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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Raquel Santos Souza

B-1,3-glucanases estdo envolvidas na digestdo de insetos que utilizam como fonte
nutricional detritos ou plantas. Nesse trabalho, nos investigamos o papel dos genes da
familia 16 das glicosideo hidrolases (GHF 16) em larvas de Ae.aegypti e sua possivel
participacdo na digestdo de leveduras. O genoma de Ae. aegypti contém seis genes
(Aae GH16. 1 — Aae GH16. 6) que codificam para proteinas da familia GH16, contendo de 2
a 6 éxons. Analises filogenéticas sugerem que em Nematoceros ocorreram duplicacdes em
alguns genes que contém a regido catalitica conservada nessa familia de proteinas (Aae
GH16. 1, 2, 3, 5, 6). Essas proteinas sdo similares a outras proteinas de insetos com
atividades glucanéasicas. A proteina Aae GH16. 4 parece estar relacionada a proteinas
ligantes de B-1,3-glucana, ndo possuindo os residuos cataliticos conservados e peptideo
sinal. B-, 1,3-glucanases e proteinas ligantes de [B-glucana s&o proteinas homolégas e
parecem ter sido originadas a partir do mesmo gene ancestral, antes da diversificacdo dos
holometabolos. Larvas de Ae. aegypti possuem atividades de -1,3 glucanases na cabeca,
tubo digestivo e resto do corpo. As atividades encontradas no tubo digestivo ndao foram
atribuidas a dieta das larvas. Essas atividades possuem uma faixa de pH 6timo entre 5-9 e
massas moleculares de 41 kDa a 150 kDa. Larvas de Ae. aegypti se desenvolvem a partir
da eclosao dos ovos até a fase adulta em uma dieta exclusiva contendo leveduras Ustilago
sp (vivas ou autoclavadas), porém esta condi¢cdo ndo provocou uma inducdo das atividades
de B-1,3-glucanases. O homogenato do tubo digestivo das larvas parece lisar a parede das
leveduras ap6s 4 h de incubacgdo. Todos os genes da familia GH16 foram expressos em
todos os tecidos e apresentaram diferentes padrées de expressdo. Larvas silenciadas para
0s genes AeGH 16. 5 da GHF 16 apresentaram fendtipos de curvas de sobrevivéncia e
taxas de pupacdo inferiores aos controles. Sob condi¢des de estresse, o fenétipo observado
nas larvas se agrava consideravelmente, principalmente nos genes AeGH16.1 e AeGH16.6.
Nos experimentos de ensaios enzimaticos de B-1,3-glucanases, insetos silenciados para o
gene AeGH16. 5 apresentaram uma atividade muito inferior comparados aos silenciados
para AeGH16.6 ou aos grupos controles (GFP e agua) em amostras de tubo digestivo.
Ensaios nesses grupos utilizando o resto do corpo ndo sofreram alteracdes. O peffil
cromatogréafico do tubo digestivo também foi analisado, e novamente insetos silenciados
para AeGH16. 5 apresentaram um pico de atividade menor que os demais, sugerindo que
esse gene codifica a -1,3-glucanase intestinal em larvas de Ae.aegypti.
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B-1,3-glucanases and digestion of yeasts in Aedes aegypti Linnaeus,

1762 (Diptera: Culicidae) larvae: Physiological and Molecular aspects

ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Raquel Santos Souza

Insect B-1, 3-glucanases are involved in digestion of detritus and plant hemicellulose.
We investigated the role of GH16 genes in Ae.aegypti larvae, and its putative
participation in digestion of fungi. The genome of Ae.aegypti contains six genes
coding for GHF16 proteins (Aae GH16.1 — Aae GH16.6), containing 2-6 exons.
Phylogenetic analysis suggests that Aae GH16.1, 2, 3, 5 and 6, which contain the
GHF16 conserved catalytic residues, are related to other insect glucanases. These
genes apparently suffered duplications in the genomes of Nematocera. Aae GH16.4
is related to B-1,3-glucan binding proteins, which have no catalytic activity. B-1,3-
glucanases and B-glucan binding proteins are homologous proteins, which originated
by gene duplication prior to the origin of the Holometabola. Ae.aegypti larvae contain
B-1, 3-glucanase activity in the head, gut and rest of body. Gut activity is not acquired
from food. These activities have optimum pH about 5-6 and molecular masses
between 41 and 150 kDa. Ae.aegypti develops well from egg to adults feeding only
on live or autoclaved yeasts and activity of B-1, 3-glucanases is not induced by both
diets. Larval gut homogenates lyse live Ustilago sp after 4 hours of incubation. All
GH16 genes showed different levels of expression in the larval head, gut or rest of
body. Larvae knock-down of gene AeGH16.5 of GHF 16 showed phenotype with
survival curve and rate of pupation lower than controls (GFP and water). However,
under stress conditions severe mortalities are observed in AeGH16.1 and AeGH16.6
knocked-down larvae. Enzymatic assays of -1, 3-glucanase in AeGH16.5 silenced
larvae exhibited lower activity in the gut and no change in the rest of body.
Chromatographic activity profiles from gut samples after GH16.5 silencing showed
lower activity, suggesting that this gene codes for the larval digestive fB-1,3-
glucanase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importéncia e diversidade dos insetos

Os insetos sdo 0 maior componente da biodiversidade macroscépica
encontrada no planeta Terra. Atualmente, o nUmero de espécies descritas no grupo
dos insetos € estimado em quase um milhdo (Wheeler 1990; Dajoz 1998; Moczek
2010) (Figura 1.1). Insetos ocorrem em quase todos os habitats existentes
(excetuando-se o0os marinhos e polares) e séo frequentemente abundantes e
facilmente dispersos. S&o extremamente importantes para 0S ecossistemas
terrestres e aquaticos. As especializacbes alimentares de diferentes grupos de
insetos incluem ingestdo de detritos, material em decomposi¢cdo, madeira morta e
viva, fungos, filtracdo aquatica e alimentacdo de fitoplancton, herbivoria (incluindo
succado de seiva), predacao e parasitismo. Podem viver na dgua ou na terra (sobre
ou sob o solo) durante suas vidas inteiras ou parte delas. O seu tipo de vida pode
ser solitario, gregario, subsocial ou altamente social. Os ciclos de vida dos insetos
permitem a sobrevivéncia diante de uma ampla distribuicdo de condig¢des, tais como
extremos de frio e calor, umidade e seca e climas imprevisiveis (Rosemberg 1986;
Grimaldi e Engel 2005).

A participacdo dos insetos é essencial na reciclagem de nutrientes, na
propagacédo de plantas, incluindo polinizagao e dispersdo de sementes, manutengao
da composicdo e da estrutura da comunidade de plantas, alimentacdo para
vertebrados insetivoros e manutencdo da estrutura da comunidade de animais
(Richards e Sherman 1977). A relacdo dos insetos com a sociedade humana oferece
inimeros beneficios, contribuindo para nossa alimentagcdo e com os materiais que
usamos. O mel fornecido pelas abelhas e o processo de polinizagéo realizado pelas
mesmas é extremamente importante para a economia mundial (Winfree et al 2009),
e 0S servicos ao ecossistema de besouros e percevejos predadores, ou vespas
parasitas que controlam pragas, valem bilhBes de doélares anualmente. Outros
exemplos sdo a utilizacdo da quitina extraida dos insetos como um composto
quimico, outros derivados que atuam como anticoagulantes, a seda dos casulos do
bicho-da-seda (Bombyx mori) e de espécies relacionadas que sdo usadas na
fabricacdo de tecidos h& séculos, e o corante carmim utilizado nos alimentos
provenientes de cochonilhas. Algumas caracteristicas de certos insetos os fazem



modelos Uteis para entender processos biolégicos gerais, como é o caso da
mosca-da-banana Drosophila melanogaster.

Os insetos também estdo intimamente associados com nossa sobrevivéncia,
uma vez que certos insetos causam danos a nossa saude 0os mosquitos dos géneros
Aedes, Culex ou Anopheles sdo importantes veiculadores de doencas infecciosas
para o homem. Outros insetos afetam de forma negativa nossa agricultura e
horticultura, como a lagarta do cartucho do milho - Spodoptera frugiperda, a broca
do feijao - Zabrotes subfasciatus e a broca da cana - Diatraea saccharalis. Alguns
insetos podem atuar também como parasitas ou transmissores de doengas para
plantas ou animais domésticos, como cigarras e moscas hematofagas. O estudo da
relacdo dos insetos com 0s homens, animais, plantas e o0 meio ambiente se tornam
imprescindiveis para gerar novos conhecimentos, criar diferentes formas de manejo
para a conservacdo da biodiversidade entomologica e para o controle de danos

causados por algumas espécies.

W 925.000insetos

W 123.000 artropodos (exceto insetos)
¥ 43.000 cordados

B 116.000 demais animais

H 30.000 protistas

B 69.000 fungos

w 27.000 algas

» 248 400 plantas vasculares

1.000virus

W 4.800 bactérias etc

Figura 1.1 Numero de espécies conhecidas dos seres vivos e propor¢des entre os grandes
grupos. Fonte: Grimaldi e Engel 2005



1.2 O Aedes aegypti e sua importancia médica

O Aedes aegypti (Linnaeus 1762) € o mosquito transmissor do virus da
dengue de maior importancia epidemiolégica nas Américas. Também esta associado
a veiculacdo de outros agentes etiolégicos como a febre amarela urbana e mais
recentemente o virus chikungunya (Pialoux et al. 2007; Weaver 2010). O género
Aedes compreende em torno de 900 espécies, distribuidas em 47 subgéneros, dos
quais nove sdo encontrados nas Américas (Forattini 2002).

A espécie Ae. aegypti apresenta um alto grau de antropofilia, e sua
distribuicdo geografica € considerada mundial, sendo encontrada de forma endémica
em mais de 100 paises tropicais e subtropicais, predominando em areas urbanas e
periurbanas (Figura 1.2) (Braks et al 2004, Braga e Valle 2007, WHO 2009, Scott e
Takken, 2012). Originario da Africa acredita-se que o mosquito tenha se difundido no
Brasil e em outros paises através de navios durante o periodo colonial (Christophers
1960, Lounibos 2002). Ocorreram periodos de erradicacdo e re-erradicacdo no
histérico do mosquito no Brasil entre as décadas de 1950 e 1970 (Consoli e
Lourenco 1994). No ano de 1955, o Brasil participou da campanha de erradicacdo
continental, coordenada pela Organizacdo Pan-americana de saude e a
Organizacdo mundial de saude (Soper 1964; Donalisio 1999; Léwy 1999) obtendo
éxito na erradicacdo do vetor (Franco 1969). Essa erradicacdo foi oficialmente
reconhecida em uma conferéncia sanitaria, no ano de 1958 (Funasa 2002).
Entretanto, em 1967 foi divulgado a re-introdugdo do mosquito no pais e somente
em 1973 o vetor Ae. aegypti foi considerado re-erradicado (Nobre et al. 1994;
Funasa 2002). Em funcdo das falhas de vigilancia epidemiolégica e mudancas
sociais e ambientais, no ano de 1976 o0 mosquito reapareceu nos estados do Rio
grande do Norte e no Rio de Janeiro, sendo adotadas medidas de controle pelo
governo até os dias atuais (Ministério da saude 2003).

A ampliacéo do territério de Ae. Aegypti deve-se a uma série de fatores como
o intenso fluxo migratorio rural-urbano, mudancas demograficas e condicGes
sanitarias precéarias. As fémeas tém preferéncia pela ovoposicdo em criadouros
artificiais e estdo adaptadas as modificacdes feitas pelo homem no ambiente, sao
extremamente sinantropicas. A alta resisténcia dos ovos a longos periodos de seca

e a proximidade destes a lamina d’agua fazem com que a pluviosidade esteja



diretamente associada a densidade populacional do mosquito (Consoli e Lourenco
1994; Lourenco e Coura 2005).

A possibilidade de se existir mais de uma alimentacdo sanguinea para que se
complete a ovogénese pelas fémeas de Ae. aegypti, processo conhecido como
discordancia gonotroéfica, tem grande interesse epidemiolégico. Quanto maior o
namero de alimentacfes sanguineas realizadas pelos mosquitos, maiores serao as
probabilidades de ele se infectar e transmitir os agentes infecciosos. Seu habito de
alimentacdo é em geral diurno com aumento da atividade hematofagica no periodo
crepuscular, mas também podem agir oportunisticamente picando mesmo a noite, a
partir de seus locais de abrigo. Esse fato se deve a intima associagdo do mosquito
com o homem, pois encontram diversos abrigos nas casas enquanto digerem o
sangue ingerido, processo conhecido como endofilia (Christophers 1960; Lourenco e
Coura 2005).

Os mosquitos do género Aedes sdo taxonomicamente classificados na ordem
Diptera, familia Culicidae, tribo Aedini. Assim como os outros culicideos é um inseto
holometabolo compreendendo quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (em
quatro estadios), pupa e adulto. As formas larvais sdo aquaticas e vivem em
criadouros temporarios onde encontram disponivel matéria organica particulada,
principalmente detritos e microorganismos, tais como bactérias, fungos e microalgas
(Merrit et al. 1992; Rejmankova et al. 2000; Von Dungern e Briegel, 2001; Souza-
Neto, Gusmao e Lemos 2003). As pupas ndo se alimentam e permanecem no
ecotopo aquatico até a emergéncia dos adultos, que irdo ocupar o ambiente
terrestre. Os adultos sao fitéfagos, se alimentando de seiva vegetal, e as fémeas
também se alimentam de sangue, fonte nutricional fundamental para a producéo de
ovos (Figura 1.3) (Forattini 1996).

As aplicacbes de compostos quimicos, como uma tentativa de controle do
vetor, e seu uso indiscriminado em varias regiées do mundo vém disseminando
resisténcia em algumas populacdes dessa espécie de mosquito (Macoris et al. 2003;
Loke et al. 2010; Lima et al. 2011).



1930 - 1962

Figura 1.2 Distribuicdo do Ae. aegypti nas Américas: 1930, 1962 e 2000. Areas em
vermelho indicam a presenca do mosquito, e areas verdes indicam paises aonde
este foi erradicado ou ndo esta presente. Fonte: OPAS/OMS.

Figura 1.3 Fémea adulta de Ae. aegypti (Linnaeus) no processo de alimentacdo sanguinea
no hospedeiro humano, apos ter penetrado a superficie da pele com suas pecas bucais
perfurantes. Fonte: James Gathany, Center for Disease Control Public Health, University of
Florida. [http://orange.ifas.ufl.edu/mg/mg_compendium/pdffiles/in/IN79200.pdf]
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1.3 Arboviroses transmitidas por Ae. aegypti
Arbovirus dependem de artrépodes para a sua transmissdo. Os mosquitos
destacam-se entre os artropodes vetores por serem 0s principais transmissores das
arboviroses mais importantes para o homem na atualidade, tais como dengue, febre

amarela, febre do Oeste do Nilo e algumas encefalites (Lourenco e Coura, 2005).

1.3.1 Dengue

Dengue, também conhecida como febre do dengue (FD), é uma doenca
infecciosa grave e amplamente distribuida nas Américas (Figura 1.4). Os vetores
responsaveis pela transmissdo da dengue sdo mosquitos pertencentes ao género
Aedes (Diptera: Culicidae), sendo incriminadas varias espécies do subgénero
Stegomyia (tais como: Aedes aegypti, Aedes albopictus e Aedes polynesiensis).
Entretanto, os principais vetores primarios da doenca sdo mosquitos da espécie
Ae. aegypti (Braga e Valle 2007). O Ae. albopictus €, nos dias de hoje, um vetor de
importancia secundaria na Asia, mais associado a transmissdo no meio rural ou
semi-urbano (Huber et al. 2000; Gratz 2004). E uma arbovirose essencialmente
tropical e urbana. O agente etiolégico € um virus da familia Flaviviridae, género
Flavivirus, com quatro sorotipos que infectam o homem caracterizado até o
momento: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Gubler e Clark 1995; San Martin et
al 2010). Os sorotipos nao estao relacionados antigenicamente, mas podem fornecer
imunidade cruzada temporaria entre si (Jacobs 2000). Recentemente um grupo de
pesquisa anunciou a descoberta de um novo sorotipo presente em uma populagao
da Malésia, o DENV-5 (http://news.sciencemag.org/health/2013/10/first-new-dengue-
virus-type-50-years).

Atualmente, 2.5 bilhdes de pessoas, ou 40% da populacdo mundial, vivem em
areas de risco para transmissao de dengue (Nathan e Nayal-Drager, 2007). O virus
é endémico em quase 100 paises em diferentes continentes como Asia, Américas e
Africa (Figura 1.5). A Organizagdo Mundial de Satde (WHO) estima que entre 50 a
100 milhdes de infeccbes ocorram anualmente, incluindo 500.000 casos da forma
mais grave da doencga, recentemente classificada pelo ministério da saude como
dengue grave e 22.000 casos de 6bitos registrados (Braga e Valle 2007; WHO 2009;
San Martin et al. 2010).

A dengue é a arbovirose com maior incidéncia no Brasil, e as regides Centro-

oeste e Sudeste sdo as que registraram o maior numero de notificacbes de casos da
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doenca no ano de 2013 (Ministério da saude 2013). As demais regides, por ordem
de incidéncia de casos de dengue sdo: Nordeste, Norte e Sul (Rigau-Pérez et al.
1998). O pais é responsavel pelo maior nimero de casos da doenca notificados
anualmente a OMS, tendo confirmado algo em torno de 3.5 milhdes de casos entre
0s anos 2000 e 2005 (Coelho et al. 2008; Roriz-Cruz et al. 2010). Até o momento
nao existem vacinas prontas para o uso na populacdo ou quimioterapicos efetivos
contra a doenca (Ranson et al. 2010; San Martin et al. 2010).

Dengue, countries or areas at risk, 2010
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Figura 1.4 Distribuicdo dos casos de dengue notificados em 2010. Fonte: WHO
[http://mapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.

png]
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Figura 1.5 Média anual do numero de casos reportados de FD/FDH e média anual do
namero de casos notificados em diferentes paises nos anos de 1955 e 2007. Fonte: WHO
[http://Iwww.who.int/csr/disease/dengue/impact/en/].

1.3.2 Febre amarela urbana (FAU)

Febre amarela urbana é uma doenca infecciosa ndo-contagiosa, causada por
um Flavivirus (Weastaway 1985) e transmitida pelo mosquito Ae. aegypti nas
grandes cidades. Eliminou-se a forma urbana nas Américas em 1954, mas ainda
hoje existem notificagdes de casos no continente Africano. No Brasil, devido a uma
intensa vacinagdo nas duas primeiras décadas do século XX, associadas ao
combate ao vetor, a erradicacdo data de 1942, periodo em que os ultimos casos de
FAU foram notificados no pais (Strode 1951; Franco 1969; Nobre et al. 1994;
Monath 2001).

1.3.3 Chikungunya (CHIKV)

Chikungunya € considerado um arbovirus de alta morbidade, do género
Alphavirus e pertencente a familia Togaviridae, transmitido aos seres humanos por
mosquitos do género Aedes. Na Africa, até recentemente sua transmissdo estava
restrita ao ciclo silvestre. Asia e india sdo os continentes que apresentam o maior
namero de casos de epidemias urbanas, atribuindo essa dispersdo aos mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus. O primeiro caso de chikungunya foi registrado na
Tanzéania em 1953. No Brasil o primeiro caso foi relatado em agosto de 2010 e ja
existem dados da ocorréncia de casos confirmados em paises europeus e na regiao

leste do Caribe (Jupp e Kemp 1996, Sudeep e Parashar 2008; Outbreaks 2007).
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1.4 Digestdao em Insetos

Em insetos, tanto a digestdo como a absorcdo de produtos da digestao
ocorrem principalmente no tubo digestivo. Durante o processo da digestdo, as
macromoléculas do alimento s&o hidrolisadas em moléculas menores que sao
absorvidas pelas células do epitélio intestinal. Esse processo complexo € realizado
por enzimas digestivas e depende da sua localizacdo no intestino do inseto (Terra e
Ferreira 2005).

Insetos de diferentes grupos consomem uma grande variedade de alimentos,
o que influencia a morfologia e a fisiologia do trato digestorio. Existem trés regifes
principais no trato digestério dos insetos, com valvulas controlando o movimento de
entrada e saida do alimento. Essas regides sao conhecidas como: intestino anterior
(IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP). A regido do IA esta relacionada
com a ingestdo, o armazenamento, a trituragéo e o transporte do alimento para o IM.
O IM é o principal sitio de secrecédo de enzimas digestivas e absorcao dos produtos
de digestdo. Alguns insetos possuem digestao extra-oral ou tém uma digestéao inicial
no IA, com enzimas que sao regurgitadas para esse compartimento. O material
remanescente no limem do trato digestério, juntamente com a urina coletada nos
tubulos de Malpighi, chega ao IP, onde ocorre a absorcdo de 4gua, sais minerais e
outras moléculas essenciais antes da eliminagdo das fezes pelo orificio do &nus
(Gullan 2010, Hakin et al 2010).

O epitélio do trato digestorio € composto por uma Unica camada de células
colunares em toda a extensdo do canal e estd apoiado em uma membrana basal,
envolvida por uma camada de musculatura irregularmente desenvolvida (Ribeiro et
al 1990). IA e IP ambos de origem ectodérmica, possuem um revestimento cuticular
composto quase que exclusivamente de quitina, enquanto o IM de origem
endodérmica possui um revestimento diferenciado, formado por microvilosidades
que aumentam a superficie de secrecdo de enzimas digestivas e absorcdo de
nutrientes (Klowden 2007).

Os detalhes refinados de cada regido do tubo digestorio fornecem subsidios
para diversas especializagbes locais, as quais séo diferentemente desenvolvidas
nos grupos de insetos, dependendo da dieta e de sua histéria evolutiva. A maior
parte da digestao ocorre no IM. Na maioria dos insetos, o epitélio do IM é separado

do bolo alimentar por uma estrutura conhecida como membrana ou matriz peritrofica
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(MP), que apresenta poros por toda sua extensdo e € permeavel a enzimas
digestivas e produtos da digestdo. A MP delimita assim dois compartimentos dentro
do IM: espacos endoperitrofico e ectoperitrofico (Figura 1.6). Além de atuar na
compartimentalizacdo da digestdo e na permeabilidade de nutrientes, a MP
proporciona protecdo mecanica contra a abrasdo que pode ser ocasionada no
momento da ingestdo de alimentos sélidos, afetando as células que revestem a
parede intestinal (Terra 1988, 1990; Barbehenn 2001). A MP também fornece
protecdo contra micro-organismos patogénicos causadores de infecgbes intestinais
nos insetos (Terra e Ferreira 2005).

O fluido contendo moléculas do alimento parcialmente digerido e enzimas
digestivas circula pelo IM em direcdo ao IP pelo espacgo ectoperitrofico. Essa
circulacao entre os dois compartimentos aumenta a eficiéncia da digestado por mover
as moléculas de alimento para locais de digestéo final e absorcéo. Além disso, ela &
responsavel por conservar as enzimas digestivas, as quais sdo retiradas do bolo
alimentar antes que cheguem ao IP (Terra 1996, 2001).

A estrutura da MP é definida por uma rede de microfibrilas de quitina imersa
em uma matriz formada por proteinas e carboidratos, sendo classificada de acordo
com seu local de formacao (Terra e Ferreira 2005; Klowden 2007; Hegedus et al.
2009). A MP formada em camadas por células epiteliais ao longo de todo o IM é
classificada como membrana peritréfica do tipo | (MPI). Se sua formacao ocorrer a
partir de células da céardia (regido especializada no inicio do IM), ela é considerada
uma membrana peritrofica do tipo 11 (MPII) (Tellam et al. 1999).

Ordens de insetos como Coleoptera, Dictyoptera, Ephemeroptera,
Hymenoptera, Odonata, Orthoptera, Phasmida, larvas da ordem Lepidoptera e
adultos hematofagos da ordem Diptera secretam MPI (Hegedus et al. 2009; Terra e
Ferreira 2005; Shao e Jacobs 2001). MP tipo Il é sintetizada em insetos de outras
ordens, tal como Dermaptera, Isoptera, Embiodea, algumas espécies da ordem

Lepidoptera, e larvas pertencentes a ordem Diptera (Hegedus et al. 2009).

Figura 1.6. Representacdo esquematica generalizada do tubo digestivo dos insetos. Fonte:
Terra e Ferreira 2005.
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1.4.1 Etapas da digestdo em Insetos

Em insetos, a digestdo € um processo extremamente dinamico e
compartimentalizado, recrutando diversas classes de enzimas digestivas. S&o
conhecidas trés diferentes etapas na digestdo de insetos: digestdo inicial,
intermediaria e final (Figura 1.7). Na digestao inicial, complexas moléculas de
polimeros s@o reconhecidas e degradadas em oligbmeros por despolimerases.
Essas enzimas atravessam os poros da MP e hidrolisam os polimeros presentes na
dieta, esse processamento geralmente ocorrendo no espaco endoperitrofico. Os
oligbmeros gerados a partir dessas reacfes atravessam a MP e chegam ao espaco
ectoperitréfico onde a segunda etapa da digestéo sera desencadeada.

Na digestédo intermediaria, enzimas especializadas clivam moléculas de
oligbmeros em dimeros ou monémeros. Em insetos mais derivados (apomorficos),
ou seja, insetos que sofreram mais adaptacdes a partir do ancestral comum, as
enzimas responsaveis pela etapa de digestdo intermediaria possuem uma massa
molecular maior e ndo conseguem atravessar os poros da MP. A digestao final pode
ocorrer na superficie das células epiteliais presentes no IM através de enzimas
integrais de membrana ou por enzimas ancoradas ao glicocalix, tendo por fungéo
clivar dimeros em monémeros, gerando o produto final da digestdo que sera

absorvido pelo epitélio intestinal (Terra e Ferreira 2005).
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Figura 1.7 Representacdo esquematica das trés fases de digestdo em insetos. Enzimas de
digestao inicial (despolimerases) estdo representadas em verde, enzimas de digestado
intermediaria em rosa, carboidratos (substrato) estdo representados pelos circulos
interligados e a MP pela linha pontilhada. llustracéo: Caroline da Silva Moraes [Tese 2012]

1.4.2 Enzimas digestivas e digestdo de micro-organismos

Enzimas digestivas, pertencendo a classe das hidrolases, sdo fundamentais
para o metabolismo dos insetos (Terra e Ferreira 2005). A obtencdo de uma dieta
apropriada e 0 seu processamento para uma nutricdo eficiente pode ser um grande
desafio fisioldgico. Insetos em geral tém uma complexa, dindmica e ampla variedade
de espécimes bacterianos residentes nos compartimentos digestivos (Grimont et al.
1979, Gusmao et al. 2010), que provavelmente excedem o numero de células dos
proprios insetos. Esses micro-organismos associados aos insetos podem
desempenhar um importante papel na nutricdo, reproducao, fixacdo de nitrogénio,

desenvolvimento, comportamento e resisténcia a colonizacdo de patdgenos. Na
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digestdo, contudo desempenham um papel limitado, mesmo sendo capazes de
produzir suas proprias hidrolases (Dillon 2004, Terra e Ferreira 2005; Douglas,
2009).

Apesar de possuirem um numero substancial de simbiontes em seu tubo
digestivo, algumas espécies de insetos exploram ambientes propicios a proliferacao
de micro-organismos e os utilizam como principal fonte alimentar. Um exemplo
desse tipo de comportamento séo as larvas de mosquitos, pois micro-organismos e
detritos particulados geralmente constituem a maior parte de sua dieta. Embora
muitos trabalhos sugiram que larvas de mosquito ndo apresentam uma preferéncia
alimentar muito discriminatoria, estudos laboratoriais apontam que o0 seu
desenvolvimento é limitado pelo meio em que vivem e pela disponibilidade de
alimento encontrado (Clements 1973; Ameen 1978; Laird 1988; Walker 1988).

O sucesso do desenvolvimento desses insetos em ambientes saturados com
bactérias, fungos e protozoarios, permitem conjecturar que suas enzimas digestivas
desempenham um papel importante na digestdo de micro-organismos. O fato das
larvas se alimentarem de matéria organica e adultos de seiva (machos e fémeas) e
sangue (somente fémeas) sugere a possibilidade de uma variacdo na atividade
dessas enzimas digestivas, que seriam reguladas de acordo com a fase do
desenvolvimento e com a dieta (Terra, 1996; Terra e Ferreira 2005).

Em Ae. aegypti, diversos autores ja descreveram a presenca de enzimas
digestivas como proteases, lipases e carboidrases (Fisk 1952; Geering 1975;
Marinotti 1990). Apesar da existéncia de alguns estudos relacionados com enzimas
digestivas no modelo Ae. aegypti, ainda existe uma grande lacuna no conhecimento
da fisiologia digestiva de larvas e da influéncia da dieta no seu desenvolvimento no
seu habitat natural. Estudos detalhados das enzimas digestivas desses organismos
podem ajudar a sugerir quais seriam efetivamente os alimentos desses insetos na

natureza.
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1.5 Ocorréncia de B-1,3-glucanas

B-1,3- glucanas sao polimeros de glicose na configuracdo anomérica 3 onde a
ligacdo entre unidades glicosidicas se da entre os carbonos um e trés. Esses
polissacarideos sdo abundantes na natureza e produzidos por muitos organismos,
sendo descritos em algas, plantas superiores e fungos. B-1,3-glucanas podem
exercer diferentes fungbes como: defesa na resposta a herbivoria pela producao de
calose em tecidos vegetais, estrutura da parede celular em plantas e fungos ou
polissacarideo de reserva em algas (Bartnicki-Garcia 1968; Gorin e Spencer 1968;
David et al. 1973; Wessels e Sietsma 1981; Aspinall 1982; Bacic et al. 1988, Krainer

et al. 1994). A ocorréncia das principais B-glucanas esta descrita na tabela 1.1.

Tabela 1.1 Estrutura, ocorréncia e funcao das principais p-glucanas encontradas na
natureza. Fonte: Genta, 2004

B-glucana Ligacdo Ocorréncia
principal
celulose B-1,4 vegetais em geral, principal constituinte
bactérias da parede celular
laminarina B-1,3 algas pardas reserva
calose B-1,3 vegetais formacéo de poros do floema
superiores
laricinana B-1,3 coniferas reserva; constituinte da parede
celular
pachyman B-1,3 fungos constituinte da parede celular
B-1,3-1,6-glucanas B-1,3 fungos principal constituinte da parede
celular
liquenana B-1,4 e p-1,3 liquens constituinte da parede celular
reserva
B-glucanas cereais B-1,4 e p-1,3 cereais constituinte da parede celular
reserva

1.6 Ocorréncia e classificagéo de B-1,3-Glucanases

As B-1-3-glucanases sao enzimas capazes de hidrolisar ligagdes B-1,3
encontradas em polissacarideos como as B-1,3-glucanas laminarina (-1, -3-glucana
das algas marrons do género Laminaria sp), calose (em plantas superiores) ou

“‘pachyman” (de fungos da espécie Poria cocos). Essas enzimas também podem
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reconhecer ligacbes B-1,3 em [-1,3-1,6-glucanas presentes nas paredes de
leveduras ou em B-1,3-1,4-glucanas de cereais.

B-1,3-glucanases podem ser agrupadas de acordo com o substrato
preferencialmente clivado ou através da similaridade entre suas sequéncias
primérias de amino-acidos. De acordo com o0 padrdo de acdo da enzima sobre o
polissacarideo, podemos separar as B-1,3-glucanases em endo-B-1,3-glucanases
(ex. E.C 3.2.1.39) ou exo-B-1,3-glucanases (ex. E.C 3.2.1.58). Endo-B-1,3-
glucanases promovem a hidrélise de residuos de glicose nas por¢des internas das
cadeias do polissacarideo de B-1,3-glucana, liberando oligossacarideos, enquanto
exo-B-1,3-glucanases clivam os residuos presentes nas porc¢des externas da cadeia
do polimero, liberando monémeros de glicose ou laminaribiose (dissacarideo). Os
substratos  reconhecidos e o0os produtos liberados por glucanases
(glicose/laminaribiose ou oligossacarideos) revelam propriedades do sitio catalitico
da enzima. De acordo com esses critérios, até o presente momento, B-1,3-
glucanases sdo encontradas dentro de quatro categorias enzimaticas (Cornish-
Bowden et al. 1982; Schomburg e Salzmann 1997), Tabela 1.2

Tabela 1.2 Classificagdo enzimatica de -1,3-glucanases e grupos de organismos
onde sao encontradas. Fonte: Genta 2004.

Enzima E.C Familia Organismo

Endo-1, -3(4)-B-glucanase 3.2.1.6 9,16 Bactérias,
Fungos e
Insetos

Glucan-endo-1,3- B -D-glucosidase 3.21.39 16,17,55,64,81 e 128 Bactérias,
Fungos,
Plantas e

Insetos

Glucan-exo-1,3-B-glucosidase 3.2.1.58 3,5,17,55 Bactérias,
Fungos,

Plantas e
Insetos

Licheninase (Hidrdlise de ligacGes glicosidicas B-1,4) 3.2.1.73 5,7,8,9,10,11,12,16,17 Bactérias,
e 26 Fungos,

Plantas e
Insetos
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O segundo e mais recente critério de classificacdo dessas enzimas esta
baseado na similaridade entre as sequéncias de aminoacidos da estrutura primaria
de cada enzima. A semelhanca entre as sequéncias define as diferentes familias de
glicosideo hidrolases, também conhecidas como glicosidases ou carboidrases.
Enzimas pertencentes a esse grupo sdo essenciais para a hidrélise de carboidratos
complexos, gliconjugados, oligo e polissacarideos. Uma vez que B-1,-3-glucanases
sdo capazes de hidrolisar ligacbes glicosidicas, foram encontradas em 10 diferentes
familias de glicosideo hidrolases, sendo elas as familias: 3, 5, 7, 8, 12, 16, 17, 55,64
e 81 (Henrissat 1991; Davies e Henrissat 1995; Coutinho e Henrissat, 1999).
Enzimas pertencentes a mesma familia compartiham a mesma estrutura
tridimensional, apresentam o0 mesmo mecanismo de catalise, (mantendo a
configuracdo anomérica  presente originalmente no substrato, ou invertendo-a,
liberando produtos na configuracdo anomérica o), com 0s mesmos residuos de
aminoacidos envolvidos no processo. Todas essas caracteristicas estruturais
especificas tornaram esse tipo de classificagdo muito utilizado para o estudo de
proteinas e genes de glicosideo hidrolases. Nesse trabalho estudamos (-1,3-

glucanases pertencentes a familia 16 das glicosideo hidrolases (GHF 16).

1.6.1 B-1,3-glucanases em insetos

B-1,3-glucanases desempenham um importante papel na digestdo de insetos
detritivoros ou que se alimentam de gramineas, estando envolvidas na etapa inicial
de digestédo (Terra e Ferreira 1994). Sdo encontradas em quase todos os grupos de
insetos como: Periplaneta americana (Blattodea; Genta et al. 2003), Tenebrio molitor
(Coleoptera; Genta et al. 2009), Abracris flavolineata (Orthoptera; Genta et al. 2007),
Acromyrmex subterraneus (Hymenoptera; Erthal Jr. et al. 2007), Helicoverpa
armigera (Lepidoptera; Pauchet et al. 2009), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera;
Bragatto et al. 2010) e varias espécies de cupins (Isoptera; Lucena et al. 2011).

Entretanto, somente as B-1,3-glucanases de Tenebrio molitor (Genta et al.

2009), Periplaneta americana (Genta et al. 2003), Spodoptera frugiperda (Bragatto et
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al. 2010) e Abracris flavolineata (Genta et al. 2007) foram efetivamente purificadas
até a homogeneidade e caracterizadas em detalhes.

P. americana possui duas -1,3-glucanases digestivas majoritarias,
denominadas LAM e LIC1. Ambas sdo endo-B-1,3-glucanases secretadas pelas
glandulas salivares do inseto, sdo capazes de lisar células da levedura
Saccharomyces cerevisae, possuem pH 6timo em torno de 6 e séo estabilizadas por
ions de calcio. LAM possui uma massa molecular em torno de 46 kDa e é capaz de
atacar processivamente (ataque mdultiplo da cadeia do substrato) apenas B-1,3-
glucanas, gerando glicose como produto principal. LIC1 possui uma massa
molecular de 25 kDa e cliva p-1,3-glucanas e B-1,3-1,4-glucanas, possuindo alta
afinidade por sequéncias de celotetraoses encontradas em hemiceluloses cereais
(Genta et al. 2003).

T. molitor possui uma endo-B-1,3-glucanase com massa molecular de
aproximadamente 50kDa, e pH otimo por volta de 6. E capaz de clivar
exclusivamente B-1,3-glucanas. Essa enzima gera uma série de oligossacarideos a
partir do polissacarideo, possui alta capacidade litica sobre as células da levedura S.
cerevisae e é secretada pelo epitélio do intestino do inseto. No sitio ativo encontra-
se um grupo carboxila, um ion divalente (sugere-se célcio), residuos de histidina,
tirosina e arginina. Essa enzima parece ser essencial para a nutricao do inseto, pois
a retirada dos fungos da dieta leva a perda de peso e retardo no desenvolvimento
das larvas (Genta et al. 2006).

A. flavolineata possui uma exo-B-1,3-glucanase com massa molecular de
aproximadamente 45kDa, e um pH 6timo por volta de 6. E capaz de clivar apenas B-
1,3-glucanas. Seus principais produtos de acdo sdo glicose e laminaribiose
(glucopiranosil-B-1,3-glicosideo). Essa enzima é inibida por altas concentracdes de
laminarina e possui um sitio de ligacdo ao substrato além do sitio ativo,
possivelmente envolvido na processividade dessa enzima (Genta et al. 2007).

Spodoptera frugiperda possui uma endo-B-1,3-glucanase denominada SLAM,
com atividade somente sobre B-1,3-glucana e peso molecular de 37,5 kDa, sendo a
primeira descri¢cao de -1,3-glucanase com pH 6timo alcalino (pHo= 9). Essa enzima
€ encontrada no contetdo do intestino médio anterior e também na parede epitelial
do intestino médio posterior, 0 que sugere sua secrecdo na parte posterior do

intestino médio, sendo dirigida para o limen do intestino (Bragatto et al. 2010).
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Dessa maneira € possivel que B-1,3-glucanases desempenhem um papel
importante na fisiologia digestiva de larvas de Ae. aegypti, digerindo a parede celular

de plantas e fungos da dieta.

1.6.2 Proteinas ligantes de B-glucanas (BLP/BRP)

Além do papel digestivo, algumas B-1-3-glucanases, como as do lepidoptero
Helicoverpa armigera e de diferentes espécies de cupins foram relacionadas com a
defesa imune do inseto (Bulmer e Crozier 2006; Pauchet et al.,, 2009). Imunidade
inata é a primeira linha de defesa contra infeccdo por patégenos em todos o0s
animais, incluindo os insetos (Gillespie et al. 1997; Strand 2008).

O disparo da resposta imune ocorre através do reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS), que estdo na superficie de micro-
organismos como lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicano (PGs) e B-1,3-glucana
(Royet 2004). Proteinas especializadas nesse reconhecimento sédo conhecidas como
receptores de reconhecimento de padrdes (RRP), que se ligam as células invasoras
desencadeando uma resposta do sistema imune inato (Janeway e Medzhitov 2002).
Complexas vias de sinalizagdo podem ser ativadas, induzindo a producdo de
peptideos antimicrobianos, entre outras moléculas (Lemaitre e Hoffmann 2007;
Ragan et al. 2009). Receptores de reconhecimento de padrdes (RRP) foram
relacionados com o disparo das cascatas de serino proteases no espaco
extracelular, as quais coordenam multiplas respostas imunes, podendo levar a
ativacdo de duas das principais vias de resposta humoral, sendo elas a via Toll e a
ativacdo da via proteolitica de profenoloxidase (proPO) (Ochiai e Ashida 1988, Lee
et al. 2000; Fabrick et al. 2003). Fenoloxidases ativas (PO) geram quinonas reativas
gue melanizam e matam diretamente o patdégeno invasor (Nappi e Christensen 2005;
Kohler et al. 2007; Zhao et al. 2007).

Proteinas ligantes de B-1,3-glucana (BLP/BRP) séo consideradas receptores
de reconhecimento de padrdes (RRP) e estdo associadas a imunidade nos insetos.
Sado homoldgas as B-1,3-glucanases, pertencem a mesma familia 16 das glicosideo
hidrolases, porém n&o possuem atividade catalitica. E possivel que essas proteinas
ligantes tenham se originado das [B-1,3-glucanases e divergido em sua funcéo,
perdendo sua capacidade de realizar a catalise e adquirindo uma regido N terminal

extra, especifica para o reconhecimento de carboidratos (Bragatto et al. 2010,
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Hughes 2012). Na literatura sdo encontradas com diferentes nomenclaturas, sendo
bastante comum encontrar designac6es como proteinas de reconhecimento de B-
glucanas (BRP), proteinas ligantes de B-glucana (BLP) ou proteinas ligantes de
gram-negativas (GNBP). No decorrer do texto elas serdo coletivamente referidas
como BLP.

BLP foram inicialmente descritas em Bombyx mori (Ochiai 1988, 2000),
popularmente conhecido como bicho-da-seda, por sua habilidade em se ligar a B-
1,3-glucana. Subsequentemente essas proteinas foram identificadas em outros
artrépodes, incluindo Manduca sexta (Ma e Kanost 2000), Pacifastacus leniusculus
(Lee et al. 2000), Penaeus stylirostris (Roux et al. 2002), Tenebrio molitor (Zhang et
al. 2003), Plodia interpunctella (Fabrick et al. 2003) e Armigeres subalbatus (Wang et
al. 2005).Em insetos podem ser encontradas em ovos, hemolinfa e no corpo
gorduroso, em resposta a desafios com patdgenos invasores (Ma e Kanost 2000;
Fabrick et al. 2003; Gorman et al. 2004; Jiang et al. 2004;Wang et al. 2005; Sun et
al. 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Ae. aegypti € o principal responsavel pela dispersdo da dengue, uma doenca
negligenciada que vem sendo considerada a mais comum e disseminada arbovirose
no mundo. As estratégias de controle atuais desses dipteros ndo tém conseguido
diminuir efetivamente a incidéncia dessa doenca.

Em geral, as formas larvais de culicideos se alimentam de micro-organismos,
tais como leveduras. Esses micro-organismos associados aos insetos podem
desempenhar diversos papeis em sua fisiologia. [B-1,3-glucanases sao uma
importante classe de enzimas, envolvidas na digestéo inicial da maioria dos insetos
detritivoros e o0 seu papel ainda nado foi investigado em culicideos. Dentro desse
contexto investigamos, nos niveis funcionais e moleculares, alguns aspectos do

modelo Ae. aegypti.
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3 OBJETIVO GERAL

Investigar aspectos fisiolégicos e moleculares de [-1,3-glucanases e da
digestéo de leveduras em larvas de Ae. aegypti.

3.1 Objetivos especificos

» Analisar a presenca de sequéncias no genoma de Ae. aegypti que codifiquem
para GHF 16,

» Caracterizar o padrao tecidual e parametros bioquimicos das atividades de [3-
1,3-glucanases em larvas de Ae. aegypti,

= Verificar o efeito de uma dieta exclusiva de leveduras sobre o
desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti,

» Investigar o envolvimento de [(-1,3-glucanases na digestdo de leveduras em
larvas de Ae. aegypti,

» Estudar a expressao génica de GHF 16 em larvas de Ae. aegypti,

»= Avaliar o efeito do silenciamento de genes da GHF 16 através de RNAi em
larvas de Ae. aegypti.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criacdo e manutencdao de insetos

Os ovos utilizados em todos os experimentos foram cedidos pelo Laboratério
de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), localizado no Instituto
de Biologia do Exército (IBEX), em colaboracdo com a Dr? Denise Valle
(IOC/FIOCRUZ) e o Dr. José Bento Pereira Lima (IOC/FIOCRUZ). Usamos em todos
0s experimentos insetos da cepa Rockfeller. Ela foi originalmente descrita como
padrdo de susceptibilidade a inseticidas para a espécie Ae. aegypti em todo o
mundo (Craig e Nijhout 1971; Kuno 2010).

Para induzir a eclosdo dos ovos previamente estocados em nosso laboratério,
utilizamos 0,3% (p/v) de extrato de levedura (SIGMA#Y1625) em solucdo de agua
desclorada, com uma taxa de eclosdo média de 80% (Barbosa e Peters 1969, Novak
e Shroyer 1978, Farnesi, Martins et al. 2009). As larvas de Ae. aegypti foram
mantidas em recipientes com agua e com temperatura em torno de 26 + 1°C, com
fotoperiodo controlado (12:12). Como fonte nutricional foi utilizada racdo de gato
(Whiskas® - Masterfoods Brasil Alimentos Ltda), células autoclavadas de
Saccharomyces cerevisae (Cepa H14) e células vivas e autoclavadas de Ustilago sp
(levedura criopreservada em laboratorio). As pupas e adultos foram mantidos em
recipientes adequados para contagem e pesados com o decorrer dos dias de

desenvolvimento. Os insetos adultos nao foram alimentados.

4.2 DisseccOes das larvas

Larvas no estéadio L4 foram dissecadas em solucdo salina 0,9 % (p/v) a 4°C.
Foram isolados os tubos digestivos (com membrana peritrofica, alimento e
excluindo-se somente o reto e os tubulos de Malphigi), cabecas (contendo glandulas
salivares) e todo o restante do corpo (corpo gorduroso, traqueias, carcaga, etc.)
sendo estocados em microtubos de polipropileno. Os insetos foram reunidos em
“pools” de 10 para os ensaios de atividade enzimatica, 80 para os ensaios de efeito
de pH e 50para as filtraces em gel. As amostras foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas no freezer a-20°C. O material dissecado para
experimentos de biologia molecular foi colocado em microtubos de polipropileno
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contendo 50 pL de TRI Reagent® (SIGMA) e imediatamente congelados e

armazenados a-80°C até a extracdo do RNA total.

4.3 Preparacdes das leveduras Ustilago sp para alimentacao das larvas

Células da levedura Ustilago sp, previamente isoladas de flebotomineos da
espécie Lutzomyia longipalpis coletados em Teresina, Piaui, foram cedidas pelo
Prof. Rod Dillon da Universidade de Lancaster, UK, e criopreservadas a -80°C. As
células foram recuperadas e cultivadas em meio sélido (Sabouraud, MERCK) a 30°C
por dois dias. Apés o surgimento das colonias de levedura, um novo cultivo foi
realizado em meio liquido a partir de um clone isolado. Apds o crescimento das
leveduras durante a noite a 30°C (75 rpm), a densidade oOptica (OD) dos cultivos foi
normalizada com meio para 1 unidade de absorbancia (600 nm). Apds a
normalizacdo, uma aliquota de 1 mL era transferida para 50 mL de meio liquido, sob
agitacdo de 75 rpm, e incubada por 24 horas. O meio era entdo centrifugado a
10.000 g, durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante era descartado e o precipitado
ressuspendido em 50 mL de agua desclorada, sendo entédo, adicionado ao criadouro
artificial das larvas. A administracdo dessa dieta era realizada uma Unica vez em

cada experimentacao.

4.4 Alimentagbes com leveduras

As larvas na primeira etapa experimental foram mantidas em uma dieta
contento racdo de gato até o estadio L3. Posteriormente essas larvas foram
separadas em grupos de 80 e colocadas em trés recipientes distintos contendo:

100 mL de &gua desclorada com 200 mg de racdo de gato (Whiskas® -
Masterfoods Brasil Alimentos Ltda), 50 mL de &gua desclorada gqsp 100mL com
250+£30 mg das células autoclavadas de S.cerevisae (cepa H14) e 50 mL de agua
desclorada gsp 100mL com 250+30 mg das células autoclavadas de Ustilago sp.
Todas as células haviam sido resuspendidas previamente em 50 mL agua
desclorada. Alcancadas 144 h de desenvolvimento as larvas era pesadas em grupo
de 3 e suas massas corporais foram comparadas.

Para os experimentos de alimentacdo utilizando células vivas de Ustilago sp,

as larvas eram mantidas em dois recipientes distintos a partir da eclosdo dos ovos.
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Um total de 80 larvas eram mantidas em um recipiente com 100 mL de agua
desclorada e 200 mg de racdo de gato (Whiskas® - Masterfoods Brasil Alimentos
Ltda) ou 50 mL de agua desclorada e 250+30 mg de células vivas de Ustilago sp,
resuspendidas previamente em 50 mL de &gua desclorada. Os imaturos foram
mantidos sob uma temperatura de 26x1°C, sob foto periodicidade controlada
(12:12), sendo observado o seu padrdo de desenvolvimento. Com 144 horas de
desenvolvimento, foram selecionadas 50 larvas nas diferentes dietas, pesadas e
comparadas, enquanto o restante da populacdo permaneceu no recipiente para dar
prosseguimento ao experimento. Posteriormente, o surgimento de pupas e insetos
adultos nas diferentes populacdes também foi observado, contabilizado e os insetos

pesados. Cada grupo experimental foi realizado em duplicata.

4.5 Ensaios de atividade litica do extrato dos tubos digestivos das larvas

sobre células de Ustilago sp

Um total de 10 tubos digestivos das larvas em estadio L4 criadas nas
condicBes do item 4.1 e alimentadas com racao de gato foram homogeneizados em
uma solucédo contendo 100 pL de agua deionizada e 2,5 yL das solucdes estoque
dos inibidores de proteases, sendo eles: Fenilmetil sulfonilfluoreto (PMSF) 20 mM
(James, 1978), Pepstatina A 20 uM (Umezawa et al. 1970; Marciniszyn et al. 1976) e
L-trans-Epoxysuccinyl-leucylamido (4-guanidino) butane 20uM (E 64) (Barret et al.
1981, 1982). O material homogeneizado foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a
10.000 g e a fragédo soluvel (sobrenadante) foi coletada. Esse material foi filtrado
(poro de 0,22 uM Millex GV, Millipore, EUA) e uma aliquota de 10uL foi adicionada
com 25 pL de uma suspensao de células de Ustilago sp (contendo cerca de 375
Unidades Formadoras de Col6nia) em agua deionizada e 25 pL de tampéo citrato
10mM,pH7. Apoés diferentes tempos de incubacéo, aliquotas de 20 uL da mistura de
reacdo acima foram retiradas e plaqueadas em 20 mL de meio sélido Sabouraud
(MERCK, Sabouraud 1892). Contou-se o numero de UFCs restantes apos 48 horas
de crescimento a 30°C. As células de Ustilago sp sem a incubac&o com o extrato de
tubos digestivos mostraram que sdo estaveis nas condicfes utilizadas.Os

experimentos foram realizados duas vezes em triplicata.
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4.6 Caracterizagfes bioquimicas

4.6.1 Ensaios enzimaticos de B-1,3-glucanases

Foram utilizados quatro “pools” contendo 10 tubos digestivos, 10 cabecas e
10 restos do corpo em cada ensaio. A homogeneizacao dos tecidos foi feita em 100
ul de agua, com o auxilio de um homogeneizado para microtubos (Sigma#2359971).
Somente nas amostras de tubo digestivo foram adicionados 2,5 pL dos inibidores:
PMSF20 mM, Pepstatina A 20 uM e E 64 20 pM. O material homogeneizado foi
centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10.000 g. A fracédo soluvel (sobrenadante) foi
coletada e a fracdo insoluvel foi ressuspendida no mesmo volume de solucdo de
homogeneizagdo. As duas fragbes foram testadas separadamente. Para todos os
experimentos utilizamos como substrato laminarina 0,25% [p/v] em &gua deionizada
(Miles, Millipore, EUA) e tampéao citrato de sédio (concentracao inicial de 200 mM,
pH 7, mantido em temperatura ambiente). Os ensaios foram incubados durante 0, 2,
4, 6 e 8 horas na estufa a 30°C e interrompidos nos intervalos de tempo por
incubagédo a 100°C durante 3 minutos, ocasionando a desnaturagdo da enzima. A
atividade da enzima foi detectada pela producdo de acgulcares redutores, através do
reagente de &cido dinitrosalicilico (Noelting e Bernfeld, 1948) ou do &cido
bicinchoninico (Redinbaugh e Turley 1986). As leituras em espectrofotbmetro foram
realizadas nos comprimentos de onda de 550 e 565 nm, respectivamente. Controles
sem enzima ou sem substrato foram incluidos. Uma unidade de enzima (U) é
definida como a quantidade de B-1,3-glucanase que hidrolisa 1umol de ligacdes
glicosidicas por minuto. A atividade foi medida em condi¢des nas quais a quantidade
formada do produto tenha sido proporcional a concentracdo de proteina no ensaio e
ao tempo de incubacédo. Os experimentos foram realizados cinco vezes, utilizando

de quatro a cinco “pools” com 10 insetos para cada condicdo amostral.

4.6.2 Determinacdao de proteinas
A quantidade de proteina das amostras foi determinada com o reagente

Coomassie Blue G (Bradford 1976), utilizando albumina de ovo para a confeccéo de

curva padréao.
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4.6.3 Efeito do pH na atividade enzimatica

Para os estudos dos efeitos do pH na atividade enzimatica, foram ensaiados
80 tubos digestivos, 80 cabecas e 80 restos do corpo em 400ul de 4gua. O material
homogeneizado foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10.000 g e a frac&o soluvel
(sobrenadante) foi coletada. Para todos os experimentos utilizamos como substrato
laminarina 0,25 % [p/v] em &gua deionizada (Miles, Millipore, EUA). Os ensaios
utilizaram os tampdes: citrato de sédio (pH 3-7, 200mM), EPPS (pH 7-9, 200 mM),
AMPSO (pH 9-10, 200 mM) e CAPS (pH10-11, 200 mM), com sobreposicdo de
tampBes para descartar possiveis inibicdes pela espécie tamponante. Todos 0s
ensaios utilizaram os tampdes em temperatura ambiente na concentracao final de
83 mM. Os experimentos foram realizados em triplicata e foram reproduzidos trés

vezes.

4.6.4 Cromatografia de filtracdo em gel em coluna Superdex 200 (GE

Healthcare)

Foram utilizados 50 tubos digestivos, 50 cabecas e 50 restos do corpo nas
cromatografias de filtracdo em gel. Esses tecidos foram homogeneizados em 100yl
de Feniltiouréia (PTU) em uma concentracdo final de 10 mM. Somente nas amostras
contendo tubo digestivo foram adicionados 10uL dos inibidores: PMSF 20 mM,
Pepstatina A 20 uM e E64 20 pM. Nos tecidos previamente macerados em uma
solugéo contendo PTU foram adicionados 500 pL de tampéo citrato pH 7, 50 mM
contendo NaCl 150 mM, sendo posteriormente centrifugadas em uma rotacdo de
10.000 g por 10 minutos, sob uma temperatura de 4°C. A fracdo soluvel
(sobrenadante) de cada material foi aplicada em uma coluna Superdex 200 (GE
Healthcare) acoplada ao sistema cromatografico AKTA-FPLCeequilibrada em
tampé&o Citrato pH 7, 50 mM contendo NaCl 150 mM. As proteinas foram eluidas
da coluna com 30 mL do tampéao. Usou-se um fluxo de 0,5 mL/min, e fracbes de 0,5
mL foram coletadas. As fraces com maior atividade enziméatica foram reunidas para
caracterizacdo. Os ensaios utilizaram 35 pL das fragbes coletadas dos diferentes
tecidos e 25 pL do substrato laminarina 0,25% [p/v] em agua deionizada (Miles,
Millipore, EUA). Todos os ensaios foram incubados “overnight’. Os padrdes de

massa molecular utilizados foram o blue dextran (2000 kDa), citocromo C (12,4
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kDa), anidrase carbbnica (29 kDa), albumina de soro bovina (66 kDa), alcool
desidrogenase (150 kDa) e p-amilase (200 kDa).

4.6.5 Identificacdo dos genes da familia 16 das glicosideo hidrolases no

genoma de Ae. aegypti

Os genes da familia 16 das glicosideo hidrolases (GHF16) foram identificados
no genoma de Ae. aegypti usando o software FAT (Functional Analysis Tool -
HMMER Models Analysis Program) gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Rafael Dias
Mesquita (IQ-UFRJ). Para a busca das sequencias de interesse utilizou-se como
molde o dominio PFAM Glyco Hydro 16 (PF00722) com a colaboragdo da Prof. Dr?.
Renata Schamma (IOC-FIOCRUZ).

4.6.6 Alinhamento das sequéncias obtidas e analise da arvore consenso

O alinhamento das sequéncias homologas que codificam para GHF 16 de Ae.
aegypti e a geracdo de sequéncias consenso foi realizado utilizando o algoritmo
CLUSTAL (Higgins 1994; http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) e o
software BIOEDIT (Hall 1999; http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htm). As
sequéncias obtidas foram analisadas pelos algoritmos BLAST (Altschul et al. 1990;

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.  cgi), signal [P (Dyrlev et al. 2004;
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), NETOGIlyc 4.0 (Julenius et al. 2005;
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), NETNGIyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e ProtParam (Gasteiger et al. 20083;
http://web.expasy.org/protparam/). Para construcdo da arvore consenso, foi utilizado

o programa MEGA (http://www.megasoftware.net/) e o algoritmo de Neighbor-Joining

(NJ) (Tamura et al , 2011) com bootstraps de no minimo 10000 réplicas.

4.6.7 Extracdo de RNA total e RT para sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de larvas inteiras em estadio L4 e dos tecidos:
cabeca, tubo digestivo e resto do corpo utilizando-se o reagente TRI®
(SIGMA#T9424) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apos a extracdo, o0 RNA

foi quantificado utilizando-se um Nanodrop® (NanoDrop Technologies, Wilmington,
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USA). Para obtencédo do cDNA, as amostras de RNA obtidas foram tratadas com a
DNase do kit TURBODNAse FREE (Ambion), sendo posteriormente submetidas a
reacao de transcricdo reversa (RT), realizada segundo o protocolo do fabricante do
kit SUPERSCRIPT Il (Invitrogen, San Diego, CA) com um iniciador oligo dT (18)
(PRODIMOL Tecnologia) . O material apds a reacao de RT foi tratado com RNase H
e o cDNA foi quantificado em Nanodrop novamente. Para analises posteriores, as
amostras de cDNA de larvas e tecidos foram normalizadas para a concentracao de
50 ng/pL.

4.6.8 PCR e RT- PCR semi-quantitativo

Para as amplificacBes de fragmentos de DNA correspondentes as sequéncias
de Glicosideo Hidrolases da familia 16, foram desenhados oligonucleotideos
especificos, a partir das sequéncias ja previamente obtidas no genoma de
Ae. aegypti (Tabela 4.1). Esses iniciadores foram utilizados tanto para amplificacéo
a partir do DNA gendmico quanto nos cDNAs sintetizados em reacdes de transcricao
reversa. Para as amplificacbes foi utilizado o kit GoTag® DNA Polimerase
(Promega), onde cada reacao apresentava tampao de reacdo 1X, dNTP (0,2 mM),
cloreto de magnésio (1,5 mM), oligonucleotideos (10 uM de cada um), Tag DNA
polimerase (0, 025 U) e1 yL de cDNA ou DNA gendémico (50 ng/pL). O volume final
de 20 pL foi ajustado com agua livre de nucleases. Em todas as reac¢des foi utilizado
como controle o gene constitutivo RP49 (Gentile et al. 2005). Cada reacdo consistiu
em um namero variado de ciclos, com intervalos de 1 minuto a 94°C para que ocorra
a desnaturacao da fita molde, 30 segundos para que ocorra o pareamento de cada
iniciador, 55°C para o anelamento de todos 0s genes e 1,5 minutos a 72°C para a
etapa de alongamento da nova fita. Foram realizados diferentes nimeros de ciclos
em cada experimento, sendo 40 ciclos para os experimentos iniciais deteste dos
iniciadores e uma variacdo de 24 a 40 ciclos para os experimentos de calculos da
expressao relativa e para a confirmacao do silenciamento dos genes ap6s RNAI.
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Gene GenBank Sequencia de primers

AaeGH16. 1 EAT44802.1 F: GTGACACTGAACCGAGATCG
AaeGH16. 1 EAT44802.1 R: TGGGACGAATGTAAAGGGTG
AaeGH16. 2 EAT44801.1 F: GCATGAAAACACTCTGGCTG
AaeGH16. 2 EAT44801.1 R: TCAAATCTCGGTTTCCCTTCG
AaeGH16. 3 EAT41280.1 F: TCTATACATCCGCCCAACATTG
AaeGH16. 3 EAT41280.1 R: CCATCAGATCCACTTCACCTG
AaeGH16. 4 EAT40654.2 F: GGATTCCAGTATGCTACCCTG
AaeGH16. 4 EAT40654.2 R: ACGTAATCCACTTTCAGCTCC
AaeGH16. 5 EAT38985.1 F: GAGGAAAGTGCCCCGAAG
AaeGH16. 5 EAT38985.1 R: AGGTTCAAAGTTCCACTGCTC
AaeGH16. 6 EAT38986.1 F: GACTTTCTGCTCTGGTGATTTG
AaeGH16. 6 EAT38986.1 R: TCTTTCACAACCATCCCACG

Tabela 4.1 Sequéncias de iniciadores oligonucleotidicos utilizados para RT-PCR semi
guantitativo de transcritos que codificam para a familia GHF16em larvas de Ae.aegypti. F:
iniciador senso (Foward). R: iniciador anti-senso (Reverse).

4.6.9 Eletroforese de DNA em gel de agarose e analise densitométrica

Os produtos de RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
com concentracdo final de 1% (p/v), em tampéao TBE (Tris 0.89 M /Borato 0.89 M
/EDTA 0.02 M, pH 8,5) e as amostras foram resolvidas em uma diferenca de
potencial de 80-120 V. Apés a eletroforese, o material foi evidenciado com solugéo
de brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizado em um transiluminador de luz UV
(312 nm).Os géis foram fotografados (E-Gel Image, Life Technologies, EUA) e
analisados com o programa ImageJ (Sheffield 2007), gerando perfis semi-

guantitativos de expressao génica com base nas bandas reveladas com luz UV.
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4.6.10 Preparacéo de dsRNA

O protocolo utilizado para os experimentos de silenciamento foram baseados
na metodologia de Singh et al. (2013). A extracdo do RNA total e a sintese de cDNA
foram realizadas de acordo com o item 4.6.7. Quatro dos genes identificados (item
4.6.5) que codificam para a familia GH 16 em Ae. aegypti foram selecionados como
alvos para o silenciamento, sendo eles os genes denominados AeGH16.1,
AeGH16.4, AeGH16.5 e AeGH16.6. Foram desenhados iniciadores especificos para
a sintese de dsRNA (Tabela 4.2) e os produtos de PCR gerados a partir das reagdes
de RT-PCR (feitas de acordo com o item 4.6.8) foram purificados usando-se os kits
de purificacdo QIAquick PCR Purification Kit ou QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN, EUA). Para as transcri¢oes in vitro e purificacdo do dsRNA utilizamos o kit
MEGAscript® RNAI Kit (Ambion, Life Technologies, EUA).

4.6.11Silenciamento por RNAI e ensaios biolégicos

As larvas de Ae. aegypti foram criadas de acordo com o item 4.1 e
alimentadas com racdo de gato. Em todos os experimentos as larvas foram
separadas no estadio larval L2 e mergulhadas em solu¢des contendo 0,5 pg/uL de
dsRNA e 2,5% (p/v) de azul de bromofenol. Os insetos foram mantidos nessa
solucéo por 2 horas sob temperatura ambiente. A sele¢cdo dos insetos ocorria de
acordo com a intensidade da cor azul no tubo digestivo das larvas, sendo entéo as
mesmas transferidas para potes individuais e mantidas até a fase adulta. Para os
experimentos de curva de sobrevivéncia e percentual de pupacéo foram separadas
20 larvas que foram mantidas em recipientes contendo 100 mL de &gua filtrada e
0.001 mg de racao de gato (Whiskas® - Masterfoods Brasil Alimentos Ltda). Nos
experimentos sob condi¢cdes de estresse, em cada grupo apos o silenciamento 120
larvas foram mantidas em microtubos de prolipopileno contendo 1mL de &gua
filtrada e n&o foi adicionada qualquer fonte nutricional durante os dois primeiros dias.
Para os ensaios enzimaticos e filtracdo em gel foram dissecados 50 tubos digestivos
e 50 restos do corpo. Esses tecidos foram homogeneizados em 100 pl de agua e

somente no homogenato dos tubos digestivos foram adicionados 2,5 ul dos
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inibidores: 20 mM PMSF, 20 mM Pepstatina A e 20 mM E64. Para todos os
experimentos enzimaticos utilizamos como substrato laminarina 0,25 % [p/v] em
agua deionizada (Miles, Millipore, EUA). A incubacéo e a detec¢céo foram realizadas
de acordo com o item 4.6.1. Insetos utilizados para as medidas do efeito de
silenciamento dos genes foram mantidos em paralelo, sob as mesmas condi¢des,
para que o RT-PCR semi quantitativo fosse realizado. Analise do silenciamento por
RT-PCR foi feita de acordo com o item 4.6.9 Todos os experimentos de estudo de

fenotipo foram realizados quatro vezes.

Gene Sequencia do iniciador
dsGH16.1F TAATACGACTCACTATAGGGAGAACCCGTCAGTTTGGGCAGACGC
dsGH16.1R TAATACGACTCACTATAGGGAGAGACGTTGAACCCCTTGCTGTATTC
dsGH16.4F TAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGGCATCGGTTGCGAGGTGG
dsGH16.4R TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTATGAAAGTTATCGCTGAAATGCTC
dsGH16.5F TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGTTGAACAGGTTGGTTCAACTTT
dsGH16.5R TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAATGGAAGCCGTTGTTGAAACCTT
dsGH16.6F TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGTTGAGCAAGTAGGATCGACTT
dsGH16.6R TAATACGACTCACTATAGGGAGACGATGGAAGTCATTGTTGAAGCCT

Tabela 4.2. Sequéncias de iniciadores oligonucleotidicos usados para amplificar os
fragmentos de cDNA utilizados na preparacao de dsRNA.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlises bioinformaticas e identificacdo de GH16 no genoma de Ae.aegypti

5.1.1 IdentificagcBes e analises dos genes pertencentes a familia 16
das glicosideo hidrolases

Foram encontrados no genoma de Ae.aegypti seis sequéncias de genes que
codificam para proteinas pertencentes a familia 16 das glicosideo hidrolases
(GHF16), sendo renomeados como AaeGH16.1,AaeGH16.2, AaeGH16.3,
AaeGH16.4, AaeGH16.5 e AaeGH16.6 (codigos GenBank:
EAT44802.1,EAT44801.1,EAT41280.1, EAT40654.2,EAT40654.2,EAT38986.1).
Esses genes contém de 2 a 6éxons (Figura 5.1).

Realizamos um alinhamento das sequéncias de aminoacidos de cada
proteina predita com as sequéncias homologas encontradas em diferentes bancos
de dados e analisamos aspectos como a presenca de peptideos sinais, sitios de
glicosilacdo e residuos cataliticos conservados. Das seis sequéncias de GH16 de
Ae.aegypti, cinco (AaeGH16. 1,AaeGH16.2, AaeGH16.3, AaeGH16.5 eAaeGH16.6)
apresentaram peptideo sinal e os residuos de glutamato cataliticos conservados,
representados pela regido consenso SGE(I/V)DL(M/L)ES(R/K). A Unica proteina da
familia GHF16 que ndo apresentou indicios de peptideo sinal foi AaeGH16. 4,
parecendo ndo ser secretada para o0 exterior pelas células que a
sintetizam.AaeGH16.4 também nado apresentou os residuos de glutamato cataliticos
conservados (Figura 5.2).

Os seis genes codificam proteinas com massas moleculares preditas e pontos
isoelétricos distintos. AaeGH16.1 43 kDa e pl = 5,7,AaeGH16.2 41 kDa e pl= 5,
AaeGH16.3 39 kDa e pl= 9,8, AaeGH16.4 57 kDa e pl=7,6, AaeGH16.5 41 KDa e
pl= 5,6 e AaeGH16.6 41 kDa e pl=4,9. Todas as sequéncias possuem apenas um

dominio GH16 conservado. (Tabela 5.1).
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Figura 5.1. Diagrama esquemaético da organizacdo de éxons e introns nos genes de glicosideo hidrolases da Familia 16 em Ae.aegypti
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Cddigo Cdédigo NUumero de Numero de  N°de bases
GenBank VectorBase bases Exons do RNAmM
AaeGH16.1 EAT44802.1 AAEL003889 8476 3 1257
AaeGH16.2 EAT44801.1 AAEL003894 8506 4 1185
AaeGH16.3 EAT41280.1 AAELO007064 1287 4 1116
AaeGH16.4 EAT40654.2 AAEL007626 25148 6 1512
AaeGH16.5 EAT40654.2 AAEL009176 1219 2 1161
AaeGH16.6 EAT38986.1 AAEL009178 1300 3 1185

Residuos com N- Residuos

Glicosilagcdes

Residuos na
regidao do CDD

Gene Presenca de
Dominio com O-
conservado Glicosilagbes

(CDD)

AaeGH16.1 GH16-CCF 82-417 N116 N124 N 242 N ND
264 N 300
AaeGH16.2 GH16-CCF 57-393 N 91 N 301 T40T41T
107 T 346

AaeGH16.3 GH16-CCF 47-370 ND ND

AaeGH16.4 GH16-Beta-GRP 1-326 ND ND

AaeGH16.5 GH16-CCF 45-385 N 135 T28T29T
334

AaeGH16.6 GH16-CCF 55-393 N 238 T 342 T 351

N°. de N°. de Presenca N°. de Ponto Massa

bases Aminoacidos de Residuos Isoelétrico  Molecular

daregido daproteina  Peptideo daproteina daproteina preditada

codificante traduzida sinal madura madura proteina

MELINE
AaeGH16.1 1254 418 SIM 394 5,7 43 kDa
AaeGH16.2 1182 394 SIM 368 5 41 kDa
AaeGH16.3 1113 371 SIM 347 9,8 39 kDa
AaeGH16.4 1509 503 NAO 503 7,6 57 kDa
AaeGH16.5 1158 386 SIM 370 5,6 41 kDa
AaeGH16.6 1182 394 SIM 371 4.9 41 kDa

Tabela 5.1. Resumo das caracteristicas das sequéncias deduzidas de genes da
familia 16 das glicosideo hidrolases presentes no genoma de Ae.aegypti.
Abreviaturas: CDD (Conserved Domain Database), CDS (Sequencia codificadora
de proteina), ND (ndo identificado).
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AaeGH16.1 1 MIVSCRLWPVVLIVASVATSLATGAEVEAVDATETRSGFGAGGGGGRAPVTLNRDRNKCVLSP--TTASGSMIQRGRTFCSGD 98
AaeGH1l6.2 1 ——=——- IMGTMWGZ—\I SVILIGLHLMLVSDTVSAGKTSSS| —————————————————— SKCEKSL--TTASGSKAPAG-PFCPGD) 73
AaeGH16.3 1 ———————————— MIQTQKRVVGTIGLLFCVVGLIS|--———==——=———=————————| [GCcKRSP--TTASGFRAPKG-RICSGQ 63
RAEGHL 6.4 1 —mm oo 17
RAaeGH16.5 1l ——————————————— IMKFVLI IGCLLAVALAEESAP-——————————————————— KCVASP--TTASGSQARAG-PYCSGD 6l
AaeGH16.6 1 ——-————-- MLLPRGSIALLVALVAILNVVQADFGYNR--—-—=—=——————————— KYCKKPSVTTASGSSVYRK-TFCSGD 71
RAaeGH1l6.1 - O RGNHPVEQCINA AFWGEE TPTNI S 190
AaeGH16.2 -WDIgQ RIZWES — - VD HGGAPXIQCKQ STFGEFERVESHVHT 165
RAaeGH16.3 —-NEBO IRIINFT — — SD NEGPOSQRCMDAPGWAEQTHG@®Y] SPDRIT 160
RAaeGH16.4 SAEMLS TP TN SG---CKSPiiiNN EYE@RRRAALSTT 108
RAaeGH16.5 - Q IR — — A D HGGQP FEFWGEE PSNI 153
AaeGH16.6 -WEI§OY NGGSPY| AWDGEFE '?I%PENP 163
AaeGH16.1 ENLTVD-GVQI[ETRQFGOTIRHFE@PNPSHNGYNTATRTKNAEP 289
AaeGH16.2 GWP LIKN-GINVETIEQVTSKIMJF@PNEGYNAGSTATFTRNAES 264
AaeGH16.3 YWPK LVON-NEKI[€TOKVSSCIHF€DNP NVRSSQCGSVS 254
AaeGH16.4 YADLASG HLIT---RE€ILVDGH GEATLTTKPKLRDAFLKANVLD 205
AaeGH16.5 SWPASEE YRNG-GVHI@VEQVGS TIBHF@PNPDONGWATTVAYRNSA 252
AaeGH16.6 TWPTSGE YRVADGTHIEVEQVGSTIRHF@PNPSILNGFETSTAAKNSAP 263
AaeGH16.1 GENVATFEGGEGEF] GEFDKLN--ME| PFDEEF ( ! 384
AaeGH16.2 TETGTVKVGTGFWARGNFNITSPGMD) PFDOEF T 360
AaeGH16.3 RIFRTVTPYEGFWRLGG SF] PFDEF € - - DYIRPI)— — —-NAWNPH Pl R 343
AaeGH16.4 GFQYATLRDRFKP N----LTQ PFDIREF ele- v T DIFPIN'S SMT G PLRQ PISEiN 300
AaeGH16.5 INQVLRRNDAGSGE] GEVTTSPASE| PFDEEF Cle TNGYFPIBVPPATNGARGIZ0 352
AaeGH16.6 EETLVVDG--NF FDQRAPGT PP T SGGKM el NG Y|§PIy- PPATNKDN Plaell 360
AaeGH16.1 INLDKNDGKD) VDMVIAV] 418

AaeGH16.2 INLDENDAKD VD 394

RAaeGH16.3 —— ALE\AY 371

AaeGH16.4 VD 327

AaeGH16.5 VD 386

AaeGH16.6 VD 394

Figura 5.2. Alinhamento (programa Clustal X) das sequéncias de aminoacidos de membros da familia 16 das glicosideo hidrolases de Ae. aegypti. Sitios

hipotéticos de glicosilagcdo estdo em negrito e sublinhados, residuos de carater similar estdo em cinza e residuos completamente conservados em preto. Os
residuos de glutamato cataliticos estéo assinalados por um circulo.
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5.1.2 Analise filogenética das sequéncias de glicosideo hidrolases da

familia 16 em diferentes ordens de insetos

A analise filogenética comparativa de sequéncias de proteinas
pertencentes a GHF 16 obtidas de diversas espécies de insetos (Figura 5.3)
indica um grupo monofilético contendo todas as B-1,3-glucanases que contem
0s residuos cataliticos conservados. Algumas dessas sequéncias foram
anotadas sem bancos de dados como GNBPs ou outras proteinas ligantes de
glucana, sendo o caso de muitas enzimas do género Anopheles. O cladograma
também mostra um grupo parafilético de sequéncias de proteinas ligantes de -
glucana sem os residuos cataliticos. A disposicado das sequéncias nos clados
sugere a ocorréncia de uma expansao nos genes de B-1,3-glucanases em
dipteros nematoceros. As sequéncias de Ae. aegypti que contém os residuos
cataliticos (AaeGH16.1, 2, 3, 5 e 6) encontram-se em ramos onde estdo
agrupadas a outras sequéncias de dipteros nematoceros, o que sugere a

diversificacao destes genes no ancestral da subordem.
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Figura 5.3. Cladograma das sequéncias de proteinas de -1,3-glucanases e proteinas ligantes
de B-1,3-glucanas de insetos. Os ramos sao suportados estatisticamente por analise de
bootstrap (cut off 50). Os ramos em azul discriminam as sequéncias monofiléticas dos insetos
que possuem residuos cataliticos, os ramos em verdes discriminam as sequéncias parafiléticas
gue ndo possuem residuos cataliticos e todos os ramos em vermelho. @ sinalizam as seis
proteinas que codificam para GHF16 em Ae. aegypti. Arvore filogenética consenso, utilizando
sequéncias de: Anopheles gambiae (AGAP002798-PA, AGAP002799-PA, AGAP002796-PA,
AGAP006761-PA, AGAP012409-PA), Anopheles christyi (ACHR004102-RA, ACHR005689,
ACHRO008721-RA, ACHR001881-RA, ACHR009179-RA), Anopheles darlingi (ADAR007290-
PA, ADARO007286-PA, ADAR006526-PA, ADAR009199-PA), Anopheles dirus (ADIR003516-
RA, ADIR010616-RA, ADIR003518-RA, ADIR003625-RA, ADIR000553-RA) Anopheles
epiroticus (AEPI010194-RA, AEPI009256-RA, AEPI005496-RA, AEPI002293-RA), Anopheles
funestus  (AFUN006014-RA, AFUNO009437-RA, AFUNO006016-RA, AFUNO002755-RA,
AFUNO004083-RA), Anopheles minimus (AMIN004837-RA, AMIN003902-RA,AMIN0O03903-

RA,AMIN003900-RA,AMINO010081-RA,AMIN008919-RA), Anopheles guadriannulatus
(AQUA008516-RA, AQUAO009400-RA, AQUA009402-RA,AQUA003848-RA,AQUA014348-
RA),Anopheles  stephensi (ASTE003966-RA,  ASTE009324-RA  ,ASTE009326-

RA,ASTE010371-RA,  ASTEO004573-RA),Culex  quinquefasciatus  (XM_001845911.1,X
M_001845228.1, XM_001845913.1, XM_001845759.1, JF907421.1, XM_002135149.1,
XM_001845915.1, XM_001847484.1, XM_001847484.1,
XM_001845910.1,XM_001845757.1,XM_001864211.1,XM_001845229.1), Phlebotomus
papatasi (PPATMP000880-PA, PPATMP002587-PA, PPATMP002588-PA, PPATMP(010440-
PA), Rhodnius prolixus (RPRC011769-PA, RPRC003210-PA,ABU96697.1),Simulium vittatum
(EU930267.1),Anopheles  arabiensis  (ACN38171.1,CA083421.1),Anopheles  bwambae
(ABU80038.1), Anopheles melas (ABU80011.1), Anopheles merus (ABUB0005.1,AAZ08489.1,
AAZ08502.1),0Ochlerotatus triseriatus (ACU30929.1), Phlebotomus perniciosus (ADH94599.1).
Os valores de bootstrap foram obtidos da analise de 10000 replicatas, utilizando o algoritmo

Neighbor-Joining (software MEGA 5.05). Cédigo das demais sequéncias em anexo.
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5.2 Caracteriza¢do bioguimica em larvas de Ae. aegypti

5.2.1 Distribuicao tecidual da atividade B-1,3-glucanasica

As B-1,3-glucanases sdo um grupo de enzimas que pertencem a
GHF16. Uma vez que obtivemos dados da presenca de genes que codificam
para proteinas dessa familia no genoma de Ae. aegypti, decidimos investigar
se larvas desse inseto possuiam atividade enzimatica para -1,3 glucanases
usando laminarina (B-1,3-glucana da alga parda Laminarina digitata) como
substrato.Foram realizados ensaios com os diferentes tecidos do inseto e
averiguamos a distribuicdo das atividades enzimaticas nesses tecidos. As
fracbes sollveis de tubos digestivos, resto do corpo (tragueias, corpo
gorduroso, exoesqueleto etc.) e cabecas das larvas de Ae. aegypti possuem
uma consideravel atividade enzimatica sobre laminarina (Figura 5.4 A). A
cabeca apresentou uma atividade de 5,4+0,2 pU/inseto, o tubo digestivo
6,2+0,6 pU/inseto e resto do corpo 35+3 pU/inseto. Para nos certificarmos de
que a dieta das larvas ndo estava influenciando na atividade enziméatica
detectada no tubo digestivo, realizamos ensaios com aliquotas da dieta
controle (ragdo de gato) nao sendo observada atividade de B-1,3-glucanase
significativa, com valores equivalentes a 0,08 pU/inseto. Para isso, calculamos
a atividade presente em uma massa de alimento correspondente a massa do
tubo digestivo de uma larva. Apesar do resto do corpo ter apresentado uma
maior atividade por inseto, a cabeca foi o tecido que apresentou a maior
atividade especifica, com 1.100 + 100 pU/mg, seguida pelo resto do corpo com
7114 pU/mg e tubo digestivo com 48 +4 (Figura 5.4 B).
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Figura 5.4 Atividades B-1,3- glucanasicas nos diferentes tecidos das larvas de
Ae. aegypti e na dieta. A atividade foi determinada usando laminarina como
substrato e tampao citrato, pH7, 200 mM sob temperatura ambiente. (A)
Atividade enzimatica total (uU/inseto) e (B) Atividade especifica (uU/mg). Para
o célculo da atividade na dieta correspondente a um inseto, usou-se a massa
de 0.01 mg por tubo digestivo, a qual foi obtida pela pesagem de 5 lotes
contendo 5 intestinos cada.
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5.2.3 Efeito do pH nas atividades B-1,3 glucanasicas presentes nos
diferentes tecidos

Para caracterizar as atividades de B-1,3-glucanases encontradas em
larvas de Ae. aegypti decidimos fazer comparac6es em termos de propriedades
cinéticas e moleculares. Inicialmente, determinamos o efeito do pH nas
atividades de B-1,3 -glucanases dos diferentes tecidos. As 3-1,3-glucanases de
larvas de Ae. aegypti apresentaram atividades maximas entre os pH 6-9 na
cabeca (Figura 5.5A), 5-9 no tubo digestivo (Figura 5.5B) e 5-10 no resto do
corpo (Figura 5.5C).
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Figura 5.5. Efeito do pH nas atividades (-1,3-glucanasicas presentes na cabeca (A), tubo digestivo (B) e resto do corpo (C) de
larvas de Ae. aegypti. A Atividade foi determinada usando laminarina como substrato e os tampdes: citrato de sodio (pH 3-7,
200mM), EPPS (pH 7-9, 200 mM), AMPSO (pH 9-10,200 mM) e CAPS (pH10-11,200 mM), mantidos em temperatura ambiente.
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5.2.4 Determinacao da massa molecular de -1,3-glucanases

O préximo passo foi submeter separadamente as fragdes solluveis dos
homogenatos provenientes dos diferentes tecidos larvais a uma cromatografia
de filtracdo em gel (coluna Superdex 200/AKTA-FPLC), de forma a determinar
a massa molecular nativa das [-1,3-glucanases em cada tecido do inseto.
Observamos a presenca de diferentes atividades de B-1,3-glucanase e foram e
suas respectivas massas moleculares foram estimadas (Figura 5.6). A
atividade da fracdo soltvel do tubo digestivo foi eluida da coluna na forma de
um pico com massa molecular relativa de 41 kDa. As atividades de cabeca e
resto do corpo apresentaram-se também na forma de um U(nico pico com

respectivas massas moleculares de 142 kDa e 150 kDa.
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Figura 5.6. Perfis de atividade sobre laminarina apds cromatografia de filtracao
em gel coluna Superdex 200/AKTA FPLC. Os perfis de eluigcdo correspondem
as cromatografias da fracdo soluvel da (A) cabeca, (B) tubo digestivo e (C)
resto do corpo.
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5.3 Digestéo de leveduras e indugao de B-1,3-glucanases em larvas de
Ae. aegypti

5.3.1 Parametros fisioldégicos de larvas alimentadas com leveduras

Algumas larvas de culideos ou mosquitos sdo conhecidas por possuirem
a interessante caracteristica de serem filtradoras quando separadas por grupos
funcionais de alimentagdo. Insetos filtradores alimentam-se de material
organico particulado fino, filtrando particulas em suspenséo ou detritos finos do
sedimento. Dentro desse contexto, os estadios imaturos de Ae. aegypti sédo
modelos de insetos filtradores e por isso alimentem-se de diversos micro-
organismos presentes no ambiente, incluindo leveduras. Apesar das larvas
aguaticas serem denominas detritivoras, pouco se sabe realmente sobre a
fonte desses detritos e como ocorre a digestdo do mesmo. As 3-1,3-glucanases
digestivas apresentam atividade enzimatica consideravel em insetos,
destacando-se sua capacidade de digestao de leveduras em Tenebrio molitor e
Periplaneta americana (Genta et al. 2003, 2009).

Decidimos inicialmente avaliar se larvas de Ae. aegypti sdo capazes de
se alimentar exclusivamente de uma dieta de leveduras e se alguns parametros
fisiologicos do inseto seriam alterados. No primeiro experimento de
alimentacdo foram utilizadas duas espécies de leveduras: Saccharomyces
cerevisae (cepa H14) e uma levedura do género Ustilago, ainda néo
caracterizada, isolada do tubo digestivo de flebotomineos da regido Nordeste
do Brasil (Teresina, Piaui) pelo Prof. Rod Dillon (Universidade de Lancaster).
Quando expostas a uma dieta com as duas espécies distintas de leveduras
autoclavadas, observamos que larvas alimentadas com Ustilago sp
apresentaram uma massa corporal maior do que o0s insetos controle ou

alimentados com S. cerevisae (p < 0,05) (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Medidas das massas de larvas de Ae. aegypti alimentadas com
diferentes dietas: racdo de gato (controle-CTR), Saccharomyces cerevisae
(SAC) e Ustilago sp (UST).*p < 0.05. Larvas foram avaliadas no estadio L4
intermediario em grupos de 5.

Uma vez que as larvas apresentaram um massa corporal maior
em uma dieta contendo exclusivamente Ustilago sp, decidimos testar se as
mesmas sao capazes de sobreviver em uma dieta composta exclusivamente
de células de Ustilago sp vivas, a partir da eclosdo dos ovos. Avaliamos as
massas das larvas em estadio L4, pupas e adultos (machos e fémeas), a
porcentagem de pupacéo, emergéncia de adultos e a mortalidade de larvas e
pupas (Figuras 5.8, 5.9 e 5.10).

Ae. aegypti parece se desenvolver de forma satisfatéria em uma dieta
exclusiva de Ustilago sp, apresentando novamente larvas com uma maior
massa corporal (p < 0,05) e parametros de desenvolvimento como pupacao e
emergéncia de adultos com valores de p significativamente diferentes do
controle (p < 0,0001).
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Figura 5.8. Massas corporais de Ae. aegypti alimentadas com racdo de gato
(controle) e Ustilago sp. (A) Massa das larvas, (B) Massa das pupas, (C) Massa
de adultos fémea e (D) Massa de adultos machos. *p value < 0.05. Larvas
foram pesadas no estadio L4 intermediario em grupos de 5, pupas foram
pesadas em grupos de 3 e os adultos foram pesados em grupos de 3
individuos.
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Figura 5.9. Desenvolvimento ao longo dos dias em diferentes dietas contendo
racdo de gato (controle) ou Ustilago sp. Porcentagem de (A) Pupacao e (B)
Emergéncia de mosquitos adultos. (p < 0,0001)
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Figura 5.10. Mortalidade acumulada de Ae. aegypti mantidas em diferentes
dietas contendo ragdo de gato (controle) ou Ustilago sp. Porcentagem de

mortalidade nas (A) larvas e (B) pupas
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O homogenato do tubo digestivo das larvas de Ae. aegypti parece
possuir enzimas capazes de digerir as paredes de Ustilago sp ocasionando a
morte celular dessa levedura em meio hipotonico (Figura 5.11). Apenas 30 %
dessas células continuaram viaveis depois de 4 h de incubacdo com o
homogenato do intestino das larvas (Figura 5.11). Os resultados sugerem que
as enzimas presentes no contetdo luminal das larvas sejam capazes de atacar

a parede celular desse fungo.
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Figura 5.11 Lise de células de Ustilago sp em meio hipotoénico durante
incubacdo com extrato do homogenato de tubo digestivo das larvas de
Ae.aegypti. UFC (Unidades formadoras de colbnia)
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5.3.2 A atividade de f-1,3-glucanases em larvas de Ae. aegypti

alimentadas com leveduras

Como ja mencionado anteriormente, larvas de Ae. aegypti sdo consideradas
detritivoras, utilizando como fonte nutricional a ingestdo de fungos, algas,
bactérias e outros materiais organicos particulados. O comportamento
alimentar dos insetos estd4 diretamente relacionado com a digestdo, e o
processamento desses alimentos adquiridos ir& prover as necessidades para o
crescimento e o desenvolvimento das larvas. Uma vez que observamos que
dietas com leveduras séo favoraveis ao desenvolvimento das larvas do inseto,
decidimos pesquisar se larvas de Ae. aegypti alimentadas com células vivas de
Ustilago sp seriam capazes de induzir uma atividade maior de [-1,3-
glucanases. Foram avaliadas as fracbes solluveis e insoluveis de todos os
tecidos das larvas assim como das dietas testadas. A analise de fracles
insolaveis foi realizada apenas nas amostras de cabeca e tubo digestivo.
Nossa hipdtese se baseava na possibilidade dessas enzimas estarem aderidas
nas paredes das leveduras e permanecerem no precipitado apos o0s
procedimentos de centrifugacdo. Nao conseguimos observar um aumento da
atividade enzimatica de B-1,3-glucanases nas larvas alimentadas apenas com
leveduras vivas (Figuras 5.8 a 5.10). O resto do corpo continua a ser o tecido
com maior atividade enzimatica por animal (8t4e 3,5+0,9 pU/inseto-valores de
controle e Ustilago respectivamente) seguido por tubo digestivo (3,5+0,9e 3,1
+ 0,8 pUl/inseto) e cabeca (2,9 + 0,4 e 1,2 + 0,4 pU/inseto). Esses resultados
sugerem que essas atividades ndo sofreram alteracbes quando as larvas séo
expostas a uma dieta rica em leveduras vivas (Figura 5.12). As atividades

encontradas nas aliquotas das dietas sdo despreziveis (dados ndo mostrados).
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Figura 5.12. Atividades de p-1-3-glucanases (substrato laminarina) nos
diferentes tecidos das larvas de A.aegypti apos alimentagcdo com diferentes
dietas (racdo de gato ou células de Ustilago sp vivas). (A) Distribuicdo da
atividade enzimética (puU/animal) nas fragBes solaveis, (B) distribuicdo das
atividades enzimaticas (pU/animal) nas fracdes insoluveis e (C) Perfil da soma
entre as fragBes sollveis e insollveis de tubo digestivo e cabeca
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Em uma nova tentativa de averiguar se as atividades enziméticas de B-
1,3-glucanases podem ser induzidas a um aumento significativo por uma dieta
de leveduras, alimentamos as larvas com células de Ustilago sp autoclavadas.
Nossa hipdtese era que as enzimas processassem mais rapidamente a parede
da levedura ja previamente rompida (Figura 5.13). Novamente foram testadas
todas as fragBes soluveis dos tecidos. Dessa vez, além de ensaiar as fragées
insollveis da cabeca e do tubo digestivo, ensaiamos também o material
precipitado do resto do corpo. De maneira bastante similar ao experimento
passado, ndo observamos uma inducdo dessa atividade enzimatica quando
alimentamos com leveduras autoclavadas. Aparentemente o tubo digestivo das
larvas parece ter mais atividade na fracdo insoluvel (3x1 e 4+2 pUl/inseto-
valores de controle e Ustilago respectivamente) do que na soltvel (0,6+0,3 e
0,8+0,4 pU/inseto). O resto do corpo continua sendo a amostra que apresenta
maior atividade por inseto (8+2 e 11+2 pUl/inseto nas soluveis e 4tle 414
pU/inseto nas insoluveis). Curiosamente a amostra de cabega apresentou um
perfil de atividade muito baixo em insetos alimentados com Ustilago sp
autoclavados (0,4+0,2e 0 em controles e Ustilago nas fracdes soluveis e 3 + 2

e 0,1+0,1uU/inseto nas insolaveis) (Figura 5.13) .
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Figura 5.13 Atividades de [3-1-3-glucanases (substrato laminarina) nos diferentes
tecidos das larvas de Ae. aegypti ap6s alimentacdo com diferentes dietas (racéo
de gato ou células de Ustilago sp autoclavadas). (A) Distribuicdo da atividade
enzimatica (pU/animal) nas fracdes soluveis, (B) distribuicdo das atividades
enzimaticas (nU/animal) nas fragdes insolaveis e (C) Soma das atividades solaveis

e insolaveis.
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5.4 Caracterizagbes da expressdo de genes da GHF 16 em larvas de

Ae. aegypti

5.4.1 Expresséao dos genes GHF16 nos diferentes tecidos

A expressdo de transcritos codificantes de GHF 16 (B-glucanases ou
proteinas ligantes de B-glucana) foi avaliada em larvas inteiras e nos tecidos
das larvas: cabeca, tubo digestivo e resto do corpo.

Oligonucleotideos especificos foram desenhados e utilizados na técnica
de amplificacdo de fragmentos a partir de DNA gendmico e moldes de fitas
simples de cDNA (RT-PCR). Foram amplificados fragmentos com tamanhos
concordantes ao esperado tanto a partir de DNA (Figura 5.14) como de cDNA
(Figura 5.15). Todos os tecidos das larvas parecem expressar 0S seis genes

em diferentes niveis.

PM RP49 AeGH1 AeGH2 AeGH3 AeGH4 AeGH5 AeGH6

Figura 5.14 Amplificacdo por PCR de fragmentos dos genes que codificam
para proteinas GHF16 a partir do DNA gendmico de larvas L4 de Ae. aegypti.
(PM - Padrdo molecular de 1KB PROMEGA #100787-018; RP49 - gene
constitutivo ribossomal; AeGH1, AeGH 2, AeGH3, AeGH4, AeGH5 eAeGH6
sdo o0s seis genes que codificam para genes GHF16). Foi extraido o DNA
gendmico das larvas e foram utilizados iniciadores especificos para cada gene.
Ap6s 40 ciclos os produtos de PCR foram analisados em um gel de agarose e
revelados por uma solugdo contendo brometo de etideo.
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PM AeGH1 AeGH2 AeGH3 AeGH4 AeGH5 AeGH6 RP49
PM AeGH1 AeGH2 AeGH3 AeGH4 AeGH5 AeGH6 RP4A9

Figura 5.15 Amplificacdo de fragmentos dos transcritos que codificam proteinas
GHF16 a partir do cDNA obtido de (A) larva L4, (B) cabeca, (C) tubo digestivo e (D)
resto do corpo. (PM - Padrdo molecular de 100pb PROMEGA #15628-019; RP49 -
gene constitutivo ribossomal; AeGH1, AeGH2,AeGH3, AeGH4, AeGH5 e AeGH6 sao
0s seis genes que codificam para GHF16). Foi extraido o RNA das larvas e tecidos, o
cDNA gerado a partir desse RNA por RT foi utilizado para as reacdes de PCR com
iniciadores especificos. Apds 40 ciclos de amplificacdo os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose e revelados com brometo de etideo. A banda mais
intensa equivale a 500pb.
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5.4.2 Célculo das expressdes relativas dos genes de GHF16

Para tentar diferenciar os niveis de expressao desses genes nos tecidos
e na larva inteira, decidimos calcular a expressdo relativa de forma semi
quantitativa através de varias rea¢fes de RT-PCR. Foram testados diferentes
nameros de ciclos, gerando uma curva de saturagcdo do produto amplificado e
fornecendo dados para se criar uma correlacdo de um ou mais genes com um
tecido especifico e assim sugerir quais genes parecem ser mais ou menos
expressos nas larvas e nos diferentes tecidos. As larvas inteiras parecem
expressar mais os genes AaeGH16.4,AeGH16.5 e AaeGH16.6, utilizando-se
27 ciclos como parametro ideal de avaliacdo do produto amplificado antes da
saturacao (Figura 5.16). Na cabeca das larvas 0s genes mais expressos sao
AeGH16.1 e AaeGH16.4, usando 27 ciclos para comparacgao (Figura 5.17).

No tubo digestivo AaeGH16.5 e AeGH16.6 utilizando-se 24 ciclos
(Figura 5.18) e no resto do corpo AaeGH16.1 e AeGH16.4, usando 27 ciclos
(Figura 5.19). Os genes AaeGH16.2 e AaeGH16.3 parecem ser poucos

expressos em larvas de Ae. aegypti.
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Figura 5.16. Expressdao relativa dos genes que codificam para proteinas GHF
16 em larvas L4 de Ae. aegypti. Curva de saturacdo dos seis genes apos
reacfes de PCR com numero crescentes de ciclos (de 24 a 40 ciclos).
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Figura 5.17 Expressao relativa dos genes que codificam para proteinas da
GHF 16 na cabeca das larvas L4 de Ae. aegypti. Curva de saturacdo dos seis
genes apos reacdes de PCR com numero crescentes de ciclos (24 a 40 ciclos).
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Figura 5.18 Expresséao relativa dos genes que codificam para proteinas da
GHF 16 no tubo digestivo das larvas L4 de Ae. aegypti. Curva de saturagcéo dos
seis genes apos reacdes de PCR com numero crescentes de ciclos (24 a 40
ciclos).
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Figura 5.19 Expresséo relativa dos genes que codificam para proteinas da
GHF 16 no resto do corpo das larvas L4 de Ae. aegypti. Curva de saturacéo
dos seis genes apoés reacdes de PCR com numero crescentes de ciclos (24 a
40 ciclos).
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5.5 Investigacdo das funcdes de proteinas da GHF16 em larvas de

Ae. aegypti

5.5.1 Silenciamento dos genes que codificam para proteinas da
GHF16

RNA de interferéncia (RNAIi) tem revolucionado estudos para
determinacdo da funcdo génica. Para explorar a possibilidade de se usar a
ferramenta de RNAi em larvas de Ae. aegypti e entender um pouco mais o
papel de cada um dos genes que codificam para GHF 16, nds utilizamos o
protocolo bem sucedido de Singh et al. 2013. Os RNAs foram escolhidos de
acordo com os resultados obtidos no padréo da expressao génica (Figuras 5.16
a 5.19) e os genes mais expressos nas larvas foram selecionandos, sendo eles
0s genes: AeGH16.1, AeGH16.4, AeGH16.5 e AeGH16.6. Como controles
utilizamos larvas alimentadas somente com &agua e larvas alimentadas com
dsRNA para GFP.

Nés avaliamos a sobrevivéncia das larvas até o quinto dia apos a
ingestdo de dsRNA. Os dados da curva de sobrevivéncia indicam que o
knockout gene GH 5 esta associado com uma maior mortalidade, seguido
respectivamente pelos genes GH6, GH4 e GH1, se comparados aos grupos
controles GFP e agua (Figura 5.20). Em todos os experimentos levamos em
consideracdo as comparacdes dos grupos controles entre si e dos controles
individualmente com cada um dos genes silenciados. Os controles
apresentaram curvas de sobrivivéncia e porcentagens de pupacdo normais. O
grupo GH4 foi o Unico que apresentou parametros (taxa de mortalidade e

porcentagem de pupacédo) semelhantes a dos controles.
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Figura 5.20 Curva de sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti apds tratamento
com dsRNA ao longo dos dias. GH1/GH4/GH5/GH6 (genes alvo) e GFP/H,0
(genes controle).

O proximo parametro biolodgico avaliado foram as taxas de pupacéo, e foi
observado que as larvas tratadas sofrem um atraso da pupacéo, destacando-
se as larvas silenciadas para o gene GH5, que apresentou a taxa de pupacéo
mais lenta, seguidos por GH6, GH1 e GH4. Nao foram observadas alteracdes
estruturais na aparéncia externa das larvas em nenhum dos grupos

experimentais (Figura 5.21).
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Figura 5.21 Percentual de larvas e pupas de Ae.aegypti nos diferentes grupos
apos tratamento com dsRNA e desenvolvimento por 12 dias em dieta controle
(racdo de gato). GH1/GH4/GH5/GH6/GFP/H,O equivalem aos genes
silenciados e aos grupos controles, respectivamente.

Larvas de mosquitos passam por enormes desafios bidticos e abidticos
que afetam seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Uma vez que obtivemos um
fendtipo moderado (Figuras 5.20 e 5.21) decidimos repetir 0 experimento em
condicOes de estresse, usando 0s genes silenciados que apresentaram uma
maior mortalidade nas larvas e um maior atraso na pupacdo, sendo eles os
genes AeGH16.1, AeGH16.5 e AeGH16.6.Separamos uma quantidade maior
de larvas e restringimos as mesmas a compartimentos muito menores e nao foi
adicionado nenhum tipo de alimentacdo durante 2 dias.Essas condi¢des
desfavoraveis de alta densidade e restricdo alimentar resultaram na morte de
quase todas as larvas dos grupos silenciados e uma sobrevivéncia de 100%
das larvas tratadas com agua e de mais da metade das larvas tratadas com
GFP (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Mortalidade e sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti tratadas
com dsRNA sob condicbes de alta densidade e restricdo
alimentar.GH1/GH4/GH5/GH6 (genes alvo) e GFP/H,0 (genes controle).

Para nos certificamos de que o efeito “knockdown” do silenciamento dos
genes GH1, GH4, GH5 e GH6 estava ocorrendo nas larvas alimentadas com
dsRNA, 5 dias depois do tratamento, isolamos o RNA total das larvas inteiras,
dos tubos digestivos e restos de corpos separadamente, para analisamos 0s
niveis de expressdo de cada transcrito. Conseguimos observar efeito de
silenciamento em larvas inteiras no gene GH4, no tubo digestivo no gene GH5
e no resto do corpo no gene GH6. Aparentemente GH1 néo foi silenciado nos

tecidos experimentados (Figura 5.23).

62



0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

GH 4 Expresséao relativa

1,8 B
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

GH5 Expressao relativa

H20 dsGFP dsGH4 H20 dsGFP  dsGH5
Larvas Tubo digestivo

1
(]
2
hd
i
Q
S
o
0,5
(7,)
Q
|
Q.
x
L
T 7277
O o

H20 dsGFP  dsGH6

Resto do corpo

Figura 5.23. Niveis de expressao dos genes GH4, GH5 e GH6 em larvas de
Ae. aegypti tratadas com dsRNA. (A) Perfil de expressao relativa do gene GH4
em larvas inteiras. (B) Perfil de expressédo relativa do gene GH5 no tubo
digestivo. (C) Perfil de expresséo relativa do gene GH6 no resto do corpo. Em
todos os casos, insetos ou tecidos tiveram seu RNA extraido, os cDNA
preparados a partir do RNA dos insetos tratados foram utilizados como molde
para reacdes de RT-PCR utilizando pares de primers especificos para cada
gene.Como gene constitutivo utilizamos o gene ribossomal RP 49.Utilizamos
24 ciclos para AeGH16.4 (GH4) e 27 ciclos para AeGH16.5 (GH5) e AeGH16.6
(GH6) .Os produtos amplificados de PCR foram analisados em um gel de
agarose e corados com brometo de etideo.
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5.5.2 Atividades de B-1,3-glucanases em larvas silenciadas

Procurando investigar mais profundamente a importancia dos genes que
codificam para GHF16 nas larvas de Ae. aegypti, decidimos realizar ensaios
bioquimicos com amostras de larvas silenciadas para os genes GH5
(AaeGH16.5) e GH6 (AaeGH16.6). Esses foram 0s genes que apresentaram
maior atividade relativa no tubo digestivo (Figura 5.18) e obtiveram um efeito de
silenciamento consideravel (Figura 5.21). Realizamos ensaios de atividade de
B-1,3 glucanases das fracBes solUveis nos tubos digestivos e resto do corpo
em larvas que haviam sido alimentadas com dsRNA para GH5 e GH®6.
Observamos um decréscimo da atividade glucanésica soluvel no tubo digestivo
de larvas silenciadas no gene GH5, com valores de 0,7+0,1 pU/inseto. Em
comparacao, larvas tratadas com dsRNA para GH 6 apresentaram 1,3%0,1
puUl/inseto, larvas tratadas com agua 1,5+0,4 pUl/inseto e dsRNA para GFP
1,8+0,5 pU/inseto. Os ensaios de atividade dos silenciados para resto do corpo
ndo apresentaram alteracbes significativas nos niveis de atividade: 10
+1pU/inseto para agua, 91 pU/inseto para dsRNA GFP,10+1 pU/inseto para
dsRNA GH5 e 12+1 pU/inseto para GH6 (Figura 5.24).
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Figura 5.24 Atividade enzimatica de [3-1,3-glucanase (substrato laminarina) nas
fracOes soluveis do tubo digestivo (A) e resto do corpo (B) de larvas L4 de
Ae. aegypti alimentadas com H,O ou dsGFP, dsGH5 e dsGH6.

Outro ensaio bioquimico realizado foram cromatografias de filtracdo em
gel (coluna Superdex 200/AKTA-FPLC) da fracdo solavel do intestino dos
insetos alimentados com dsRNA, para testar se no perfil de atividade na
cromatografia também iria ocorrer algum tipo de alteracdo. Amostras do tubo
digestivo dos insetos alimentados com dsRNA para o gene GH5 apresentaram
um pico de atividade no perfil cromatografico muito menor em comparacao aos

demais (Figura 5.25).
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Figura 5.25 Perfis de atividade de p-1,3-glucanase (substrato laminarina) apoés
cromatografia de filtracdo em gel (coluna Superdex 200/AKTA-FPLC) da fracdo soluvel
do intestino em larvas L4 de Ae. aegypti apds ingestao de (A) agua, (B) dsGFP, (C)
dsGH5 e (D) dsGH6. Os dados estdo apresentados como a variacdo de absorbancia
(AAbs) em relagéo a linha de base do perfil cromatografico.
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6 DISCUSSAO

6.1 Busca e analise das sequéncias de proteinas da GHF 16 no genoma de

Ae. aegypti

B-1,3-glucanases digestivas ja foram descritas em varias ordens de
insetos (Orthoptera, Diptera, Coleoptera, Trichoptera, Isoptera, Collembola,
Dictyoptera). Devido a importancia do mosquito como vetor da dengue e sua
ampla distribuicdo geografica, decidimos investigar a presenca dessas enzimas
em larvas de Ae. aegypti, nos baseando nos habitos detritivoros desses insetos
(Clements 1973; Ameen 1978).

Carboidratos desempenham um importante papel na natureza, estando
presentes em glicoproteinas, glicolipideos, oligossacarideos e polissacarideos
(David e Nelson 2011). Organismos vivos obtém uma série de vantagens com
0 processamento de carboidratos, que podem auxiliar nas funcdes de reserva,
estrutura e na sinalizacdo celular. A hidrélise seletiva de ligacdes glicosidicas
presentes nos carboidratos é fundamental para a obtencdo de energia,
degradacdo de compostos, expansao da parede celular e no “turnover” de
moléculas.

B-1-3-glucanases estdo inseridas em diversas familias de glicosideo
hidrolases (Davies e Henrissat, 1995; Coutinho e Henrissat 1999), incluindo a
familia GHF16, no qual encontramos as B-1,3-glucanases de insetos (Genta et
al. 2009; Bragatto et al. 2010). A busca no genoma de Ae. aegypti revelou seis
sequéncias com caracteristicas compartilhadas entre os membros da familia 16
das glicosideo hidrolases, como o dominio PFAM-00722 (Bateman et al. 2004).
Encontramos diversas informacfes sobre as caracteristicas principais desses
genes (tabela 5.1) e construimos uma ilustragdo do tamanho de éxons e
introns (Figura 5.1).

Os membros de cada familia compartilham caracteristicas estruturais
apresentando a mesma estrutura tridimensional, a mesma posicdo anomérica
do produto liberado (no caso de GHF 16 com a retencao da configuracao beta)
e a mesma estratégia de catalise, com os residuos cataliticos conservados.
Cinco das seis sequéncias de Ae.aegypti (AeGH16.1, AeGH16.2,AeGH16.3,

AeGH16.5 e AeGH16.6) apresentaram residuos de glutamato conservados
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com a regiao consenso SGE (I/V)DL(M/L) ES (R/K), atuando como doadores e
aceptores de prétons para a atividade enzimatica de B-1,3-glucanases (Hahn et
al. 1995), enquanto tais residuos estavam ausentes na sequencia AeGH16.4
(Figura 5.2).0s residuos de glutamato no sitio ativo sdo essenciais para a
atividade catalitica de pB-1,3-glucanases (Zhang et al. 2003), sendo
conservados em todas as subfamilias de glucanases, mas ndo nas proteinas
ligantes de (-1, -3-glucanas (BLP) ou proteinas reconhecedoras de B-1,-3-
glucanas (BRP).

Sendo assim, acreditamos que Ae. aegypti tenha cinco 3-1,3-glucanases
com regides cataliticas conservadas e que AeGH16.4 seria uma BLP ou BRP,
ndo possuindo sequencia de peptideo sinal nem de residuos cataliticos
conservados. Essas caracteristicas sugerem que esta proteina ndo possui
atividade enzimatica e que ndo é secretada para o meio extracelular. Essa
divergéncia funcional entre glucanases e BLP/BRP €& conhecida por estar
envolvida na perda da atividade catalitica de B-1,3-glucanase e a adi¢cdo de
uma regido N terminal ou um dominio de reconhecimento de carboidratos
(Zhang et al. 2003; Pauchet et al. 2009).

Embora [-1,3-glucanases e BLP/BRP possam estar associadas a
fungdes distintas na fisiologia dos insetos, a primeira exercendo papel digestivo
e a outra na imunidade, todas essas informacdes se cruzam nas buscas de
bancos de dados e anotacdes confusas fazem com que a andlise do papel
exercido por essas moléculas seja bastante dificultada. Por serem proteinas
homélogas, alguns autores sugerem que B-1,3-glucanases e BLP/BRP tenham
se originado a partir da duplicagcdo de um gene de B-1,3- glucanase ancestral
com origem no antecessor dos Hexapoda, e que BLP/BRP tenham perdido sua
atividade catalitica, porém mantido a caracteristica de reconhecimento e de
ligacdo a polissacarideos como B-1,3-glucanas (Bragatto et al. 2010; Hughes
2012).

AeGH16.3 e AeGH16.4 apresentaram pontos isoelétricos (pl) diferentes
das demais proteinas GHF16 de Ae.aegypti, com valores de 9,8 e 7,6
respectivamente (Tabela 5.1).Essas proteinas parecem ser mais carregadas
positivamente (tabela de porcentagem de residuos de aminoacidos no Anexo
2) do que as outras, ou seja, possuem mais residuos basicos com um pKa da

cadeia lateral mais alto. O pKa de qualquer grupo funcional € significativamente
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afetado por seu ambiente quimico, um fendmeno as vezes explorado no sitio
ativo de enzimas para promover mecanismos de reacdo adaptados,
dependendo de valores de pKa modificados para grupos doadores/aceptores
de protons em residuos especificos. Existe uma relacdo importante entre a
carga liquida de uma proteina e o pH de uma solucéo, pois 0os componentes de
cargas de uma proteina dependem do valor de pH.Sendo assim, de acordo
com a localizacdo compartimental no inseto e a relacdo entre pH e carga
liguida dessas duas proteinas, os valores diferenciados de pl podem estar
relacionados com a atuacdo em diferentes funcdes biolégicas no inseto,
dependentes de suas propriedades &cido-basicas (Belton 2000), como o
reconhecimento de [-1,3-glucanas ou adesdo a matriz extracelular com o
auxilio de gliconjugados.

O conhecimento da sequencia de aminoacidos em uma proteina pode
oferecer informacdes sobre sua estrutura tridimensional, funcéo, localizacéo
celular e evolugdo. O estudo da evolucdo molecular em geral foca-se em
familias de proteinas intimamente relacionadas. Com o intuito de analisar a
informacédo disponivel em bancos de dados das sequéncias génicas de
proteinas que codificam para GHF16, construimos uma arvore filogenética com
o algoritmo Neighbor-Joining (Tamura et al. 2011) utilizando sequéncias de
insetos de diferentes ordens (Figura 5.3). O objetivo final era criar uma arvore
detalhada que descrevesse a relacdo evolutiva entre [-1,3-glucanases e
BLP/BRP de Ae. aegypti com as proteinas da GHF16 de outras espécies de
insetos.

Dois grandes clados foram encontrados, um clado monofilético reunindo
as sequéncias com residuos cataliticos verdadeiros (B-1-3-glucanases) e outro
clado parafilético, que ndo apresentou residuos cataliticos (BLP). Como muitas
das sequéncias de dipteros nematoceros ficaram agrupadas em sub-ramos
monofiléticos das B-1,3-glucanases, nossa hip6tese é que tenha ocorrido uma
duplicacdo nas coOpias dos genes de B-1,3-glucanases nesse grupo, incluindo
sequéncias de Anofelinos e Culicideos.

Um gene existente pode ser duplicado, criando assim, um par de genes
inicialmente idénticos dentro do genoma. A partir dai esses dois genes podem
divergir. Uma vez que um gene tenha sido duplicado, uma das duas coOpias
génicas estara livre para sofrer mutacfes e tornar-se especializada em realizar
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funcdes diferentes dentro de um mesmo organismo (Albert 2010). Todas as
espécies de cupins apresentaram duas coépias de genes com residuos
verdadeiros, indicando uma possivel selecdo positiva para esses genes
(Bulmer e Crozier 2006). Utilizando-nos dessa hipotese, sugerimos que possa
ter ocorrido uma expansdo do gene de B-1,3-glucanases nas copias de
Dipteros nematéceros, ja que estdo agrupados em um mesmo clado e a

maioria possui 0 mesmo namero de copias dos genes.

6.2 Atividade e caracterizacdo de f-1,3-glucanases em larvas de
Ae. aegypti

Buscando resultados que confirmassem bioquimicamente a presenca de
B-1,3-glucanases em larvas de Ae. aegypti, realizamos ensaios dessa atividade
enzimatica, algo que ainda ndo tinha sido observado em culicideos. Nesse
contexto, ensaios foram feitos para testar a presenca de enzimas capazes de
clivar um polimero de glicose utilizado como reserva para algas pardas,
conhecido como laminarina. As B-1,3-glucanases que reconhecem e clivam
esse substrato também podem ser conhecidas como laminarinases,
pertencendo ao EC 3.2.1.39 (Terra e Ferreira 2005).

Devido as pequenas dimensfes do modelo estudado, a cabeca e o tubo
digestivo foram retirados integralmente, enquanto denominamos resto do corpo
respectivamente ao conjunto formado por carcaca, corpo gorduroso, hemolinfa,
traquéias e outros componentes do inseto que estejam inseridos nesse
material. Todos os tecidos avaliados apresentaram atividade enzimatica de [3-
1,3-glucanases (Figura 5.4). O resto do corpo foi o tecido que apresentou maior
atividade total por inseto, enquanto cabeca apresentou a maior atividade
especifica. A atividade especifica normalmente possui maior significado
biolégico, porgue leva em consideracdo a quantidade de proteinas presentes
naquele tecido. Contudo, um compartimento com uma quantidade menor de
proteina pode ter um valor de atividade especifica aumentado, enquanto,
inversamente uma menor atividade especifica pode ser o resultado de um
compartimento com mais proteinas, e isso nao significa necessariamente uma

pequena atividade enzimatica naquele tecido. A quantidade de proteinas nos
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diferentes compartimentos da larva varia muito, afetando assim a relacao entre
as atividades especificas encontradas.

Para nos certificarmos de que a atividade presente no tubo digestivo da
larva ndo era proveniente em parte ou totalmente da dieta, decidimos avaliar
aliquotas da racdo oferecida as larvas durante o seu desenvolvimento. Os
resultados obtidos sugerem que as atividades encontradas no tubo digestivo
nao sao originadas da dieta. Apesar de alguns micro-organismos serem
capazes de secretar B-1,3-glucanases, como fungos e bactérias (Tiunova et al.
1983; Klebl e Tanner 1989; De La Cruz, Pintor-Toro et al. 1995; Gueguen,
Voorhorst et al. 1997; Planas 2000) e de que em alguns modelos, como o
Lutzomya longipalpis, apresentam alta atividade de -1,3-glucanase na dieta
(Moraes et al. 2012), nao foi possivel detectar uma atividade consideravel nos
ensaios da racao de gato oferecida as larvas.

Seria de se esperar que o tecido com a maior atividade enziméatica fosse
o tubo digestivo, levando-se em consideragao a dieta das larvas, amplamente
diversificada, com todo tipo de matéria organica particulada e micro-
organismos, inclusive fungos, que possuem [(-1,3-glucana em sua parede
(Manners et al. 1973). Como o resto do corpo foi o tecido que apresentou a
maior atividade total, € possivel que essa atividade, exerca algum papel como
componente do sistema imune humoral, apresentando funcdes de catalise
ainda ndo descritas para Ae. aegypti. Essa hipotese é interessante, pois, no
resto do corpo, como foi dito anteriormente, encontram-se todos os tecidos
adjacentes da larva e importantes para o sistema imune do inseto, incluindo
corpo gorduroso e hemaocitos, que S0 responsaveis por secretar as proteinas
ligantes que circulam na hemolinfa (Ochiai and Ashida 2000; Fabrick et al.
2003; Zhang, Cho et al. 2003).

E importante destacar que a localizacdo de enzimas no tubo digestivo
nao significa necessariamente uma funcdo digestiva. Sao encontradas outras
funcdes, como a de defesa imunolégica. Um bom exemplo seria a amidase-
PGRB-LB em Drosophila, (Zaidman-Rémy et al. 2006). O trabalho em questao
destaca o papel fundamental das proteinas reconhecedoras de peptideo
glicanos (PGRPs) que codificam dois sensores de peptidoglicano, modulando o
nivel da resposta imune do hospedeiro a presenca de micro-organismos

infecciosos, como bactérias Gram negativas no tubo digestivo.
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Em Nasutitermes corniger (Isoptera) foi demonstrado que (-1,3-
glucanases possuem um papel efetivo na imunidade, estando localizadas em
diferentes tecidos do inseto (tubo digestivo, glandulas salivares, corpo
gorduroso e secrecdes). B-1,3-glucanases atuariam como receptores de
reconhecimento padrdao e também como proteinas efetoras antimicrobianas. O
trabalho se baseia na capacidade da proteina, designada tGNBP-2, de
funcionar como um sensor que cliva e libera parte de componentes
patogénicos atuando diretamente na defesa antimicrobiana (Bulmer, et al.
2009).

Pauchet et al. (2009) identificaram uma -1,3-glucanase de Helicoverpa
armigera (Lepdoptera), com aproximadamente 40 kDa, que possui sequencia
similar &s que foram previamente descritas para BLP presentes na hemolinfa
de outras Lepidopteras. Essa proteina é secretada dentro do limen intestinal
das larvas, nédo sendo identificada na hemolinfa. Experimentos com transcritos
indicaram que o RNAmM é constitutiva e predominantemente expresso no
intestino médio das larvas, sendo induzido somente por uma dieta rica em
bactérias Gram negativas. O grupo sugere que essas enzimas possam
pertencer a uma recente familia de enzimas, da qual BLP séo derivadas,
continuando a funcionar como enzimas cataliticas na digestdo e/ou na defesa
contra organismos invasores.

Outras glicosideos hidrolases também séo capazes de exercer um papel
dual, ou seja, tanto na digestdo quanto na imunidade em insetos. Uma [3-
glicosidase da familia GHF1, proveniente do tubo digestivo de Reticulitermes
flavipes (Isoptera), denominada RfBGluc-1, foi capaz de digerir celulose e
defender o0 inseto contra patégenos, demonstrando atividade contra
componentes de paredes celulares exdgenas (Scharf et al. 2010). Um fato que
prejudica o esclarecimento do papel de fatores imunes das GHF16 com
atividade catalitica seria 0 pouco detalhamento da origem dessas enzimas na
literatura e o fato de que BLP sejam muito similares B-1,3- glucanases, gerando
assim, uma série de classificacfes equivocadas confundindo-se enzimas que
atuam na imunidade com atividade catalitica com BLP (Genta et al. 2004;
Pauchet et al. 2009).

Obtendo dados da atividade de [-1,3-glucanases, comecamos a

pesquisar alguns parametros bioquimicos dessas enzimas nas larvas. Os
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valores da faixa de atividade 6tima em relacdo ao pH nos diferentes tecidos de
larvas de Ae. aegypti (Figura 5.5) sao similares aos obtidos em outros insetos
como os de Periplaneta americana pHo=6, Tenebrio molitor pHo=6, Abracris
Flavolineata pHo=6 (Genta et al; 2003, 2007 e 2009) e Lutzomia longipalpis
pHo=6-8, (Vale et al. 2012). Apesar das faixas de atividade maxima das
enzimas nos diferentes tecidos serem préximas, os gréficos sugerem a
presenca de diferentes B-1,3-glucanases em cada um dos tecidos das larvas.

As massas moleculares de B-1,3-glucanases nos diferentes tecidos
apresentaram tamanhos distintos (Figura 5.6). O tubo digestivo apresentou
uma enzima com massa molecular diferente da observada para a cabeca e o
resto do corpo, e parecida com a massa molecular de outras 3-1,3-glucanases
intestinais de insetos (Genta 2003, 2007; Bragatto, 2010). Para uma
investigacdo mais refinada, essas amostras serdo submetidas a analise
protedmica. A identificacdo das sequéncias de aminoacidos podera esclarecer
a origem das atividades correspondentes de cada tecido e também a possivel
presenca de outros complexos protéicos que estejam interagindo com as -1,3-
glucanases em questao.

Em se tratando de uma enzima ainda ndo purificada nas larvas de
Ae. aegypti, os extratos brutos dos tecidos testados nos experimentos
bioquimicos podem gerar questionamentos sobre a possivel deteccdo de
outras glicosidases na mistura dos ensaios. Podemos citar as B-glicosidases,
gue sdo importantes enzimas para 0 metabolismo dos insetos e para interacéo
inseto-planta. Estdo envolvidas, assim como as [(-1,3-glucanases, na hidrélise
de varios carboidratos e também foram caracterizadas em muitos insetos
(Ferreira et al. 2001; Azevedo et al. 2003; Ferreira et al. 2003). Entretanto,
apesar de algumas B-glicosidases possuirem uma atividade consideravel sobre
laminarina, € possivel diferenciar as duas enzimas através de seus diferentes
perfis cromatograficos (Genta et al. 2009). Nesse caso, seria importante
ensaiar as fracdes da cromatografia de filtracdo em gel com um substrato

especifico para p-glicosidases, como p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo.
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6.3 Alimentacéo, digestdo e inducao de B-1,3-glucanases nas larvas de
Ae. aegypti alimentadas com leveduras

Em termos gerais, a nutricdo diz respeito a natureza e ao
processamento de alimentos necessarios para prover as necessidades para o
crescimento e o desenvolvimento, envolvendo o comportamento alimentar e a
digestdo. Os insetos com frequéncia apresentam dietas pouco usais ou
restritivas (Cranston, 2012).

Larvas de mosquitos ocorrem em uma enorme variedade de habitats
aguaticos, e normalmente a fonte nutricional encontrada nesses locais é
composta de micro-organismos, associados a matéria organica particulada ou
detrito e biofilme. A maioria dos detritos originados de plantas presentes no
ambiente aquatico é colonizada e degradada por fungos e bactérias e
parcialmente digerido pela fauna aquatica (Crawford, et al. 1982; Sieburth
1983; Munster, Heikkinen et al. 1997).

Durante o curso do desenvolvimento larval de um mosquito, habitats
aguaticos podem variar seu conteudo nutricional e a densidade larval exerce
seus efeitos no desempenho dos adultos, na reserva de nutrientes, producéo
de ovos e longevidade de fémeas adultas (Juliano e Stoffregen 1994; Barrera
1996; Juliano 1998; Daughterty et al. 2000; Brasks et al. 2004; Alto et al. 2005,
2008 a; Murrell e Juliano 2008; Reiskind e Lounibos 2009).

Obter uma boa fonte nutricional e digeri-la adequadamente podem afetar
o desenvolvimento larval de diversas maneiras. Araujo, et al. 2012,
demonstraram que a quantidade de alimento afeta o tempo de
desenvolvimento, tracos bioldgicos da sobrevivéncia de adultos e pode
influenciar na capacidade vetorial de Anopheles darlingi em condi¢des
laboratoriais. Sob condigdes semi-naturais, competicbes densidade-
dependentes e alteracdes na disponibilidade de nutrientes podem atuar
negativamente no desempenho e na fisiologia do mosquito Culex pipiens, de
forma a comprometer sua expectativa de vida. Condigbes ambientais que
promovam privacdo de nutrientes podem estar associadas ao risco de
transmissdo de patdégenos e ter consequéncias para a longevidade (Alto et al.
2012).
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Estudos sobre ecologia de mosquitos, principalmente na fase larval
podem promover enormes subsidios para o desenvolvimento de estratégias
para o controle de vetores. A digestao de leveduras e de micro-organismos nas
larvas aquaticas e a possibilidade de essa fonte nutricional afetar a inducéo de
enzimas digestivas nesses insetos ndo foi bem elucidada até o momento. Para
compreender melhor a influéncia desse tipo de alimento para a larva, testamos
uma alimentacdo a partir do estadio L3, contendo somente leveduras
autoclavadas, usando espécies de S. cerevisae e Ustilago sp. A levedura do
género Ustilago ocorre em locais com matéria vegetal e no proprio solo. Esse
género é considerado um patégeno das sementes e flores de cereais, trigo,
milho, e ervas (Perkins 1949; Holliday 1974; Antonio et al. 2010). Dados das
massas das larvas no estadio L4 indicaram um valor estatisticamente maior
para os insetos alimentados com Ustilago sp (Figura 5.7).

Os experimentos de alimentacdo com células de Ustilago sp vivas nos
permitiu investigar se larvas de Ae.aegypti seriam capazes de se manterem
desde a eclosédo dos ovos até a fase adulta, somente com essa dieta. Essa
espécie de fungo, até entdo, tinha suas propriedades nutricionais
desconhecidas para larvas de Ae. aegypti, mas aparentemente demonstrou ser
um tipo de alimento adequado para a manutencdo e desenvolvimento das

larvas.

O desenvolvimento das larvas parece ser normal ao se alimentarem com
leveduras Ustilago sp vivas, apresentando um aumento significativo no peso
das larvas (Figura 5.8). Com relacdo ao surgimento de pupas, larvas
alimentadas com células vivas de Ustilago sp apresentaram um atraso
consideravel em sua taxa de pupacdo quando comparadas aos insetos
controle, contudo quando avaliamos a emergéncia de adultos, observamos que
0 grupo alimentado com as leveduras parece emergir um pouco antes do que
0s insetos adultos alimentados com racéo de gato (Figura 5.9). Nao ocorreram
mudancgas significativas quando comparamos as taxas de mortalidade de
ambas as dietas (Figura 5.10). Isso sugere que as larvas conseguem

sobreviver em uma mono-dieta rica em células vivas de Ustilago sp e também
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sdo capazes de se nutrir delas, realizando a digestao, retardando a pupacéao e
se desenvolvendo de até a fase adulta.

A propriedade litica de B-1,3-glucanases provenientes de insetos ja foi
descrita anteriormente (Genta et al. 2003, 2009; Genta, Dumont et al. 2007).
Essa capacidade sugere um papel de defesa contra fungos, também podendo
permitir a obtencdo de nutrientes a partir dessas células. Insetos detritivoros
vivem em ambientes que apresentam uma grande diversidade de matéria
organica em decomposicao, com inimeras espécies de fungos e outros micro-
organismos decompositores. Apos a incubacdo de laminarinase na presenca
de células vivas de S. cerevisae, a viabilidade das células de levedura
decresce no decorrer do tempo (Genta 2004). Aparentemente, o0 homogenato
de tubo digestivo das larvas de Ae. aegypti promove a lise das células de
Ustilago sp, isso acontecendo em menos de 4 horas de incubacao (Figura
5.11). Como o extrato ndo se encontra purificado, € possivel que outras
enzimas também estejam envolvidas na lise dessas células, através de
sinergismo (Jongedijk et al ,1995).

Nesse trabalho, decidimos utilizar larvas alimentadas com células vivas
de Ustilago sp para realizar ensaios bioquimicos e verificar se ocorre alguma
inducéo da atividade enzimatica nos diferentes tecidos estudados.

N&o foi observado um aumento significativo das atividades de (-1,3-
glucanases nos tecidos de larvas alimentadas com células vivas ou
autoclavadas de Ustilago sp (Figura 5.12). Todas as fracdes sollveis dos
tecidos foram ensaiadas e também todas as fragGes insollveis, inclusive as do
resto do corpo (Figura 5.13). Tanto as fracdes soluveis, quanto as inséluveis e
até mesmo a soma total dessas atividades ndo apontaram uma mudanca
significativa no nivel de atividade de B-1,3-glucanases. Os resultados né&o
apresentaram indicios de modulagdo da expresséo influenciada por nenhuma
das duas dietas com leveduras. Interessantemente, cabeca foi o Unico tecido
gue apresentou um decréscimo da atividade de B-1,3-glucanases, quando as
larvas foram alimentadas com leveduras autoclavadas.

No cole6ptero T. molitor, a atividade laminarinasica foi testada sob
diferentes dietas contendo bactérias e fungos, mas também n&o foram
encontradas diferencas entre as amostras, mesmo esse inseto tendo alta

atividade litica contra fungos (Genta 2004).
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A respeito da atividade reduzida que foi detectada na cabeca quando
alimentamos com Ustilago sp autoclavado, estamos associando-a as glandulas
salivares, importantes estruturas presentes na cabeca dos insetos. Diversos
tipos de células secretoras podem ocorrer nas glandulas salivares. As
secrecbes dessas células sao transportadas ao longo de dutos circulares e
despejadas na cavidade pré-oral. As secrecfes salivares diluem o alimento
ingerido e ajustam o pH e o conteudo ibnico (Chapman 1998). Alguns autores
acreditam que as glandulas salivares ndo somente podem atuar na digestédo
dos insetos, como também podem exercer papeis significativos na imunidade.
Diferentes genes de lisozimas foram encontrados em glandulas salivares e no
tubo digestivo de D. melanogaster, ambos estando envolvidos na defesa
antibacteriana quando o intestino é desafiado com bactérias. Com injecées de
bactérias na hemocele, o nivel desses transcritos desaparece (Kylsten et al.
1992). Em N.corniger B-1,3-glucanases encontradas nas glandulas salivares
também foram incriminadas como componentes imunes (Bulmer et al. 2009).
Nossa hipétese, é que as atividades detectadas na cabeca de larvas de Ae.
aegypti também desempenhem um papel significativo na imunidade do inseto
ja que a atividade enzimatica praticamente desaparece apds a alimentacdo
com leveduras autoclavadas.

Acreditamos que B-1,3-glucanases de larvas de Ae. aegypti exercam um
papel expressivo tanto na digestdo da parede de fungos como também na

imunidade.

6.4 Expressédo de genes da GHF 16 e padrdo de expressao tecidual em

larvas de Ae. aegypti

O padrdao da expressao génica foi analisado em larvas inteiras de

Ae. aegypti e nos seguintes tecidos separadamente: cabeca, tubo digestivo e

resto do corpo. Amplificamos fragmentos do DNA genémico das larvas inteiras

e encontramos o tamanho de bases esperado (Figura 5.14). Além disso, todos
0S seis genes sao expressos nas larvas e nos diferentes tecidos (Figura 5.15).

A expressao relativa desses genes foi quantificada através de RT-

PCR Dos seis genes estudados, trés parecem ser mais expressos em larvas
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inteiras: AaeGH16. 4, AeGH16.5 e AaeGH16.6. Enquanto os tecidos cabeca e
resto do corpo aparentemente expressam mais 0S mesmos dois genes
AeGH16. 1 e AaeGH16.4, o tubo digestivo parece expressar mais AaeGH16.5
e AeGH16.6, e os genes AaeGH16.2 e AeGH16.3 parecem ser pouco
expressos nas larvas de Ae.aegypti. Destacamos essa interessante
semelhanca no padrao de expressdo dos mesmos genes para cabeca e resto
do corpo (AeGH16. 1 e AaeGH16. 4). Esses tecidos podem estar também
envolvidos na resposta imune das larvas e esses dados de expresséo
corroboram com os dados bioquimicos obtidos para as atividades de B-1,3-
glucanases (Figuras 5.4, 5.12 e 5.13).

Nao existem atualmente muitos trabalhos detalhados sobre o padrao de
expressdo génica de GHF16 em larvas de Ae. aegypti. Um resumo da
expressao geral dos seis genes, a maioria em pupas e adultos, foi encontrado
no banco de dados Vector Base (https://www.vectorbase.org/). O Unico
resultado encontrado, porém de um trabalho ainda ndo publicado, que discute
a expressao em larvas foi o de Harker et al. (2007). Os autores investigaram a
capacidade de desenvolvimento das larvas e observaram uma significante

gueda na regulacdo da expressao em adultos em relacdo a pupas e larvas.

6.5 RNAi em larvas de Ae.aegypti

Desde sua descoberta no nematddeo Caenorhabditis elegans (Fire et al.
1998), a técnica de RNAi vem sendo utilizada como uma importante ferramenta
em varias ordens de insetos, incluindo Diptera (Lum et al. 2003; Dietzl et al.
2007), Lepidoptera (Chen et al. 2008; Yu et al. 2008; Tian et al. 2009; Terenius
et al. 2011), Coleoptera (Arakane et al. 2004; Suzuki et al. 2008), Isoptera
(Zhou et al. 2008), Orthoptera (Meyering-Vos e Muller 2007) e Hymenoptera
(Schluns e Crozier 2007). Os estudos baseados em RNAi vém aprimorando o
conhecimento de funcbes génicas e devido a sua especificidade, a técnica de
RNAI também oferece um grande potencial para estratégias de controle de
pestes (Baum et al. 2007; Price e Gatehouse 2008; Huvenne e Smagghe 2010;
Singh et al. 2013).
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Singh, et al. (2013), obtiveram um conjunto de dados extremamente
interessantes, utilizando a técnica de “soaking” em larvas de Ae.aegypti. Foram
silenciados quatro genes,e o silenciamento de dois desses genes (B-tubulina e
quitina-sintase 1) resultou nareducéo do crescimento das larvas e/ou em altas
taxas de mortalidade. Os autores sugerem a utilizacdo de dsRNA como um
potencial larvicida, diante da importancia do vetor em questdo. Esses autores,
também utilizaram o modelo D. melanogaster para reforcar sua hipétese de
utilizacdo do RNAi como ferramenta de controle. Larvas de Drosophila foram
mergulhadas em solucédo contendo dsRNA especifico para seus proprios genes
de B-tubulina e para o genes de B-tubulina de Ae.aegypti. S6 foram
observadas mortalidades significativas em larvas de moscas tratadas em
solucdo contendo dsRNA para o seu préprio gene alvo, sugerindo que
pesticidas a base de dsRNA podem ser espécie-especificos.

A relativa facilidade da operacéo e os resultados obtidos pelo grupo de
Singh com larvas de Ae.aegypti, influenciaram para que decidissemos aplicar
a técnica na pesquisa com a GHF 16 nesse inseto. Sabemos que larvas de
Ae.aegypti possuem genes que codificam para GHF 16, que possuem atividade
para 3-1,3-glucanases e que conseguem sobreviver em uma dieta exclusiva de
leveduras. Acreditamos na importancia fisiolégica desses genes para o inseto e
por isso iniciamos um novo bloco de experimentos, dessa vez utilizando essa
sofisticada técnica de biologia molecular para promover o silenciamento desses
genes e entender a sua possivel fun¢ao no inseto.

Para estudar as fun¢des dos genes da GHF16 em larvas de Ae. aegypti,
selecionamos quatro dos seis genes encontrados no genoma para tentarmos o
silenciamento. Com base nas expressoes relativas de cada gene, optamos por
testar AaeGH16.1, AaeGH16.4, AaeGH16.5 e AaeGH16.6. O silenciamento do
gene AeGH16.5 foi o que apresentou uma maior taxa de mortalidade, seguido
pelos genes AaGH16.6, AaGH16.1 e AaGH16.4 respectivamente. De maneira
similar, o gene AaeGH16.5 foi 0 que apresentou a menor taxa de pupacao,
seguido por AaeGH16.6. Aparentemente, essa mortalidade na fase larval e o
tamanho menor das larvas alimentadas com dsRNA para o gene alvo
AeGH16.5 estejam implicados em uma funcdo digestiva, j4 que o

desenvolvimento das larvas é claramente prejudicado.
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Para tentarmos compreender melhor um possivel fenétipo ocasionado
pelo silenciamento desses genes, mantivemos as larvas em condi¢coes de
estresse ao longo de cinco dias. As larvas foram mantidas em recipientes
menores com uma populacdo mais densa e ndo foram alimentadas durante
dois dias.Telang, Qayum et al. (2012) j4 haviam demonstrado que o estresse
nutricional em larvas de mosquitos leva a emergencia de adultos com
deficiéncia imune.Entre as vérias defesas do inseto, a linha que recobre o
epitélio do tubo digestivo é a primeira barreira a ser vencida por patégenos.
Uma vez que os insetos tenham sido desafiados, os hemacitos circulantes
disparam as vias Toll e Imd produzindo sinais para o recrutamento de
peptideos antimicrobianos como parte da defesa imune humoral. Os autores
mantiveram as larvas mal nutridas e posteriormente analisaram o tamanho do
epitélio do tubo digestivo de fémeas adultas, a populacdo de hemocitos
circulantes e a expressao de genes imunes por qPCR. Tendo essas trés linhas
de defesa quantificadas em resposta ao estresse nutricional larval, os autores
demonstraram que, sob condi¢cbes de rearranjamento do ambiente as funcdes
imunes das fémeas de Ae.aegypti sdo alteradas.

Observamos que larvas silenciadas e mantidas sob estresse com uma
alta densidade populacional e poucos nutrientes apresentaram uma
mortalidade de 100% para os genes AeGH16.1 e AeGH16.6. O gene
AaeGH16.5 também apresentou uma alta taxa de mortalidade, mas nédo a
totalidade do numero de larvas. E possivel que os genes AeGH16.1 e
AeGH16.6 exercam uma fung&o imune nas larvas e que as condi¢des adversas
em que as larvas permaneceram ao decorrer de cinco dias tenham desafiado
esse sistema culminando na morte massiva das mesmas. Conseguimos obter
resultados de silenciamento, ao nivel de transcritos, em larvas inteiras no gene
AeGH16.4 e no tubo digestivo e resto do corpo nos genes AaeGH16.5 e
AaeGH16.6 respectivamente. Apesar de ambos 0S genes serem mais
expressos no tubo digestivo, AeGH16.6 foi silenciado no resto do corpo, o que
sugere que esse gene pode nao estar sendo expresso preferencialmenteno
tubo digestivo, masem algum outro tecido adjacente como hemaocitos ou corpo
gorduroso, por exemplo. Diversas limitacbes ndo permitem que somente por
essa técnica seja possivel discriminar em quais tecidos especificos esses

genes s&0 mais expressos, podemos apenas sugerir uma localizacao geral.
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Para que os genes e suas respectivas proteinas sejam associados a seus
locais de expressdo, seria preciso que obtivessémos uma expressao
heter6loga da proteina recombinante, seguida por uma imunocitolocalizacdo
com anticorpos especificos. Nao foi possivel verificar o silenciamento efetivo do
gene AeGH16.1. Um dos fatores geralmente limitantes para a técnica de RNAI
€ justamente o processo de internalizacdo do dsRNA pelas células do
organismo. Sendo assim, pode-se fazer uma distingao entre o RNAI intracelular
e 0 RNAI extracelular. Para se introduzir o dsRNA dentro das células, muitos
pesquisadores se utilizam de técnicas como a eletroporacao, a transfeccdo ou
injecdes dentro de células ou em tecidos embriondrios. O primeiro experimento
de sucesso em relacdo aos experimentos de RNAi em insetos in vivo foi com
uma microinjecdo de dsRNA em células embrionarias de Drosophila
(Kennerdell e Carthew 1998). Técnicas como “soaking”, alimentacao ou injecao
de dsRNA dentro da hemocele do inseto requeremque as moléculas de dsRNA
sejam internalizadas pelas células, o que pode ou ndo ocorrer.

Nesse trabalho, acreditamos que o efeito de silenciamento devido a
ingestdo de dsRNA é capaz de se propagar do tubo digestivo para outros
tecidos do corpo, o que ja foi visto em outros estudos (Zangh et al. 2010; Singh
et al. 2013).Entretanto, os mecanismos de transporte de dsRNA célula a célula
ou de um tecido para o outro para induzir o efeito de RNAI sistémico ainda néo
foram bem elucidados (Voinnet 2005, Whangbo e Hunter 2008, Huvenne e
Smagghe 2010). Em C. elegans a internalizagcdo ocorre através de uma
proteinatransmembranar conhecida como SID-1, capaz de transportar dsRNA
da superficie para o interior da célula, sendo essencial para que o
silenciamento intracelular ocorra (Winston et al 2002; Feinberg e Hunter 2003;
Jose e Hunter 2007). Homoldgos de SID-1 foram identificados em quase todos
0s genomas de eucariotos, mas curiosamente essa proteina esta ausente nos
genomas de insetos da ordem Diptera (Gordon e Waterhouse 2007;Tomoyasu
et al. 2008; Huvenne e Smagghe 2010). Apesar de SID-1 estar ausente em
dipteros, células S2 de D. melanogaster, parecem ser capazes de internalizar
dsRNA. Dois receptores, SR-C1 e EATER, normalmente envolvidos na
fagocitose bacteriana, parecem ser capazes de endocitar dsRNA (Ulvila et al.
2006). Os autores acreditam que 0s receptores possuam a capacidade de

reconhecer multiplos ligantes na superficie celular, conseguindo assim
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reconhecer dsRNA. Saber se as mesmas proteinas estdo associadas ao
reconhecimento de dsRNA pelas células do tubo digestivo pode ser
interessante, assim como indentificar se diferentes espécies de Dipteros
compartilham esses mecanismos. Em outras espécies, uma variedade de
componentes foram envolvidos nas vias de receptores mediando a endocitose,
0 que pode desempenharum importante papel na internalizagédo de dsRNA em
Dipteros (Saleh et al. 2006).

O nosso trabalho demonstrou que nenhuma transfecgéo foi necessaria
para gue o silenciamento ocorresse nas células do tubo digetivo. Foi verificado
o efeito de silenciamento no tubo digestivo de larvas que ingeriram dsRNA para
0 gene AeGH16.5 e o efeito de RNAI sistémico no resto do corpo em larvas
silenciadas para o gene AeGH16.6, apenas utilizando o método de “soaking”
em solucéo contendo dsRNA.

No conjunto de dados que obtivemos, todos os genes de GHF16
testados apresentaram fenétipo moderado em situacdes normais e fendtipo
grave sob condicdes estressantes. Contudo, ndo foi possivel verificar um
silenciamento, no nivel de transcritos, no gene AeGH16.1, sugerindo que
especificamente para esse gene ndo conseguimos obter efeito de RNAI
intracelular. Em insetos, a maioria dos experimentos de silenciamento
utilizando a técnica de “soaking” foram realizados em linhagens de células.
Essa técnica parece apresentar um silenciamento menos potente do que as
microinjecdes diretamente na hemocele, devido a barreiras como a cuticula dos
insetos e por isso parece ser muito mais aplicavel e eficaz em culturas de
células. Sendo assim, pode ser que o silenciamento observado para os genes
de GHF16 em larvas de Ae.aegypti ndo tenham alcancado todo o potencial
esperado. Ainda assim, destacamos que é possivel utilizar a técnica de
“soaking” em insetos inteiros de forma eficiente. Outro exemplo de bastante
sucesso, aléem do de Singh et al. (2012) foi o de autores que utilizaram jatos de
“spray”contendo dsRNA para realizar “soaking” em Ostrinia furnacalis recém
eclodidas, resultando em uma consideravel mortalidade, por volta de 40%
durante o tratamento e 100% apoOs o tratamento ter sido realizado, tendo o
grupo verificado o silenciamento por gPCR (Wang et al. 2011).

Ensaios bioquimicos das atividades de B-1,3-glucanases também foram

realizados em tecidos de larvas de Ae.aegypti silenciadas. Foram avaliados
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tubo digestivo e resto do corpo nas larvas silenciadas para os genes AeGH16.5
e AeGH16.6. Nos ensaios de tubo digestivo do gene AeGH16.5 as atividades
de B-1,3-glucanases sofreram uma queda consideravel, porém, ndo ocorreram
alteracOes nas atividades encontradas no resto do corpo.Quando utilizamos os
mesmos tecidos para analisar o perfil cromatografico dessas atividades em
uma filtracdo em gel, o perfil de diminui¢éo da atividade de 3-1,3-glucanases se
manteve no tubo digestivo para AeGH16.5, apresentando um pico muito menor
de atividade quando comparado ao gene AeGH16.6 e aos grupos controles
com GFP e agua.

Esses dados sugerem que AeGH16.5 seja de fato uma B-1,3-glucanase
digestiva e AeGH16.6 seja uma enzima envolvida na resposta imune. Contudo,
para que essa hipbétese seja provada novos experimentos precisam ser
realizados, principalmente utilizando desafios com patdgenos reconhecidos e

mais ensaios bioguimicos.
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7. CONCLUSOES

O genoma de Ae. aegypti possui seis genes que codificam para proteinas da
GHF 16.

A arvore consenso se divide em dois clados: grupos que possuem residuos
cataliticos e grupos que ndo possuem residuos cataliticos. Aparentemente
ocorreu uma duplicacdo nos genes de B-1,3-glucanases no ancestral da sub-
ordem dos Dipteros nematoceros em Anophelinae e Culicinae.

Larvas L4 de Ae. aegypti, possuem atividades de (-1,3- glucanases em seus
diferentes tecidos (cabeca, tubo digestivo e resto do corpo), sendo o resto do
corpo o tecido que apresentou maior atividade enzimatica por inseto
(LWU/inseto) e cabeca o tecido que apresentou maior atividade especifica

(LU/mg).

O efeito de pH na atividade [(-1,3-glucanasica assim como as medidas de
massa molecular pode sugerir a presenca de diferentes enzimas.

Larvas de Ae. aegypti, sdo capazes de se nutrirem e desenvolverem em uma
dieta composta exclusivamente por leveduras Ustilago sp.

As atividades de B-1,3-glucanases nao sdo induzidas por uma dieta composta
de Ustilago sp,

Enzimas do intestino de larvas de Ae. aegypti parecem ser capazes de clivar as
paredes de Ustilago sp apés 4 horas de incubacéo,

Todos os genes GHF16 encontrados no genoma de Ae. aegypti foram
expressos nos tecidos das larvas L4 com diferentes niveis de expresséo.

Larvas de Ae. aegypti apresentaram alteracdo moderada quando silenciadas
para os genes AeGH16. 1, AeGH16.5 e AeGH16.6 em condicdes de
tratamento normais e um fendtipo grave sob condicdes de estresse
populacional e nutricional para os genes AeGH16.1 e AeGH16.6,

Aparentemente, AeGH16. 5 é uma B-1,3-glucanase digestiva e AeGH16.6
parece estar relacionada com a imunidade do inseto.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1- Tabela com os cddigos utilizados na arvore consenso. Os

codigos foram obtidos do GenBank ou do Vector Base (em italico).

Organismo Organismo Cdédigo
Acyrthosiphon pisum Aol (GO L

95 Anopheleschristyi ACHR004102
Acyrthosiphon pisum XM_0019444 o

38 Anopheleschristyi ACHR005689
Anopheles gambiae AGAP002798 | Anopheleschristyi ACHRO008721
Anopheles gambiae AGAP002799 | Anopheleschristyi ACHR001881
Anopheles gambiae AGAP002796 | Anopheleschristyi ACHRO009179
Anopheles gambiae AGAP004456 | Anophelesdarlingi ADARO007290
Anopheles gambiae AGAP006761 | Anophelesdarlingi ADARO007286
Anopheles gambiae AGAP012409 | Anophelesdarlingi ADAR006526
Anopheles gambiae AGAP004455 | Anophelesdarlingi ADARO009199
Armigeres subalbatus AAT99011 Anophelesdirus ADIR003516
Drepanotermes rubriceps AAZ08491 Anophelesdirus ADIR010616
Drepanotermes rubriceps AAZ08504 Anophelesdirus ADIR003518
Drosophila melanogaster AF228472 Anophelesdirus ADIR003625
Drosophila melanogaster AF228474 Anophelesdirus ADIR000553
Drosophila melanogaster AF228473 Anophelesepiroticus AEPI009258
Glossina morsitans ABC25063 Anophelesepiroticus AEPI010194
Tribolim castenaum LOC660764 | Anophelesepiroticus AEPI1009256
Delias nigrina ACI32830 Anophelesepiroticus AEPI005496
Delias nigrina ACI32829 Anophelesepiroticus AEPI002293
Euphydryas aurinia AEV66277 Anophelesfunestus AFUNO006014
Locusta migratoria AFD54025 Anophelesfunestus AFUNO009437
Locusta migratoria AFD54026 Anophelesfunestus AFUNO006016
Locusta migratoria AFD54027 Anophelesfunestus AFUNO002755
Manduca sexta AAN10151 Anophelesfunestus AFUNO004083
Manduca sexta ADK39022 Anophelesgambiae AGAP002798
Manduca sexta AEV66276 Anophelesgambiae AGAP002799
Anopheles arabiensis ACN38171 Anophelesgambiae AGAP004456
Anopheles arabiensis CA083421 Anophelesgambiae AGAP002796
Anopheles bwambae ABU80038 Anophelesgambiae AGAP004455
Anopheles gambiae ABUB80032 Anophelesgambiae AGAP006761
Anopheles gambiae ACN38130 Anophelesgambiae AGAP012409
Anopheles gambiae CA083469 Anophelesminimus AMIN004837
Anopheles melas ABUS80011 Anophelesminimus AMINO003902
Anopheles merus ABUB80005 Anophelesminimus AMINO003903
Anopheles
guadriannulatus ACNEEER Anophelesminimus AMIN003900
Anthocharis cardamines ACI32832 Anophelesminimus AMINO010081
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Apis andreniformis ACT66878 Anophelesminimus AMINO08919
Apis andreniformis ACT66880 Anophelesquadri AQUA008516
Apis cerana ACT66877 Anophelesquadri AQUA009400
Apis cerana ACT66883 Anopheles quadri AQUA009402
Apis dorsata ACT66875 Anophelesquadri AQUA003848
Apis dorsata ACT66881 Anophelesquadri AQUA014348
Apis koschevnikovi ACT66879 Anophelesstephensi ASTE003966
Apis koschevnikovi ACT66882 Anophelesstephensi ASTE009324
Apis mellifera ACT66876 Anophelesstephensi ASTE009326
Apis mellifera ACT66884 Anophelesstephensi ASTEO010371
Armigeres subalbatus AAT99011 Anophelesstephensi ASTE004573
Bombyx mori ACU57045 Culexquinquefasciatus | CP1J004321
Colias eurytheme ACI32831 Culexquinquefasciatus | CP1J003613
Culex quinquefasciatus ~ AEQ27734 Culexquinquefasciatus | CP1J003612
Culex quinquefasciatus  AEQ27734 Culexquinquefasciatus | CP1J004320
Delias nigrina ACI32829 Culexquinquefasciatus | CP1J004324
Delias nigrina ACI32830 Culexquinquefasciatus | CP1J004323
Diatraea saccharalis ABR28479 Culexquinquefasciatus | CP1J004231
Drepanotermes rubriceps AAZ08504 Culexquinquefasciatus | CP1J004325
Drepanotermes rubriceps AAZ08491 Culexquinquefasciatus | CP1J008997
Drosophila melanogaster AAF33849 Culexquinquefasciatus | CP1J004229
Drosophila melanogaster AAF33850 Culexquinquefasciatus |CPIJ013557
Drosophila melanogaster AAF33851 Culexquinquefasciatus | CP1J013556
Drosophila simulans AAQ64712 Culexquinquefasciatus | CP1J005217
Drosophila yakuba AAQ65045 Glossinamorsitans GMOY011181
Euphydryas aurinia AEV66277 Glossinamorsitans GMOY010453
Galleria mellonella CAK22401 Glossinamorsitans GMOY011180
Glossina morsitans ABC25063 Phlebotomuspapatasi PPATMP000880
Heliconius melpomene  AEV66278 Phlebotomuspapatasi PPATMP002587
Helicoverpa armigera ABU98621 Phlebotomuspapatasi PPATMP002588
Helicoverpa armigera ACI32825 Phlebotomuspapatasi PPATMP010440
Helicoverpa armigera ACI32826 Rhodniusprolixus RPRC011769
Helicoverpa armigera ACI32827 Rhodnius prolixus RPRC003210
Helicoverpa armigera ACI32828 Spodoptera littoralis ACH56895
Hepialus pui ADZ45540 Spodoptera littoralis ACI32819
Hepialus pui ADZ45541 Spodoptera frugirpeda |ABR28478
Mamestra configurata AEA76308 Spodoptera litura AEQ33590
Mamestra configurata AEA76308 Tenebrio molitor ACS36221
Manduca sexta AEV66276 Tenebrio molitor BAC99308
Manduca sexta AAF44011 Tenebrio molitor BAG14263
Manduca sexta AAN10151 Tumulitermes pastinator | AAZ08503
Manduca sexta ADK39022 Apis mellifera XM_001121634
Manica rubida ACT66840 Apis mellifera FJ546099
Myrmica brevispinosa ACT66839 Apis mellifera FJ546107
Myrmica fracticornis ACT66838 Armigeres subalbatus AY603183
Myrmica fracticornis ACT66838 Bombyx mori NM_001043375
Myrmica lobicornis ACT66832 Bombyx mori NM_ 001135200
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Myrmica rubra ACT66835 Bombyx mori NM 001166142
Myrmica ruginodis ACT66831 Bombyx mori NM 001043985
Myrmica rugulosa ACT66837 Bombyx mori NM_ 001163714
Myrmica sabuleti ACT66836 Culex quinquefasciatus | XM 001845911
Myrmica scabrinodis ACT66833 Culex quinquefasciatus | XM 001845228
Myrmica sulcinodis ACT66834 Culex quinquefasciatus | XM_ 001845913
Nasutitermes comatus AAZ08480 Culex quinquefasciatus | XM 001845759
Nasutitermes comatus AAZ08493 Culex quinquefasciatus |JF907421
Nasutitermes corniger AEK64800 Culex quinquefasciatus | XM 002135149
Nasutitermes corniger AEK64801 Culex quinquefasciatus | XM_ 001845915
Nasutitermes dixoni AAZ08481 Culex quinquefasciatus | XM 001847484
Nasutitermes dixoni AAZ08494 Culex quinquefasciatus | XM 001847484
Nasutitermes exitiosus AAZ08482 Culex quinquefasciatus | XM 001845910
Nasutitermes exitiosus  AAZ08495 Culex quinquefasciatus | XM_001845757
Nasutitermes fumigatus AAZ08483 Culex quinquefasciatus | XM 001864211
Nasutitermes fumigatus AAZ08496 Culex quinquefasciatus | XM 001845229
Nasutitermes graveolus AAZ0gaga  |Drosophila XM_001352735
pseudoobscura
Nasutitermes graveolus AAZ0gag7  |Drosophila XM_001353956
pseudoobscura
Nasutitermes longipennis AAZ0gags | Drosophila XM_002135150
pseudoobscura
Nasutitermes longipennis AAZ0g4gg | Prosophila XM_001353957
pseudoobscura
Nasutitermes magnus AAZ08486 Glossina morsitans DQ307159
Nasutitermes magnus AAZ08499 Simulium vittatum EU930267
Nasutitermes pluvialis AAZ08487 Spodoptera frugiperda EF641300
Nasutitermes pluvialis AAZ08500 Pieris rapae ACI132821
Nasutitermes triodiae AAZ08488 Pieris rapae ACl32824
Nasutitermes triodiae AAZ08501 Pieris rapae ACI32822
Nasutitermes walkeri AAZ08489 Pieris rapae ACI32823
Nasutitermes walkeri AAZ08502 Plodia interpunctella AAM95970
Ochlerotatus triseriatus ~ ACU30929 Plutella xylostella ACI32820
Ostrinia nubilalis ACI32836 Reticulitermes flavipes |ADJ19004
Periplaneta americana ~ ABR28480 Reticulitermes flavipes | AEK64796
Phlebotomus perniciosus ADH94599 Reticulitermes virginicus | AEK64797
Rhodnius prolixus ABU96697 Reticulitermes virginicus |ADJ19023
Simulium vittatum ACH56895
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9.2 ANEXO 2 — Tabela com a porcentagem dos aminoacidos dos genes de
GHF 16 em Ae. aegypti

Protein: AAEL0O03889-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 30 7,16
Cys C 5 1,19
Asp D 19 4,53
Glu E 25 5,97
Phe F 24 5,73
Gly G 47 11,22
His H 6 1,43
Ile I 13 3,10
Lys K 16 3,82
Leu L 30 7,16
Met M 5 1,19
Asn N 38 9,07
Pro P 22 5,25
Gln OQ 10 2,39
Arg R 22 5,25
Ser S 26 6,21
Thr T 29 6,92
val Vv 23 5,49
Trp W 17 4,06
Tyr Y 11 2,63

Protein: AAEL003894-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 25 6,33
Cys C 4 1,01
Asp D 26 6,58
Glu E 19 4,81
Phe F 24 6,08
Gly G 37 9,37
His H 8 2,03
Ile I 21 5,32
Lys K 21 5,32
Leu L 24 6,08
Met M 8 2,03
Asn N 28 7,09
Pro P 20 5,06
Gln Q 10 2,53
Arg R 12 3,04
Ser S 32 8,10
Thr T 30 7,59
Val V 20 5,06
Trp W 15 3,80
Tyr Y 10 2,53
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Protein: AAEL0O07064-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 20 5,38
Cys C 7 1,88
Asp D 16 4,30
Glu E 13 3,49
Phe F 20 5,38
Gly G 39 10,48
His H 5 1,34
Ile I 17 4,57
Lys K 20 5,38
Leu L 24 6,45
Met M 6 1,01
Asn N 30 8,06
Pro P 21 5,65
Gln O 16 4,30
Arg R 23 6,18
Ser S 27 7,26
Thr T 15 4,03
val Vv 22 5,91
Trp W 16 4,30
Tyr Y 14 3,76

Protein: AAELO07626-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 21 6,40
Cys C 2 0,61
Asp D 19 5,79
Glu E 19 5,79
Phe F 20 6,10
Gly G 20 6,10
His H 6 1,83
Ile I 12 3,66
Lys K 14 4,27
Leu L 34 10,37
Met M 6 1,83
Asn N 21 6,40
Pro P 21 6,40
Gln O 10 3,05
Arg R 22 6,71
Ser S 18 5,49
Thr T 20 6,10
Val V 20 6,10
Trp W 7 2,13
Tyr Y 15 4,57
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Protein: AAEL009176-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 34 8,79
Cys C 6 1,55
Asp D 18 4,65
Glu E 19 4,91
Phe F 23 5,94
Gly G 41 10,59
His H 7 1,81
Ile I 15 3,88
Lys K 10 2,58
Leu L 23 5,94
Met M 7 1,81
Asn N 30 7,75
Pro P 24 6,20
Gln OQ 12 3,10
Arg R 20 5,17
Ser S 23 5,94
Thr T 24 6,20
Val V 20 5,17
Trp W 17 4,39
Tyr Y 13 3,36

Protein: AAEL009178-PA gram-negative bacteria binding protein

Amino Acid Number Mol%
Ala A 22 5,57
Cys C 4 1,01
Asp D 22 5,57
Glu E 27 6,84
Phe F 19 4,81
Gly G 38 9,62
His H 6 1,52
Ile I 11 2,78
Lys K 21 5,32
Leu L 37 9,37
Met M 6 1,52
Asn N 31 7,85
Pro P 27 6,84
Gln OQ 8 2,03
Arg R 16 4,05
Ser S 24 6,08
Thr T 27 6,84
Val Vv 18 4,56
Trp W 15 3,80
Tyr Y 15 3,80
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