todos os valores de suporte
bootstrap apresentaram relevancia substancial, destacando que estamos diante de uma
proteina profundamente conservada, que se diversificou ao longo das etapas evolutivas,
porém preservando com fidelidade suas relagdes genealdgicas, indicando que as espécies
dentro desse grupo tém um relacionamento evolutivo intrincado e compartilham essas

caracteristicas.
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Figura 6. Anailise filogenética molecular de isoformas de NOX em diferentes organismos. A historia
evolutiva foi inferida utilizando-se o método da Maxima Verossimilhanga e o modelo de corre¢do de Poisson. A
arvore de consenso bootstrap inferida a partir de 1000 réplicas foi utilizada para representar a historia evolutiva
dos taxons analisados. A porcentagem de arvores replicadas em que os taxons associados agrupados na geracao
das arvores (1000 repeti¢des) sao mostrados ao lado dos galhos. As arvores iniciais para a busca heuristica foram
obtidas automaticamente aplicando-se os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distdncias pareadas
estimadas usando o modelo de Poisson e, em seguida, selecionando a topologia com valor de verossimilhanca
logaritmica superior. Esta andlise envolveu 18 sequéncias de aminoacidos. Todas as posi¢cdes dos ambiguos
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foram removidas para cada par de sequéncias (opcdo de delecdo pareada). Analises evolutivas foram conduzidas
no MEGAL1.

Os resultados obtidos através do alinhamento multiplo e da andlise de dominio de
sequéncias da enzima DUOXI1. A Figura 7 exibe a sequéncia de aminoacidos de DUOX1, onde
as regides de interesse estdo destacadas com diferentes formatacdes para indicar os dominios
funcionais identificados. Especificamente, a regido da heme peroxidase (4n_peroxidase_like)
¢ marcada em verde, abrangendo os aminodcidos 48 a 569. As regides correspondentes ao
dominio de ligagdo ao FAD (FAD binding) e ao dominio de ligacdo ao NAD (NAD binding 6)
sdo destacadas em azul escuro e azul claro, respectivamente, com as regides de alinhamento de
1238 a 1331 para o FAD e de 1340 a 1495 para o NAD. Adicionalmente, a regido

NOX Duox like FAD NADP, sublinhada de 1242 a 1514, representa um dominio

caracteristico da familia NOX de enzimas oxidativas.

01 MSEFNIFKLRA NHHVEAFSLK ACLSLAVILL VLLDVNCYEK IYSQIEKQRY DGWYNNLAHP
61 DWGSVDSHLV RKAPPSYSDG VYAMAGSNRP STRRLSRLFM RGRDGLGSKF NRTALLAFFG
121 QVVANEIVMA SESGCPIEMH RIEIEKCDEM YDKECRGDKY IPFHRAAYDR STGQSPNAPR
181 EQINQMTAWI DGSFIYSTSE AWLNAMRSFH NGTLLTDKSG KLPVRNTMRV PLEFNNPVPSV
241 MEMLSPERLF LLGDPRTNQN PAVLAFAILF VRWHNTLAQR IKRAHSDWSD EEIFQRARRT
301 VIASLONVIL YEYLPAFLAS ELRPYEGYNR DIHPGIGHIF QAAAFRFGHT MIPPGIYRRD
361 STCNYKKTPM GYPAIRLCST WWDSSDFFTD TSVEEILMGL SSQISEREDP VLCSDVRDKL
421 FGPMEFTRRD LGALNIMRGR DNGLPDYNSA REAFGLPKRA TWTDINPELF AKQPELLEML
481 ISAYNNQLDD VDVYVGGMLE SYGQPGELFT AVIKEQFERL RDSDRFWFEN DRNGIFTKEE
541 IEEIRKITMY DIIVNSTDIG VDDIQRDVFT WHEGDPCPQP MQLNATELEP CTYLEGFDYF
601 SGSELMFIYV CVFLGEFVPIL CAGAGYCVVK LQNSKRRKLK IRQEALRAPQ HKGSVDKMLA
661 REWLHANHKR LVTVKFGPEA AIYTVDRKGE KLRTFSLKSV DVVIVEESAH NHIKKKPYIL
721 LRVPNDHDLV LELESYGARR KFVKKLEDFL ILHKKEMTLM EVNRDIMLAS AETRERRQKR
781 LEYFFREAYA LTFGLRPGER RRRSDASTDG EVMTVMRTSL SKAEFAAALG MKPNDMEVREK
841 MFNIVDKDQD GRISFQEFLE TVVLFSRGKT DDKLRIIFDM CDNDRNGVID KGELSEMMRS
901 LVEIARTTSL GDDQVTELID GMFQDVGLEH KNHLTYQDFK LMMKEYKGDF VAIGLDCKGA
961 KOQONFLDTSTN VARMTSEFNIE PMQERPRHWM QEKWDSYITF LEENRQNIFY LFLEFYVITIV
1021 LFVERFIHYS FMAEHTDLRH IMGVGIAITR GSAASLSFCY SLLLLTMARN LITKLKEFPI
1081 QQYIPLDSHI QFHKIAACTA LFFSVLHTVG HIVNFYHVST QSHENLKCLT REVHFASDYK
1141 PDITFWLFQT VTGTTGVMLF IIMCIIFVFA HPTIRKKAYK FFWNMHTLYI GLYLLSLIHG
1201 LARLTGPPRF WMFFLGPGIV YTLDKIVSLR TKYMALDVIE TELLPSDVIK IKFYRPPNLK
1261 YLSGOWVRLS CTAFRPHEMH SFTLTSAPHE NFLSCHIKAQ GPWTWKLRNY FDPCNYNAED
1321 QPKIRIEGPF GGGNQDWYKF EVAVMVGGGI GVTPYASILN DLVFGTSTNR YSGVACKKVY
1381 FLWICPSHKH FEWFIDVLRD VEKKDVTNVL EIHIFITQFF HKFDLRTTML YICENHFQRL
1441 SKTSIFTGLK AVNHFGRPDM SSFLKFVQKK HSYVSKIGVF SCGPRPLTKS VMSACDEVNK
1500 TRKLPYFIHH FENFG

Figura 7. Sequéncia completa de aminoacidos da enzima DUOXI1 destacando as regides dos dominios
funcionais. As areas em verde correspondem ao dominio AN PEROXIDASE (aminoacidos 48-569), as marcadas
em azul escuro representam o dominio de ligagdo ao FAD (aminoacidos 1238-1331), e as em azul claro indicam o
dominio de ligagdo ao NAD (aminoacidos 1340-1495). A linha sublinhada destaca a extensdo do dominio
NOX Duox _like FAD NADP (aminoacidos 1242-1514). As regides sublinhadas e em negrito ressaltam a
importancia desses dominios para a atividade enzimatica da DUOX1.
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A Figura 8, gerada pelo HMMER, fornece uma representagdo grafica dos dominios
identificados na sequéncia de DUOX1, complementando a analise visual da Figura 7. Esta
representacao grafica destaca a localiza¢ao dos dominios AN PEROXIDASE, ligador de FAD
(FAD binding) e ligador NAD (NAD binding), consistentes com as regides marcadas na
sequéncia de aminoacidos. Os resultados obtidos indicam a presenca de dominios conservados
que sdo essenciais para a func¢ao enzimatica de DUOX1, sugerindo um papel crucial na geragao
de EROs e na regulagdo de processos celulares associados a resposta imunoldgica e homeostase

redox.
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Figura 8. Representacdo grafica dos dominios funcionais da DUOXI1, gerada pelo HMMER. A barra verde
representa o dominio An_Peroxidase Like, a barra verde clara no meio indica uma proteina de sinalizacdo EF
Hand, a barra marron sinaliza a regido de redutase férrica (Ferric_reduct), as barras azul escuro e azul claro
representam, respectivamente, os dominios de ligacdo ao FAD e ao NAD, correlacionando-se com as regioes
identificadas na sequéncia de aminoacidos. A linha continua abaixo da representagdo grafica indica a localizagéo
do dominio NOX Duox_like FAD NADP, sublinhando sua presenga continua ao longo da enzima

Continuando a analise das sequéncias de aminoacidos das enzimas da familia NOX, a
Figura 9 apresenta a sequéncia completa de NOXS5, onde as regides significativas foram
marcadas para destacar dominios funcionais especificos. As regides identificadas incluem o
dominio de ligacdo ao NAD (NAD_binding 6), marcado em negrito e sublinhado na sequéncia
e representado em azul claro no grafico, abrangendo os aminoacidos 1282 a 1452. Além disso,
o dominio de ligacdo ao FAD (FAD_binding §8) ¢ visivel em azul na sequéncia e azul escuro no
gréafico, cobrindo os aminodcidos 890 a 964, e a regido de redutase férrica (Ferric_reduct),

indicada em vermelho na sequéncia e em marrom no grafico.
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01 MENNYKLTIN TNSEQHRGSV SSTNSLEVPA TPTRSPKKVS FSDDLPIATA NNEENGPHHS
61 ANLANTTAAH SSLNFASKTQ SDKIMINNVY NNNNIKTTSD FVRHLSTSPE VNVEEVSAAE
121 MQOSQELONP VDFMLSQAAQ YLEKLHGPAT ATATTAVPPS QONSPTQESQ HHKFKSSLNI
181 DLNPSGLDPL SVIKIPTPPP SKSPSPPPAP AVLELNRVNS RSDSITASDM STPSTMAARS
241 MKSSSSSSES TTSMDPPYKP PRSSMVNGSS NGGSMPYNNN SSRPTLPHPP TSPSSDMQETI
301 SEEHAVKYMQ PYNLNVDKENN CSSMELEAKR DKIRWLLISE CSALLGEGKH TREGFREKLFL
361 QEEFQKKLFH LFDLDGNGYL VQDRWIEHLK GRLTDDRQOMD YAEQLESVAY VICGENSKIT
421 FEKNFNEIWQA RGILDKLYRL IDNDGTNSIS TNQIMEFISH LTNSRPRTGEF DKSSLARLEQ
481 LFRNTVGNER EIRREEFKKI VISKNPFFTE RVFQIFDKDN SGSISLOQEFI DAIQQFSGQS
541 ADDKIRFLFK VYDIDGDGLI QHKELHDVIR ACMEENGMEF SEDQIEDLTT AMFEDADPYN
601 RGEITYEALK NQLHKHGGLL ENLSITIDRW LVPLGQEAPV SKSKSKLWNS IPIPHQLTPA
66l YMRNNHVFVT YLFLYIAVNV CLFISRAIQY RASNGFVIVA RACGQCLNFN CAWVLVLMLR
721 HTLTYLRSRG LSTYLPVDNH IYLHKLTGIV ISVLSLIHTV MHLFNFSIIV VNDPKINAGH
781 YTIGEWLLTD RPGLFGLIPG CANPTGMALF IILLIMFICS QPFVRRKGSF EVFYWTHLLY
841 IPFWILVLFH GPNFWKWFLV PGIIYIVERV LRFVWMRGDH GKTYISSGLL LPSKVIHLVI
901 KRPYNEFNFRP GDYVEVNIPV IANYEWHPFT ISSAPEQEDY MWLHIRTVGE WTNRLYRYFE
961 KEQORLHKGD VIAHKQAIPT SSLLQISEEN TRTASSTPQT DFLAQNLAKM QHSSSYDSGM
1021 VTKAMQEMQI SPLRPPRHNY APSKLATESI SASHVEIMSQ PTSSSDRIRS IKKSLQRTFS
1081 RKDQAPKEKR LSGHSNDGFM SDEYDVGGTT ELGKRRKLKK FMLEKPPLEK SISLPDIGVK
1141 TKKRERTKAL RTLGRSESER SFDETRVRRA RLHSLGLAYM SPQONKSLAQS FRYMRNKPTI
1201 TIAFKTPSIEE SQPEYSTDQT DSVHTYNAIQ AEEGRVPTGD KSENNEINDD KPEIVVSKPL
1261 EIFIDGPYGA PSSHIFMAQH AVLIGTGIGV TPFASILOSI MHRYWKARHS CPRCLYEWAS
1321 DIPKTVMNLR KVDFFWINRD QRSFEWFVNL LSQLEIEQAE LGGAMERFLD MHMYITSALQ
1381 RTDMKAVGLQ LALDLLHEKG KRDLITGLKT RTNAGRPNWD KVFKQLOAQK KGKVTVEYCG
1441 PPQLAKTLRV KCDQYGFAFR KECF

Figura 9. Sequéncia de aminoacidos da enzima NOXS destacando as regides dos dominios funcionais. Os
dominios sdo indicados por diferentes formatagdes e cores para facilitar a identificagdo. O dominio de ligagdo ao
NAD (NAD_ binding_6) ¢ destacado em negrito e sublinhado na sequéncia e apresentado em azul claro no grafico
correspondente, com a regido de alinhamento compreendendo os aminoacidos 1282 a 1452. O dominio de ligacdo
ao FAD (FAD_binding_8) ¢ indicado em azul na sequéncia e azul escuro no grafico, abrangendo os aminoacidos
890 a 964. O componente tipo redutase férrica transmembranar (Ferric_reduct) é marcado em vermelho na
sequéncia e marrom no grafico, com uma regido de alinhamento de 702 a 847. Estas anotagdes facilitam a
visualizagdo das areas funcionais relevantes para a atividade enzimatica da NOXS.

Complementando esses dados, a Figura 10 ilustra a representacdo grafica dos dominios
funcionais obtida através do HMMER, correlacionando-se diretamente com as anotacoes da
sequéncia da Figura 9. Esta andlise visual reforca os resultados obtidos para a DUOX1 e fornece
evidéncias adicionais da presenca de dominios conservados cruciais para as fun¢des de NOXS,

que incluem a geracao de espécies reativas de oxigénio e a transferéncia de elétrons.

INADIBIRGITGHGH - 1464

Ffam g

Figura 10. Representaciio grafica dos dominios funcionais da enzima NOXS, obtida através da ferramenta
HMMER. Os dominios sdo coloridos para corresponder a sequéncia de aminoacidos da Figura X. O dominio de
ligagdo ao NAD ¢ ilustrado em azul claro, o de ligacdo ao FAD em azul escuro e o componente tipo redutase
férrica em marrom. Essa representacdo visual destaca a localizagdo estratégica desses dominios na proteina e
fornece uma referéncia direta para as regides alinhadas na sequéncia de aminoécidos, refor¢cando a compreensao
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da estrutura da NOXS e seu potencial papel nas funcdes celulares relacionadas a geracdo de espécies reativas de
oxigénio.

A andlise revelou a presencga de dominios funcionais criticos para a atividade enzimatica.
Em particular, o dominio de ligagdo ao NAD e o dominio de ligagao ao FAD foram identificados
e sdo essenciais para a atividade redox da enzima, que esta envolvida na geragao de espécies
reativas de oxigénio. Observamos também a presenca da proteina de sinalizacdo EF Hand, que
¢ onipresente nos genomas de eucariotos e procariotos. Além disso, foi destacada a regido do
componente tipo redutase férrica transmembranar, implicando seu papel na transferéncia de
elétrons através da membrana.

Nossas analises indicaram que as isoformas DUOX1 e DUOX2 mostram uma alta
conservagdo de sequéncias entre si, sugerindo fungdes e estruturas proteicas similares (anexo).
Isso indica que ambas as isoformas provavelmente desempenham papéis semelhantes na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) para processos como defesa contra patégenos
e sinalizagao celular. Em contraste com a alta conservagao observada entre DUOX1 e DUOX2,
as sequéncias de NOXS5 (1, 2, 3) sdo marcadamente diferentes das sequéncias DUOX, indicando
diferengas substanciais na estrutura e funcdo proteicas (anexo). Esta divergéncia sugere que as
isoformas de NOX5 podem ter especializagdes funcionais distintas das proteinas DUOX,
possivelmente refletindo adaptagdes a diferentes necessidades celulares ou contextos
fisiologicos.

Os resultados apresentados para NOX5 ampliam a compreensdo das caracteristicas
estruturais comuns e dos mecanismos moleculares potencialmente compartilhados pelas
enzimas da familia NOX. A identificagdo dos dominios de ligagdo de co-fatores em NOXS5 ¢
particularmente relevante, dada a importancia dessas regides na regulacdo da atividade
enzimatica e na resposta celular ao estresse oxidativo. As informagdes aqui detalhadas nao
apenas confirmam os padrdes observados na DUOX1, mas também destacam a complexidade
e a diversidade funcional dentro da familia de proteinas NOX, sugerindo dire¢des futuras para
pesquisa e aplicacoes terapéuticas.

O resultado do alinhamento foi utilizado para elucidar relagdes evolutivas entre as
sequéncias e para auxiliar na identificagdo de regides funcionais conservadas entre as espécies

estudadas. Esses achados fornecem um entendimento mais aprofundado da estrutura de DUOX
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e NOX, o que ¢ fundamental para elucidar sua fungdo bioldgica e potencial aplicagdo em

estratégias de modulagdo da atividade enzimatica.
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6. DISCUSSAO

A mosca-dos-estabulos, Stomoxys calcitrans, ¢ um vetor mecanico de patéogenos de
importancia veterinaria causando importantes perdas econdmicas na atividade pecudria
(KHAFILA et al., 2022). Portanto, a busca por métodos de controle da proliferacao dessa mosca
¢ essencial. Trabalhos recentes relatam a importancia de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em diversos eventos fisiologicos em artropodes. As NADPH oxidases (NOX) sao consideradas
uma das principais enzimas responsaveis pela producdo de EROs em diferentes organismos
(SIES E JONES, 2020). Assim, direcionar estudos as moléculas envolvidas na fisiologia,
metabolismo vetorial e imunologia de artropodes, como as enzimas NOX, ¢ uma estratégia
promissora no controle de dipteros como S. calcitrans.

Neste trabalho, buscamos verificar pela primeira vez se Stomoxys calcitrans expressa
diferentes isoformas da familia NADPH oxidases, que sdo enzimas ligadas a produgdo de
EROs. Com base nas sequéncias encontradas por nosso grupo no banco de dados do NCBI,
cujos produtos génicos sdo caracterizados como proteinas hipotéticas em S. calcitrans e que se
assemelham a isoformas de NOX, realizamos a confeccdo de uma arvore filogenética afim de
analisar a relacdo entre artropodes que possuam genes semelhantes a essas moléculas, além de
desenhamos primers para verificar a expressao dessas NOX em S. calcitrans.

As relagdes entre os grupos possuem alto grau de similaridade (em sua maioria bem
acima de 50%) e altos percentuais de replicagdo, sendo que na maioria dos ramos se repetem
em mais de 50% das arvores, pois corresponde ao percentual de arvores que possuiam tais
agrupamentos em 1000 replicatas. Nossos resultados indicam que estamos lidando com uma
molécula altamente preservada que passou por diferenciacdo ao longo do curso da evolugao,
mas ainda mantém suas conexdes de ancestralidade. Diferentes estudos com NOX ja
demostraram o alto de grau de conservacdo dessas moléculas corroborando com nossos
resultados (LAMBERTH, 2004; KAWAHARA et al. 2007, GANDARA et al.,, 2017;
GANDARA E OLIVEIRA, 2023).

As sequéncias dessas NOX apresentam identidade de 86-82% com NOXS de Musca
domestica e 70-75% com NOXS de Drosophila melanogaster. As outras duas sequéncias
apresentam similaridades com DUOX1/2 de D. melanogaster. Varios estudos sobre DUOX em
dipteros devido ao seu papel na defesa microbicida e no controle da homeostase do microbioma

intestinal (GANDARA E OLIVEIRA, 2023).
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Nossas andlises também revelam aspectos interessantes da evolug¢do das isoformas da
enzima NOXS5 entre diferentes espécies, particularmente dentro ds proprios tipos de NOXS S.
calcitrans. Observa-se que as isoformas X1 ¢ X3 de Stomoxys calcitrans estdo agrupadas no
mesmo ramo, indicando uma proximidade evolutiva significativa entre elas, apesar de um valor
de bootstrap de 55 sugerir alguma divergéncia. Este valor pode refletir variagdes nas sequéncias
de aminoacidos que ainda permitem a classificacdo conjunta dessas duas isoformas no contexto
de S. calcitrans, mas também aponta para diferencas que poderiam influenciar suas fungdes
biologicas. Contrastando com as isoformas X1 e X3, a X2 parece diferir um pouco mais,
compartilhando um ancestral comum, mas potencialmente seguindo um caminho evolutivo
ligeiramente distinto, como demonstrado pelo agrupamento na arvore filogenética.

Ao expandir o foco para incluir outras espécies, notamos evidéncias de diversificacao
das NOXS5 além de S. calcitrans. A ramificagdo que separa os insetos de outros grupos como
vertebrados pode indicar um processo evolutivo que promoveu a especializagao funcional da
NOXS. Essa especializacdo pode refletir a adaptagdo das espécies a seus respectivos nichos
ecoldgicos e as pressoes seletivas distintas.

A presenca a dos dominios caracteristicos do tipo peroxidase, EF-hand, regido de
redutase férrica e os dominios de ligagdo NAD e FAD que sdo conservados entre todos os
ortélogos de DUOX e NOXS5, demonstrou sua possivel similaridade funcional. Resultados
semelhantes foram obtidos em Rhodnius prolixus (DIAS et al., 2013).

O dominio de sinalizagdo EF Hand, prevalente em genomas eucarioticos e procarioticos,
foi uma das caracteristicas observadas na analise, demonstrando que elas se enquadram em
subgrupos regulados pelo calcio, assim como visto em outros estudos (KRETSINGER &
NOCKHOLDS, 1973; KAWAHARA et al. 2007). Além disso, os dominios de ligagdo ao NAD
e ao FAD, cruciais para a atividade oxirredutora da enzima e consequente produgao de espécies
reativas de oxigénio, foram identificados (LAMBERTH, 2004). A anélise também revelou a
parte do componente tipo redutase férrica transmembranar, sublinhando sua fun¢do potencial
na transferéncia de elétrons pela membrana.

Em um estudo realizado por Gandara et al. (2021), observou-se que as sequéncias e
caracteristicas estruturais de NOX5 de R. prolixus (RpNOXS), A. pisum (ApNOXS), A.
gambiae (AgNOXS), D. melanogaster (DmNOXS) e H. sapiens (HsNOXS) apresentam os
dominios caracteristicos (dominios EF-hand, transmembrana e NOX) de RpNOXS5, os quais

sdo conservados entre todos os ortdlogos NOXS (Kawahara et al., 2007).
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Nossas analises de alinhamento de multiplas sequéncias envolvendo as proteinas DUOX
e NOXS5 revelou padroes de conservacao notaveis. De forma interessante, esses resultados sao
semelhantes aos do estudo de que examinou a proteina RpDuox de R. prolixus em comparagao
com as sequéncias Duox de Acyrthosiphon pisum, Anopheles gambiae ¢ D. melanogaster
(DIAS et al., 2013). Assim como observado nesse trabalho, nosso alinhamento também
destacou a conservacdo significativa entre essas proteinas, sugerindo uma funcdo evolutiva
conservada essencial para a sua atividade bioldgica.

Essa consisténcia nos padrdes de conservagdo entre diferentes conjuntos de proteinas,
DUOX e NOXS5 em nosso caso, ¢ as sequéncias DUOX de diferentes espécies nos trabalhos
referenciados, reforga a importancia dessas regides conservadas. Essas semelhangas nos
alinhamentos sublinham ndo apenas a relevancia funcional dessas sequéncias em diversas
espécies, mas também apontam para um papel evolutivo fundamental dessas proteinas na
regulacao de processos bioldgicos chave.

A convergéncia dos nossos resultados com aqueles encontrados na literatura sugere que
a abordagem metodoldgica adotada ¢ robusta e capaz de revelar aspectos fundamentais da
biologia dessas proteinas. Além disso, essa semelhanga nos resultados enfatiza a possibilidade
de mecanismos de agdo compartilhados entre as proteinas DUOX e NOXS, ampliando o
entendimento da sua func¢do e da evolucdo molecular dessas importantes familias de proteinas.

Esse paralelo entre os estudos abre novos caminhos para investigacdes futuras sobre a
significancia funcional e evolutiva dessas conservagoes, potencialmente revelando alvos para

intervengdes terapéuticas ou estratégias de modulacdo em diversos contextos biologicos.
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CAPITULO II:

Atividade Redox de S. calcitrans em Diferentes Estados Nutricionais
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RESUMO

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influéncia de Diferentes Estados Nutricionais
e infec¢io por Herpetomonas muscarum no Metabolismo Redox de Stomoxys calcitrans, a
mosca-dos-estabulos. 2024. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Este capitulo explora como os diferentes estados nutricionais de Stomoxys calcitrans afetam
sua atividade redox. A pesquisa examina as variagdes na dieta e sua influéncia no metabolismo
redox da mosca, buscando desvendar os mecanismos bioquimicos que regulam a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs). As NADPH oxidases (NOX) desempenham um papel
central na geragdo de EROs, impactando a homeostase redox. Foram realizadas analises de
gPCR, ensaios bioquimicos ¢ avaliacdes estatisticas para medir a expressao dos genes NOX, a
atividade das enzimas pré-oxidantes, incluindo a producdo de superdxido (O2°7), peroxido de
hidrogénio (H202) e a oxidagdo dos grupos tidis, e atividades antioxidantes, das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx), além do metabolismo de
triacilglicerois (TAG) em S. calcitrans sob diferentes condi¢des nutricionais, incluindo jejum,
alimentacdo com sacarose e alimentacdo com sangue. Os resultados indicam que a expressao
de NOXS5 ¢ aumentada em resposta ao jejum e ainda mais ao alimentar-se de sangue. Isso pode
indicar que NOXS esta envolvido na resposta ao estresse nutricional ou na digestdo do sangue.
Ja em DUOXI1 tem sua expressdo drasticamente reduzida no jejum, sugerindo que pode ser
menos importante ou inibido neste estado nutricional. A dieta também influencia
significativamente a atividade redox, com mudangas notaveis dos niveis de H202 e O2™".
Vemos também que as enzima antioxidantes atuaram visando controlar esse ambiente oxidativo
e em mosca alimentadas com sacaroses os niveis de antioxidantes foram altos, demonstrando
um possivel papel de prote¢do da alimentagdo com sacarose. Nossos estudos mostram que o
estado nutricional afeta o estado redox dos grupos tiois nos tecidos digestivos de S. calcitrans.
Observamos maior oxidac¢do no Intestino Médio (IM) com dieta rica em proteinas, sugerindo
maior vulnerabilidade ou adaptacdo metabolica. Em contraste, o Intestino Posterior (IP)
apresentou menor oxidacdo em moscas alimentadas com sangue, indicando um possivel
mecanismo de protecdo. O Corpo Gorduroso manteve seu estado redox constante, refletindo
sua fun¢do na homeostase energética e no controle do estresse oxidativo. Esses dados destacam
a complexidade da resposta redox em S. calcitrans e suas interagdes entre nutrigao e fisiologia
redox. Observou-se que moscas em jejum e alimentadas com sangue exibiram maior atividade
oxidante e producao de EROs, sugerindo uma resposta ao estresse oxidativo. Em contraste,
moscas alimentadas com sacarose mostraram uma resposta oxidante menos pronunciada. Esses
achados indicam que o estado nutricional modula a atividade redox em S. calcitrans,
influenciando tanto a produgcdo de EROs quanto a ativacdo de respostas antioxidantes.
Compreender as variacOes na atividade redox sob diferentes estados nutricionais oferece
insights valiosos sobre a biologia de S. calcitrans. Os resultados deste estudo destacam a
importancia das NOX na regulacdo do metabolismo redox, fornecendo novas perspectivas para
o desenvolvimento de estratégias de controle da mosca-dos-estabulos.

Palavras-chave: Dieta, homeostase redox, estresse adaptativo.

31



ABSTRACT

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influence of Different Nutritional States and
Infection by Herpetomonas muscarum on the Redox Metabolism of Stomoxys calcitrans,
the Stable Fly. 2024. 123p. Thesis (PhD in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

This chapter explores how the different nutritional states of Stomoxys calcitrans affect their
redox activity. The research examines variations in diet and their influence on fly redox
metabolism, seeking to unravel the biochemical mechanisms that regulate the production of
reactive oxygen species (ROS). NADPH oxidases (NOX) play a central role in the generation
of ROS, impacting redox homeostasis. qPCR analyses, biochemical assays and statistical
evaluations were performed to measure the expression of NOX genes, the activity of pro-
oxidant enzymes, including the production of superoxide (O2 7), hydrogen peroxide (H202)
and the oxidation of thiol groups, and antioxidant activities, of the enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase and glutathione peroxidase (GPx), as well as the metabolism of
triacylglycerols (TAG) in S. calcitrans under different nutritional conditions, including fasting,
sucrose feeding, and blood feeding. The results indicate that NOXS5 expression is increased in
response to fasting and even more so when feeding on blood. This may indicate that NOXS is
involved in the nutritional stress response or digestion of the blood. On the other hand, in
DUOX1 its expression is drastically reduced in fasting, suggesting that it may be less important
or inhibited in this nutritional state. Diet also significantly influences redox activity, with
notable changes of H202 and O2 ~ levels. We also see that antioxidant enzymes acted to control
this oxidative environment and in flies fed with sucrose the levels of antioxidants were high,
demonstrating a possible protective role of sucrose feeding. Our studies show that nutritional
status affects the redox status of thiol groups in the digestive tissues of S. calcitrans. We
observed greater oxidation in the Midgut (MI) with a high-protein diet, suggesting greater
metabolic vulnerability or adaptation. In contrast, the hindgut (P1) showed lower oxidation in
blood-fed flies, indicating a possible protective mechanism. The Fat Body maintained its
constant redox state, reflecting its function in energy homeostasis and oxidative stress control.
These data highlight the complexity of the redox response in S. calcitrans and its interactions
between nutrition and redox physiology. It was observed that fasting and blood-fed flies
exhibited higher oxidative activity and ROS production, suggesting a response to oxidative
stress. In contrast, flies fed sucrose showed a less pronounced oxidant response. These findings
indicate that nutritional status modulates redox activity in S. calcitrans, influencing both ROS
production and activation of antioxidant responses. Understanding the variations in redox
activity under different nutritional states offers valuable insights into the biology of S.
calcitrans. The results of this study highlight the importance of NOX in the regulation of redox
metabolism, providing new perspectives for the development of stable fly control strategies.

Keywords: Diet, redox homeostasis, adaptive stress.
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7. INTRODUCAO

As NADPH oxidases (NOX), enzimas localizadas na membrana plasmatica de uma
ampla gama de organismos, incluindo a mosca-dos-estabulos S. calcitrans, desempenham um
papel crucial na regulacdo do estresse oxidativo e na atividade redox. Essas enzimas promovem
a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), afetando diretamente o metabolismo
lipidico, incluindo os niveis de triacilglicerol (TAG). Tal impacto ¢ decisivo para o estado
nutricional do inseto, influenciando sua biologia e capacidade de transmitir doengas.

A atividade das NOX e a consequente producdo de EROs sao moldadas por diferentes
estados nutricionais. Dietas carentes em nutrientes essenciais podem provocar uma ativagao
exagerada dessas enzimas, elevando os niveis de EROs e desencadeando estresse oxidativo. Tal
condicdo pode levar a desregulacdo das fungdes celulares, peroxidagdo lipidica, deterioragdo
das membranas celulares e disfun¢do mitocondrial, afetando negativamente o metabolismo
energético e a viabilidade das células.

Por outro lado, o metabolismo lipidico ¢ significativamente afetado pela atividade
redox. As EROs regulam a expressao de genes relacionados a sintese ¢ degradagao de lipidios,
influenciando a sintese e o acumulo dessas moléculas. Variagdes no metabolismo lipidico, como
o aumento de 4cidos graxos saturados (SFA) e a reducdo de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs), podem intensificar o estresse oxidativo. Essa interagdo cria um ciclo vicioso que
compromete o inseto.

A complexidade dessas interagdes em S. calcitrans tem amplas implicacdes fisioldgicas
e epidemiologicas. O estresse oxidativo descontrolado pode acelerar o declinio da condigdo
fisica, comprometer a reprodu¢@o, aumentar a vulnerabilidade a patégenos e encurtar o ciclo de
vida desses insetos. Compreender as atividades de NOX em rela¢do ao metabolismo redox por
meio da dieta representam uma estratégia promissora para controlar as populagdes de moscas-
dos-estabulos.

Entender os mecanismos moleculares ¢ as conexdes entre as NOX, condicdes
nutricionais, metabolismo lipidico, estresse oxidativo e atividade redox em S. calcitrans ¢
crucial para o desenvolvimento de novas abordagens de controle e gestao dessa praga, trazendo
beneficios para a satide publica e a agricultura.

Nesse capitulo, tivemos com objetivo de compreender se diferentes estados nutricionais

podem modular o metabolismo redox de S. calcitrans.
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8. REVISAO BIBLIOGRAFICA

8.1. Estresse Oxidativo e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O estresse oxidativo pode ser descrito como um desequilibrio na proporgao entre
substancias oxidantes e antioxidantes devido ao excesso de oxidantes, e a capacidade do
organismo de neutralizd-los com antioxidantes, ou também definidas como uma interrupg¢ao
da sinaliza¢do e controle redox (BETTERIDGE, 2000; JONES, 2006). Esse desequilibrio
pode ocorrer por uma multiplicidade de compostos quimicos, que atuam nesse processo,
dentre os quais, as espécies reativas de oxigénio (EROs) tém sido um dos grupos de moléculas
mais estudadas afim de compreender o papel da sua geracdo nesses mecanismos de regulacio
(SIES E JONES, 2020).

As EROs compreendem um grupo de moléculas derivadas do oxigénio molecular, sdo
instaveis e altamente reativas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, geralmente
formadas por reacdes redox, podendo ser divididos em espécies ndo radicais e radicais livres
(com pelo menos um elétron livre). Essas moléculas sdo de extrema importancia, pois
desempenham um papel crucial na fisiologia de diversos organismos, se envolvendo em
varios processos biologicos, como defesa celular, cascatas de sinalizagdo, metabolismo,
senescéncia celular, apoptose e vias reguladoras do crescimento celular (EVANS E
HALLIWELL, 1999; BETTERIDGE, 2000; SIES E JONES, 2020).

A oxidagdo constitui um elemento essencial da existéncia aerdbica, o que resulta na
producdo natural desses compostos. Cabe ressaltar que ERO nao ¢ uma molécula, nem um
composto quimico definido, mas sim um termo coletivo para um nimero de moléculas
relacionadas com reatividade amplamente divergente, que quando sofrem um aumento
excessivo na sua producao ocasiona o estresse oxidativo (CROSS E TEMPLETON, 2006;
HALLIWELL et al., 2015; HAWKINS E DAVIES, 2019).

O excesso de EROs no organismo ¢ combatido por defesas antioxidantes obtidos de
formas enddgenas ou exdgenas que levam a homeostase oxidativa. De acordo com Halliwell
et al. (2000), um antioxidante ¢ toda substancia que, em concentragdo menor do que o

substrato suscetivel a oxidagao, € capaz de regenerar o substrato ou prevenir efetivamente sua
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oxida¢do. Dentre alguns antioxidantes produzidos pelo organismo que atuam de maneira
enzimatica temos, a Glutationa Peroxidase (GPx), Catalase (CAT) e Superéxido Dismutase
(SOD), ou de maneira ndo enzimatica, como ocorre com a Glutationa (GSH), peptideos de
histidina, proteinas ligadas ao ferro (como transferrina e ferritina), acido diidrolipdico e
ubiquinol reduzida CoQH2) (FINKEL E HOLBROOK, 2000; BARREIROS et al., 2006).

A capacidade de reagir quimicamente das diferentes moléculas de EROs ¢ bastante
variavel, englobando até¢ 11 niveis distintos em suas respectivas taxas de reagdo de segunda
ordem com alvos particulares (HALLIWELL et al., 2015; HAWKINS E DAVIES, 2019). Os
grupos principais de EROs dividem-se em duas categorias: as de natureza radicalar, que
incluem o superoxido (O27), a hidroxila (HO¢), o peroxil (ROQOe¢) e o alcoxila (RO¢); e as ndo
radicalares: peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto ('02), Ozdnio (O3),
hidroperéxidos organicos (ROOH), acido hipocloroso (HCIO) e acido hipobromoso (HOBr)
(BARREIROS et al., 2006; SIES E JONES, 2020).

As EROs sao produzidas naturalmente em todas as células e organismos, visando
manter seus niveis em concentracdes fisioldgicas, varios mecanismos para controlar a
producdo e disponibilidade dessas moléculas, incluindo a geracdo localizada e
compartimentada, fontes expossomicas (ambientais), sistemas redox simples, bem como
fatores desintoxicantes (Figura 11) (KNOCK, 2019; PARASCANDOLO E LAUKKANEN,
2019). Tendo como sitio primario de produgdo enzimatica endogena as mitocondrias, mas
podendo ser geradas por diversas fontes importantes nesse processo, como a xantina oxidases,
citocromo P450, lipoxigenases, mieloperoxidases, além da familia Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato Oxidases (NADPH Oxidases) (GROEGER et al., 2009; OSTMAN et
al., 2011, SIES E JONES, 2020).
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Figura 11. Principais moduladores de EROs e alvos de H202. (A) Apresentados estdo as fontes de H.O;
(vermelho), alvos e pontos centrais sensiveis ao redox (azul), aquaporinas (AQPs) “peroxiporinas” (amarelo) e
sistemas redox simples (verde). As fontes de H,O2 podem incluir oxidases (Tabela 1) e fontes do expossémicas
(ambientais), além das NADPH oxidases (NOXs) e mitocondrias. Alvos sensiveis ao redox servem como pontos
centrais para sustentar fungdes biologicas. Sistemas mais simples podem incluir reagdes de transferéncia de
elétrons (relé redox) na transferéncia de oxidante de sinalizagdo. As superoxidos dismutases (SODs; ndo
mostradas) também servem tanto como fonte de H>O, quanto como sumidouro para o radical anidnico superdxido
(02--). (B) As principais espécies reativas de oxigénio, O> ™~ e H>O», e seus locais subcelulares de geragdo. Fonte;
Adaptado de Sies e Jones (2020).

A comunidade microbiana intestinal também pode ser uma fonte geradora de EROs,
pois o combate a patdogenos ¢ um desafio constante para o sistema imunologico intestinal, e
enzimas como a NOX que produzem as EROs tem um papel importante nesse contexto
(GRUENEWALD et al, 2009). Além das fontes intracelulares, outros oxidantes também sdo
gerados como consequéncia da exposi¢do ambiental cumulativa denominado de expossoma,
como habitos alimentares de alguns organismos, por exemplo, alguns insetos hematofagos
(alimentacdo sanguinea) enfrentam alto estresse oxidativo devido a liberacdo do ferro pela
hemoglobina que pode ocasionar um possivel dano oxidativo (SIES E JONES, 2020). Outros
fatores nao bioldgicos podem ocasionar estresse oxidativo em invertebrados, como poluentes,
fitoquimicos, herbicidas e inseticidas (CHAITANYA et al., 2015; NIEDZWIECKI et al.,
2019; WONG et al., 2019).

Dentre as EROS, dois compostos, radical anion superdxido O>"~ o perdxido de
hidrogénio (H202), desempenham um papel crucial como mediadores de sinalizagdo redox.

Sdo produzidos sob a modulacdo de fatores de crescimento e citocinas por mais de 40
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enzimas, com destaque especial para as NADPH oxidases e a cadeia de transporte de elétrons
nas mitocondrias (SIES E JONES, 2020).

O radical O>"™ ¢ uma das EROs mais produzidas em todos os organismos expostos ao
ar, por meio da reducdo do oxigénio por um elétron. De acordo com o contexto biologico, ela
pode atuar como uma molécula sinalizadora, exercer o papel téxico para o organismo ou se
decompor naturalmente. O O>"~ tem capacidade de oxidar grupos tiol (—SH) por meio de
ligagdes dissulfeto, porém devido a alta atragdo eletrostatica, o O2"~ oxida os cofatores
ferroenxofre [Fe-S] a uma taxa alta, liberando ferro, mas sua carga negativa o torna menos
apto para sinalizagdo redox via tiéis (BARREIROS e DAVID, 2006; WINTERBOURN,
2018). E um radical pouco reativo, porém tem um papel importante na linha de defesas
primaria de um organismo, pois ao reagir com 6xido nitrico, atuando na producdo do
peroxinitrito, importante agente oxidante e nitrozilante gerado por macrofagos, além disso,
quando dismutado naturalmente ou catalisado por SOD gera H,0O2 e O, servindo como a
principal fonte de H> O, (TURRENS, 2004; DAGNELL et al., 2019).

O H;0; ¢ identificado como sendo uma das principais EROs envolvida nas
modulacdes redox celulares, e assim como o célcio (Ca**), o H2O2 é um agente de sinalizacio
fisioldgica pleiotropica versatil, além de ser produzido como um subproduto da respiracdo e
um produto de numerosas reagdes metabdlicas, podendo ser originado in vivo a partir de 02~
predominantemente por meio da atuacdo das NADPH oxidases em colaboracdo com SOD,
bem como através da cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias e por varias outras
enzimas ou por varios estressores, como fatores de crescimento, quimiocinas ou estressores
fisicos. E uma molécula relativamente estavel e possui uma vida média superior a do 02" e
tem a capacidade de atravessar as membranas celulares por meio de canais transmembranares
de aquaporina, transmitindo o sinal redox do local de sua geragdo até o ponto de destino.
(RECZEK E CHANDEL, 2015; BAGUR E HAJNOCZKY, 2017; DI MARZO, 2018).

Essa molécula ¢ um forte oxidante de dois elétrons, mas sua alta energia de ativacao
limita sua reatividade a poucos alvos biologicos. Ele reage muito lentamente com glutationa,
cisteina e metionina, mas sua reatividade em relagdo a cisteina em proteinas especificas pode
aumentar, dependendo da estrutura e ambiente especificos da proteina, além de disso, o H>O>
também pode reagir com oxido nitrico (NO»), HCIO e peroxinitrito, gerando 'O, um forte

oxidante (DIAZ-ALBITER et al, 2012).
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O principal mecanismo pelo qual a molécula de H>O> exerce sua fungdo como
mediadora da sinalizacao celular envolve a oxidagao reversivel de residuos particulares de
cisteina, nesse contexto, as principais moléculas afetadas na modulacao redox sdo as proteinas
tirosina fosfatases, que trabalham em conjunto com as proteinas tirosina quinases. Elas
desempenham um papel crucial na manutengdo do estado de fosforilacdo da tirosina e
controlam 38 processos de sinalizagdo, reagindo a estimulos mediados por citocinas e fatores
de crescimento (MENG et al., 2002; DI MARZO et al., 2018). Além disso, o H2O> pode
atingir sua especificidade para mediar os efeitos de sinalizagdo bioldgica por meio da
oxidagdo do enxofre (grupos tiol) em proteinas-alvo, que mostram taxas de reagdo com H,O»
varias ordens de grandeza superiores as de outros tidis proteicos. A sinaliza¢ao redox também
pode ocorrer pela oxidagado reversivel da metionina, pelas selenoproteinas, pela oxidacao dos
centros metalicos das proteinas e pelos lipidios oxidados (SANTOS et al., 2016;
BRIGELIUS-FLOHE E FLOHE, 2017; ZEIDA et al. 2019)

Diferentes estudos indicam a importancia do papel das EROs em relagdo as células
defesas imunes de insetos, propriedades antimicrobianas, controle de carga parasitaria,
sinalizacdo redox, modulacdo de enzimas antioxidantes, entre outros processos (SIES E
JONES, 2020; GANDARA et al., 2021) porém em alguns artropodes como S. calcitrans, as

pesquisas sobre o tema ainda sao limitadas.
8.2. Metabolismo Lipidico em Insetos Hematofagos

Os insetos hematofagos, ao longo de sua evolucdo, desenvolveram estratégias unicas
para extrair e metabolizar nutrientes do sangue, um recurso alimentar que impde significativos
desafios bioquimicos. A digestdo da hemoglobina libera grandes quantidades de heme, uma
molécula com potencial oxidante elevado, o que poderia ser prejudicial se ndo fossem as
adaptacdes de mecanismos de detoxificacio do heme, que se manifestam em processos
metabolicos especializados para o manejo dessa substancia (GRACA-SOUZA et al., 20006).
Essa capacidade reflete um exemplo notdvel de como pressoes dietéticas especificas podem
moldar vias metabolicas.

A saliva destes insetos contém substancias anticoagulantes e vasodilatadoras, garantindo
o fluxo sanguineo necessario para a alimentagdo, além de ter um papel no metabolismo do

heme, mitigando sua toxicidade (RIBEIRO e FRANCISCHETTI, 2003).

38



O desafio de um metabolismo lipidico eficiente em insetos hematdfagos € acentuado
pela natureza intermitente e volumosa de sua alimentacdo. Em contraste com a ingestdo
continua de alimentos por espécies como Drosophila melanogaster, os insetos hematdfagos tém
refeigcdes episddicas, mas extremamente ricas em nutrientes, chegando a ingerir até dez vezes
0 proprio peso em uma unica refeicdo (FRIEND, 1965). Apesar do sangue ser pobre em lipidios,
seu alto conteudo proteico fornece um meio para a sintese enddgena de acidos graxos,
utilizando os esqueletos de carbono derivados do catabolismo de aminodcidos. Essa habilidade
de converter aminoacidos em lipidios ¢ fundamental para a reserva de energia, para a estrutura
celular e para o ciclo reprodutivo desses insetos.

No ambito do metabolismo dos insetos hematofagos, os lipidios ocupam um lugar de
destaque, atuando ndo s6 como uma fonte primaria de energia, mas também como elementos
chave em processos fisiologicos diversos, que incluem a metamorfose, a diapausa e a
comunicagdo intraespecifica por meio de feromdnios (GONDIM et al., 2018; TOPRAK et al.,
2020). Dada a intermiténcia na disponibilidade de alimento, a capacidade de armazenar lipidios
e mobiliza-los de maneira eficiente € crucial para a sobrevivéncia desses insetos. A mobilizagao
de lipidios de reserva ocorre principalmente através da agdo de lipases especificas que
hidrolisam triglicerideos acumulados, liberando acidos graxos e glicerol. Este processo nao s
supre a demanda energética durante os periodos de jejum, mas também assegura a
disponibilidade de precursores para outras fungdes biologicas vitais. A regulagdo da lipolise €
finamente controlada por mecanismos de sinalizagdo em cascata, que atuam para garantir o
equilibrio entre armazenamento e uso de energia.

Em insetos, assim como em vertebrados, a mobilizagao de lipidios segue um caminho
metabolico bem caracterizado, envolvendo enzimas criticas para o processamento de
triglicerideos. A triacilglicerol lipase dos adipocitos (ATGL) inicia o processo de lipdlise,
hidrolisando triacilgliceréis (TAG) em diacilglicer6is (DAG), seguido pela a¢do de uma lipase
hormonio-sensivel (HSL), que hidrolisa o DAG a monoacilglicerol (MAG). Por fim, a
monoacilglicerol lipase (MAGL) converte MAG em glicerol e acidos graxos livres, que serdo
utilizados na produgao de energia ou incorporados em novas moléculas para fungdes biologicas
essenciais (FREDRIKSON et al., 1986; ZECHNER et al., 2009). Essas etapas sdo vitais para
os insetos hematofagos, pois a eficiéncia dessa conversao lipidica impacta diretamente na
capacidade de responder a desafios como a necessidade de voo, reproducdo e resisténcia a

periodos sem acesso ao sangue, seu Unico alimento.
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As refeigdes sanguineas promovem a liberacdo de uma série de sinais que ativam o
metabolismo através de sua acao em diferentes alvos, incluindo o corpo gorduroso, semelhante
ao figado e tecidos adiposos em vertebrados (ROY et al., 2007). A Figura 12 ilustra o processo
de metabolismo lipidico em um inseto hematdfago pos-ingestdo de sangue, abordando as fases

de digestao, armazenamento de lipidios e seu uso subsequente nos processos reprodutivos.

INTESTINO MEDIO HEMOLINFA

Figura 12. Fluxo lipidico em insetos hematdéfagos apdés a ingestio de sangue, retratando a jornada
metabolica dos lipidios desde a digestio até o apoio a reproducio. Apos a digestdo do sangue no intestino
médio, os acidos graxos sdo absorvidos e convertidos em diacilglicerol (DAG), fosfolipidios (PL) e triacilglicerol
(TAG) pelos enterocitos. Estes lipidios sdo entdo exportados para a hemolinfatica lipoforina (Lp) via um receptor
especializado, para serem transportados para o corpo gorduroso e os ovarios. No corpo gorduroso, os lipidios se
acumulam como TAG dentro das goticulas lipidicas. A lipoforina entrega lipidios para o ovario vitelogénico,
processo que varia entre espécies no que diz respeito a internalizacdo da particula Lp. Dependendo das
necessidades fisiologicas do inseto, o corpo gorduroso pode liberar lipidios armazenados de volta para a Lp
circulante, destinando-os ao ovario ou ao intestino médio. No Rhodnius prolixus, os lipidios destinados ao intestino
médio so utilizados para formar membranas perimicrovilares (PMM). Em contraste, no Aedes aegypti e outros
dipteros, a Lp se enriquece com TAG. Em Panstrongylus megistus, a cadeia B da ATP sintase interage com a Lp
no intestino médio e no odcito. Esta figura sintetiza observagdes em insetos vetores estudados. Adaptado de Godim
etal., 2018.

No metabolismo de insetos hematofagos, a energia ¢ um recurso vital obtido através da
dieta, que ¢ predominantemente composta por sangue. Este fluido ¢ uma fonte rica em proteinas
e, até certo ponto, em lipidios e carboidratos, além de micronutrientes como vitaminas e

minerais, essenciais para atender as demandas metabolicas dos insetos (HAHN; DENLINGER,
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2011). Estes insetos desenvolveram um sistema altamente especializado para o processamento
desses nutrientes, com énfase no armazenamento eficiente de energia, principalmente sob a
forma de lipidios no corpo gorduroso. Tal armazenamento ¢ crucial, pois fornece a energia
necessaria para processos fisioldgicos criticos, como a metamorfose, maturagao sexual ¢ a
producdo de gametas, assim como garante a sobrevivéncia durante periodos de escassez
alimentar. As rotas lipogénicas, especificamente as vias do MAG e da Glicerol 3-Fosfato, sao
responsaveis pelo direcionamento dos lipidios para essas reservas (GONDIM et al., 2018).

Essa energia ¢ armazenada sob a forma de TAG, uma molécula complexa sintetizada a
partir de uma molécula de glicerol 3-fosfato e trés moléculas de acil-CoA, que s3o derivados
de 4cidos graxos. A manipulagdo dessas reservas ¢ uma fungdo vital, regulada com precisao
para assegurar que os estoques de TAG estejam disponiveis para serem mobilizados quando
necessario. A proteina Lsdl desempenha um papel importante na regulacdo desse processo,
prevenindo a ligagdo de lipases com as goticulas lipidicas e, portanto, controlando a
mobilizagdo dos lipidios armazenados (TOPRAK et al., 2020). Esse mecanismo permite que os
insetos hematdfagos respondam dinamicamente as variagdes de demanda energética, que
podem surgir de alteracdes fisioldgicas, como a metamorfose, ou de desafios ambientais, como
a falta de recursos alimentares (CANAVOSO et al., 2001; ARRESE & SOULAGES, 2010;
ASSIS et al., 2014; ROMA et al., 2010).
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9. MATERIAIS E METODOS

9.1. Colonia de Stomoxys calcitrans

Os insetos utilizados nos experimentos foram as moscas adultas F1 recém-emergidas na
coldnia de S. calcitrans mantidas no Laboratdrio de Parasitos e Vetores do ICBS/UFRRJ como
descrito em Florencio et al (2020). O sangue bovino utilizado foi obtido de um abatedouro em
Barra Mansa, RJ. Os animais sdo contidos para coleta de moscas do campo de acordo com
protocolo aprovado pelo CEUA-IV, n® 7280210922. Sendo utilizados adultos machos e fémeas
na mesma proporcao. Os adultos assim que emergidos foram separados em gaiolas distintas,
variando em quantidade e condi¢des de acordo com os experimentos a serem realizados. As
moscas foram anestesiadas a -20°C por 3 minutos e foram dissecadas em microscopio
estereoscopico em lamina escavada contendo PBS (solu¢do salina tamponada), com o auxilio
de pincas (Jewelers forceps, Dumont n°® 5, Sigma-Aldrich). Sendo dissecados, intestinos (médio

e posterior) e a carcaga (contendo corpo gorduroso).

9.2. Desenho de primers

Ap0s identificar a sequéncia de aminoéacidos de NOX, optamos por desenhar os primers
para qPCR com o auxilio do software PRIMER3 (Almeida-Oliveira et al., 2017). Os primers
foram planejados para amplificar produtos de PCR com tamanhos entre 120 e 215 pares de
bases, e as temperaturas de Melting estabelecidas variaram de 59 a 61°C. Desenvolvemos
primers especificos para os genes DUOX1, NOXS5, EF1 alfa (Elongation Factor-1 alpha) e
Rpl32 (Ribosomal Protein L.32), conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Primers especificos para os genes DUOX1, NOXS, EF1 e Rpl32. A tabela mostra os primers
desenhados para realizagdo dos enzaios de biologia molecular. NOX5 -NADPH Oxidase 5; DUOX1 — Dual
Oxidase; EF1 alfa - Elongation Factor-1 alpha; Rpl32 - Ribosomal Protein L32.

GENE FOWARD REVERSE EF'C';)NC'A sLop | R?

NOX5 CAG GCCCGT GGG ATTTTAGA GCG AAAGAGCTGCTCCAAAC 98,92 -3,35 | 0,99704
DUOX1 | GGC ATT CTC ACT CAA AGC GTG | CGC ACC AAG TGG CTATCT ACA | 10045 | -3.31 | 0,99235
EF1 ALF TGG ATT CCA CCG AAC CACC GGT CCATCC CTT GAA CCAG 96,43 -3,41 | 0,99932

RPI132 CAA CAG AGT ACGTCGTCGCT ATG GGC GATTTC ACC ACAGT 104,75 -3,21 | 0,99731
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Os genes NOX e DUOX foram desenhados a partir da sequéncias encontradas no NCBI
e que possuem similaridade com os genes de interesse, cujos produtos génicos possuem 0s
numero de acesso - XP_013108905.1, XP_013108908.1, XP_013100740.1, XP_013100748.1,
XP _013100749.1 no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

9.3. Extracdo de RNA

Para a extragdo, utilizamos 20 moscas adultas vivas expostas a diferentes estados
nutricionais: jejum, alimentacdo com sacarose a 10% e alimentagdo com sangue bovino
fresco,cada grupo por um periodo de 24 horas apds a emergéncia. As moscas foram anestesiadas
a -20 °C por 4 minutos. A disseccdo foi realizada sob microscopio estereoscopico, utilizando
pincas de disseccdo (Jewelers forceps, Dumont n° 5, Sigma-Aldrich), em laminas escavadas
contendo solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 para evitar a dessecacdo dos
orgaos isolados. Os homogenatos obtidos de 20 intestinos e de 20 corpos gordurosos foram
transferidos individualmente para microtubos, cada um contendo 1000 pL de reagente TRIzol
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

O RNA total foi extraido dessas amostras com TRIzol reagent, seguindo protocolo do
fabricante, contendo pequenas adaptagdes. A quantificagio do RNA foi determinada em
NanoDrop (ND-1000) (Thermo Scientific) e todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 de
2,0+0,1.

9.4. Sintese de cDNA

ApOs a extragdo, 1 ng de RNA total foi tratado com 1 U de DNase I (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a 37°C, em um volume final de 10 pL. A rea¢do foi interrompida por
incubacdo a 65°C por 10 minutos ap6s a adi¢ao de 1 pL. de EDTA (50mM). O RNA tratado foi
empregado na sintese de cDNA, utilizando random primers e 50 U de reverse transcriptase
MultiScribe™ MuLV do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher

Scientific), totalizando um volume final de 20 pL.

9.5. Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)
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As amplificacdes por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram conduzidas
utilizando o kit Tag PCR Master Mix (Qiagen) sob dois protocolos distintos. O primeiro
protocolo consistiu em um ciclo inicial de 2 minutos a 96°C, seguido de 40 ciclos, cada um com
45 segundos a 96°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C, e uma extensao final de 5
minutos a 72°C. Esta série de ciclos foi aplicada para andlises que empregavam um primer
controle. Os genes de referéncia utilizados foram EF1 alfa e Rpl32, ja descritos na tabela 1. O
segundo protocolo adotado seguiu 0 mesmo ciclo inicial de 2 minutos a 96°C, mas com 40
ciclos de 45 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C, finalizando também
com uma extensao de 5 minutos a 72°C, sendo este utilizado para amplificagdes com primers
do gene DUOX e NOX. Estes primers, projetados com o auxilio do software Primer3, possuiam
temperaturas de anelamento de 59°C e 61°C. Os produtos resultantes das reagdes de PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,8% e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

9.6. PCR Quantitativa (qPCR)

Os ensaios qPCR foram realizados em equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) usando SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Cada volume
final de 12 pL para cada amostra continha 3 pL de cDNA, 6 uL SYBR-Green, 0,48 puL de cada
primer e 2,04 uL de H>O ultrapura. Os pogos do controle negativo ndo continham cDNA. Os
genes de referéncia utilizados foram EF1 alfa e Rpl32, ja descritos na tabela 1. A reacao foi
realizada nas seguintes condigdes: 95°C por 2min e 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 30s.
Uma curva de dissociagdo de 60-95 °C foi incluida no final de cada execucdo de RT-qPCR para
verificar a especificidade dos amplicons para cada par de primers. Duas réplicas técnicas foram
executadas para cada amostra biologica. Além disso, para determinar a eficiéncia do processo
de amplificacdo, foi realizado a execucao de uma curva padrao, utilizando dilui¢des seriadas de

5x (1:1; 1:5; 1:25; 1:625) da amostra.

9.7. Deteccao de EROs em intestino de S. calcitrans

Para esse experimento foram utilizadas 30 moscas recém-emergidas divididas por igual
em gaiolas individuais, sendo alimentadas com sacarose (sugar), com sangue bovino (blood)

ou deixadas em jejum (unfed) por um periodo 24h para todas as condic¢des. Intestinos foram
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dissecados e marcados com 50 uM de sonda fluorescente “oxidant-sensitive fluorophore
dihydroethidium” (hidroetidina; DHE; Invitrogen), marcadora de EROs. Os intestinos foram
lavados com NaCl 0,15 M e imediatamente transferidos para uma lamina de vidro para analise
e intestino médio (IM) e intestino médio posterior (IMP) observados ao microscopio de
fluorescéncia. Os tecidos foram analisados por Microscopia de Fluorescéncia (Zeiss Axio
Observer Microscope) utilizando lente de 20% com tempo de exposicao de 80 ms para todas as
condigdes. As imagens foram adquiridas em um Zeiss Observer.Z1 com uma Zeiss Axio Cam
MrM Zeiss e os dados foram analisados no software AxioVision versao 4.8. O conjunto filtrante
(excitagdo BP 546/12 nm; divisor de feixe FT 580 nm; emissdao LP 590 nm) foi utilizado para
marcacao de DHE.

9.8. Quantificacio de Superoxido

A producdo de O foi avaliada por meio da reducdo do citocromo c¢. Em uma cubeta
de quartzo em um volume final de 800 pl, contendo 772 pl PBS 1x, 8 ul de superoxido
dismutase (SOD) 300 U/Ml, 8 ul de citocromo C 100 uM. A reagdo foi realizada na presenga e
na auséncia de SOD. Iniciou-se a reacdo com a adicao de 15 ul da amostra de homogenatos
contendo intestinos (médio e posterior) e corpos gordurosos de 15 moscas em trés diferentes
condig¢des: alimentadas com sacarose, com sangue bovino ou deixadas em jejum, por 24h para
cada condicdo apos recém-emergirem. E se acompanhou a redug¢do do citocromo ¢ em
espectrofotometro a 550 nm (time scan) por 10 minutos, sendo dividido com os 5 minutos
iniciais sem SOD e os 5 minutos finais com a adicdo de SOD. Para calcular a geracdo de
superoxido, foi feito o seguinte calculo: mudanga na absorbancia tempo inicial (Ato-ts + Smin
das amostras sem SOD - Ato-ts = Smin das amostras com SOD), dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do citocromo C de 19,5 mM™! em™ multiplicado pela quantidade de proteinas

da amostra. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes.

9.9. Producio de perdxido de hidrogénio (H202) apés diferentes dietas

Para avaliar a producdo de H»O,, homogenatos do intestino médio (IM), intestino
posterior (IP) e corpo gorduroso (CG) de 8 moscas recém-emergidas foram preparados. As

moscas foram submetidas a trés diferentes condi¢cdes nutricionais: alimenta¢ao com sacarose,
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com sangue bovino fresco ou em jejum, durante 24 horas para cada estado. Aos homogenatos,
adicionou-se 180ul de PBS e 6ul de inibidor de protease, seguidos pela maceragdo das
amostras, mantidas em gelo. Posteriormente, 20ul dos homogenatos foram incubados com 60ul
de PBS (pH 7,4), 10 pul de peroxidase de rabano (HRP) a 1 U/ml, 5ul de Amplex Red a 1,7 e
Sul de difenilenoiodonio (DPI) ou DMSO para controles, totalizando 100ul de reagdo
(Consentino et al., 2014). A presenga de H20: foi detectada pela formagdo do resorufina, um
fluoroforo catalisado pelo HRP, e sua leitura foi realizada em fluorimetro nas presengas e
auséncias de DPI, um inibidor da NADPH oxidase (Riganti et al., 2004). A deteccao
fluorimétrica ocorreu em 534nm de excitagdao ¢ 590nm de emissdo. As amostras também foram
submetidas a uma segunda leitura apds uma hora e a quantificacdo de proteinas foi realizada
utilizando 40ul das amostras. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes

9.10. Quantificacao de Grupamentos Tiois Oxidados

O método baseado na oxidagdo de RSH pelo acido 5,5'-dito-bis(2-nitrobenzdico),
conhecido como reagente de Ellman (DTNB), foi utilizado para a medi¢do dos grupamentos
tidis oxidados (RSSR) e reduzidos (RSH) (Dubovskiy et al., 2008; Consentino et al., 2014).
Uma amostra de 50 pL dos homogenatos IM, IP e PM foi incubada com écido cloridrico 1 mM
por 20 minutos para formar RSH. O pH da reagdo foi neutralizado com NaOH (pH 7,0), e 50
puL da amostra original e 50 pLL da amostra decomposta foram incubados com 500 pL. de DTNB
0,1% em PBS por 10 minutos a 37 °C. A absorbancia de RSH e RSH + RSSR foi medida em
um comprimento de onda de 412 nm usando um leitor de microplacas Plate Chameleon V
(Hydex Solutions, EUA). Uma solugdo de cisteina foi usada para a preparacao de uma curva
padrao. A concentracdo de RSSR foi calculada pela diferenga entre a concentracao final de
grupamentos tiois reduzidos pelo acido cloridrico (RSH + RSSR) e a concentragdo inicial da
amostra de RSH. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes

9.11. Ensaio de Superoxido Dismutase (SOD)
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Para a medi¢do da atividade da SOD, um aliquota de 20 pL da amostra foi adicionada a
um meio reacional contendo PBS, 0,02 U/ml de xantina oxidase, 20 uM de citocromo c, 0,1
mM de EDTA, 5 mM de KCN; 100 uM de xantina foi usado como substrato. A reacao foi
iniciada pela adi¢ao de 20 puL de xantina ao meio reacional em cubeta de quartzo com volume
total de 1000 pL. As leituras foram obtidas seguindo a reducdo do citocromo c em
espectrofotdmetro a 550 nm (time scan) a cada 30 segundos. Este método utiliza o sistema
xantina-xantina oxidase como gerador de radicais superdxido, que sao utilizados para a
oxidagdo do citocromo c. A atividade da superoxido dismutase ¢ determinada pela capacidade
desta enzima de competir com o citocromo ¢ pelo superéxido. Assim, uma unidade de atividade
da SOD corresponde a uma inibi¢do de 50% da reagdo entre superoxido e citocromo ¢ (Mccord
e Fridovich, 1969; Consentino et al., 2014). Os resultados estdo expressos como média de trés

experimentos independentes

9.12. Ensaio de Catalase

Para medir a atividade da catalase, 15 pL. das amostras foram adicionadas a um meio
reacional contendo 100 mM de Tris-HCI (pH 7.4). A reagdo foi iniciada pela adi¢do do
substrato, 8 mM de H20». A dismutagdo do H>O; foi monitorada em uma cubeta de quartzo em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 240 nm por 5 minutos com leituras a cada
60s, adaptando o descrito por Consentino et al. (2014). A atividade da catalase foi calculada
usando o coeficiente de extingdo molar do H202, 36 Mlem!, e é expressa em mmol de H,O,
por mg de proteina por minuto. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes

9.13. Ensaio de Glutationa Peroxidase (GPx)

Para medir a atividade da GPx, 15 pL das amostras foram adicionadas a um meio
reacional contendo PBS (pH 7.4), 100 mM de azida de s6dio, 1 mM de EDTA, 1 mM de GSH,
0,1 mM de NADPH, 2 U/ml de glutationa redutase; 0,25 mM de H202 foi usado como
substrato. A amostra (15 pL) foi pré-incubada no meio, e a reagdo foi iniciada pela adi¢ao de
peroxido de hidrogénio. A oxidagdo de NADPH foi monitorada em uma cubeta de quartzo

usando um espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 340 nm por 300 s; leituras foram
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obtidas a cada 60 s, conforme descrito por Consentino et al. (2014). A atividade da GPx foi
calculada subtraindo a absorbancia do branco (na auséncia da amostra) ¢ usando o coeficiente
de extingdio molar do NADPH, 6,22 mM™ cm™; a atividade é expressa em nmol de NADPH por
mg de proteina por minuto. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes

9.14. Determinacio de Triacilglicerol (TAG)

Os niveis de Triacilglicerol foram determinados pelo método enzimatico-colorimétrico
(reacdo de Trinder). Para este ensaio, foi utilizado o kit Triglicérides Liquiform (Labtest, ref.
87-2/100). A concentragdo minima detectavel ¢ de 3 mg/dl, com coeficiente de variacio
interensaio < 2,0%. Os resultados estdo expressos como média de trés experimentos

independentes

9.15. Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade inicialmente, média e desvio padrdo. Se
os dados passarem no teste de normalidade, os grupos serdo submetidos ao teste de One-way
ANOVA ou Two-way ANOVA seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. Valor de
significancia sera considerado como P < 0,05. O software de estatistica usado foi o GraphPad

PRISM 6.0 (San Diego, CA, Estados Unidos).
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10. RESULTADOS

10.1. Expressao Relativa de genes NOX em S. calcitrans

Para determinar os padroes de expressao das NOX, especificamente das isoformas
NOXS5 e DUOXI1, em diferentes o6rgaos de S. calcitrans e seu potencial papel na produgdo de
EROs, na fisiologia, no desenvolvimento e na infec¢ao do inseto, foram projetados iniciadores
baseados em sequéncias obtidas através de analises in silico. Realizamos ensaios de qPCR em
nossos experimentos para detectar a presenca desses genes no intestino € no corpo gorduroso
de S. calcitrans submetidos a diferentes estados nutricionais durante um periodo de 24 horas
apos a emergéncia. As condi¢gdes incluiram moscas alimentadas com sacarose, em jejum e
alimentadas com sangue. Adicionalmente, avaliamos a eficiéncia dos iniciadores projetados.
Os resultados demonstraram que o nimero de moléculas dobrava em consondncia com as
diluigdes realizadas, evidenciando uma eficiéncia de expressdo de 98,92% para NOX e
100,45% para DUOX.

Nossos resultados indicaram a expressdo relativa dos genes NOX5 e DUOX em
moscas-dos-estdbulos submetidas a diferentes estados nutricionais 24 horas apds a
emergéncia, especificamente no intestino médio (IM) (Fig. 13). Ao analisarmos a expressao

dessas enzimas, notamos uma expressao diminuida de DUOX em comparagdo a de NOXS.
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Figura 13. Expressiao relativa dos genes de NADPH oxidase no intestino de Sfomoxys calcitrans sob
diferentes estados nutricionais. No Grafico A (Intestino NOX), as barras azuis mostram a expressao
do gene NOX5 em moscas alimentadas com sacarose, as amarelas em jejum e as vermelhas
apods alimentagdo com sangue, todas 24 horas apds emergéncia. Grafico B (Intestino DUOX)
apresenta a expressao do gene DUOX1 seguindo a mesma representacao de estados nutricionais

de A. As alteragdes nas barras refletem as diferencas na expressao génica de NOX5 e DUOX1 associadas a cada
condicao nutricional testada.

A expressdo de NOXS ¢ aumentada em resposta ao jejum e ainda mais ao alimentar-se
de sangue. Isso pode indicar que NOXS esta envolvido na resposta ao estresse nutricional ou
na digestdo do sangue. J& em DUOXI tem sua expressdo drasticamente reduzida no jejum,
sugerindo que pode ser menos importante ou inibido neste estado nutricional. A normalizagao
da expressdo apos a alimentacao de sangue sugere que sua expressao ¢ mantida em niveis basais
quando as moscas estdo alimentadas, independentemente do tipo de alimentagao.

Ao analisarmos os niveis de expressao no corpo gorduroso (CG) (Fig. 14), observamos
que a tendéncia anterior se mantém, com a expressao do gene NOXS superando a de DUOX.
Os genes NOXS apresentaram niveis de expressdo semelhantes, tanto nas moscas em jejum

quanto naquelas alimentadas com sangue. Em DUOX 1 os niveis sdo aparentemente

semelhantes.
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Figura 14. Expressdo relativa dos genes de NADPH oxidase no Corpo Gorduroso (CG) de Stomoxys
calcitrans em resposta a diferentes estados nutricionais. No Grafico A (CG NOX), as barras azuis representam
moscas alimentadas com sacarose, as barras amarelas indicam moscas em jejum e as barras vermelhas moscas
alimentadas com sangue, todas 24 horas apds a emergéncia. Grafico B (CG DUOX) segue a mesma representagiao
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de cores para os estados nutricionais, exibindo a expressdo do gene DUOX1. As alteracdes nas barras refletem as
diferencgas na expressdo génica de NOX5 e DUOXI1 associadas a cada condi¢@o nutricional testada.

No Corpo Gorduroso de S. calcitrans, os niveis de expressao do gene NOXS5
apresentaram aumento tanto em condi¢des de jejum quanto apos alimentacdo com sangue,
porém com pouca diferenca com as alimentadas com sacarose. Mantendo niveis semelhantes
de expressdo. Por outro lado, a expressao do gene DUOXI1 foi menor. Registrou-se uma
diminui¢do leve nas moscas em jejum, com subsequente retorno aos niveis comparaveis aos do

grupo controle nas moscas que se alimentaram de sangue.

10.2.Geracao de Superoxido (O2"") em diferentes condi¢cdes alimentares

Compreendendo a importancia do intestino médio (IM) e do intestino posterior (IP)
como locais de entrada primdrios para nutrientes € uma variedade de microrganismos,
procedeu-se a andlise da geragdo do anion superoxido (O2"") nesses tecidos. Adicionalmente,
examinou-se o corpo gorduroso, dada sua relevancia em multiplos processos fisiologicos em
insetos. Este tecido ¢ crucial para o metabolismo intermediario e a produgdo de componentes
da hemolinfa. Também estd envolvido no estresse oxidativo, geragdo de EROs, regulagdo
redox, e na sintese de peptideos antimicrobianos. Conecta-se igualmente com a detoxificagao
e com fungdes vitais do sistema imunologico (SCANDALIOS, 2005; HU et al., 2016;
BAYLIAK et al., 2019)

Para avaliar a produgdo de O, em tecidos de S. calcitrans submetidos a distintos
estados nutricionais e dietas, conduziram-se testes para quantificar essa ERO por meio de
ensaios que envolvem a oxidagcdo do citocromo ¢ pelo O™ presente nas amostras.
Homogenatos contendo diferentes segmentos do intestino, tanto médio (IM) quanto posterior
(IP), bem como do corpo gorduroso (CG), foram preparados. Cada conjunto de moscas foi
categorizado em trés diferentes condi¢des por um periodo de 24 horas apos a emergéncia das
pupas, dividindo-as em grupos em jejum, alimentados com sacarose e alimentados com
sangue.

Nossos resultados iniciais demonstraram uma alta produgiio de O2 no IM de moscas
em jejum e alimentadas com sangue que tiveram resultados praticamente iguais, contudo o
resultado foi em baixo ao analisarmos as moscas alimentadas apenas com sacarose (Figura

15). O resultado demonstra avaliagdo por tempo, pois quanto maior a velocidade da redugao

51



do citocromo ¢ maior sera a producio de O, na amostra. Em outros tecidos ocorreu uma
menor quantificagdo da enzima nessas condi¢des, porém foi observado maiores niveis
producgdo de O2 no IP e CG das moscas alimentadas apenas com agticar, apresentando uma
diferenga de aproximadamente 28% quando comparamos o IP dessas moscas com o IM das

moscas em jejum e 11% em relacdo ao IM das alimentadas com sangue.
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Figura 15. Geracio de Superodxido (O2"") em diferentes tecidos de S. calcitrans expostos a condicdes de
dietas especificas. A atividade de O, ™ foi medida em homogenatos do intestino médio (IM), intestino posterior
(IP) e corpo gorduroso (CG, expostas por um periodo de 24h logo apds emergirem a diferentes condi¢des: em
jejum (barras brancas), alimentadas com sacarose (barras azuis) ¢ alimentadas com sangue (barras vermelhas).
Amostras (15 pl) foram incubadas em uma cubeta de quartzo contendo 772 ul PBS 1x, 8 ul de superdxido
dismutase (SOD) 300 U/MI, 8 pl de citocromoc 100 uM. Avaliando o tempo de reducdo do citocromo c. As
diferencas estatisticas foram determinadas através de One-way ANOVA seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Tukey. Os valores representam a média = SEM de pelo menos trés experimentos independentes. (*
p<0.05. ¥* p<0.001. *** p<0.0001 ****p < 0.0001)

As analises comparativas entre os tecidos das moscas de um mesmo grupo evidenciaram
a produgdo de O, por cada amostra de homogenato. Os resultados indicam que o intestino
médio (IM) e o intestino posterior (IP) apresentam uma produ¢do mais elevada de O2'™ nas
distintas condi¢des alimentares em comparacao ao corpo gorduroso (CG). A tinica excec¢ao foi
observada no IM das moscas alimentadas com sacarose, onde a geragao dessa ERO ocorreu em
niveis inferiores, porém nos outros tecidos os niveis de O2"~ em dietas compostas de sacarose

foram maiores.

10.3. Producio de Perdxido de hidrogénio

Para quantificarmos a geragao de H202, um tipo de espécie reativa de oxigénio (ERO),

utilizamos moscas adultas recém emergidas alimentadas com sacarose, com sangue bovino
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ou deixadas em jejum, submetidas a essas condi¢des por 24h. Foram dissecadas um grupo de
8 moscas adultas, para cada condi¢dao, e homogenatos de tecidos do intestino médio (IM),
intestino posterior (IP) e corpo gorduroso (CG) foram utilizados para quantificacdo da
producdo de H>O», sendo analisada utilizando um marcador fluorescente (Amplex Red) e
medida em fluorimetro na auséncia ou presenca de difenilenoiodénio (DPI), um potente

inibidor de flavoenzimas, como a DUOX, por um periodo de 1h (Figura 16).
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Figura 16. Quantificacdo de H20: em diferentes grupos de homogenatos de tecidos de S. calcitrans
expostos a diferentes condi¢oes alimentares. (A) Analise de diferentes homogenatos de drgdos S. calcitrans
em jejum por 24h apds recém-emergirem, tradados (barras pretas) ou ndo tratados (barras brancas) com
difenilenoiodonio (DPI). (B) Analise de diferentes homogenatos de orgdos S. calcitrans alimentadas com
sacarose por 24h apos recémemergirem, tradados (barras pretas) ou ndo tratados (barras brancas) com DPI. (C)
Analise de diferentes homogenatos de o6rgdos S. calcitrans alimentadas com sangue por 24h apods recém-
emergirem, tradados (barras pretas) ou nao tratados (barras brancas) com DPI. Os valores representam a média

+ SEM de pelo menos trés experimentos independentes. (* p<0.05. ** p<0.001. *** p<0.0001 ****p < 0.0001)

Esses resultados revelam padrdes de produgdo de peroxido de hidrogénio (H202) nos
trés grupos estudados. No intestino médio (IM) de moscas em jejum (A) e daquelas
alimentadas com sangue (C), observou-se uma diminui¢do acentuada nos niveis de H>O; em

comparac¢ao com os tecidos tratados com DPI. Entretanto, no IM das moscas que consumiram
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sacarose, ndo houve diferenga. J4 no caso das moscas alimentadas com sacarose a 10% por
24 horas (B), os resultados diferiram em relacdo aos demais grupos. Os niveis de H>O»
mostraram diferengas significativas entre o controle e o tratamento no intestino posterior (IP)
e no corpo gorduroso (CG). Uma variacdo também foi notada no IP das moscas em jejum.
Nao se detectaram diferencas significativas nos niveis de H>O» no corpo gorduroso das
moscas alimentadas com sangue ou em jejum.

Na avaliacao da producao de peroxido de hidrogénio (H2O») entre os diferentes tecidos
lado a lado (Figura 17), observou-se que os niveis sdo significativamente mais elevados no
intestino médio (IM) das moscas alimentadas com sangue, apresentando grande disparidade
em comparacdo com 0s outros grupos, especialmente em relagdo as moscas que foram

alimentadas exclusivamente com sacarose. A diferenga entre esses grupos chega a quase 50%.
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Figura 17. Comparacéo da producio de H20: entre diferentes érgaos divididos em grupos de homogenatos
de S. calcitra expostos a diferentes condicdes alimentares. O grafico demonstra a comparagio da produgao
H,O, entre homogenatos de intestino médio (IM), intestino posterior (IP) e corpo gorduroso (CG) de S.
calcitrans expostos a trés diferentes condigdes: em jejum (barras brancas), alimentadas com sacarose (barras
azuis) e alimentadas com sangue (barras vermelhas) apos 24h de emergirem como individuos adultos. As
diferengas estatisticas foram determinadas através de Two-way ANOVA seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Tukey. Os valores representam a média + SEM de pelo menos trés experimentos independentes. (*
p<0.05. ** p<0.001. *** p<0.0001 ****p < 0.0001)

A variagdo nos niveis de perdxido de hidrogénio (H>O») entre os grupos tratados,
observada apo6s 1 hora, também ¢ evidenciada em graficos especificos para cada tecido.
Notavelmente, o intestino médio (IM) das moscas alimentadas com sangue exibe uma producao
substancialmente maior dessas espécies reativas de oxigénio (EROs) em comparac¢do ao IM das
moscas alimentadas com sacarose e aquelas em jejum, com a producao sendo até duas vezes

maior do que nestes ultimos grupos. Além disso, ao examinar individualmente os o6rgaos,
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percebe-se que o IM das moscas em jejum apresenta diferencas estatisticas significativas em
relag@o aos intestinos das moscas alimentadas com sacarose. No intestino posterior (IP), hd um
declinio mais acentuado entre os grupos em jejum quando comparados ao grupo alimentado
com sangue.

Quando os resultados sdo normalizados pelo corpo gorduroso, constata-se que os niveis
de producdo de H»>O; sdo semelhantes entre as condigdes analisadas, com a excec¢do da
comparagao entre jejum e alimentagdo sanguinea. Essa produgao de H>O» pode estar associada
tanto a acao das NADPH oxidases (NOX) em conjunto com superoxido dismutases (SOD), que

convertem o radical superoxido (O2"") em H20O», quanto a atividade de diversas outras enzimas.

10.4. Oxidacao dos Grupos Tiois em Stomoxys calcitrans em Resposta a Diferentes

Estados Nutricionais

A andlise dos niveis de oxidagdo dos grupos tidis nos tecidos de S. calcitrans revelou
uma influéncia significativa do estado nutricional, conforme demonstrado na Figura 18.
Observou-se que, no Intestino Médio (IM), as moscas que se alimentaram de sangue
apresentaram um aumento notavel na oxidagao dos tidis (barra vermelha) em comparagdo com
aquelas alimentadas com sacarose (barra azul) e as em jejum (barra amarela), com valores de

RSH/RSSR significativamente elevados.
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Figura 18. Variacio na oxidacio dos grupos tidis em Stomoxys calcitrans submetidas a diferentes estados
nutricionais. O grafico representa a quantidade de grupos tidis oxidados nos tecidos de Intestino Médio (IM),
Intestino Posterior (IMP) e Corpo Gorduroso (CG) ap6s 24 horas de alimentagdo com sangue (barras vermelhas),
sacarose (barras azuis) e em jejum (barras amarelas). As alturas das barras indicam os niveis de RSH/RSSR
medidos. Os dados sugerem uma maior oxidacao dos ti6is no IM em moscas alimentadas com sangue, enquanto
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no IMP, a alimentacdo com sangue resulta em uma oxidacdo reduzida quando comparada com a sacarose. (*
p<0.05. ¥* p<0.001. *** p<0.0001 ****p < 0.0001)

Contudo, no Intestino Posterior (IMP), as moscas alimentadas com sangue mostraram
um nivel de oxidacdo dos tidis significativamente reduzido quando comparado com as
alimentadas com sacarose. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre moscas alimentadas com sangue e aquelas em jejum no IMP.

No tecido do Corpo Gorduroso (CG), os niveis de oxidacdo dos grupos tidis
mantiveram-se baixos € ndo apresentaram variagdo significativa entre os diferentes estados

nutricionais.

10.5. Atividade de SOD em S. calcitrans

Prosseguindo com a nossa investigagao sobre as respostas bioquimicas de S. calcitrans
ao estresse oxidativo, focamos na atividade da superéxido dismutase (SOD), uma enzima
crucial que atua na primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo.

A atividade da SOD foi quantificada em trés tecidos distintos, Intestino Médio (IM),
Intestino Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG), ap6s 24 horas em que as moscas foram

mantidas em jejum, alimentadas com sacarose ou alimentadas com sangue (Figura 19). Os

niveis de atividade sdo expressos em unidades por micrograma de proteina.
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Figura 19. Atividade da Superoéxido Dismutase (SOD) em Stomoxys calcitrans em resposta a diferentes
regimes nutricionais. A atividade da SOD, expressa em unidades por micrograma de proteina, ¢ apresentada nos
tecidos Intestino Médio (IM), Intestino Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG). Grupos de moscas foram
submetidos a jejum (barras brancas), alimentadas com sacarose (barras cinzas) e com sangue (barras pretas)
durante 24 horas. Os simbolos de asterisco indicam significancia estatistica nos niveis de atividade da SOD entre
os diferentes estados nutricionais: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, ****p < 0.0001.

Observamos que, no IM, moscas em jejum e alimentadas com sangue mostraram uma
atividade de SOD significativamente superior comparativamente as alimentadas com sacarose,
sugerindo uma resposta antioxidante mais pronunciada nestas condi¢des nutricionais. Isso pode
estar relacionado com os elevados niveis de superoxido e peroxido de hidrogénio anteriormente
detectados, o que implica uma maior necessidade de atividade da SOD para a detoxificagdo de
radicais livres.

No IP, a atividade da SOD nas moscas alimentadas com sacarose foi maior que a
observada no grupo em jejum, mas inferior aquela das moscas alimentadas com sangue. Esta
diferenga pode refletir um ajuste metabodlico especifico aos diferentes substratos energéticos e
ao consequente estresse oxidativo.

No CG, as moscas em jejum e sangue apresentaram a menor atividade de SOD, em
contraste acentuado com as moscas alimentadas com sacarose. Estes resultados indicam que o
Corpo Gorduroso pode ser um tecido chave na modulagdo da resposta antioxidante frente a
diferentes condi¢des nutricionais, particularmente em resposta ao metabolismo ativo apds a

alimentagao.

10.6. Avaliacao da Atividade Antioxidante em S. calcitrans: Catalase e Glutationa

Peroxidase

Em complemento aos estudos de moléculas pro-oxidantes anteriormente discutidos, a
presente se¢do expde uma analise detalhada das defesas antioxidantes em S. calcitrans, com
énfase na atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase. Estas enzimas
desempenham fungdes vitais na protecdo celular contra danos oxidativos, catalisando a
decomposicdo de perdxidos e impedindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio.
Portanto, a medicao de suas atividades € crucial para entender como esses insetos enfrentam
o estresse oxidativo decorrente de diferentes condi¢des nutricionais.

A atividade da catalase em trés tecidos distintos de Stomoxys calcitrans: Intestino

Médio (IM), Intestino Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG) (Figura 20). Os insetos foram
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submetidos a trés regimes alimentares por um periodo de 24 horas apds emergirem: jejum,

alimentacdo com sacarose e alimentagdo com sangue.
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Figura 20. Atividade da catalase em Stomoxys calcitrans submetidas a diferentes estados nutricionais. O
grafico apresenta a atividade enzimatica nos tecidos Intestino Médio (IM), Intestino Posterior (IP) e Corpo
Gorduroso (CG) medida como milimoles de perdxido de hidrogénio degradados por minuto por miligrama de
proteina (mmol H202/min/mg proteina). Os insetos foram divididos em grupos que passaram por jejum (barras
brancas), foram alimentados com sacarose (barras azuis) e alimentados com sangue (barras vermelhas), todos por
um periodo de 24 horas ap6s a emergéncia. As letras acima das barras (a, b, ¢) indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos, com grupos distintos ndo compartilhando a mesma letra conforme analise estatistica
apropriada.

Os resultados mostraram que, no IM, a atividade da catalase foi significantemente
maior nas moscas alimentadas com sacarose, comparativamente aos grupos em jejum e
alimentados com sangue. Contrastando com isso, no IP, a atividade da catalase foi
consideravelmente reduzida em todos os grupos, principalmente nas alimentadas com sangue,
quando comparado com o0s outros grupos nutricionais, que mantiveram niveis similares entre
si. No CG, a atividade da catalase nas moscas alimentadas com sacarose os niveis de catalase
foram mais altos em relag@o aos outros grupos. Ja alimenta¢do com sangue ndo apresentou
diferencas significativas frente as moscas em jejum, mas se distinguiu do grupo alimentado
com sacarose.

Apoés a andlise da atividade catalitica da catalase, voltamos nossa ateng¢do para a
atividade da glutationa peroxidase (GPx), uma enzima essencial na redug¢dao de peroxidos
lipidicos e hidroperoxidos, funcionando como um biomarcador da resposta antioxidante

intracelular. Este estudo foi conduzido paralelamente para avaliar como os mesmos estados
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nutricionais afetam outro componente vital do sistema de defesa antioxidante em S.
calcitrans.

Os dados demonstram a atividade de GPx nos tecidos Intestino Médio (IM), Intestino
Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG), apos 24 horas de exposicao a trés diferentes regimes
alimentares: jejum, sacarose e sangue (Figura 21). As atividades enzimdticas foram
quantificadas em termos de nanomoles de NADPH oxidado por minuto por miligrama de

proteina (nm de NADPH/min/mg proteina).
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Figura 21. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em tecidos de Stomoxys calcitrans submetidas a
diferentes condices nutricionais. A atividade da GPx ¢ medida em nanomoles de NADPH oxidado por minuto
por miligrama de proteina (nm de NADPH/min/mg proteina) nos tecidos do Intestino Médio (IM), Intestino
Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG). Os grupos de moscas foram submetidos a jejum (barras brancas),
alimentag@o com sacarose (barras azuis) e alimentagao com sangue (barras vermelhas) por um periodo de 24 horas
apos emergirem. As letras 'a', 'b' e 'c' indicam diferencas estatisticas significativas entre as condi¢des nutricionais
dentro de cada tecido, onde grupos que ndo compartilham a mesma letra diferem significativamente entre si.

No Intestino Médio, as moscas alimentadas com sacarose exibiram uma atividade de
GPx significativamente superior em compara¢do com 0s outros grupos, implicando que a
ingestao de sacarose pode manter niveis antioxidantes nesse tecido. No Intestino Posterior, a
mesma tendéncia foi observada, com a sacarose induzindo a maior atividade enzimatica.

No Corpo Gorduroso, a alimentagao tanto com sacarose quanto com sangue aumentou
de forma marcante a atividade de GPx em comparagdo com o grupo em jejum (letra 'a’). Este
aumento pode ser um reflexo da demanda aumentada por mecanismos antioxidantes para
neutralizar o estresse oxidativo proveniente do metabolismo ativo dos nutrientes absorvidos

ou pela falta deles.
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10.7. Producido de EROs em intestinos de S. calcitrans

Considerando os resultados anteriores e observando a produ¢cdo de EROs em partes
dos intestinos de S. calcitrans e sua varia¢ao de acordo com as condi¢des 0s quais as moscas
utilizadas foram expostas, buscando complementar as analises iniciais, decidimos avaliar a
producdo EROs no epitélio do intestino médio de moscas recém-emergidas colocadas em
periodo de 24h nas seguintes condi¢des: em jejum, alimentadas com sacarose e com sangue
bovino. A producdo de EROs foi observado pelo aumento da fluorescéncia da sonda DHE

sensivel a EROs (Figura 17, 18 e 19).
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Figura 22. Geragio de EROs em intestino de moscas S. calcitrans em jejum por 24h apos emergirem. O
intestino dissecado foi incubado a 28°C por 30 min em solugdo contendo 100 uM de DHE. 1 — 1M, 2 — IM alto
contraste, 3 — IP, 4 — IP alto contraste. Os pontos brancos indicam a produgdo de EROs, quanto maior a
fluorescéncia maior a produgdo. Os tecidos foram analisados por Microscopia de Fluorescéncia (Zeiss Axio
Observer Microscope) utilizando lente de 20x com tempo de exposi¢do de 80 ms para todas as condigdes. As
imagens sdo representativas de um total de 10 intestinos analisados. Quantificagao de fluorescéncia utilizando o
software Zeiss Axio Observer Quantification. barra de escala 2 pm.
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Figura 23. Gera¢do de EROs em intestino de moscas S. calcitrans alimentadas com sangue por 24h apos
emergirem. O intestino dissecado foi incubado a 28°C por 30 min em solugdo contendo 100 uM de DHE. 1 —
IM, 2 — IM alto contraste, 3 — IMp, 4 — IMP alto contraste. Os pontos brancos indicam a produgdo de EROs,
quanto maior a fluorescéncia maior a produgdo. Os tecidos foram analisados por Microscopia de Fluorescéncia
(Zeiss Axio Observer Microscope) utilizando lente de 20% com tempo de exposicdo de 80 ms para todas as
condi¢cdes. As imagens sdo representativas de um total de 10 intestinos analisados. Quantificagdo de
fluorescéncia utilizando o software Zeiss Axio Observer Quantification. barra de escala 2 um.
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Figura 24. Geracao de EROs em intestino de moscas S. calcitrans alimentadas com sacarose por 24h apos
emergirem. O intestino dissecado foi incubado a 28°C por 30 min em solugdo contendo 100 pM de DHE. 1 —
IM, 2 — IM alto contraste, 3 — IP, 4 — IMP alto contraste. Os pontos brancos indicam a produ¢ao de EROs, quanto
maior a fluorescéncia maior a produg@o. Os tecidos foram analisados por Microscopia de Fluorescéncia (Zeiss
Axio Observer Microscope) utilizando lente de 20x com tempo de exposicao de 80 ms para todas as condigdes.
As imagens sdo representativas de um total de 10 intestinos analisados. Quantificag@o de fluorescéncia utilizando
o software Zeiss Axio Observer Quantification. barra de escala 2 pum.
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Na avalia¢do da producdo de EROs observou-se o aumento dramatico na geragao
dessas moléculas em intestinos de moscas em jejum (Figura 17) e alimentadas com sangue
(Figura 18), observado pelo aumento da fluorescéncia da sonda DHE sensivel a EROs. Esse
aumento foi observado na zona opaca localizado na parte final do intestino médio se ligando
com inicio do intestino posterior, que ¢ composta por diversas vesiculas secretoras que
sintetizam e secretam diversas proteases digestivas, enzimas podem contribuir para a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como um subproduto de suas atividades
metabolicas. Além disso, devemos levar em consideracdo a alimentacao sanguinea e a
inani¢do das moscas.

No intestino de moscas alimentadas com sacarose (Figura 19), apesar de uma pequena
fluorescéncia que indica producdo de EROs, os niveis foram bem menores quando

comparamos as imagens, corroborando com os resultados anteriores de producao de EROs.

10.8. Metabolismo de TAG em S. calcitrans

Nossas andlises buscaram, por meio da quantificagdo de triacilglicerol (TAG) em
diferentes tecidos compreender a relagdo entre a atividade redox e a metabolizacao de lipidios
em S. calcitrans. Esta andlise € particularmente relevante em virtude dos resultados anteriores
que indicaram niveis elevados de peroxido de hidrogénio e superoxido, assim como alteracdes
na atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase (GPx), que podem influenciar o metabolismo lipidico. Estes fatores
podem desempenhar um papel crucial nas rotas de sintese e degradagao de lipidios (Figura
25).

No Intestino Médio (IM), as moscas alimentadas com sacarose apresentaram um
aumento na concentracdo de TAG comparativamente as moscas em jejum, com significancia
estatistica. Este aumento, embora relevante, ¢ eclipsado pelos niveis ainda mais elevados de
TAG nas moscas alimentadas com sangue, marcados por uma diferenca extremamente
significativa. A marcante acumulacdo de TAG em moscas alimentadas com sangue pode refletir
um mecanismo de adaptacao metabodlica onde, perante o estresse oxidativo mais intenso gerado
pela alimentacdo rica em proteinas do sangue, a sintese de TAG ¢ potencialmente amplificada

como forma de sequestrar acidos graxos livres, reduzindo assim o risco de peroxidag¢ao lipidica.
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Figura 25. Concentracgodes de Triacilglicerol (TAG) em Stomoxys calcitrans submetidas a diferentes estados
nutricionais. O grafico exibe as quantidades de TAG por micrograma de proteina nos tecidos de Intestino Médio
(IM), Intestino Posterior (IP) e Corpo Gorduroso (CG). As moscas foram categorizadas em trés grupos: em jejum
por 24h ap6s a emergéncia (barras amarelas), alimentadas com sacarose por 24h ap6s a emergéncia (barras azuis)
e alimentadas com sangue por 24h apds a emergéncia (barras vermelhas). A significancia estatistica ¢ indicada por
asteriscos, representando *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 ¢ ****p<0.0001.

No Intestino Posterior (IP), ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos. Ja no Corpo Gorduroso (CG), o perfil de concentracdo de TAG reforga a tendéncia
observada no IM, com as moscas alimentadas com sangue exibindo a maior quantidade de TAG,
sugerindo uma forte correlacao entre a ingestdo de sangue, o estresse oxidativo e o acimulo de
lipidios. As moscas alimentadas com sacarose também mostraram niveis elevados de TAG em
comparag¢do as em jejum, mas menos pronunciados do que nas moscas alimentadas com sangue.

Os niveis baixos de triacilglicerol (TAG) podem estar ligados a fatores metabolicos e
fisiologicos, como o uso de reservas energéticas, metabolismo mais acelerado pos-emergéncia,
ou como jejum pode induzir estresse oxidativo, o que, por sua vez, pode ativar vias de
sinalizagdo que levam a degradagdo de componentes celulares, incluindo lipidios, por meio de

processos como a autofagia.
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11. DISCUSSAO

A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) representa um vetor mecanico de
patogenos de relevancia veterindria, acarretando significativas perdas economicas na pecudria
(KHAFILA et al., 2022). Logo, identificar métodos eficazes para controlar a proliferacao dessa
mosca ¢ crucial. Estudos recentes destacam o papel das espécies reativas de oxigénio (EROs)
em uma série de processos fisioldgicos em artropodes. As NADPH oxidases (NOX) sao
apontadas como algumas das enzimas primordiais na geragdo de EROs em diversos organismos
(SIES e JONES, 2020). Assim, focar em estudos sobre moléculas envolvidas na fisiologia, no
metabolismo vetorial e na imunologia de artropodes, como as enzimas NOX, emerge como uma
estratégia promissora para o controle de dipteros, a exemplo de S. calcitrans.

Em varios modelos animais, inclusive em insetos que sdo vetores cruciais de doencas
humanas, tanto as EROs quanto as NADPH Oxidases (NOX) t€m sido reconhecidas por seu
papel fundamental na imunidade intestinal e na atividade redox. Neste estudo, analisamos duas
enzimas cruciais para o equilibrio redox: NOX5 e DUOXI, produtoras de EROs.

Nosso objetivo foi investigar se S. calcitrans expressa essas distintas isoformas da
familia NADPH oxidases, associadas a producao de EROs. Utilizando sequéncias identificadas
por nosso grupo no banco de dados do NCBI, descritas como proteinas hipotéticas em S.
calcitrans e semelhantes a isoformas de NOX, construimos uma arvore filogenética para
examinar a relacdo entre artropodes com genes andlogos a essas moléculas. Além disso,
desenvolvemos primers para analisar pela primeira vez expressao dessas NOX em S. calcitrans.
A similaridade entre os grupos ¢ predominantemente alta (maioria acima de 50%), com uma
alta taxa de replicagdo em muitos dos ramos, repetindo-se em mais de 50% das 1000 replicatas.
Isso sugere que estamos diante de uma molécula altamente conservada ao longo da evolugao,
mantendo suas conexdes ancestrais. As sequéncias dessas NOX apresentam identidade de 86-
82% com NOXS5 de M. domestica e 70-75% com NOXS de D. melanogaster. As outras duas
sequéncias apresentam similaridades com DUOX1/2 de D. melanogaster.

A realizacdo da qPCR utilizando os primers desenhados nos possibilitou observar pela
primeira vez a expressdo dessas isoformas de NOX em diferentes orgdos de S. calcitrans,
ligando nossos resultados com pesquisas que indicam a presenca de subfamilias NOXS e

DUOX em varios grupos de artropodes. Varios estudos sobre DUOX em dipteros relacionam

64



seu papel na defesa microbicida e no controle da homeostase do microbioma intestinal
(GANDARA E OLIVEIRA, 2023).

Na analise da expressao génica, observou-se que o gene NOXS apresentou um aumento
na expressao em condigdes de jejum, que foi ainda mais acentuado quando as moscas foram
alimentadas com sangue. Este perfil sugere uma possivel participagdo da NOXS5 em
mecanismos de adaptacdo ao estresse nutricional e pode ter um papel significativo no processo
de digestao do sangue. Gandara et al. (2021) demonstraram que o silenciamento de NOXS5 em
R. prolixus inibe o peristaltismo, resultando em um comprometimento geral da digestdo e
letalidade do inseto. Em contraste, a expressdo do gene DUOXI1 foi consideravelmente
suprimida durante o jejum, o que pode refletir uma funcao reduzida ou uma regulagio inibitoria
sob esta condicdo especifica. No entanto, a expressdo de DUOX1 foi restabelecida para niveis
proximos aos do controle quando as moscas foram alimentadas com sangue, indicando que a
expressdo deste gene ¢ preservada em condigdes nutricionais satisfatorias. Tais achados
apontam para fungdes divergentes desses genes em moscas dos estabulos, com implicagdes
potenciais tanto na gestdo do estresse quanto na eficiéncia digestiva.

Nossos resultados estdo consonantes com outros trabalhos envolvendo NOX, pois
mostram que células epiteliais do intestino médio de artropodes como D. melanogaster, A.
gambiae tem a capacidade de ativar respostas patogénicas envolvendo EROs ativadas pelo
aumento da expressao de DUOX (Ha et al., 2009; KUMAR et al., 2010; GANDARA et al
2017), e que também auxiliam na digestdo sanguinea de insetos hematoéfagos (MONTEZANO
et al., 2018), corroborando com nossos resultados que mostram uma maior expressdo de NOXS5
no intestino dos insetos alimentados com sangue. Além disso, muitos trabalhos relacionados a
microbiota intestinal dos insetos, consideram tanto a NOX5 quanto a DUOX como um
importante mecanismo de controle de microrganismos sendo uma proteina presente nas células
intestinais atuando na produc¢do de perdxido de hidrogénio, auxiliando no controle da
proliferacdo desses microrganismos (GANDARA et al., 2017).

Observou-se um padrao distinto na expressao do gene NOXS5 no corpo gorduroso de S.
calcitrans, o qual demonstrou um incremento tanto sob a condicao de jejum quanto no estado
pos-ingestdo de sangue. Em contrapartida, o gene DUOX1 ndo exibiu mudangas expressivas;
houve uma modesta redug@o na sua expressao em moscas que passaram pelo jejum, seguida de
uma retomada aos niveis observados no grupo controle nas que foram alimentadas com sangue.
Tais padrdes apontam para uma maior reatividade do NOXS5 ante as variagdes nutricionais em

comparagdo ao DUOXI. Esta diferenca pode desempenhar um papel significativo no
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entendimento das vias metabolicas e na resposta ao estresse nutricional em S. calcitrans,
sugerindo um mecanismo pelo qual o corpo gorduroso ajusta sua fun¢do bioquimica em
resposta a disponibilidade de nutrientes. Niveis elevados de NOX5 também foram observados
em corpos gordurosos de cigarras da espécie Nilaparvata lugens logo apos sua emergéncia.

A expressao de NOXS5 no corpo gorduroso, observado em nossas analises, estdo de
acordo com as fungdes desse 6rgdo, que em insetos esta envolvido em fungdes fisiologicas
diversas, atuando como sitio de reserva e sintese de proteinas, carboidratos e lipidios, também
tem participagdo da producdo de substancias com agdo no sistema imune, detoxificagdo,
produgdo dos dvulos, espermatozoides e de feromonios (ENG et al., 2016; HU et al., 2016).

A producdo de EROs por meio da via de NOX/DUOX ja foi descrita em D.
melanogaster € A. gambiae apos o desafio com 7. brucei e Plasmodium spp. (Kumar et al.,
2004; Ha et al., 2005). Também ja foi demonstrado que A. gambiae foi mais resistente a infec¢ao
por Plasmodium spp. em situagdes de estresse oxidativo (KUMAR et al., 2003; MOLINA-
CRUZ et al., 2008). Mostrando também um papel parecido em mamiferos roedores no controle
parasitario de Leshmania amazonensis (ROMA et al., 2016). A NOXS, expressa em S.
calcitrans durante nossas analises, também possui um papel importante no controle parasitario
em intestino de artropodes dificultando sua invasdo (OLIVEIRA et al., 2012). Essa molécula
também tem sua expressdo aumentada em insetos hematdfagos apds o repasto sanguineo
(GANDARA et al., 2017), informagao refletida em nossa analise, pois todas as moscas
analisadas em nosso experimento tinham sido alimentadas com sangue bovino.

Nossas pesquisas revelaram produgdo de dois principais tipos de EROs relacionados a
regulacdo redox, o radical superdxido (O27) e perdxido de hidrogénio (H20O2), sendo
observados em diferentes tecidos de S. calcitrans, corroborando com nossos resultados de
expressdo génica, pois as principais fontes enzimaticas endogenas dessas EROs sdo as NOXs
transmembranares (PARASCANDOLO E LAUKKANEN, 2019). Estudos verificaram que
H>O2 e O2” em A. aegypt sao produzidos por células epiteliais e secretados no limen do
intestino médio (OLIVEIRA et al., 2011). Por meio da microscopia utilizando a sonda DHE,
observamos uma maior producdo dessas moléculas oxidativas no intestino desses insetos,
principalmente nos grupos de moscas em jejum e alimentadas com sangue, que podem estar
relacionados com a alimentagdo e a inani¢do a qual os insetos foram expostos.

A alta producdo de O, no intestino dos insetos pode estar ligado a presenca de
enzimas NOX, que sdo responsaveis pela geracao controlada de O>"~ como parte das respostas

imunes e processos fisioldgicos. Em nossos resultados observamos que no intestino médio de
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S. calcitrans temos tanto a expressdao de NOXS5, como uma elevada produgdo de Oz2-— que
pode ocasionar produgdo de SOD que catalisa a dismutacdo do superoxido em perdxido de
hidrogénio como forma de controle antioxidante. Esses dados provavelmente estdo
correlacionados com a geragdo de H2O», nesse Orgdo, alguns estudos que indicam que
conjunto DUOX/SOD esté associado a produgao dessas EROs (YAO et al., 2016; XIAO et
al., 2017). Porém, como a NOXS5 utiliza o NADPH como substrato para gerar O>", e mesmo
ndo estando diretamente envolvida na producdo de SOD, o equilibrio redox influenciado pela
NOXS pode afetar indiretamente a atividade da SOD (GARCIA et al., 2023).

No intestino dos insetos, as NOX estdo ativas e desempenham papéis importantes na
defesa contra patogenos, na regulacdo de reacdes redox, na comunicacao celular e em outras
fungdes biologicas. Transferindo elétrons do NADPH para o oxigénio molecular, formando
02" como um subproduto. No caso das moscas alimentadas com sangue a propria liberagdo
de ferro da hemoglobina pode potencialmente induzir danos oxidativos, € no caso das moscas
em jejum podem estar com as atividades metabdlicas desreguladas devido ao estado de
inani¢do ou até um inicio de processo de apoptose, levando a producdo aumentada dessa

molécula no intestino desses organismos (GARCIA et al., 2023).

Estudos revelam que a producdo de determinadas EROs esta ligada a alimentacdo
sanguinea de insetos hematofagos, como S. calcitrans por exemplo, que enfrentam um alto
estresse oxidativo quando ocorre a liberacdo do ferro da hemoglobina que sdo processadas
por enzimas proteoliticas digestivas, todos esses processos, podem potencialmente induzir
danos oxidativos e inclusive levar a um processo de apoptose celular. Em mosquitos A. aegypt
e flebotomineos o contato direto do epitélio intestinal com intermedidrios da digestdo da
hemoglobina sdo responsaveis pela indu¢do de um elevado estresse oxidativo (KIRKNEZOS
E MORAES, 2001; ARAUJO et al., 2012). Levando ao entendimento que a alimentagdo
sanguinea foi um dos provaveis fatores que levaram ao aumento de EROs no intestino das
moscas analisadas em nossa pesquisa. Porém, um estudo com 4. aegypti relatou a diminuigao
de EROs apo6s a alimentag@o sanguinea por meio de um mecanismo que envolve a ativagao
da proteina quinase C por heme, propondo que essa reducao nos niveis de EROS ¢ uma
adaptagdo para compensar a ingestdo de sangue, que ¢ uma refeigdo altamente oxidante
(OLIVEIRA et al., 2011).

Além da alimentagdo sanguinea, a produ¢do de EROs em insetos pode ser influenciada
por outros fatores. Metabdlitos gerados durante a digestdo e o metabolismo no intestino

posterior podem reagir e gerar EROs como subprodutos. A sinalizagao redox mediada por
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proteinas também pode estar relacionada a distirbios oxidativos. Por exemplo, a reacdo da
cisteina com H»O forma sulfonato (SO3—), o qual participa de processos oxidativos,
conforme descrito por Castro et al. (2019).

A desregulacao oxidativa no trato intestinal do inseto pode atuar como uma estratégia
de defesa imunoldgica contra a invasdo de parasitas. Diversos estudos, incluindo os de Hao
et al. (2003) e MacLeod et al. (2007), sugerem que o aumento na geragao de radicais livres ¢
uma tatica comum para inibir o crescimento de parasitas em hospedeiros invertebrados.

Em nossas andlises, os grupos alimentados com sacarose demonstraram menor
produgdo de H»O; no intestino em comparacdo aos demais. Contudo, observou-se um
aumento nos niveis de O> nos homogenatos do intestino posterior € do corpo gorduroso
dessas moscas. Esse fenomeno pode ser resultado da ativagdo do metabolismo energético,
alteragdes na microbiota intestinal ou do proprio processo de quebra da sacarose em glicose
e frutose. Durante o metabolismo desses acucares, a geracdo de O2 pode ocorrer como um
subproduto.

Embora alguns estudos revelem que moscas submetidas pontualmente a uma dieta rica
em glicose ndo exibam mudangas redox significativas, outros apontam que uma dieta
prolongada com esse carboidrato pode elevar os niveis de peroxidagao lipidica e reduzir a
atividade da catalase. Dietas com 10% de frutose, por exemplo, podem induzir alteragdes
redox, como o aumento de peroxidagdo lipidica e da atividade cataldsica, bem como a
diminui¢do da superdxido dismutase (SOD), indicando o potencial para indugdo de estresse
oxidativo (LUSHCHAK et al., 2016; LECHUGA-SANCHO et al., 2018).

Os estudos que realizamos indicam que o estado nutricional afeta de maneira
diferenciada o estado redox dos grupos tidis em tecidos digestivos de S. calcitrans. Observou-
se uma oxidacdo aumentada no Intestino Médio (IM), o que pode refletir uma maior
vulnerabilidade ou uma adapta¢do metabdlica a uma dieta rica em proteinas, tipica do sangue.
Em contraste, a oxidagdo reduzida no Intestino Posterior (IP) em moscas alimentadas com
sangue sugere um possivel mecanismo de prote¢do ou uma resposta adaptativa peculiar a esse
segmento do intestino. Por sua vez, o Corpo Gorduroso demonstrou uma capacidade de
manter seu estado redox relativamente constante, independentemente do tipo de alimentacao
recebida, o que reflete sua funcdo na homeostase energética e no controle do estresse
oxidativo. Esses dados enfatizam a complexidade da resposta redox em S. calcitrans,
fornecendo insights valiosos para a compreensao das interagdes entre nutricdo e fisiologia

redox nesse inseto hematéfago.
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Pesquisas realizadas em D. melanogaster mostraram que a inibi¢do das defesas
antioxidantes, desencadeada pelos nutrientes, pode estar relacionada ao desenvolvimento do
estresse oxidativo em moscas-das-frutas que se alimentam de dietas ricas em carboidratos ou
gorduras. A ingestdo desses macronutrientes ativa as vias de sinalizagdo de insulina/IGF e
TOR, as quais inibem a atividade de dFOXO, o homoélogo dos fatores de transcricao forkhead
(FOXO) em Drosophila. Esse processo leva a reducao na expressao de genes-alvo regulados
por dFOXO, que sdo responsaveis pela produgdo de proteinas antioxidantes. Além disso, uma
dieta rica em gordura eleva o suprimento de triacilglicerdis, aumentando a oxidacao de acidos
graxos, como foi destacado por Hwangbo et al. (2004), Gronke et al. (2010) e Dobson et al.
(2017). Um estudo de Oliveira et al. (2011) também demonstrou que as EROs estdo presentes
no epitélio intestinal de mosquitos alimentados com agucar.

Considerando os resultados apresentados, verifica-se uma intensificacdo do estresse
oxidativo subsequente a alimenta¢do sanguinea, evidenciada por um desequilibrio oxidativo
no intestino das moscas deste grupo especifico. Com efeito, conforme demonstrado nas
Figuras 16 a 17, hd um aumento nos niveis de H>O2 em ambos os compartimentos intestinais
pos-alimentacdo, bem como um incremento na expressdo dos genes NOX em moscas
alimentadas com sangue, que sdo essenciais no processo endogeno de geracao dessas EROs.
As alteragdes observadas nos grupos em jejum podem estar associadas a uma variedade de
mudangas fisiologicas ou até mesmo a morte prematura desses insetos devido a auséncia de
nutrigao.

Além disso, nossos resultados demonstraram que o difenilenoiodénio (DPI), que ¢ um
inibidor da DUOX, reduziu a gera¢dao de H>O», demonstrando uma possivel ligacdo entre essa
ERO e essa isoforma de NOX. Testes utilizando o DPI para inibir a geracdo de O ndo
demonstraram a mesma eficiéncia (resultados ndo apresentados), reafirmando o papel do DPI
em relagdo a DUOX. Isso ocorre porque, provavelmente a NOXS, que estd envolvida na
producdo de O2'", ndo foi afetada da mesma maneira, corroborando estudos que comprovaram
a inibicao da acdo da DUOX pelo DPI (PETTIGREW et al., 2012; LIMA et al., 2020).

Diante deste contexto de elevado estresse oxidativo, torna-se fundamental avaliar as
respostas antioxidantes do organismo. Assim, procedeu-se a andlise das atividades das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx).
Estas enzimas representam a principal linha de defesa celular contra os danos induzidos por
EROs, atuando na detoxificacdo de superdxido e peroxido de hidrogénio e prevenindo a

peroxidagdo lipidica. A atividade dessas enzimas antioxidantes ¢, portanto, um indicador
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crucial do equilibrio redox e da capacidade do organismo em mitigar o impacto do estresse
oxidativo induzido por diferentes estados nutricionais.

E importante destacar as contribuigdes de estudos anteriores sobre as enzimas
antioxidantes, como SOD, catalase e GPx. Estas enzimas foram detalhadamente descritas em
varios tecidos de R. prolixus por PAES & OLIVEIRA (1999) e PAES et al. (2001). De acordo
com esses estudos, as atividades da catalase e da SOD destacaram-se especialmente no intestino
médio desse inseto, indicando uma fungdo critica dessas enzimas na prote¢do contra o dano
oxidativo induzido por EROs nesse tecido especifico.

O aumento da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), apresentado na Figura
19, e a redugdo das atividades da catalase e da glutationa peroxidase (GPx), ilustradas nas
Figuras 20 e 21, respectivamente, nas moscas alimentadas com sangue, estdo em consonancia
com o acréscimo nos niveis de peréxido de hidrogénio (H207) e superdxido detectado nas
amostras do Intestino Médio (IM), conforme demonstrado na Figura 4. Um estudo realizado
por COSENTINO-GOMES et al. (2014) em R. prolixus observou uma resposta semelhante a
que obtivemos nesses tecidos e nessa condigdo, reforcando a consisténcia de nossas
observagdes com a literatura existente.

Por outro lado, as moscas alimentadas com sacarose exibiram um padrao distinto na
atividade antioxidante. Nos tecidos do IM, os niveis de SOD foram baixos, o que pode indicar
uma menor producdo de superdxido nesse ambiente nutricional especifico. Entretanto, no
Intestino Posterior (IP) e no Corpo Gorduroso (CG), a atividade da SOD foi elevada, sugerindo
uma possivel compensacao para o aumento de superoxido nestas regides ou uma adaptagdo ao
metabolismo da sacarose que gera espécies reativas de oxigénio como subprodutos. De acordo
com estudo feito por ASSIS-ECKER et al. (2017), em D. melanogaster, os niveis de SOD
também se apresentaram baixos frente a alimentagdo por sacarose.

Quanto as atividades da catalase e da GPx, foi observado um aumento nos niveis destas
enzimas no IM e no CG em moscas alimentadas com sacarose. Isso pode ser interpretado como
uma resposta protetiva contra o aumento de H>O», que é consequéncia da atividade metabolica
aumentada devido a digestdo da sacarose.

A elevacao dessas enzimas antioxidantes no IM sugere que, embora o metabolismo da
sacarose possa induzir a producdo de EROs, o sistema antioxidante das moscas ¢ capaz de se
adaptar e responder adequadamente para mitigar possiveis danos oxidativos. No CG, a alta

atividade destas enzimas pode refletir a importancia desse tecido na manuten¢do do equilibrio
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redox do inseto, especialmente quando exposto a dietas que potencialmente aumentam o
estresse oxidativo.

A comparagao direta entre a atividade da catalase e da GPx nos oferece uma visao mais
completa da resposta antioxidante celular. Enquanto a catalase desempenha um papel primario
na decomposi¢cdo do perdxido de hidrogé€nio, a GPx ¢ mais especifica na eliminacdo de
hidroperoxidos, sendo ambos os sistemas essenciais para a manuten¢do da homeostase redox
(SIES e JONES, 2020). A avaliagdo combinada destas enzimas em diferentes tecidos e estados
nutricionais fornece insights sobre a complexidade da regulagdo antioxidante em S. calcitrans
e destaca a adaptacdo dinamica do inseto as variagdes na dieta.

Esses resultados destacam a complexidade da resposta antioxidante em S. calcitrans,
que varia significativamente entre diferentes tecidos e em resposta a distintas condigdes
nutricionais. A capacidade desses insetos de ajustar a atividade de enzimas antioxidantes chave,
como a SOD, catalase e GPx, enfatiza a importancia desses mecanismos na protecao contra o
estresse oxidativo induzido pela dieta.

Entendendo as variacoes na atividade de enzimas antioxidantes em diferentes tecidos e
sob diversas condi¢gdes nutricionais, surge a questdo de como essas adaptacdes ao estresse
oxidativo impactam o metabolismo de lipidios, em particular a metabolizagao de triacilglicer6is
(TAG). A relagdo entre a defesa antioxidante e o armazenamento e processamento de TAG ¢
fundamental, visto que o equilibrio redox pode influenciar diretamente as vias metabolicas
lipidicas. Portanto, o proximo passo deste estudo foi analisar como as diferengas no manejo do
estresse oxidativo, decorrentes de variagdes na dieta, afetam a sintese e degradacdo de TAG em
S. calcitrans.

O corpo gorduroso atua como um Orgdo vital para o armazenamento de energia e
funcdes secretoras, desempenhando papéis essenciais no metabolismo dos lipidios. Ele € crucial
para fornecer a energia necessaria para o desenvolvimento, locomogao e reprodugao do inseto,
além de manter a homeostase (CANAVOSO et al., 2001; ROMA et al., 2010; ARRESE &
SOULAGES, 2010; ASSIS et al., 2014). O acamulo de TAG no CG em S. calcitrans apds a
alimenta¢do com sangue, destacando a capacidade deste tecido de armazenar energia. Em
estudo realizado por SANTOS et al. (2024) em fémeas adultas de A. aegypti alimentadas com
solucao contendo 10% de sacarose, mantiveram uma quantidade constante de TAG no corpo
gorduroso nos periodos que foram alimentados, mas morreram apo0s seis dias. Provavelmente,

essa alimentacdo com sacarose pode ter alterado a atividade redox no 6rgdo, pois nos nossos
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resultados indicam um aumento nos niveis de O~ e uma alta expressdao do gene NOXS5 nessa
regido de moscas alimentadas com sacarose.

Além disso, a alimentagdo com sacarose no IM resulta em um aumento moderado dos
niveis de TAG comparado ao jejum. No entanto, o IP ndo mostra variagdes significativas nas
concentragdes de TAG entre os diferentes estados nutricionais. Estes dados podem oferecer
insights importantes sobre as respostas metabdlicas dos tecidos de S. calcitrans a diferentes
fontes de alimentacgao.

As NOXs sao enzimas cruciais no metabolismo lipidico, particularmente na regulacao
da oxidacdo de triacilglicerideos (TAGs). Ela desempenha um papel fundamental na produgao
de EROs, que s3o moléculas sinalizadoras que modulam diversas func¢des celulares, incluindo
o metabolismo energético. As EROs modulam a atividade de enzimas lipoliticas, como a
hormdnio-sensivel lipase (HSL), que catalisa a hidrolise de TAGs em acidos graxos e glicerol.
Em um estudo realizado por LEE & LEE (2018), em D. melanogaster, foi destacado a
importancia de DUOX na transicao da lipogénese para a lip6lise no epitélio intestinal.

Nossos resultados estabelecem uma conexdo direta com as discussdes anteriores,
ressaltando o papel crucial das enzimas NOX, especialmente NOXS5 e DUOX1, na modulacao
do estresse oxidativo e no metabolismo lipidico em S. calcitrans sob variadas condigdes
nutricionais. A expressao diferencial dessas enzimas, seja em resposta a alimentacdo com
sangue ou ao jejum, destaca uma adaptacdo evolutiva sofisticada para enfrentar desafios
metabodlicos e imunoldgicos especificos do seu habitat. Esta capacidade de ajustar a resposta
redox, alinhada com as necessidades energéticas e a digestao, sublinha a significancia das EROs

e das NOX na fisiologia e defesa do inseto.
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CAPITULO III:
Efeitos da Infeccao por Herpetomonas muscarum na Expressio de NADPH

Oxidases

73



RESUMO

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influéncia de Diferentes Estados Nutricionais
e infec¢io por Herpetomonas muscarum no Metabolismo Redox de Stomoxys calcitrans, a
mosca-dos-estabulos. 2024. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Neste capitulo, investiga-se como a infeccdo por Herpetomonas muscarum influencia a
expressido de NADPH oxidases (NOX) em Stomoxys calcitrans. H. muscarum, um
tripanossomatideo, foi recentemente identificado infectando naturalmente S. calcitrans,
levantando questdes sobre a interagdo parasita-hospedeiro. Este estudo visa compreender como
a infeccao modula a expressao das enzimas NOX, essenciais na produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e na regulacdo do estresse oxidativo. Foram utilizadas técnicas de qPCR
para analisar a expressdo dos genes NOXS5 e DUOXI1 em intestinos e corpo gorduroso de
moscas infectadas e ndo infectadas. Nossos resultados revelaram que a expressdo do gene
NOXS no intestino de S. calcitrans apresentou uma diminuicdo nos niveis 2 horas apds a
infeccdo, permanecendo abaixo do controle 6 horas pos-infeccdo. Esse padrio sugere uma
resposta supressora inicial diante da presenca do parasita. Analogamente, a expressdao do gene
DUOXI1 demonstrou uma tendéncia similar de supressao 2 horas ap6s a infecgdo, com um leve
incremento observado as 6 horas. No corpo gorduroso, a expressdo de NOXS5 aumentou
significativamente, enquanto o gene DUOXI teve uma expressdo menor quando comparado
com NOXS, sugerindo diferentes respostas adaptativas ao estresse oxidativo induzido pela
infeccdo. Esses achados indicam que H. muscarum pode modular a expressio de NOX e
possivelmente a produ¢do de EROs. Este estudo contribui para a compreensdao dos mecanismos
de defesa de S. calcitrans, oferecendo novas perspectivas para o desenvolvimento de estratégias
de controle da mosca-dos-estadbulos que explorem a vulnerabilidade do inseto ao estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Infeccao, interagao parasita-hospedeiro, expressao génica.
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ABSTRACT

MAGALHAES, Francisco Romulo Oliveira. Influence of Different Nutritional States and
Infection by Herpetomonas muscarum on the Redox Metabolism of Stomoxys calcitrans,
the Stable Fly. 2024. 123p. Thesis (PhD in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

This chapter investigates how Herpetomonas muscarum infection influences the expression of
NADPH oxidases (NOX) in Stomoxys calcitrans. H. muscarum, a trypanosomatid, was recently
identified naturally infecting S. calcitrans, raising questions about parasite-host interactions.
This study aims to understand how infection modulates the expression of NOX enzymes, which
are essential for the production of reactive oxygen species (ROS) and regulation of oxidative
stress. qPCR techniques were used to analyze the expression of NOXS5 and DUOX1 genes in
the intestines and fat bodies of infected and non-infected flies. Our results revealed that the
expression of the NOXS5 gene in the intestine of S. calcitrans showed a decrease in levels 2
hours after infection, remaining below control levels 6 hours post-infection. This pattern
suggests an initial suppressive response to the presence of the parasite. Similarly, DUOX1 gene
expression showed a similar suppression trend 2 hours after infection, with a slight increase
observed at 6 hours. In the fat body, NOXS5 expression increased significantly, while DUOX1
expression was lower compared to NOXS5, suggesting different adaptive responses to infection-
induced oxidative stress. These findings indicate that H.muscarum modulates the expression of
NOX and possibly ROS production. This study enhances the understanding of S. calcitrans’
defense mechanisms, offering new perspectives for developing control strategies for the stable
fly that exploit the insect's vulnerability to oxidative stress.

Keywords: Infection, parasite-host interaction, oxidative stress, gene expression.

75



12. INTRODUCAO

A mosca-dos-estabulos ¢ um transmissor mecanico conhecido por sua ampla
distribui¢do mundial e héabito predominantemente hematdéfago, afetando principalmente
animais de producdo como equinos, bovinos e suinos. Sua presenca em ambientes pecuarios,
especialmente em sistemas de confinamento, nao apenas causa desconforto aos animais devido
as suas picadas dolorosas, mas também resulta em significativas perdas econdmicas ao setor.
Além do impacto direto na produgdo animal, a capacidade desta mosca de servir como vetor
mecanico para diversos agentes patogénicos destaca a urgéncia em desenvolver estratégias
efetivas de controle. Em um avango recente, uma pesquisa identificou a presenca do parasito
Herpetomonas muscarum em espécimes de S. calcitrans coletadas no campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sugerindo uma nova dimensao na biologia desta
mosca e sua relagdo com diferentes microrganismos.

Dentro do espectro de patogenos que afetam a satde humana, a familia
Trypanosomatidae ¢ notdria por causar doencas graves, como a doen¢a do sono africana, a
doenca de Chagas e diversas formas de leishmaniose, que juntas, sdo responsaveis pela morte
de milhares de pessoas a cada ano. Os tripanossomatideos, um grupo evolutivamente bem-
sucedido, apresentam um amplo espectro de hospedeiros, incluindo invertebrados, vertebrados,
plantas e até outros protozodrios. Destaca-se que 60% dos géneros dentro deste grupo sdo
parasitas exclusivos de insetos (monoxénicos), enquanto os 40% restantes sdo heteroxénicos,
parasitando principalmente vertebrados e transmitidos por insetos. Diversos grupos de pesquisa
vem estudando sua importancia epidemioldgica e bioldgica, além do seu potencial como
possivel controle bioldgico, procurando compreender mais sobre o ciclo de vida dos
tripanossomatideos monoxénicos e sua interagdo com os hospedeiros invertebrados.

As enzimas NOX sdao fundamentais na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), essenciais tanto para processos fisiologicos quanto para a resposta imune. A analise da
expressao dessas moléculas em moscas infectadas por Herpetomonas muscarum pode fornecer
informacodes valiosas sobre os mecanismos adaptativos usados por S. calcitrans para controlar
a infecgdo, potencialmente revelando interagdes complexas entre o inseto € o patogeno. Este
estudo ndo apenas contribui para um entendimento aprofundado da dinadmica de infec¢do em
vetores de importancia pecudria, mas também abre novas perspectivas para o desenvolvimento

de estratégias de controle baseadas na modulagdo da resposta redox, ressaltando a importancia
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de uma abordagem integrada no estudo das interagdes parasita-vetor-hospedeiro. Apesar da
importancia dentro desse contexto ainda ndo ha mecanismos de controles efetivos, dessa forma
0 uso tripanossomatideos pode ser uma alternativa para esse controle.

Dessa forma, nesse capitulo, objetivamos verificar se a presenca de H. muscarum

modula a expressao de genes NOX em S. calcitrans.
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13. REVISAO BIBLIOGRAFICA

13.1. Stomoxys calcitrans como hospedeiro de microrganismos

Os prejuizos causados ao setor agropecuario por S. calcitrans ndo se limitam apenas
as perdas econdmicas diretas. Essas moscas também desempenham um papel critico na
transmissao mecanica de diversos microrganismos, influenciando a epidemiologia de doengas
animais, ¢ possivelmente alterando a fisiologia do inseto. Estudos t€ém demonstrado que S.
calcitrans pode abrigar e disseminar patdgenos significativos como o virus da anemia
infecciosa equina, peste suina africana, virus da febre do Nilo, febre do Vale Rift,
Trypanosoma spp., Besnoitia spp., além de Bacillus anthracis, Anaplasma marginale e
Habronema microstoma (BALDACCHINO et al., 2013; DOYLE et al., 2011; SCOLES et al.,
2005).

Em um estudo recente conduzido pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), foi identificado material genético de Anaplasma marginale em exemplares de S.
calcitrans, marcando a primeira vez que tal descoberta ocorre no Brasil (ARAUJO et al.,
2021). Este achado sublinha a relevancia dessas moscas na manutencao e transmissao de
patégenos em ambientes agropecuarios.

A transmissdo de agentes patogénicos por S. calcitrans ocorre através de diversos
mecanismos: durante sua alimentacdo sanguinea, regurgitacdo de agentes temporariamente
armazenados, e dispersdo através do contato de suas patas e asas com alimentos e outras
superficies (DOMINGUES, 2017). Essa capacidade ¢ influenciada tanto pelos seus hébitos
alimentares, frequentemente se alimentando de sangue varias vezes ao dia, quanto pelo seu
padrdo de movimentacdo, com deslocamentos que podem chegar a 500 metros didrios
(BAILEY et al., 1975; ROMERO et al., 2006).

Além disso, essa moscas podem ser hospedeiros de alguns microrganismos, como H.
muscarum, tripanossomatideo identificado h4 pouco tempo, parasitando o intestino desses
insetos (ROSA, 2022). A interacdo desse protozodrios com essas moscas, pode influenciar
significativamente sua fisiologia. Nesse contexto, estudos sobre a coexisténcia de S.
calcitrans com H. muscarum sdo importantes ndo apenas para entender o ciclo de vida do
protozoario, mas também para explorar potenciais estratégias de controle bioldgico, uma vez
que essa interagdo pode alterar a fisiologia do inseto, abrindo caminho para novas abordagens

de manejo.
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As principais estratégias de controle bioldgico e medidas existentes para o manejo da
populagdo de S. calcitrans incluem praticas de controle populacional tradicionais.
Atualmente, tais medidas envolvem manejo sanitario, como a reduc¢ao de substratos para o
desenvolvimento das fases imaturas da mosca, que ¢ realizada através da rotina de remogao
da matéria organica acumulada tanto em ambientes de criagdo quanto na industria
sucroalcooleira (MARCONDES, 2001; BOWMAN, 2006). Adicionalmente, o controle
quimico ¢ implementado por meio do uso de inseticidas e larvicidas (DOMINGHETTI et al.,
2017; BARROS et al., 2019). No entanto, tem sido observada uma crescente resisténcia aos
inseticidas piretroides em S. calcitrans, atribuida a uma mutacao pontual nos genes dos canais
de sodio. Esta mutacao, envolve a substitui¢ao de uma leucina por uma histidina, similar as
mutagoes de resisténcia kdr observadas em outros dipteros (OLAFSON et al., 2019).

Além dessas abordagens tradicionais, a investigacao sobre o uso de agentes bioldgicos
no controle da mosca-dos-estabulos tem trazido novas perspectivas. Por exemplo, o fungo
Beauveria bassiana, apesar de ndo afetar significativamente o desenvolvimento da mosca, e
o fungo Metarhizium anisopliae, que demonstrou inibir a eclosdo dos ovos mas nao afetou as
larvas nem as pupas, sdo exemplos de tentativas de controle biologico (WATSON et al., 1995;
MORAES et al., 2008). Outro agente bioldgico promissor € o acaro Macrocheles embersoni,
um predador natural das fases imaturas de S. calcitrans, que tem mostrado eficicia
consideravel (AZEVEDO et al., 2018).

Este contexto refor¢a a importancia de explorar a interagdo entre S. calcitrans ¢ H.
muscarum, pois, além de fornecer informagdes sobre o comportamento e ciclo de vida do
protozodrio, pode revelar métodos de controle que alteram a fisiologia do inseto. Tais métodos
podem oferecer abordagens inovadoras para o manejo dessas moscas, integrando

conhecimento bioldgico com estratégias de controle tradicionais e emergentes.

13.1. Tripanossomatideos e o0 Género Herpetomonas

Os tripanossomatideos compdem uma classificacio abrangente referente a uma
diversidade de organismos flagelados e parasitas obrigatorios, integrantes da familia
Trypanosomatidae. Este grupo ¢ notavel pela sua adaptabilidade parasitaria em uma ampla
gama de hospedeiros (MASLOV et al., 2019). Embora muitos de seus membros sejam parasitas
de animais, existem notaveis exce¢des que demonstram a adaptabilidade e diversidade

evolutiva do grupo. Por exemplo, o género Phytomonas evoluiu para parasitar plantas
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vasculares e ¢ transmitido por percevejos fitéfagos, destacando um nicho ecoldgico unico
dentro da familia (CAMARGO, 1999; JASKOWSKA et al., 2015). Adicionalmente, certas
espécies sao conhecidas por parasitar os macronucleos de ciliados, evidenciando a vasta gama
de adaptagdes parasitarias dos tripanossomatideos (FOKIN et al., 2014).

A distingdo entre os membros da familia Trypanosomatidae se d4, em grande parte, pelo
seu estilo de vida parasitario, que serve como critério primordial para sua classificagdo em dois
grupos nao taxondmicos fundamentais. Os flagelados monoxénicos completam seu ciclo de
vida em um Unico hospedeiro, geralmente um inseto, enquanto os dixénicos requerem dois
hospedeiros distintos para o desenvolvimento completo, envolvendo normalmente um vetor
(frequentemente um inseto) e um hospedeiro vertebrado ou planta (MASLOV et al., 2013). A
estrutura taxondmica dentro desta familia é complexa e sujeita a debates, com a existéncia de
grupos nao monofiléticos, géneros representados por uma Unica espécie e espécies que
necessitam de reisolamento para classificagdo mais precisa. Atualmente, a familia
Trypanosomatidae ¢ constituida por 24 géneros, dos quais 19 s3o considerados monoxénicos
refletindo a riqueza e a complexidade deste grupo parasitario (KOSTYGOV, 2021).

Os flagelados da familia Trypanosomatidae, ao parasitarem insetos, geralmente
estabelecem-se no trato digestivo do hospedeiro (Figura 26). O sistema digestivo destes insetos
¢ dividido em trés partes principais: o intestino anterior, o intestino médio e o intestino posterior,
cada um desempenhando fungdes distintas no processo digestivo. As células e estruturas
especificas destas segdes intestinais tém um papel crucial na modula¢do das interacdes
parasitarias. As cuticulas que revestem os epitélios dos intestinos anterior e posterior,
juntamente com as microvilosidades presentes na superficie apical das células do intestino
médio, sao elementos chave na dinamica de infeccdo e na capacidade do parasita de se
estabelecer e proliferar dentro do hospedeiro (MERZENDORFER et al., 2016; ROSA, 2022).
Essas caracteristicas estruturais ndo apenas facilitam a absor¢do de nutrientes, mas também

podem influenciar a suscetibilidade a infec¢des e a interacao hospedeiro-parasita.

80



Figura 26. Herpetomonas muscarum parasitando intestino de Stomoxys calcitrans, em microscopia eletronica
de varredura. A-B — Parasitos isolados, com flagelos inseridos entre as células epiteliais (setas brancas). Fonte:
Rosa, 2022.

O género Herpetomonas ¢ amplamente reconhecido por sua disseminagdo entre os
insetos, ocorrendo em diversas ordens e destacando-se por sua natureza monofilética que
abrange 13 espécies, majoritariamente encontradas em dipteros. Esses protozodrios tém uma
distribuigdo geografica extensa, marcando presenca na Europa, Américas, Asia e Africa (TYC
et al., 2013). Curiosamente, apesar de serem classicamente associados a insetos, espécimes de
Herpetomonas também foram isolados de plantas, indicando uma maior complexidade e
diversidade de habitats do que previamente compreendido (FIORINI et al., 2001; BARCLAY,
MCGHEE E POSTELL, 2007; MARIN et al., 2007). Além disso, um grupo de estudos
identificou uma lata semelhanca entre Leishmania sp. e H. muscarum (D’AVILA-LEVY et al.,
2020).

O uso potencial desses tripanossomatideos monoxénicos como controle biologico de
insetos vetores ¢ também uma abordagem interessante. Segundo Schaub (1994), os
tripanossomatideos podem ser classificados em apatogénicos, quando ndo afetam a
sobrevivéncia no hospedeiro, subpatogénicos, quando interferem na vida do hospedeiro apenas
em situagdes adversas e patogénicos quando levam a morte do hospedeiro em qualquer situagao.
Além disso, eles compartilham enzimas e metabolitos ndo s6 com eucariotos superiores, mas
também com outros membros patogénicos da Familia Trypanosomatidae, tais como Leishmania
sp, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Entamoeba histolytica (SOUTO-PADRON, 2002;
FERREIRA et al., 2003; D’AVILA-LEVY et al., 2020).

Importantes informacdes podem ser obtidas ao estudar a interacdo entre insetos e
flagelados monoxénicos como Herpetomonas, os quais podem refletir aspectos da relacao

parasito-vetor observada em patdgenos dixénicos. Essa compreensao ¢ vital, dado que os grupos
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dixénicos sdo responsaveis por doengas significativas em seres humanos, animais domésticos
e plantas de importancia econdmica (SIMPSON, STEVENS e LUKES, 2006).

A analise do transcriptoma e genoma de Herpetomonas em seu hospedeiro inseto
revelou fortes paralelos com as respostas dos promastigotas de Leishmania no intestino dos
flebotomineos. Ambos os organismos mostram um aumento significativo na expressdo de
proteinas associadas a viruléncia de Leishmania, o que é crucial para o estabelecimento da
infec¢do no intestino médio do vetor e, por conseguinte, para a transmissao do parasito (INBAR
et al., 2017; SLOAN et al., 2019). Essas semelhancas podem ser chave para decifrar as
complexas interagcdes entre insetos e tripanossomatideos e, potencialmente, para o

desenvolvimento de estratégias de controle biologico de artropodes, como S. calcitrans.
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14. MATERIAIS E METODOS

14.1. Ensaio de infeccdo de Stomoxys calcitrans por Herpetomonas muscarum

Em estudos in vivo, utilizaram-se 40 moscas de uma coldnia, com idades entre 1 a 3 dias
apo6s a emergéncia, divididas por condigdo experimental: 20 infectadas por 2h e 20 infectadas
por 6h. As moscas foram submetidas a um periodo de jejum de 12 horas, ap6s o qual tiveram
acesso durante 2 horas a um algodao embebido em solucdo de sacarose a 10%, enriquecida com
oparasito Herpetomonas muscarum na densidade de 1x107 parasitos/mL. Finalizado o periodo
de alimentagdo, a fonte de alimentagdo infectada foi removida, iniciando-se a contagem dos
intervalos de tempo para os ensaios subsequentes. As dissecgdes dos intestinos foram realizadas
em momentos especificos poés-infec¢do: 2 e 6 horas. A dissec¢do ocorreu em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), utilizando ping¢as de precisdao (Jewelers forceps, Dumont n° 5,
Sigma-Aldrich). Os tecidos coletados foram agrupados por condicao, 20 6rgaos cada (Instestino
e Corpo Gorduroso), e inseridos em microtubos contendo inicialmente 300 pL de Trizol. Apos
homogeneizagao, adicionou-se 700 pL adicionais de Trizol, totalizando 1000 pL por amostra.

As amostras foram entdo armazenadas a -80°C até o momento de seu processamento posterior.

14.2. Extracio de RNA

Para a extragdo, foram utilizados os homogenatos obtidos de 20 intestinos e de 20 corpos
gordurosos das moscas infectadas por 2h, infectadas por 6h e ndo infectadas, armazenados em
microtubos contendo 1000 pL de reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA).

O RNA total foi extraido dessas amostras com TRIzol reagent, seguindo protocolo do
fabricante, contendo pequenas adaptagdes. A quantificagio do RNA foi determinada em
NanoDrop (ND-1000) (Thermo Scientific) e todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 de
2,0+0,1.

14.3. Sintese de cDNA
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Apos a extracao, 1 pg de RNA total foi tratado com 1 U de DNase I (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a 37°C, em um volume final de 10 pL. A reacdo foi interrompida por
incubagdo a 65°C por 10 minutos apos a adi¢ao de 1 pLL. de EDTA (50mM). O RNA tratado foi
empregado na sintese de cDNA, utilizando random primers ¢ 50 U de reverse transcriptase
MultiScribe™ MuLV do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher

Scientific), totalizando um volume final de 20 pL.

14.4. Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

As amplificacdes por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram conduzidas
utilizando o kit Tag PCR Master Mix (Qiagen) sob dois protocolos distintos. O primeiro
protocolo consistiu em um ciclo inicial de 2 minutos a 96°C, seguido de 40 ciclos, cada um com
45 segundos a 96°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final de 5
minutos a 72°C. Esta série de ciclos foi aplicada para andlises que empregavam um primer
controle. Os genes de referéncia utilizados foram EF1 alfa e Rpl32, ja descritos na tabela 1. O
segundo protocolo adotado seguiu o mesmo ciclo inicial de 2 minutos a 96°C, mas com 40
ciclos de 45 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C, finalizando também
com uma extensao de 5 minutos a 72°C, sendo este utilizado para amplificagdes com primers
do gene DUOX e NOX. Estes primers, projetados com o auxilio do software Primer3, possuiam
temperaturas de anelamento de 59°C e 61°C. Os produtos resultantes das reacdes de PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,8% e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

14.5. PCR Quantitativa (qPCR)

Os ensaios qPCR foram realizados em equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) usando SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Cada volume
final de 12 pL para cada amostra continha 3 uLL de cDNA, 6 uL. SYBR-Green, 0,48 pL de cada
primer e 2,04 uL. de H>O ultrapura. Os pogos do controle negativo nao continham cDNA. Os
genes de referéncia utilizados foram EF1 alfa e Rpl32, ja descritos na tabela 1. A reagdo foi
realizada nas seguintes condic¢des: 95°C por 2min e 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 30s.
Uma curva de dissociacao de 60-95 °C foi incluida no final de cada execucao de RT-qPCR para

verificar a especificidade dos amplicons para cada par de primers. Foram utilizados os mesmos

84



primers descritos no capitulo II, tanto para os genes das enzimas NOX quanto para os controles.
Duas réplicas técnicas foram executadas para cada amostra bioldgica. Além disso, para
determinar a efici€éncia do processo de amplificagdo, foi realizado a execu¢do de uma curva

padrao, utilizando dilui¢des seriadas de 5x (1:1; 1:5; 1:25; 1:625) da amostra.
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15. RESULTADOS

Na presente se¢ao de resultados, investigamos o impacto da infec¢ao por H. muscarum
no perfil de expressdo génica de NOX no intestino e corpo gorduroso de S. calcitrans. Esse
protozoario que foi recentemente observado parasitando moscas-dos-estabulos coletadas no
campus da UFRRJ, levantando questdes significativas sobre as interagdes patdgeno-hospedeiro
nesse inseto. Dada a relevancia destes vetores na transmissdo mecanica de patogenos € 0s
efeitos da infeccdo na fisiologia do vetor, o estudo da expressdo de genes envolvidos em
atividades metabolicas e imunologicas torna-se essencial para compreender os mecanismos de
resisténcia ou suscetibilidade a tais infec¢des. E esse parasito sera usado como modelo de
infeccdo no presente trabalho e em outros do grupo.

Nosso estudo focou na expressao de dois genes chave, NOX5 e DUOXI1, conhecidos
por sua fungdo na produg¢do de EROs, moléculas envolvidas tanto na resposta imunologica
quanto no estresse oxidativo. As amostras foram coletadas em dois pontos temporais apds a
infeccdo: 2 e 6 horas. Utilizamos a qPCR para quantificar a expressao relativa desses genes,
comparando-a com a expressao basal observada em moscas nao infectadas (controle).

Nossos resultados revelaram que a expressdo do gene NOXS5 no intestino de S.
calcitrans (Figura 27) apresentou uma diminui¢do nos niveis 2 horas apds a infecgao,
permanecendo abaixo do controle 6 horas pds-infec¢do, conforme evidenciado pelas barras
laranjas e vermelhas no Gréafico A. Esse padrdo sugere uma resposta supressora inicial diante
da presenga do parasita. Analogamente, a expressao do gene DUOXI demonstrou uma
tendéncia similar de supressdo 2 horas apos a infec¢do, com um leve incremento observado as

6 horas, mas ainda nao retornando aos niveis de controle, como mostrado no Grafico B.
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Figura 27. Analise da expressao génica de NADPH oxidases no intestino de Stomoxys calcitrans apos infec¢ao
por Herpetomonas muscarum. Grafico A apresenta a expressdo relativa do gene NOXS com amostras coletadas
2 horas (HP 2H, barra laranja) e 6 horas (HP 6H, barra vermelha) apos infecgdo, enquanto Grafico B mostra a
expressao relativa do gene DUOX1 nas mesmas condigdes temporais. A linha tracejada indica o nivel de expressdo
do gene de controle, correspondente as moscas ndo infectadas. As barras representam a expressao génica relativa,
indicando uma supressdo na expressao dos genes NOX5 e DUOX1 durante as primeiras horas de infec¢do quando
comparadas ao controle.

Na sequéncia dos resultados obtidos para os intestinos de S. calcitrans, focamos agora
na expressao génica do corpo gorduroso diante da infecgdo por H. muscarum (Figura 28). As
analises revelaram uma dinamica de resposta que difere significativamente entre os dois tecidos

investigados.
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Figura 28. Expressio génica diferencial de NADPH oxidases no corpo gorduroso de Stomoxys calcitrans em
resposta a infeccio por Herpetomonas muscarum. Grafico A ilustra a expressdo relativa do gene NOXS5 em
amostras coletadas 2 horas (HP 2H, barra laranja) e 6 horas (HP 6H, barra vermelha) apos a infec¢@o. Grafico B
exibe a expressao relativa do gene DUOX1 sob as mesmas condi¢des temporais. A linha tracejada representa o
nivel de expressdo do controle, isto €, moscas ndo infectadas. As barras indicam a resposta temporal na expressao
dos genes, revelando inicialmente uma supressao e posteriormente uma indugao na expressao de NOX5 e DUOX1
em comparagdo com o controle.

Em relagdo ao corpo gorduroso, a expressao do gene NOXS (Figura28.A), inicialmente
apresentou uma diminuic¢do nos niveis 2 horas pds-infecc¢ao, seguida por um marcante aumento
6 horas apos a infeccdo, superando a linha de base estabelecida pelo grupo controle. Este
aumento pode indicar uma ativacdo das vias de defesa ou um mecanismo compensatorio de
resposta ao estresse oxidativo induzido pela infeccao.

O segundo grafico revela um padrdo semelhante para o gene DUOX1, que exibiu uma
expressao reduzida 2 horas apds a infecgdo, mas ao contrario do observado para o intestino,
houve um aumento expressivo apos 6 horas, ultrapassando ligeiramente os niveis de controle

(Figura28.B). Essa elevacdo sugere uma resposta temporal distinta do corpo gorduroso a
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infeccdo, potencialmente relacionada com suas fungdes metabdlicas e imunoldgicas
multifacetadas.

Comparando os resultados entre o intestino e o corpo gorduroso, ¢ evidente que o corpo
gorduroso exibe uma resposta induzida mais acentuada, sugerindo que este tecido pode
desempenhar um papel chave na resposta imune sist€émica e na regulacao do estresse oxidativo
em face de uma infec¢do parasitaria. Essas descobertas ressaltam o corpo gorduroso como um
ponto focal ndo apenas para a compreensao dos mecanismos de defesa de S. calcitrans, mas
também como um possivel alvo para estratégias de controle baseadas na perturbagao da resposta

do vetor a infecgdes.
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16. DISCUSSAO

O género Herpetomonas ¢ reconhecido por sua natureza monofilética e sua ampla
distribuicao geografica, com integrantes encontrados em quase todos os continentes, conforme
relatado por Tyc et al. (2013). Este género tem uma associagdo com uma diversidade notavel
de hospedeiros insetos de diferentes ordens, incluindo Dipteros, Hemipteros, Hymenopteros e
Siphonapteros, evidenciando sua capacidade de se adaptar a uma variedade de ecossistemas.
Além disso, a espécie Herpetomonas spp. foi isolada de Blattodea, ampliando ainda mais o
espectro conhecido de hospedeiros, como foi observado por Frolov et al. (2021). Uma pesquisa
demonstrou Tripanossomatideos portadores de endossimbiontes foram capazes de colonizar
intestinos de Aedes aegypti ap6s alimentacao de protozodrios (FAMPA et al., 2003).

Pesquisas detectaram pela primeira vez Herpetomonas muscarum parasitando S.
caciltrans (ROSA, 2022). Esse achado coloca essas moscas como hospedeiras desse
protozoario. H. muscarum havia sido previamente descrita em D. melanogaster ¢ Musca
domestica (ROGERS & WALLACE, 1971; NAYDUCH, 2009; LOAN & LIGOXYGAKIS,
2020), mas em S. calcitrans, esse estudo foi o primeiro a isolar (ROSA, 2022). Entdo para
entendermos se essa infec¢do modula enzimas envolvidas em processos imunologicos,
sinalizadores ¢ de metabolismo redox, verificamos a expressdao relativas de ScNOXS e
ScDUOX1, genes da familia NADPH Oxidases expressos em S. calcitrans.

As NOX se destacam como uma das fontes predominantes de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas células, atraindo significativo interesse cientifico pela sua capacidade
unica de gerar EROs em um contexto fisiologico regular. No reino dos artropodes, sdo
reconhecidos trés tipos distintos de NOX, conforme apontado por Gandara et al. (2017):
NOX4-art, uma isoforma de NOX4 que opera independentemente do cofator p22-phox e ¢
exclusiva de artropodes; além de duas enzimas que necessitam de calcio para sua atividade: a
DUOX, responsavel pela produgado de peréxido de hidrogénio, conforme descrito por De Deken
et al. (2002) e Dias et al. (2013), e a NOXS, que se especializa na produgdo de superdxido,
como elucidado por Bénfi et al. (2001) e Montezano et al. (2018).

Em nossos resultados, a comparagao entre os niveis de expressao génica nos intestinos
e no corpo gorduroso de S. calcitrans revela uma disparidade intrigante. Enquanto o intestino
apresentou niveis reduzidos de expressdo das enzimas NOX ap6s a infec¢do por H. muscarum,

o corpo gorduroso demonstrou uma supressao inicial seguida de um aumento significativo na
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expressdo. Esta diferenca sugere que o corpo gorduroso pode desempenhar um papel mais
proeminente em relagdo a presenga de H. muscarum em comparagdo com o intestino.

A menor expressdo de enzimas relacionadas a produgdao de EROs no intestino pode
indicar uma adaptagdo eficaz por parte do patégeno ou uma resposta regulatéria finamente
ajustada do hospedeiro para minimizar danos teciduais derivados do estresse oxidativo. Em
estudos sobre a Musca domestica, foi observada a capacidade de H. muscarum de se infiltrar
entre as duas camadas da membrana peritréfica (NAYDUCH, 2009).

A expressao aumentada no corpo gorduroso sugere uma possivel compensagao para essa
supressdo, refletindo uma ativagdo da resposta imunoldgica ou uma regulacdo do estresse
oxidativo que pode ser crucial para a sobrevivéncia do inseto e a limitacdo da proliferacdo do
patégeno. Os niveis de EROs, que tem como suas fontes primdrias as NOX, podem ser
modulados pela presenca de protozodrios. Em R. prolixus a infeccdo por Trypanosoma rangeli
ocasiona o aumento de H>O> e O>", EROs moduladas por NOX5 e DUOX (CONSENTINO-
GOMES et al., 2014)

Uma hipodtese € de que o patdgeno possa ter se deslocado para a hemolinfa e outros
tecidos do inseto. Essa migracdo poderia explicar um aumento nos niveis de expressao mais
intensa observada no corpo gorduroso, sugerindo que este tecido pode estar reagindo a presenga
do patogeno na circulagdo sistémica, desencadeando mecanismos de defesa mais abrangentes.
Porém, nas descobertas feitas por Rosa (2022) constatou-se a presenca de apenas algumas
espécies de tripanossomatideos na hemolinfa de S. calcitrans, isso acaba divergindo da hipdtese
levantada. Mesmo assim, seria uma situacdo extremamente plausivel visto que
tripanossomatideos, como o Trypanosoma rangeli migram para o intestino médio posterior do
inseto, atravessam a parede intestinal e caem na hemolinfa antes de chegarem as glandulas
salivares de R. prolixus (BATISTA & SANT’ANNA, 2010).

Entre os dipteros, ¢ notavel o relato de que Strigomonas culicis consegue invadir a
hemolinfa e as glandulas salivares em experimentos realizados com mosquitos
(NASCIMENTO et al., 2010; CORREA-DA-SILVA et al., 2006). Tal invasio da hemolinfa esta
potencialmente vinculada a mecanismos de transmissao transfasica, ou mesmo a persisténcia
durante a diapausa do hospedeiro, como € o caso de H. swainei em vespas do género Neodiprion
(SMIRNOFF e LIPA, 1970).

Se H. muscarum de fato se espalhasse do sitio de infec¢ao inicial, tal disseminagdo
implicaria em alteracdes significativas na resposta imune do vetor, com uma potencial

concentragdo da atividade imunolédgica no corpo gorduroso, responsavel por uma resposta mais
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completa e sistémica. Considerando a fungao critica do corpo gorduroso na intermediacao entre
a resposta metabolica e imune, tal padrao de expressdo reforgaria a fungdo deste 6rgdo como
um importante modulador da resisténcia a infec¢do. Porém, essa situagdo acaba ndo se
assemelhando com o que acontece em outros insetos como M. domestica, no qual o protozoario
leva de 4-6 horas para se fixar ao epitélio intestinal, ap6s sua ingestdo (NAYDUCH, 2009).

Em Drosophila melanogaster, observou-se que, apos a infec¢do por H. muscarum,
varios genes da via IMD, que sdao AMP expressos diferencialmente, e genes que codificam
componentes da resposta ao estresse oxidativo, incluindo o proprio receptor Toll, foram
afetados. Além disso, demonstrou-se que niveis baixos de DUOX elevaram o nimero de
protozoarios (WANG, 2009). Isso pode explicar os picos de expressao de NOX observados no
corpo gorduroso de S. calcitrans em nossa pesquisa.

Diferentes pesquisas demonstram que H. muscarum tem um papel relevante na
fisiologia de seu hospedeiro, modulando genes, como a NOX, alteram a fecundidade, eclosao
de ovos, entre outros aspectos (WANG, SLOAN e LIGOXYGAKIS, 2019; ROSA, 2022)

Nossos achados sublinham a necessidade de uma compreensdo mais aprofundada das
interagdes dindmicas entre patdgenos e seus hospedeiros vetores. Futuras investigacdes deverdao
incluir o mapeamento da localizagdo desse parasitas em diferentes tecidos ao longo do tempo
para esclarecer a sequéncia de eventos modulados em S. calcitrans frente a infeccao por H.
muscarum, elucidando assim os mecanismos através dos quais este diptero enfrenta desafios
microbianos.

Essas diferencas no padrdo de expressdo podem também refletir as fungdes distintas
destes tecidos. Enquanto o intestino ¢ a primeira linha de interagdo direta com o patdgeno, o
corpo gorduroso ¢ um importante centro metabolico e imunoldgico que pode ser responsavel
por desencadear respostas imunes sistémicas e por regular o estresse oxidativo em uma escala
mais ampla.

A expressao diferenciada das enzimas NOX pode fornecer informagdes valiosas sobre
0s mecanismos especificos de resposta ao estresse ¢ de defesa em distintos tecidos de S.
calcitrans frente a infeccao por H. muscarum. Essas informagdes sdo cruciais para entender as
modulagdes fisiologicas causadas por esse protozodrio na mosca, o que pode representar uma

futura alternativa para o controle bioldgico do inseto.
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17. CONCLUSOES

As NADPH oxidases (NOX) desempenham um papel central no metabolismo redox de
S. calcitrans, influenciando diretamente sua fisiologia, capacidade de resposta imune e
interagdes com patdgenos. Esta tese revelou aspectos fundamentais da funcdo das enzimas
NOX no contexto de diferentes estados nutricionais € na dinamica da infeccdo por
Herpetomonas muscarum em S. calcitrans, um vetor mecanico significativo de patogenos de
importancia veterinaria.

A andlise bioinformatica e funcional das isoformas de NOX em S. calcitrans evidenciou
a complexidade e a especificidade do sistema redox deste inseto, destacando as variantes NOX
como componentes cruciais na geracdo de EROs. Estas enzimas ndo apenas participam de
processos fisioldgicos essenciais, mas também medeiam respostas adaptativas a variagcdes no
ambiente nutricional, afetando potencialmente a sobrevivéncia, reprodugao e eficiéncia vetorial
do inseto.

Investigagdes sobre a expressdo e regulacdo das enzimas NOX diante de diferentes
desafios nutricionais apontaram para um mecanismo altamente adaptativo, onde as EROs atuam
como reguladores finos da homeostase energética e da resposta imunoldgica. Em particular, a
resposta ao patogeno H. muscarum destacou a relevancia das NOX na mediacdo da interagdo
hospedeiro-patégeno, com um aumento notavel na expressao de NOXS no corpo gorduroso,
sugerindo um papel proeminente deste tecido na defesa contra infeccdes.

As descobertas compiladas nesta tese ndo apenas aprofundam nosso entendimento sobre
o papel das enzimas NOX na biologia de S. calcitrans, mas também abrem caminho para a
exploracdo de estratégias de controle desses vetores. A capacidade de influenciar a resposta
redox de S. calcitrans pode oferecer uma abordagem inovadora para mitigar sua eficacia como
vetor de patogenos, com implicagdes promissoras para a saide animal e estratégias relacionadas

ao manejo desses insetos em setores pecuarios.
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ANEXOS

FIGURA S1. Alinhamento de sequéncias de DUOXI1 e 2 de S. calcitrans (Sc), com DUOX de Aedes aegypti (Aed),
Drosophila melanogaster (Dm) e Musca domestica (Md).
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LFMRGKDGLPSMENRTAI LAFFGQVVTNE [VMASESGCPIEMHR IEI EKCDEMYDRECRG
LFMRGKDGLGSKFNRTALLAFFGQLVANEIVMASESGCPIEMHRIEIEKCDEMYDRECRG
LFMRGRDGLGSKYNRTGLLAFFGQVVANEIVMASESGCPIEMHRIEIEKCDEMYDKECRG
LFMRGRDGLGSKFNRTALLAFFGQVVANEIVMASESGCPIEMHRIEIEKCDEMYDKECRG
LFMRGRDGLGSKFNRTALLAFFGQVVANEIVMASESGCPIEMHRIEIEKCDEMYDKECRG
*****:*** * .***.:******:*:*‘k**************************:**‘k‘k
DRYIPFHRAAYDRNTGQSPNAPREQINQMTAWIDGSFIYSTSEAWLNAMRAFQDGLLLTD
DKYIPFHRAAYDRDTGQSPNAPREQINOMTAWIDGSFIYSTSEAWLNAMRSFHNGTLLTE
DKYIPFHRAAYDRNTGQSPNAPREQINQMTAWIDGSFIYSTSEAWLNAMRSFHNGTLLTD
DKYIPFHRAAYDRSTGQSPNAPREQINQOMTAWIDGSFIYSTSEAWLNAMRSFHNGTLLTD
DKYIPFHRAAYDRSTGQSPNAPREQINQMTAWIDGSFIYSTSEAWLNAMRSFHNGTLLTD
*:***********.************************************:‘k::* ***:
KDGTMPVKNTMRVPLFNNPVPHVMRMLS PERLY LLGDPRTNQNPALLTFATILLLRWHNVY
KDGKLPVRNTMRVPLFNNPVPSVMKMLS PERLFLLGDPRTNQNPATILSFAILFLRWHNTL
KSGKLPVRNTMRVPLEFNNPVPSVMKMLS PERLFLLGDPRTNQNPAVLAFATLFLRWHNTL
KSGKLPVRNTMRVPLFNNPVPSVMKMLSPERLFLLGDPRTNQNPAVLAFAILEVRWHNTL
KSGKLPVRNTMRVPLEFNNPVPSVMKMLS PERLFLLGDPRTNQNPAVLAFATLEVRWHNTL
*_*_:**:************* **:***‘k***:************:*:****::‘k***-:
AKRVRKQHRDWTDEETFQRARRVVVASLONVITYEYLPAFLDAELPPYTGYKADTHPGVS
AQRIKRVHPDWSDEDIYQRARHTVIASLONVIVYEYLPAFLGTSLPPYEGYKQDIHPGIG
AQRIKRAHSDWSDEEIFQRARRTVIASLONVILYEYLPAFLGSELRPYQGYNRDMHPGIG
AQRTKRAHSDWSDEEIFQRARRTVIASLONVILYEYLPAFLASELRPYEGYNRDIHPGIG
AQRIKRAHSDWSDEEIFQRARRTVIASLONVILYEYLPAFLASELRPYEGYNRDIHPGIG
*:*::: * **:**:*:****:-*:******* *kkkkkKxk :.* * % *‘k: * ‘k**:.
HMFQAAAFRFGHSLIPPGLFRRNGRCDFRKTNMDYPALRLCSSWWNSNDVLDDTPIEEFL
HIFQAAAFRFGHTMIPPGIYRRDGQCNFKETPMGYPAVRLCSTWWDSSGFFADTSVEEVL
HIFQAAAFRFGHTMIPPGIYRRDSQCNYKKTPMGYPATIRLCSTWWDSSDFLTDTTIEEIL
HIFQAAAFRFGHTMIPPGIYRRDSTCNYKKTPMGYPAIRLCSTWWDSSDFFTDTSVEEIL
HIFQAAAFRFGHTMIPPGIYRRDSTCNYKKTPMGYPAIRLCSTWWDSSDFFTDTSVEEIL
* . ********** **** ** . *-.: * * *** **** ** * L. * x ** *
MGMASQIAEREDPLLCSDVRDKLFGPMEFSRRDLGALN IMRGRDNGLPDYNTARVAYKLE
MGLASQISEREDPVLCSDVRDKLFGPMEFTRRDLGALNIMRGRDNGLPDYNTARESYGLK
MGLSSQISEREDPVLCSDVRDKLFGPMEFTRRDLGALNIMRGRDNGLPDYNSAREAFGLP
MGLSSQISEREDPVLCSDVRDKLFGPMEFTRRDLGALNIMRGRDNGLPDYNSAREAFGLP
MGLSSQISEREDPVLCSDVRDKLFGPMEFTRRDLGALNIMRGRDNGLPDYNSAREAFGLP
** *** ***** *************** ********************* * % [ *
KKKTWRDINPEVFERQPELLNLLIETYENRLDNVDVYVGGMLESDGKPGELFTAVT I DQF
RHKTWTDINPPLFETQPELLDMLKEAYDNKLDDVDVYVGGMLESYGQPGEFFTAVIKEQR
RRNSWTEINPELFEKQPELLEMLISAYNDQLDDVDVYVGGMLESYGQPGELFTAVIKEQF
KRATWTDINPELFAKQPELLEML I SAYNNQLDDVDVYVGGMLESYGQPGELFTAVIKEQR

29
59
36
37
33

89
119
96
97
93

149
179
156
157
153

209
239
216
217
213

269
299
276
277
273

329
359
336
337
333

389
419
396
397
393

449
479
456
457
453

509
539
516
517

105



Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
5c2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc?2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed

KRATWTDINPELFAKQPELLEMLISAYNNQLDDVDVYVGGMLESYGQPGELFTAVIKEQF
. . -* *** :* * Kk Kk Kk Kk . :* -*-: ** kkkhkhhkkkhkhk*k*k * Kk k. ***** **
TRVRDADRFWFENEDNGIFTKEEIAELRKITMWDIIVNSTDIDPDEIQKDVFHWSEGDPC
ORLRDADREWFENERNGIFTPEEIAELRKITLWDIIVNSTDVKEEEIQKDVEMWRTGDPC
ERLRDADREWFENDONGIFTREEIEEIRKITMYDIIVNSTDIGEDDIQRNVEFHWQEGDPC
ERLRDSDREWFENDRNGIFTKEEIEEIRKITMYDIIVNSTDIGVDDIQRDVEFTWHEGDPC
ERLRDSDREWFENDRNGIFTKEEIEEIRKITMYDIIVNSTDIGVDDIQRDVFTWHEGDPC
Kok k ok kKKK KKk s Kkkkk hkk Kokkkk o okkkkkk k. R
POPEQLNATLLEPCNYLEGYDYFSGSELAYIYSCVFLGFVPILCAGAGYCVIKLONSRRR
POPMOLNATELEPCTYLEGYDYFSGSELMFIYVCVFLGEFVPILCAGAGYCVVKLONSKRR
POPMOLNATELEPCTYLEGEDYFSGSELMFIYVCVFLGEFVPILCAGAGYCVVKLONSKRR
POPMOLNATELEPCTYLEGEDYFSGSELMFIYVCVFLGEFVPILCAGAGYCVVKLONSKRR
POPMOLNATELEPCTYLEGEFDYFSGSELMEFIYVCVFLGEFVPILCAGAGYCVVKLONSKRR
KKK KKKKK KKK KKKK s KKKKKKIKK sk k KKK KAKKKKKKKKKKKRA K ok k ko k o kK
KLKIKQOEALKNAGNSKQSVEKMVAREWLHANHKRLVTIVKFGPEAATYTVDRKGEKLRTE'S
RLKIRQEALRAP-QHKGSVDKMLAREWLHANHKRLVTVKFGPEAATYTVDRKGEKLRTES
KLKIRQEALRAP-QHKGSVDKMLAREWLHANHKRLVTVKFGPEAATYTVDRKGEKLRTFES
KLKIRQEALRAP-QHKGSVDKMLAREWLHANHKRLVTVKFGPEAATYTVDRKGEKLRTES
KLKIRQEALRAP-QHKGSVDKMLAREWLHANHKRLVTVKFGPEAATYTVDRKGEKLRTFES
:***:***‘k: H * **:**:*******k******************************
LKNVDVVTVEQSQENYKKKKPYILLRVPSDHDLVLELESNSARRKEVKKLEDFLLLHKKD
LKHIDVVSVEESATNHIKKKPYILLRVPSDHDLVLELESYGARRKEFVKKLEDFLLLHKKE
LKSVDVVNVEESAHNHIKKKPYILLRVPNDHDLVLELESYGARRKEFVKKLEDFLILHKKE
LKSVDVVTVEESAHNHIKKKPYILLRVPNDHDLVLELESYGARRKEFVKKLEDFLILHKKE
LKSVDVVTVEESAHNHIKKKPYILLRVPNDHDLVLELESYGARRKEFVKKLEDFLILHKKE
KK KKK KK ek ks KKKKKKKKKAK KKK KKKAKRAK KKK KAKAAA ARk sk k k.
MTFVEVPRDIMLAKAETRERRQKRLEHFFREAYALTFGLRPGERRRRSDASVDGEVMTVM
MTLMEVNRDIMLARAETRERRQKRLEYFFREAYALTFGLRPGERRRRSDASSDGEVMTVM
MTLVEVNRDVMLASAETRERRQKRLEYFFREAYALTFGLRPGERRRRSDASSDGEVMTVM
MTLMEVNRDIMLASAETRERRQKRLEYFFREAYALTFGLRPGERRRRSDASTDGEVMTVM
MTLMEVNRDIMLASAETRERRQKRLEYFFREAYALTFGLRPGERRRRSDASTDGEVMTVM
Kok s okk kkekkk KAAXAKKAKRAAK s kXX KK AKAX AR AKX LK KKK K KA KAk k kK
RTSLSKSEFAAALGMKPDDMEFVRKMENIVDKDODGRISFQEFLETVVLESRGKTDDKLRI
RTSLSKAEFAAALGMKPNDMEVRKMENIVDKDODGRISFQEFLETVVLESRGKTDDKLRI
RTSLSKAEFAAALGMKPNDMEFVRKMENIVDKDODGRISFQEFLETVVLESRGKTDDKLRI
RTSLSKAEFAAALGMKPNDMEVRKMENIVDKDODGRISFOQEFLETVVLESRGKTDDKLRI
RTSLSKAEFAAALGMKPNDMEFVRKMENIVDKDODGRISFQEFLETVVLESRGKTDDKLRI
R R T R R R R R R R S
IFDMCDNDRNGVIDKGELSEMMRSLVETIARTTSVTDTQVKELIDGMFQDVGLEHKNHLTY
IFDMCDNDRNGVIDKGELSEMMRSLVEIARTTSLGDDQVTELIDGMFQDVGLEHKNHLTY
IFDMCDNDRNGVIDKGELSEMMRSLVEIARTTSLGDDQVTELIDGMFQDVGLEHKNHLTY
IFDMCDNDRNGVIDKGELSEMMRSLVETIARTTSLGDDQVTELIDGMFQDVGLEHKNHLTY
IFDMCDNDRNGVIDKGELSEMMRSLVEIARTTSLGDDQVTELIDGMFQDVGLEHKNHLTY
B P e
ODFKLMMKEYKGDEFVAIGLDCKGAKONFLDTSTNVARMTSFHIEPPSDARRNWMQEKWDS
QODFKLMMKEYKGDEFVAIGLDCKGAKONFLDTSTNVARMTSENIEPMODKPRHWLLAKWDA
ODFKLMMKEYKGDEVAIGLDCKGAKONFLDTSTNVARMTSENIEPMOQERPRHWMQOEKWDS
QODFKLMMKEYKGDEFVAIGLDCKGAKONFLDTSTNVARMTSENIEPMOQERPRHWMOQEKWDS
QODFKLMMKEYKGDEFVAIGLDCKGAKONFLDTSTNVARMTSENIEPMOQERPRHWMOQEKWDS
KKK KKK KKK KKK KK KKK KKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKK ok kK 0 keks  kkk.
YTTFLEENRQNIFYLFLFYVITIVLFVERFIHYSFMAEHTDLRHIMGVGIAITRGSAASL
YITFLEENRONIFYLFLEYVVTIVLEFVERFIHYSFMAEHTDLRHIMGVGIAITRGSAASL
YITFLEENRONIFYLFLEYVITIVLEVERFIHYSFMAEHTDLRHIMGVGIAITRGSAASL
YITFLEENRONIFYLFLEYVITIVLEFVERFIHYSFMAEHTDLRHIMGVGIAITRGSAASL
YITFLEENRONIFYLFLEYVITIVLEVERFIHYSFMAEHTDLRHIMGVGIAITRGSAASL

K KA KRR KA A KA AR AR AR AKRAKNK ¢« AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AN AR AR A R A A AR AR Ak kKK

SFCYSLLLLTMSRNLITKLKEFPIQQYIPLDSHIQFHKIAACTALFFSLLHTVGHIVNEY

513

569
599
576
577
573

629
659
636
637
633

689
718
695
696
692

749
778
755
756
752

809
838
815
816
812

869
898
875
876
872

929
958
935
936
932

989
1018
995
996
992

1049
1078
1055
1056
1052

1109

106



Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc2

Aed
Dm
Md
Scl
Sc?2

SFCYSLLLLTMSRNLITKLKEFPIQQYIPLDSHIQFHKIAACTALFFSVLHTVGHIVNEY
SFCYSLLLLTMARNLITKLKEFPIQQOYIPLDSHIQFHKIAACTALFFSVLHTVGHIVNEY
SFCYSLLLLTMARNLITKLKEFPIQQYIPLDSHIQFHKIAACTALFFSVLHTVGHIVNEY
SFCYSLLLLTMARNLITKLKEFPIQQYIPLDSHIQFHKIAACTALFFSVLHTVGHIVNEY
B P
HVSTQSIENLKCLTKEVHFTSDYRPDITYWLFQTVTGVTGVMLEFVIMCIIFAFAHSTIRK
HVSTQSHENLRCLTREVHFASDYKPDITFWLFQTVTGTTGVMLFIIMCIIEFVFAHPTIRK
HVSTQSHENLKCLTREVHFASDYKPDITFWLFQTVTGTTGVLLFIIMCIIEFVFAHPTIRK
HVSTQSHENLKCLTREVHFASDYKPDITFWLFQTVTGTTGVMLFIIMCIIEFVFAHPTIRK
HVSTQSHENLKCLTREVHFASDYKPDITFWLFQTVTGTTGVMLFIIMCIIEFVFAHPTIRK
* Kk Kk k kK ***:***:****:***:****:********'***:**:******.*** * k kK
KAYKFEFWNAHSLYIVLYALCLTIHGLARLTGAPRFWLFFIGPGIVYTLDKIVSLRTKYMAL
KAYNFEFWNMHTLYIGLYLLSLIHGLARLTGPPRFWMFFLGPGIVYTLDKIVSLRTKYMAL
KAYKFEFWNMHTLYIGLYLLSLIHGLARLTGPPRFWMFFLGPGIIYTLDKIVSLRTKYMAL
KAYKFEFWNMHTLYIGLYLLSLIHGLARLTGPPRFWMFFLGPGIVYTLDKIVSLRTKYMAL
KAYKFEFWNMHTLYIGLYLLSLIHGLARLTGPPRFWMFFLGPGIVYTLDKIVSLRTKYMAL
B T T P P
DVIETDLLPSDVIKIKFYRPPNLKYLSGOWVRLSCTEIKPEEMHSFTLTSAPHENFLSCH
DVIDTDLLPSDVIKIKFYRPPNLKYLSGOWVRLSCTAFRPHEMHSFTLTSAPHENFLSCH
DVIETELLPSDVIKIKFYRPPNLKYLSGOWVRLSCTAFRPHEMHSFTLTSAPHENFLSCH
DVIETELLPSDVIKIKFYRPPNLKYLSGOWVRLSCTAFRPHEMHSFTLTSAPHENFLSCH
DVIETELLPSDVIKIKFYRPPNLKYLSGOWVRLSCTAFRPHEMHSFTLTSAPHENFLSCH
B T P P i
IKAQGPWTWKLRNYFDPCNYNPDDOQPKIRIEGPFGGGNODWYKFEVAVMVGGGIGVTPYA
IKAQGPWTWKLRNYFDPCNYNPEDQPKIRIEGPFGGGNODWYKFEVAVMVGGGIGVTPYA
IKAQGPWTWKLRNYFDPCNYNAEDQPKIRIEGPFGGGNODWYKFEVAVMVGGGIGVTPYA
IKAQGPWTWKLRNYFDPCNYNAEDQPKIRIEGPFGGGNODWYKFEVAVMVGGGIGVTPYA
IKAQGPWTWKLRNYFDPCNYNAEDQPKIRIEGPFGGGNODWYKFEVAVMVGGGIGVTPYA
khkkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkkkkkhkk %k :*************************************
SILNDLVFGTSTNRYSGVACKKVYFLWICPSHKHFEWFIDVLRDVEKKDVTNVLEIHIFT
SILNDLVFGTSTNRYSGVACKKVYFLWICPSHKHFEWFIDVLRDVEKKDVTNVLEIHIFT
SILNDLVFGTSTNRYSGVACKKVYFLWICPSHKHFEWFIDVLRDVEKKDVTNVLEIHIFT
SILNDLVEGTSTNRYSGVACKKVYFLWICPSHKHFEWFIDVLRDVEKKDVINVLEIHIFT
SILNDLVFGTSTNRYSGVACKKVYFLWICPSHKHFEWFIDVLRDVEKKDVTNVLEIHIFT
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkkkxkkkxkxkxkxkxkk kX kxkx k%
TOFFHKEFDLRTTMLYICENHFQRLSKTSMFTGLKAVNHFGRPDMSSFLKEFVQKKHSYVSK
TOFFHKFDLRTTMLY ICENHFQRLSKTSTIFTGLKAVNHFGRPDMSSFLKEVQKKHSYVSK
TOFFHKEFDLRTTMLYICENHFQRLSKTSIFTGLKAVNHFGRPDMSSFLKEFVQKKHSYVSK
TOFFHKFDLRTTMLY ICENHFQRLSKTSIFTGLKAVNHFGRPDMSSFLKEVQKKHSYVSK
TOFFHKEFDLRTTMLYICENHFQRLSKTSIFTGLKAVNHFGRPDMSSFLKEFVQKKHSYVSK
B R R S )
IGVFSCGPRPLTKSVMSACDEVNKGRKLPYFIHHFENFG 1508

IGVFSCGPRPLTKSVMSACDEVNKTRKLPYFIHHFENFG 1537

IGVFSCGPRPLTKSVMSACDEVNKTRKLPYFIHHFENFG 1514

IGVFSCGPRPLTKSVMSACDEVNKTRKLPYFIHHFENFG 1515

IGVFSCGPRPLTKSVMSACDEVNKTRKLPYFIHHFENFG 1511

KAKRAKRAKNA XA XA NA XA XA A XA XA X, KA*hkhAX A hkhrkxx%k%

1138
1115
1116
1112

1169
1198
1175
1176
1172

1229
1258
1235
1236
1232

1289
1318
1295
1296
1292

1349
1378
1355
1356
1352

1409
1438
1415
1416
1412

1469
1498
1475
1476
1472
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