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RESUMO

Os dipteros Aedes aegypti, Anopheles albitarsis e Culex quinquefasciatus pertencem
a familia Culicidae e sdo considerados um problema de saude publica quando atuam
como vetores de parasitos e/ou arboviroses. O regime de alimentacao de fémeas dos
mosquitos anautégenos influencia os processos que ocorrem no intestino e regula 0s
genes envolvidos na reproducédo. Além disso, apesar dos ciclos de vida dos parasitos
veiculados por essas espécies de vetores serem distintos, todos eles sdo ingeridos
durante a hematofagia e expostos ao ambiente do intestino médio (estbmago) para
em seguida atravessar o epitélio intestinal e chegarem ao tecido apropriado para seu
desenvolvimento e/ou transmissdo para um novo hospedeiro vertebrado. Neste
trabalho, utilizamos uma abordagem protebmica para a identificacdo de proteinas
totais, bem como ensaios em solugédo e enzimografia em gel copolimerizado com
substrato para identificacdo de peptidases ativas presentes no intestino de fémeas de
Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis s.s sob regime de alimentacdo com acucar. As
técnicas de enzimografia também foram utilizadas aqui para a caracterizacdo de
peptidases ativas de intestinos de fémeas de Ae. aegypti alimentadas com acucar ou
sangue. Foi observado que o intestino de fémeas das trés espécies alimentadas com
acucar apresenta um complexo perfil de peptidases ativas, do tipo tripsina, composto
por bandas migrando nas regides entre ~ 24 a 40 kDa e em regides de alto peso
molecular. Atividades proteoliticas foram detectadas entre pH 3,5 — 10, revelando
diferencas quantitativas e qualitativas entre os perfis proteoliticos das trés espécies.
Em fémeas de Ae. aegypti, o regime de alimentacdo com agucar ou sangue alterou o

perfil de SPtrip ativas do intestino de forma qualitativa e quantitativa. Um total de oito
viii



Abstract

tripsinas em Cx. quinquefasciatus e dez tripsinas em An. albitarsis, foram identificadas
por SDS-PAGE acoplado a LC-MS/MS. Apesar dessas SPtrip identificadas
apresentarem caracteristicas comuns as tripsinas digestivas de invertebrados, foram
observadas diferencas nas sequéncias de aminoacidos, como por exemplo, em
regides de especificidade ao substrato e de ativacao do zimogénio. Foi observado que
0s genes codificadores para SPtrip possuem diferentes tamanhos e organizagao, tais
como, diferencas no numero de éxons/introns. Com relagdo a composicao de
proteinas totais sollveis do intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus e An.
albitarsis, andlise por LC-MS/MS e bioinformética revelou a presenca de proteinas
envolvidas em processos fisiolégicos importantes, como exopeptidaes, glicosidades,
enzimas detoxificantes e proteinas relacionadas com a interagdo parasito/vetor. Em
Cx. quinquefasciatus, foram identificadas 1397 proteinas, distribuidas em 1090
grupos, representando um total de ~ 7,5% das proteinas codificadas pelo genoma
dessa espécie. Em An. albitarsis foram identificadas 916 proteinas distribuidas em
748 grupos. As centenas de proteinas presentes no intestino de fémeas alimentadas
com agucar, de ambas as espécies, foram classificadas segundo sua ontologia génica
e o papel de algumas familias de proteinas historicamente importante em mosquitos
foram discutidas. Finalmente, foi demonstrado que abordagem protedmica combinada
a enzimografia e bioinformatica é uma ferramenta que pode auxiliar na anotacao
funcional dos genes de tripsinas expressos no intestino de fémeas alimentadas com
acucar, bem como auxilia no mapeamento do repertdrio de proteinas totais presentes

no intestino de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis.

Palavras-chave: Serina peptidases, Tripsina, Culicidae, Aedes aegypti, Anopheles

albitarsis e Culex quinquefasciatus, LC-MS/MS
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ABSTRACT

Culex quinquefasciatus, Anopheles albitarsis and Aedes aegypti are hematophagous
insect from the Culicidae family that feeds on the blood of humans, dogs, birds and
livestock. These species transmit a wide variety of pathogens between humans and
animals. The midgut environment is the first location of pathogen-vector interaction for
blood-feeding mosquitoes and the expression of specific peptidases in the early stages
of feeding could influence the outcome of the infection. Trypsin-like serine peptidases
belong to a multi-gene family that can be expressed in different isoforms under distinct
physiological conditions. However, the confident assignment of the trypsin genes that
are expressed under each condition is still a challenge due to the large number of
trypsin-coding genes in the Culicidae family and most likely because they are low
abundance proteins. We used zymography for the biochemical characterization of the
peptidase profile of the midgut from Cx. quinquefasciatus, An. albitarsis, and Ae.
aegypti females fed on sugar. We also caracterized the peptidses profile of the midgut
from Ae. aegypti fed on blood, during different moments after fedding. Protein samples
were also submitted to SDS-PAGE followed by liquid chromatography—tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) analysis for peptidase identification. The peptidases
sequences were analyzed by bioinformatics tools to assess their distinct features.
Zymography revealed that trypsin-like serine peptidases were responsible for the
proteolytic activity in the midgut of females fed on sugar or blood diet. In addition, we
observed that the profile is influenced by the blood ingestion. After fractionation in
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SDS-PAGE, eight and ten trypsin-like serine peptidases were identified by LC-MS/MS
in Cx. quinquefasciatus and An. albitarsis, respectively. Peptidases from Cx.
quinquefasciatus were also analysed with bioinformatic tools revealing that they have
structural features typical of invertebrate digestive trypsin peptidases but exhibited
singularities at the protein sequence level such as: the presence of different amino
acids at the autocatalytic motif and substrate binding regions as well as different
number of disulfide bounds. Data mining revealed a group of trypsin-like serine
peptidases that are specific to C. quinquefasciatus when compared to the culicids
genomes sequenced so far. We demonstrated that proteomics approaches combined
with bioinformatics tools and zymographic analysis can lead to the functional
annotation of trypsin-like serine peptidases coding genes and aid in the understanding

of the complexity of peptidase expression in mosquitoes.

Key words: Culicidae, Trypsin, Zymography, Aedes aegypti, Anopheles albitarsis,
Culex quinquefasciatus, LC-MS/MS
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1. INTRODUCAO

Mosquitos como vetores bioldgicos

Os dipteras Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e Anopheles albitarsis s.s
pertencem a familia Culicidae e s@o considerados um problema de saude publica
quando atuam como vetores de parasitos e/ou arboviroses. A familia inclui 3.546
espécies, classificadas em duas subfamilias: Anophelinae com trés géneros e
Culicinae que possui 109 géneros, segregados em 11 tribos. A familia Culicidae é
monofilética, sendo a subfamilia Anophelinae a linhagem monofilética basal as
demais. Os mosquitos, assim denominados, sdo reconhecidos pelo corpo delgado,
presenca de probdscide e pernas longas, além do corpo coberto por cerdas e escamas
(Forattini, 2002; Harbach e Besansky, 2014).

Os mosquitos apresentam um padréo de voo que provoca um zumbido irritante
e uma saliva que podem causar reacdes alérgicas onde picam. Sao reportados em
ambientes urbanos desde o século XVII, e desde essa época, vém se adaptando aos
ambientes antropotizados (Redi, 1688; Réaumur, 1740; Forattini, 2002). A
antropofagia, caracteristica do comportamento alimentar destas espécies, provoca
uma série de transtornos aos seres humanos. Desta forma, as uUltimas décadas foram
recheadas de estudos sobre os culicideos que vém consolidando a importancia das
espécies desta familia nos dindmicos ciclos epidemiolégicos. Apesar dos esforgos
para o controle das populacdes de vetores, a incidéncia de arboviroses, protozooses
e helmintoses tém aumentado, indo em um sentido contrario as consequéncias
esperadas de um controle eficaz. Atualmente, mais da metade da populagéo global
habita regides onde ocorrem doencas transmitidas por mosquitos e, para piorar este
cenario, a maior parte destas regides € composta por paises com dificuldades
socioeconémicas. A incapacidade do estado em prover as condi¢gfes ideais para uma
vigilancia sanitaria eficaz, € magnificada pela falta de conhecimento sobre as causas,
dificultando ainda mais a conscientizacdo popular sobre as medidas de controle e
comportamentos que, em muitos casos, ajudam no controle dos vetores.

Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam que as doencgas

transmitidas pelos mosquitos destes trés géneros estao entre as principais causas de
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morbidade e mortalidade nos paises em desenvolvimento. Os agentes etioldgicos da
malaria humana sao transmitidos por mosquitos do género Anopheles; os virus da
febre amarela e do dengue sao transmitidos pelo género Aedes, e as filarioses
linfaticas e encefalites virais por mosquitos dos géneros Culex, Aedes e Anopheles
(Bartholomay et al., 2010). Tal importancia colocaram estes mosquitos na primeira

onda de genomas sequenciados - An. gambie em 2002, Ae. aegypti em 2007 e Cx.

quinquefasciatus em 2010.

Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823
(Figura 1) pertence ao complexo de espécies Culex

pipiens. O género Culex com ~1200 espécies descritas

€ 0 mais diverso e amplamente distribuido, tanto em
wwwvectorbaseorg  '€9I0€S tropicais como subtropicais. Apesar de possuir
Figura 1. Fémea de Culex um comportamento antropofilico e endofilico, as fémeas
quinquefasciatus adultas exibem uma alta plasticidade em seu
comportamento alimentar, que as caracterizam como uma espécie oportunista, capaz
de se alimentarem de sangue humano, de caes, de aves e de gado. Esta caracteristica
faz desta espécie um importante vetor na transmissdo de zoonoses entre homens e
animais (Farajollahi et al., 2011; Simpson et al., 2012). Apesar das semelhancgas entre
0s mosquitos do complexo Pipiens, existem diferencas vetoriais consideraveis entre
eles (Turell, 2012). Culex quinquefasciatus é considerado vetor biol6gico de varios
agentes etiolégicos no Brasil e no Mundo, dentre eles destacam-se: Filariose
Bancroftiana (Wuchereria bancrofti) e diversas encefalites de origem arboviral tais
como a febre do Nilo Ocidental (West Nile Virus), Oropuche, encefalite Equina
Ocidental e Venezuelana, Chikungunya, encefalite Japonesa, encefalite de Sdo Luis
(St. Louis) (Holder et al., 1999; Sardelis et al., 2001; Forattini, 2002; Goddard et al.,
2002). Também tem sido sugerida a participacdo de Cx. quinquefasciatus na
transmissdo de parasitos que acometem 0s animais, como a malaria aviaria,
provocada por protozoarios do género Plasmodium e Dirofilaria immitis, um nematéide
conhecido como verme do coragao do cao (Ahid et al., 2000). O genoma no Culex
quinquefasciatus possui um repertorio de 18,883 genes codificadores de proteinas, o
qual é 22% maior que o numero de genes codificantes do Aedes aegypti e 52% maior
que o do Anopheles gambie. Foram observadas multiplas expansdes de algumas

familias génicas, incluindo receptores gustatdrios e olfatérios, genes da glandula
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salivar e genes associados com a detoxificacdo de xenobioticos (Arensburger et al.,
2010).

Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762
(Figura 2) pertence ao subgénero Stegomyia, assim

= como outro importante vetor da dengue, Aedes

(Stegomyia) albopictus. Atualmente, tem sido sugerido

\

Figura 2. Fémea de Aedes aegypti  geqgypti (Harback, 2015). Ae. aegypti € originariamente

a alteracdo de seu nome para Stegomyia (Stegomyia)

uma espécie africana descoberta no Egito e assim como todo o subgénero Stegomyia,
deveriam ter sua biogeografia restrita as regides do chamado Velho Mundo.
Entretanto, devido ao desenvolvimento das comunica¢cdes comerciais esta espécie foi
introduzida na regido neotropical. Sua distribuicdo geogréfica atual inclui a maior parte
das areas tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Américas e Oceania (Forattini,
2002). Essencialmente, Ae. aegypti se distribui nas areas urbanas e suburbanas, onde
as alteracfes antropicas proporcionam a sua proliferacdo. Trata-se, provavelmente,
da espécie de mosquito mais sinantrépica, coexistindo quase estritamente com o0s
humanos.

Acredita-se que Ae. aegypti tenha sido introduzido no Brasil em dois momentos.
O primeiro, durante o trafico negreiro entre as costas africanas e brasileiras no periodo
de colonizacdo; e o segundo, no inicio dos anos 70, apés ter sido considerado
erradicado do pais em 1955. Essa invasédo se deu, provavelmente, em decorréncia do
transito de humanos e mercadorias originarias de paises que nado erradicaram o
mosquito como a Venezuela, Guianas, Estados Unidos e vérios paises centro-
americanos. A falta de planejamento durante o0s projetos de urbanizacéao,
principalmente em paises em desenvolvimento, juntamente com o incremento dos
meios de transporte, a falta de controle vetorial eficaz e a globalizacéo, tém provocado
uma expansao geografica das epidemias de dengue no mundo.

Atualmente, a dengue é endémica em cerca de 100 paises na Asia, nas
Américas, na Africa, no Pacifico e no Caribe, sendo a doenca infecciosa mais
importante e que afeta areas urbanas tropicais, atingindo mais de 390 milhdes de
pessoas a cada ano e com cerca de 22 mil mortes (OMS, 2015). O surgimento e

disseminagdo de novas arboviroses como o Zika virus e o Chykungunya virus,
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reforcam ainda mais a importancia deste género como vetor de doencas urbanas e
silvestres.

Ae. aegypti tem sido objeto de pesquisas frequentes no campo da genética e é
o culicineo melhor caracterizado. As facilidades de manutencdo em condi¢cbes de
laboratorio, aliadas a importancia epidemiologica, fomentaram os estudos sobre esse
inseto. No mundo, Ae. aegypti existe em pelo menos dois tipos, denominados Ae.
aegypti formosus (tipo selvagem original encontrada na Africa) e Ae. aegypti aegypti
(forma urbana amplamente distribuida). No Brasil, a variabilidade enzimatica permitiu
a identificacdo de trés populagbes naturais de Ae. aegypti aegypti, com 1,8% de
diferenciacao (Dinardo-Miranda e Contel, 1996).

O genoma de Ae. aegypti foi sequenciado em 2005 pelo “Broad Institute” e “The
Institute for Genomic Research”, utilizando uma populacéo de larvas recém eclodidas,
extraidas da cepa “Liverpool”. O genoma desta espécie € o maior dentre os culicideos
ja sequenciados, com 1376 Mb, o qual é cerca de 5 vezes maior que o genoma do An.
gambie que possui 273 Mb. Entretanto, o genoma de Ae. aegypti possui varias regides
repetidas, sendo metade considerado elementos transponiveis. Desta forma, a

diferenca entre o nimero de genes codificantes ndo € discrepante entre as duas

espécies — 15.419 em Aedes aegypti e 12.457 em Anopheles gambie (Sinkins et al.
2007).

Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch
Arribalzaga, 1878 (Figura 3) € membro de um complexo
gue inclui pelo menos cinco espécies cripticas — An.
albitarsis (espécies A, B e E); An. marajoara (espécie C)

e An. deaneorum (espécie D) (Sinka et al., 2010). Estas

Figura 3. Fémea de Anophheles sp. espécies ndo podem ser facilmente distinguidas na fase
adulta, porém, analises morfolégicas minuciosas, izoenzimaticas e genéticas
demonstram claramente a existéncia deste complexo. (Sinka et al., 2010).

Membros deste complexo possuem grande distribuicdo geografica além de alta
variabilidade comportamental, apresentando diferentes papéis epidemiolégicos. Os
representantes do complexo An. albitarsis sdo bem distribuidos na regido meridional
do Brasil, com excecdo do An. marajoara que € encontrado apenas nas regides
litoraneas destas areas. Os mosquitos do complexo Albitarsis estdo fortemente

associados com a monocultura de arroz (Forattini et al.,, 1994). Os adultos séo
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geralmente exofilicos mas podem se alimentar dentro e das habitacdes humanas. O
comportamento alimentar destes animais parece ser variado uma vez que se
alimentam de humanos e animais durante o dia e a noite (Sinka et al., 2010).

Aproximadamente, 460 espécies de anofelinos sdo conhecidas e ~60 podem
transmitir os diferentes agentes etiolégicos da malaria (Plasmodium vivax,
P.falciparum, P. malariae, P. knowlesi e P. ovale) na natureza (Zhou et al., 2014;
Neafsey et al., 2015). As espécies de anofelinos neotropicais estao classificados em
cinco subgéneros: Nyssorhynchus, Kerteszia, Anopheles, Stethomyia e
Lophopodomyia (Faran e Linthicum 1981; Wilkerson e Sallum 1999), porém, os
vetores dos agentes causadores de malaria humana séo encontrados apenas nos trés
primeiros. Além da malaria, alguns anofelinos podem transmitir arbovirus como o
O’nyong-nyong virus e nematoides como a Wuchereria bancrofti (Zhou et al., 2014,
Neafsey et al., 2015).

An. albitarsis s.s (ou espécie A), utilizado neste trabalho, ndo possui 0 genoma
completo sequenciado, tendo apenas depositada a sequéncia completa do DNA
mitocondrial. Cerca de 20 espécies de anofelinos, entre elas espécies neotropicais
como o Anopheles darlingi, possuem o genoma completamente sequenciado e ja
depositados no VectorBase (http://biomart.vectorbase.org), um banco de dados com
ferramentas de bioinformatica dedicado aos vetores. Adicionalmente, dados de
transcriptoma também estdo depositados em bancos de dados como o UNIPROT
(http://uniprot.org), fazendo com que o banco de dados do género Anopheles atinja
um numero expressivo de 79 mil sequencias depositadas. O banco de dados dos
culicideos estd em constante atualizagdo. Recentemente, o genoma de 16 anofelinos

foi sequenciado e disponibilizado nestes bancos de dados (Neafsey et al., 2015).

Intestino dos mosquitos

O tubo digestivo dos mosquitos é formado por uma camada de células epiteliais
e uma camada acelular de lamina basal, voltada para a hemocele. Este tubo se divide
em trés regides: (i) intestino anterior, envolvido na ingestédo, conducéo e estoque de
alimento, sendo revestido por quitina e nao secreta enzimas digestivas; (ii) intestino

meédio (estbmago), responsavel pela sintese e secrecdo das enzimas digestivas e
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componentes da membrana peritréfica — uma delgada membrana que separa o
intestino médio em dois compartimentos e pela absor¢cdo do alimento digerido; (iii)
intestino posterior, envolvido na regulacado da composi¢cédo da hemolinfa e na excre¢ao
e eliminacdo do material ndo digerido proveniente do intestino médio e tubos de
Malpighi (Romoser, 1996) (Figura 4).

Intestino médio anterior Intestino médio posterior

Reto

Diverticulo

Eséfago  ventral Tubos de Malpighi

Adaptado de Clements 2000

Figura 4. Esquema ilustrativo dos o6Orgdos internos dos  mosquitos.

Adaptado de Clements, 2000.
O sangue € ingerido somente pelas fémeas e vai direto para o intestino médio,

onde ocorre, em sua regido posterior, a digestédo e absorcao dos nutrientes (Romoser,
1996; Terra e Ferreira, 1994). As fémeas se alimentam de sangue a fim de obter os
nutrientes adequados para a realizacdo do ciclo gonotrofico. Sem o repasto
sanguineo, as fémeas dos mosquitos anautégenos nao conseguem 0s aminoacidos
necessarios para a producao das proteinas do vitelo e a energia metabdlica suficiente
para prover o completo desenvolvimento dos odcitos. A composicdo do sangue é
principalmente de proteina (~ 500 ng em 2 ul de peso seco de sangue), das quais 80%
€ composto de hemoglobina (~ 300 ng), albumina do soro (~ 50 ug) e imunoglobulina
(~ 15 ug), com baixas quantidades de lipidios e carboidratos (Isoe et al., 2009). O
néctar vegetal € ingerido pelos adultos, machos e fémeas, sendo estocado no intestino
anterior em uma regido impermeavel (diverticulos = papo). Quando necessario, 0

conteudo do diverticulo é liberado para o intestino médio para ser digerido e absorvido.
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Nesse caso, 0 processo ocorre com mais intensidade na regido anterior do intestino
médio (Lopes et al. 2006)

Para uma digestao eficiente, o intestino médio dos mosquitos secreta grande
quantidade de enzimas proteoliticas, carboidrases e esterases (Clements, 2000).
Estas enzimas digestivas atuam ao longo de toda a superficie do bolo alimentar
(Mackenzie et al., 2004), o qual é separado do epitélio do intestino médio por uma
camada de glicoproteina e quitina, conhecida como a membrana peritréfica (MP). A
MP protege o epitélio das enzimas digestivas e serve como uma barreira contra as

particulas abrasivas, toxinas e parasitos ingeridos (Figura 5).

CELULAS
COLUNARES
DOINTESTINO
MEDIO

INTESTINO

ANTERIOR g
: : INTESTINO MEDIO

ENZIMAS
ADERIDASAO
GLICOCALIX

BICAMADA
L a LIPIDICA
PROTEINA

INTEGRAL DE
MEMBRANA N

MEMBRANA *
PERITROFICA

Adaptado de Terra et al. 1994

Figura 5. Esquema ilustrativo geral do intestino dos mosquitos e suas
compartimentalizagbes. As ampliagbes mostram as células colunares
intestinais, as microvilosidades e enzimas aderidas ao glicocalice. A
membrana peritréfica € representada pelas duas linhas mais internas no

intestino médio. Adaptado de Terra et al., 1994.
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A MP também proporciona um processo de compartimentalizacdo da digestéo,
onde as variadas peptidases trabalham em um processo concatenado: (i) ocorre a
digestao inicial pela acdo das endopeptidases em uma regido chamada de espaco
endoperitrofico; (ii) ocorre a digestao final pela acdo das exopeptidases em um exiguo
compartimento, entre a membrana peritrofica e as células epiteliais, chamado de
espaco ectoperitrofico (Figura 5).

As moléculas de proteinas adquiridas durante a alimentagdo sdo clivadas
inicialmente em peptideos grandes pela acdo de endopeptidases, as quais devem
apresentar um tamanho suficiente para possibilitar a passagem através da membrana
peritréfica. Por sua vez, os grandes peptideos sdo reduzidos pela acdo de
exopeptidases e dipeptidases. Essas enzimas envolvidas na digestao intermediaria
atuam livres no fluido do espaco ectoperitrofico, enquanto as enzimas responsaveis
pela fase final da digestdo agem ligadas as células da microvilosidades do intestino
meédio. De fato, insetos holometabolos como Musca domestica (Diptera), Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera) e Aedes aegypti (Diptera) apresentam atividades de tripsinas
majoritariamente no intestino médio, podendo estas serem solUveis, aderidas ao
glicocélice ou a membrana das células do epitélio (Figura 5). (Terra e Ferreira, 1994;
Clements, 2000).

Peptidases

As peptidases sdo enzimas que hidrolisam ligacbes peptidicas. A Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) tem recomendado o uso do
termo peptidase para o subgrupo de hidrolases de ligacdes peptidicas desde 1984. O
termo protease é um sindnimo de peptidase que englobam dois tipos de enzimas -
endopeptidases e exopeptidases (classificadas de acordo com o banco de dados
MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml). O termo proteinase é também
usado como sinbnimo para endopeptidase (Barret et al., 2004). As endopeptidases
(E.C. 3.4.21-24) sao subdivididas de acordo com seus mecanismos cataliticos em
quatro principais subclasses: serina peptidases, cisteina peptidases, aspartico
peptidases e metalo peptidases (Barret et al., 2004; Rawlings et al., 2012). As

exopeptidases (E.C. 3.4.11-19) podem clivar ligacbes peptidicas na regido amino ou
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carboxi terminal. Quando cliva um unico residuo na regido N terminal € chamada de
aminopeptidases (E.C. 3.4.11), um dipeptideo recebe o nome de dipeptidil-peptidases
e quando cliva um tripeptideo € nomeada de tripeptidil-peptidases. Quando cliva na
regido C terminal, liberando um Unico aminoacido, denominam-se carboxipeptidases
(E.C. 3.4.16-18); e quando libera um dipeptideo, sdo as peptidil-dipeptidases.
Algumas exopeptidases sdo especificas para dipeptideos (dipeptideo-hidrolases,
E.C.3.4.13) e existem ainda as omega peptidases que clivam ligacdes isopeptidicas
(Barrett et al., 2004).

Os primeiros estudos sobre peptidases comecaram aproximadamente no inicio
do século 20, envolvendo principalmente as tripsinas e quimiotripsinas de vertebrados.
Naquele momento, algumas enzimas foram isoladas e propriedades cinéticas,
caracteristicas moleculares e a natureza evolutiva dessas enzimas e zimogénios
foram exploradas (Muhlia-Almazan et al., 2008). A tripsina do pancreas bovino foi a
primeira a ser cristalizada em 1930 (Northrup e Kunitz, 1931) e quase toda sequéncia
do zimogénio foi conhecida pelo sequenciamento de proteinas nos anos 60 (Walsh et
al., 1964). Com o surgimento da cristalografia por raios X, a estrutura tridimensional
pode ser revelada (Huber et al., 1974). Ja as tripsinas de invertebrados foram descritas
apenas nos anos 60, quando mostraram que invertebrados terrestres e aquaticos
sintetizam e secretam tripsinas e outras peptidases (Muhlia-Almazan et al., 2008).
Atualmente, estd bem documentado que invertebrados sintetizam paralogos e
ortélogos dessas enzimas (Zhu et al., 2000; Heger e Ponting 2008; Wu et al.,2009). O
sequenciamento génico de algumas espécies tem possibilitado identificar quais sédo
0S genes que codificam para estas enzimas, como estdo organizados no genoma e
como podem ser regulados (Muhlia-Almazan et al., 2008). Entretanto, existe uma
dificuldade em se estudar a cinéticas de atividade e as estruturas tridimensionais de
serina peptidases de insetos, devido, principalmente, a dificuldade técnica em purifica-
las e expressa-las de maneira recombinante. Na literatura, ha poucos casos descritos
de expressao recombinante de tripsinas de Anopheles gambiae e Aedes aegypti em
bactérias (Muller et al., 1993; Brackney et al., 2008; Rascon et al., 2011). A
guimiotripsina digestiva de Solenopsis invicta (Botos et al., 2000) é a Unica serina
peptidase de inseto com estrutura tridimensional resolvida.

Em algumas familias como a dos mosquitos, as principais enzimas digestivas

responsaveis sao as serina peptidases do tipo tripsinas e quimiotripsinas, bem como
9



Introdugéo

as carboxi- e amino-peptidases. As serina peptidases do tipo tripsinas (SPtrips),
quimiotripsinas e elastases pertencem ao cld SA da familia S1 e possuem trés
dominios classicos conservados: (i) catalitico, (ii) de reconhecimento ao substrato
(Muhlia-Almazan et al., 2008) e (iii) de ativacdo do zimogénio (Hedstrom, 2002). A
triade catalitica conservada é composta pelos residuos His57, Asp102 e Serl95, e a
de reconhecimento ao substrato pelo residuo Aspl189 (numeracgéo de acordo com a
quimiotripsina bovina CTRA_BOVIN _P00766 - UNIPROT).

As serina peptidases do tipo tripsina (SPtrips) (EC 3.4.21.4) sdo as mais
abundantes em intestino de muitas ordens de insetos, inclusive em mosquitos. Sao
conhecidas como enzimas de alta especificidade, uma vez que elas clivam ligacbes
peptidicas preferencialmente no lado carboxila de dois tipos de aminoé&cidos: lisina e
arginina (Craick et al., 1985). Enquanto isso, quimiotripsinas (EC 3.4.21.1) apresentam
maior variabilidade em seus substratos preferenciais e clivam ligagdes peptidicas no
lado carboxila de residuos de: fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina (Hedstrom et
al., 1992).

As tripsinas encontradas em animais superiores possuem pouca identidade de
sequéncia quando comparadas as tripsinas de microrganismos, mas as estruturas
terciarias de todas tripsinas conhecidas sdo extremamente conservadas. Utilizando
métodos imunoldgicos, foi observado um alto grau de reacdo cruzada entre as
tripsinas de vertebrados e invertebrados, sugerindo grande similaridade na estrutura
tridimensional das tripsinas desses organismos. As partes funcionais da enzima sao
mais conservadas que as demais regibes. Além da estrutura tridimensional
conservada e os residuos da triade catalitica inteiramente conservados, 0s
aminoacidos adjacentes ao residuo do sitio ativo também séo conservados - His57
(TAAHC), Aspl102 (DIAL) e Ser195 (GDSGGP). Apesar da mesma triade catalitica,
essas enzimas possuem diferencas em sua sequéncia de aminoacidos, as quais
permitem variacOes estruturais e na especificidade a diferentes substratos, garantido
o desempenho de diferentes funcbes (Neurath, 1984; Perona e Craik, 1995).
MutacBes que afetam a sequéncia primaria de aminoacidos das enzimas ocorreram
em demasia, entretanto, a atividade catalitica e especificidade foram pouco afetadas,
0 que indica o surgimento das tripsinas antes da divergéncia entre vertebrados e

invertebrados (Arnon e Neurath, 1969).
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A estrutura terciaria das tripsinas é caracterizada pela presenga de dois 3-barris
muito similares, compostos por seis folhas betas ligadas entre si e uma a-hélice C-
terminal (Baptista et al., 1998). A conformacao tridimensional das enzimas se da de
tal forma que os residuos do sitio catalitico ficam proximos e se posicionam entre as
duas cadeias B-barris. Com relacdo aos aminoacidos do sitio catalitico, a Ser195, atua
como o nucledfilo durante a hidrolise. A His57 atua como uma base e ASP102
estabiliza o correto emparelhamento da His57. O substrato forma uma folha -
antiparalela com o sitio de ligacdo a proteina. A especificidade esta fortemente
relacionada com a cadeia lateral da Aspl89 altamente conservada, a qual é
positivamente carregado e interage com os residuos negativos Lys ou Arg do
substrato. Além disso, outros residuos proximos ao dominio catalitico interagem com
o substrato e interferem na especificidade das enzimas ao substrato. O conjunto de
residuos da enzima que interage com uma unica posicdo do substrato é chamado
“subsitio” sendo indicado como S1, S2, ..., Sn no sentido N-terminal, e S1’, S2’, ..., Sn’
no sentido C- terminal do substrato. Ja os residuos do substrato recebem uma
numeracdo P1, P2, ..., Pn no sentido N-terminal, e P1’, P2’, ..., Pn’ no sentido C-
terminal do substrato. O sitio de ligacdo ao substrato esté localizado entre as posicoes
P1 e P1’ (Schechter e Berger 1968; Bode et al., 1989; Hedstrom, 2002) (Figura 6).
Desta forma, a especificidade da clivagem das tripsinas depende do volume/tamanho,
estrutura/conformacao e polaridade/carga/hidrofobicidade de partes especificas da

superficie da proteina que ficara em contato com o substrato.
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Figura 6. Esquema das diferentes etapas envolvidas na ativagdo e atividade das
tripsinas. O motivo de ativacdo do zimogénio representado corresponde ao consenso
encontrado em tripsinas de mamiferos. As posicdes dos residuos do substrato
(P2°,...P3) e dos subsitios da enzima (S2, ..., S3) seguem a nomenclatura proposta por
Schechter e Berger, 1968.

A composicdo de aminoacidos de cada sub-sitio (sequéncia primaria) e as suas
posicdes espaciais (estrutura terciaria) sdo determinantes na especificidade enzima-
substrato. Esses subsitios de ligagédo entre tripsinas-substratos devem divergir entre
as enzimas dos insetos, e apesar da alta similaridade das sequéncias e estrutura
tridimensional, devem haver diferencas na estrutura primaria suficientes para que as
enzimas apresentem diferentes especificidades e propriedades cinéticas. Por
exemplo, as tripsinas de quatro ordens distintas de insetos (Dictyoptera: Periplaneta
americana; Coleptera: T. molitor; Diptera: M. domestica; Lepidoptera: Diatraea
saccharalis) apresentam diferentes propriedades cinéticas (Lopes et al., 2006). Tais
enzimas podem apresentar caracteristicas espécie-especificas desde que haja
diferencas significativas em habitos alimentares, composi¢céo do alimento ingerido e
no processo de digestdo proteica. Essas singularidades sdo respostas adaptativas
das espécies a diferentes estilos de vida e ambientes (Muhlia-Almazan et al., 2008).

As SPs que atuam no limen do intestino sédo direcionadas para este 6rgao via
secrecdo. Sabe-se que peptideos sinais tendem a ser mais similares em genes
préoximos e drasticamente diferentes em ortélogos distantes (Veitia e Carburet, 2009).

Outra caracteristica relevante dessas SPs é o fato delas necessitarem passar por um
12



Introdugéo

processo de ativacao. Tripsinogénios e quimiotripsinogénios, 0os quais compreendem
0s zimogénios (formas inativas) de tripsinas e quimiotripsinas, respectivamente, sdo
ativados pela clivagem de uma sequéncia N-terminal de tamanho variavel. A presenca
de um aminoé&cido basico (arginina ou lisina), imediatamente anterior ao residuo de
isoleucina inicial das peptidases de invertebrados (R/L-IVGG), faz dessa regido um
substrato potencial para as proprias tripsinas. De fato, uma grande parte dos
zimogénios das serina peptidases (incluindo os quimiotripsinogénios) sao ativados por
tripsinas (Rinderknecht, 1986), o que da a essas enzimas um papel chave na cascata
de ativacdo de diversas peptidases. No entanto, o processo de ativacdo dos
zimogénios ainda ndo esté claramente entendido, sendo que a regido de pré-ativacao
como um todo, incluindo o peptideo sinal e a via de secrecdo dessas enzimas,
permanece pouco explorada.

As SPtrips digestivas também tém sido descritas participando de processos de
interacdo entre patdgenos e vetores. Dentre varias isoformas de SPtrips, apenas uma
parece limitar a infectividade do virus Dengue (DENV-2) no intestino de Ae. aegypti
(Brackney et al., 2008). Apesar do ambiente proteolitico do intestino médio dos
mosquitos degradar muitos microrganismos e virus que ali chegam, limitando a
infeccdo, arbovirus de diferentes familias e protozoarios como Plasmodium spp.
fazem bom uso dessa situacdo. Por exemplo, DENV-2 (Flaviviridae), La Crosse virus
(Bunyaviridae) e Blue tongue virus (Reoviridae) utilizam as peptidases digestivas para
0 processamento proteolitico das proteinas da superficie viral, aumentando a adesao
a células do intestino (Ludwig et al., 1989; Ludwig et al., 1991; Mertens et al., 1996;
Molina-Cruz et al., 2005; Brackney et al., 2008). Para conseguirem atravessar a
membrana peritréfica, o Plamodium gallinaceum secreta uma quitinase que precisa
ser ativada pelas peptidases digestivas (Shahabuddin et al., 1996).

Além de atuarem no intestino dos mosquitos, as serina proteases tém sido
descritas participando das repostas imunes, como a coagulacao da hemolinfa, sintese
de melanina e de peptideos antimicrobianos (Gorman e Paskewitz, 2001). A maioria
das serina proteases reguladas ap0s a infeccdo parasitaria pertencem a categoria de
dominio CLIP. No genoma de An. gambie representam 41 dos 305 genes preditos de
serina peptidases (Christophides et al., 2002; Zdobnov et al., 2002). Proteases CLIP
sao importantes na melanizacao (Volz et al., 2006; Sriwichai et al., 2008), uma vez

que possuem um papel pivotal na ativagcdo da profenoloxidase (proPO) que culminara
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na formacdo das capsulas de melanina que envolvem bactérias, protozoarios e
nematoides que possam estar infectando os mosquitos (Paskewitz et al., 1988; Hillyer
et al., 2003; Shiao et al., 2001). As proteases também sdo importantes na reproducao

dos mosquitos (Mancini e colaboradores 2011).

Biossintese e secrecao das tripsinas em mosquitos

Em insetos que se alimentam continuamente (larvas de dipteros), a sintese e
secrecédo de peptidases parece ser constitutiva, ao passo que em insetos que nao tem
hébito alimentar continuo (predadores ou hemat6fagos), a sintese parece ser
finamente regulada (Lehane e Billingsley, 1996).

A sintese e expressdo de SPtrips estdo mais bem caracterizadas em Aedes
aegypti e Anopheles gambie. Os primeiros relatos feitos em 1950, relacionavam a
atividade proteolitica do intestino de Aedes aegytpi com a ingestdo do sangue (Fisk,
1950). Foi observado que endopeptidases do tipo tripsina eram responséaveis por 75%
da atividade proteolitica total, sendo induzidas apos a alimentacdo (Gooding 1966 a;
Gooding 1966 b; Briegel e Lea, 1975; Graf e Briegel, 1989). Em 1989, foi demonstrado
que um grupo “iniciais” de tripsinas (early trypsins- ET) eram detectadas no intestino
médio dentro de 2 h apds a alimentagdo, enquanto um outro grupo “tardio” (late
trypsins- LT), eram detectados 12 h apds a alimentacdo. Nesta época, as tripsinas
tardias foram apontadas como a responsavel por quase toda a digestédo
endoproteolitica do sangue (Graf e Briegel, 1989). Nenhuma enzima proteolitica foi
detectada em fémeas de Ae. aegypti em jejum, sendo estas, sintetizada somente apos
0 repasto sanguineo (Graf e Briegel, 1989; Kalhok et al., 1993). Em 1991, utilizando
extratos brutos ou intestinos dissecados de mosquitos alimentados com sangue e
outros tipos de proteinas, Felix e colaboradores mostraram que a digestédo do sangue
é de fato bifasica: a primeira fase comecgando nas primeiras horas apoés a alimentacéo
(traducéo imediata de RNAm ja existentes nas células do intestino); a segunda fase
com inicio cerca de 7-9 horas apés a alimentacdo com sangue (com a traducdo de
RNAmM recém-sintetizados).

No fim dos anos 80, Graf e colaboradores descreveram um gene de tripsina da

fase tardia (AaLT) que acreditavam ser a principal endopeptidase envolvida na fase
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tardia da digestdo do sangue (12 h PAS). Em 1991, esse mesmo gene foi clonado e
caracterizado por Barrillas-Mury e colaboradores. Dois anos depois, mais dois genes
de tripsinas de Ae. aegypti foram clonados e caracterizados (Kalhok et al., 1993).
Estes dois novos genes clonados (3A1 e 5G1) demonstraram ser diferentes do gene
da tripsina tardia (AaLT). O transcrito do gene da tripsina 3A1 mostrou-se presente
em mosquitos em jejum, mas a sintese das enzimas para as quais este codifica ndo
€ iniciada até que se dé o inicio da alimentacdo com sangue (Kalhok et al., 1993).
Atualmente, esta enzima é conhecida como tripsina inicial AaET (Rascon, et al., 2011).
Por outro lado, o transcrito do gene 5G1 (AaSPVI) foi expresso somente na fase tardia,
com pico de expressao ocorrendo entre 18-24 h PAS (Graf e Briegel, 1989; Kalhok et
al., 1993). Nesta época, em An. gambiae foi demonstrado que dois genes (Antrypl e
Antryp2) sdo induzidos apds o repasto sanguineo (Muller et al., 1995).

Os estudos em SPtrips foram acompanhando o desenvolvimento de novas
ferramentas de biologia molecular. Foi observado que o RNAm de tripsina iniciais
estava presente em fémea de Ae. aegypti em jejum, trés dias apos emergirem das
pupas (Kalhok et al., 1993; Noriega et al., 1996). Apos a alimentacao, o nivel de RNAm
de tripsina inicial diminui, correlacionando com um aumento nos niveis iniciais da
enzima no intestino, indicando que a AaET é regulada ao nivel da traducao (Noriega
et al., 1996). Uma vez que o gene de AaLT foi demonstrado ser expresso somente
apos um repasto sanguineo, foi proposto que a regulacdo do gene se da ao nivel da
transcricdo (Barrillas-Mury e Wells, 1993).

Em 1995, Barrillas-Mury e colaboradores propuseram um mecanismo de
feedback que envolve a atividade da enzima da fase inicial AaET e a transcricdo dos
genes da enzima da fase tardia AaLT. Neste estudo, os autores alimentaram as
fémeas de Ae. aegypti com refei¢cdes proteicas que continham um inibidor de tripsina
conhecido como inibidor de tripsina de soja (STI). Ensaios de inibicdo da atividade da
AaET foram realizados, em diferentes tempos apos a alimentacao, e os transcritos de
RNAmM de AaLT foram analisados. Foi observado que quando a atividade da AaET era
inibida, os niveis de RNAm das AaLT também n&o eram observados. Como
experimento controle para mostrar que o efeito se devia a inibicédo de tripsina inicial e
nao algum outro efeito provocado pelo STI, uma refeicdo de sangue pré-digerido com
tripsina bovina, na presenca do inibidor de tripsina de soja (que néo inibe a tripsina

bovina) foi dada para fémeas de Ae. aegypti. Esta refeicdo de sangue pré-digerido
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restaurou os niveis de RNAmM das tripsinas tardias e consequentemente o de proteinas
traduzidas. Desta forma, concluiram que os produtos iniciais da digestédo realizada
pelas enzimas da fase inicial eram necessérios para a transcricdo do gene de AaLT.

A partir desses estudos, 0s autores propuseram que a ingestao de sangue ativa
a traducdo do RNAm de AaET, resultando em uma digestéo inicial limitada do sangue
e que os produtos desta digestdo, talvez aminoacidos ou peptideos, ativariam a
transcricdo e traducdo dos genes de AaLT, levando a completa digestdo do alimento
(Barrillas-Mury et al., 1995). Este modelo de regulacdo das proteases no intestino
médio dos mosquitos, em especial de Ae. aegypti, foi aceito por muitos anos.
Entretanto, ndo foi possivel a reprodutibilidade desses resultados, isto €, ndo se
conseguiu demosntrar a inibicdo da atividade da AaET e consequente transcricdo do
gene AaLT (Rascon, et al., 2011).

Em 2006, Lu et al., revisou o trabalho feito por Barrillas-Mury em 1995, e
determinou que o inibidor de tripsina de soja utilizado para 0s experimentos estava
contaminado com flavonas vegetais. Estes contaminantes estariam interferindo no
metabolismo dos mosquitos, o que explicaria a inibicdo observada da expressao do
gene da AaLT. Lu e colaboradores, repetiram os experimentos utilizando diferentes
inibidores, incluindo um inibidor de tripsina de soja ultrapuro e blogueios do gene da
AaET com RNAI. Com esta abordagem, a expressao dos genes de AaLT foi observada
mesmo com a inibicdo de AaET. Recentemente, estudos de blogueios por RNAI
revelaram que a AaLT nao € a principal responséavel pela degradacéo do substrato
BApNA observada em extratos de intestino médio de mosquitos alimentados com
sangue. Além disso, mostraram que outra peptidase da fase tardia, conhecida como
AaSPVI (antiga 5G1), é, na verdade, a principal tripsina responsavel pela atividade
proteolitica no intestino médio do Aedes aegypti (Brackney et al., 2008; Isoe et al.,
2009). As técnicas de biologia molecular abriram novas possibilidades para entender
as familias multigénicas das peptidases, assim como novas func¢des para os genes de
tripsinas puderam ser descobertos (Heger e Ponting 2008).

A recente descoberta que a atividade da tripsina inicial ndo é requerida para a
expressao dos genes das peptidases de fase tardia, e que a tripsina tardia AaLT nao
€ uma SPtrip classica, indicam que, mesmo com auxilio das ferramentas de biologia
molecular, muitas caracteristicas sobre a fisiologia do intestino permanecem

obscuras. Porém, ficou claro que a funcéo e regulacdo das tripsinas € um processo
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complexo e que conta com a expressao de um repertério de genes. Outras enzimas,
que ndo as tripsinas, também parecem ser induzidas pela alimentacdo com sangue.
As aminopeptidases, carboxipeptidase A e carboxipeptidase B, tiveram sua acéo
estimulada pela ingestdo de sangue, apresentando maior atividade durante o pico de
protedlise da tripsina, que ocorre entre 20 e 24 horas apds a ingestao de sangue pelas
fémeas de Ae. aegypti (Noriega et al., 1996; Noriega et al., 2002). Em Anopheles
stephensi e An. darlingi, serina peptidases e aminopeptidases identificadas no
intestino de mosquitos adultos provavelmente estdo relacionadas a digestdo das
proteinas do sangue (Rosenfeld e Vandenberg, 1998; Okuda et al., 2005). Desta
forma, varios genes estariam envolvidos na sintese desses tipos de tripsinas nas
distintas espécies de mosquitos e parecem possuir diferentes padrdes de expressao.
Enquanto a expressdo de alguns genes de SPtrips € constitutiva, a expressao de
outros genes é induzida ap6s a alimentacdo com sangue. Um rico repertério de
enzimas promove um eficiente mecanismo para a degradacdo de proteinas e
vantagens adaptativas para os insetos que se alimentam de fontes ricas em inibidores
de proteinas (Terra e Ferreira, 1994), como € o caso do sangue.

Por apresentarem um ciclo de vida holometabolo, é possivel que muitas serina
proteases sejam fundamentais para outros estagios evolutivos nos mosquitos. Ja foi
demonstrado que a expressdo dessas peptidases em culicideos pode ser sexo-
estagio e érgdo-especifica (Venancio et al., 2009, Mesquita-Rodrigues et al., 2011;
Borges-Veloso et al., 2012; Saboia-Vahia et al., 2013). Isto mostra que a diversidade
de enzimas pode estar relacionada com atuacdo dessas em distintas vias fisioldgicas
e em diferentes tecidos durante o ciclo de vida de um mosquito.

Grande parte do conhecimento produzido sobre as peptidases digestivas de
mosquitos foram conduzidas anteriormente ao sequenciamento génico dessas
espécies. Durante esta época, estudos bioquimicos classicos e analises enzimaticas
in vitro foram realizados e muito se explorou sobre as cinéticas de atividade frente a
diferentes substratos e inibidores. Com o uso da eletroforese observou-se que varias
isoformas de tripsinas séo sintetizadas. ApGs o sequenciamento de DNA de algumas
espécies de mosquitos, pode-se observar que o repertério de genes que codificam
para estas enzimas, em especial para as serina peptidases do tipo tripsina, € variado
e contém centenas de genes preditos. Entretanto, a confirmacgéo da identidade das

SPtrips que séo de fato traduzidas nas diferentes condi¢des fisioldgicas € um desafio
17



Introdugéo

devido ao grande numero de cépias de genes dessa familia de enzimas encontrado
em mosquitos. Por exemplo, de 380 genes preditos para SPtrips no genoma de Ae.
aegypti, apenas seis tem sido caracterizados ao nivel de proteina (Dana et al., 2005;
Isoe et al., 2009; Brackney et al., 2010).

A dificuldade em purificar algumas isoformas de SPs € outro obstaculo para o
estudo dessas enzimas, 0 que impede andlises bioquimicas das fracfes puras e a
cristalizacdo para andlise de sua estrutura tridimensional. O estudo de varias serina
peptidases isoladas de mamiferos tém sido realizadas com amostras adquiridas pela
maneira classica, ou seja, diretamente do tecido de estudo. Por exemplo, a primeira
quimiotripsina bovina isolada foi diretamente do pancreas (Kunitz e Northrop, 1935).
Para os mosquitos, tem sido feito o0 mesmo, j& que as enzimas de interesse séo
retiradas dos homogenatos de intestino. Porém, o tamanho dos mosquitos de
aproximadamente 2 a 3 mm atrapalha o bom rendimento das extracdes. O grande
repertorio de genes que codificam para SPtrips também dificulta o trabalho de
clonagem e expressdo de todos esses genes. Estudos que contemplem essas
guestBes sdo necessarios para entender a expressado e sintese de tripsinas nos
distintos estagios e tecidos dos insetos. Por apresentarem papel fundamental em
diversos processos fisiologicos, essas enzimas sdo importantes alvos para o
desenvolvimento de estratégias de controle de insetos vetores. Desta forma, a
protedmica pode ser uma poderosa ferramenta para a detec¢éo e identificacdo das

peptidases presentes em baixa quantidade e em amostras complexas.

Protebmica

Apesar dos ciclos de vida de parasitos e arbovirus transmitidos por mosquitos
vetores serem distintos, todos eles séao ingeridos e expostos ao ambiente do intestino
meédio dos mosquitos. Em seguida, devem atravessar o epitélio intestinal, atingir a
hemolinfa e chegar ao tecido apropriado para seu desenvolvimento. Os locais mais
comuns de desenvolvimento desses parasitos incluem o intestino médio, tubulos de
Malpighi, musculos toracicos, glandulas salivares e gbnadas (Beerntsen et al., 2000).
Consequentemente, a composicdo desses tecidos nas diferentes espécies de

mosquitos € um dos determinantes para sua competéncia vetorial. Entretanto, pouco
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se sabe a respeito da composicao proteica do intestino e interacdo molecular entre as
células do hospedeiro e os agentes infecciosos (Figura 7). Assim, a identificacéo de
alvos promissores para o desenvolvimento de tecnologias que interrompam o
desenvolvimento do parasito nos vetores, depende, em parte, do conhecimento das
proteinas sintetizadas no intestino, o qual pode ser amplamente explorado por
prote6bmica e andlises de bioinformética (Beerntsen et al., 2000; Biessmann et al.,
2005; David et al., 2005; Marinotti et al., 2005; Calvo et al., 2007; Waterhouse et al.,
2007; Strode et al., 2008).
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Adaptado de Brenda T. Beerntsen et al. 2000

Figura 7. Rotas migratérias e locais de desenvolvimento de virus, parasitos da malaria e helmintos
filaridides. Os sitios de desenvolvimento dentro do mosquito séo definidos pelas letras de A-H e a
rotas migratérias sao representadas pelas linhas. (A): Apds se alimentarem de um sangue infectado.
(B): Todos os patégenos entram pelo intestino. Virus (representados por —) entram nas células
epiteliais (D), replicam e deixam as células, atravessam a hemolinfa (E) até as glandulas salivares
(H), onde podem infectar um novo hospedeiro vertebrado. Plasmodium sp. (representados por )
permanecem no limen do intestino por algumas horas, onde realizam a reproducdo sexuada e
ocorre a formacao do oocineto. Este atravessa a matriz peritrofica formada (C), passa através do
epitélio do intestino médio e se aderem a membrana basal. Quando as filarias que provocam
doencas em humanos (------- ) e cées (-.-.-.-) sdo ingeridas junto com 0 sangue, aquelas atravessam
0 epitélio do intestino e migram para os locais de desenvolvimento no musculo toracico (G), estas
migram pelo intestino e se desenvolvem intracelularmente nos tubos de malphig (F). Apés o periodo
de desenvolvimento, as larvas infectivas de terceiro estagio deixam as células do musculo torécico

ou tubulos de Malpighi, atingem a hemocele e migram para a regido da cabeca.

Em um encontro sobre eletroforese bidimensional realizado em Siena em 1994,
o termo proteoma foi cunhado por Marc Wilkins pela primeira vez, em referéncia ao
completo repertorio de proteinas expressas pelo genoma de uma célula, tecido ou
organismo em um determinado momento. Em 1997, o termo protebmica foi utilizado
de forma analoga ao termo gendmica, referindo-se as tecnologias envolvidas no

20



Introdugéo

estudo do proteoma. Desde entdo, o termo tem aparecido de forma crescente na
literatura. Atualmente, as diversas abordagens protedmicas desenvolvidas permitem
identificar e quantificar as proteinas e suas modifica¢gdes pds-traducionais, bem como
a expressdo diferencial destas e as interacdes com as demais proteinas em um
organismo, tecidos ou células especificas (Twyman, 2014). Os estudos protedmicos
em insetos e em outros organismos vém sendo facilitados e estimulados gracas ao
sequenciamento dos genomas de diversas espécies (Ribeiro et al., 2007).

Andlises de gendmica comparativa ttm demonstrado que o repertorio genético
de Cx. quinquefasciatus é 22% maior quando comparado ao Ae. aegypti e 52% maior
guando comparado ao An. gambie. S8o observadas expansfes em algumas familias
de genes de Cx. quinquefasciatus como as dos receptores gustatorios e olfatorios, os
genes da glandula salivar e de alguns genes associados a detoxificacdo de
xenobidticos (Arensburger et al.,, 2010). Entretanto, a sequéncia genémica nao €&
suficiente para explicar todas variacdes fenotipicas de um organismo e descrever a
estrutura, funcado e localizacdo celular das proteinas. Algumas informacdes funcionais
importantes, modificacBes pos traducionais como glicosilacdo e fosforilagdo, nao
podem ser observadas olhando apenas a composicéo dos genes. A analise do RNAm
também nao informa essas caracteristicas e ndo permite predizer o momento da
traducdo da proteina. Nem sempre a alteracdo na transcricdo de um determinado
gene se consolida na tradugéo imediata da proteina, uma vez que 0S processos pos
traducionais sdo complexos e podem ser alterados a qualquer momento (Bartholomay
et al., 2004, Biron et al., 2005; Cox e Mann, 2011).

A espectrometria de massas tem se consolidado como a principal tecnologia
para a profunda caracterizacdo da composicdo proteica em amostras biologicas. O
estudo de moléculas grandes, como as proteinas, esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento tecnoldgico. O estudo de proteinas por espectrometria sO foi
possivel apos o desenvolvimento das técnicas de ionizagdo suave, MALDI (Matrix-
assisted laser desorption/ionization) e ESI (Electrospray lonization), na década de 80.
Com o desenvolvimento dos métodos experimentais, da instrumentacdo e das
abordagens de bioinformatica para analise de dados, foi possivel a identificacdo de
centenas de proteinas presentes em uma amostra biolégica. Hoje é possivel encontrar

uma diversidade de espectrometro de massas como TOF (time to fly), Orbi-Trap,
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Quadri-polos e até mesmo hibridos, mas a forma de ionizacéo ainda se da por MALDI
ou ESI.

Nos primordios dos estudos proteémicos, era possivel identificar poucas
proteinas por cada analise, ja que dependia da laboriosa técnica de degradacao de
Edman (Patterson e Abersold, 2003; Biron et al., 2005). Ja na era poés-genémica foi
possivel a identificacdo de vérias proteinas ao mesmo tempo. Atualmente, é possivel
aplicacfes de abordagens como: descrever cada proteina que o compde (proteémica
descritiva), determinar a abundancia das proteinas (protedmica quantitativa) e verificar
variacdes induzidas pelo ambiente, condicédo fisioldgica ou desenvolvimento biolégico
(protedmica diferencial ou comparativa) (Fields, 2001; Graves e Haystead, 2002; Zhu
et al., 2003; Valledor e Jorrin, 2011). A utilizacdo de técnicas de marcacdo de
proteinas com isétopos estaveis, combinadas com a espectrometria de massas, tem
promovido analises comparativas e quantitativas cada vez mais robustas. Dentre
essas técnicas se destacam o ICAT, iTRAQ e SILAC. (Gygi et al.,1999; Ong et al.,
2004; Ross et al, 2004; Mann 2006; Gan et al., 2007). Os estudos protedmicos séo
conhecidos por serem dirigidos pela descoberta, e ndo por hipdtese, como ocorre com
a maioria dos desenhos experimentais cientificos (Graves et al., 2002). Entretanto, o
desenvolvimento de metodologias como Selected Reaction Monitoring —SRM, tem
mudado essa caracteristica, pois possibilita identificar uma proteina pré-determinada.
O SRM é uma metodologia utilizada em estudos protedmicos de hipotese-dirigida, que
permite monitorar e analisar peptideos alvos em uma amostra complexa,
possibilitando a identificacdo de peptideos pouco abundantes em uma amostra
(Prakash et al., 2009; Gallien et al., 2015).

Com relacdo a forma de preparacdo de extratos proteicos para analise no
espectrOmetro de massas, trés abordagens tém sido utilizadas: (i) bottom-up, um
extrato bruto de proteinas é submetido a um processo de digestdo enzimatica por
peptidases e os peptideos produzidos sdo ionizados e direcionados para o detector
do espectrometro de massas; (ii) top-down, a amostra de proteinas é diretamente
enviada ao espectrobmetro de massas, e posteriormente ocorre a fragmentagcdo da
proteina; (iii) middle-down, na qual as proteinas séo clivadas enzimaticamente em
peptideos grandes e depois submetidas a analise por espectrometria de massas
(Bruce et al., 2013).
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A abordagem top-down € boa para estudos que envolvam modificagdes pos-
traducionais, sendo a bottom-up a mais utilizada. Resumidamente, a amostra
biolégica com as proteinas pode ser diretamente digerida ou opcionalmente pré-
fracionada (eletroforese ou cromatografia) e as fragcbes submetidas a clivagem
enzimatica em peptideos. Os peptideos séo ionizados e no analisador, 0os ions séo
separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z). No primeiro analisador sé&o
obtidos os perfis de espectros de massa (MS1). ions podem ser selecionados e
submetidos a fragmentacdo para a obtencdo dos espectros de massa in tandem
(MS2), o resultado é a relagcdo m/z de cada peptideo ionizado e seus fragmentos. Os
dados séo organizados sob a forma de um espectro de massas, que € um grafico em
que os valores de m/z estdo no eixo X e sua abundéancia relativa no eixo Y. As
sequéncias dos peptideos sao utilizadas para identificar as proteinas
correspondentes.

Apbs a obtencao dos espectros (MS1 e MS2), duas principais abordagens sao
utilizadas para a identificacdo automatizada das proteinas: (i) PSM (peptide spectrum
match), no qual os espectros de massas experimentais sdo comparados com
espectros tedricos gerados a partir da sequéncia de peptideos oriundos de uma base
de dados (sequéncias de genes, transcritos ou de proteinas depositadas). Este
método foi utilizado inicialmente por Jonh Yates e Jimmy Eng, desenvolvedores do
programa SEQUEST, e hoje é utilizado por outros softwares. Alguns programas que
utilizam essa abordagem sdo o COMET, Mascot e X! Tandem (Eng et al., 1994,
Junqueira e Carvalho, 2012). Apesar de ser considerada o padrdo ouro, a
dependéncia do banco de dados nao permite que sequéncias com variacoes
(polimorfismos, mutacdes ou erros de anotacdo) sejam identificadas (Junqueira e
Carvalho, 2012); (i) o de novo sequencing é outra abordagem utlizada na
identificacéo e consiste na interpretacdo dos espectros sem a utilizacdo de um banco
de dados de espectros (Yates, 1998). E utilizada principalmente para organismos que
nao possuem genoma sequenciado. Os programas que utilizam essa abordagem séo
pNovo, PepNovo e PEAKS (Junqueira e Carvalho, 2012). Posteriormente as duas
abordagens, uma analise estatistica deve ser realizada para garantir a confiabilidade
das identificacdes. O desenvolvimento das ferramentas de bioinformatica também
permite a identificacdo de proteinas de espécies desconhecidas através de buscas

por homologia. Atualmente, uma série de softwares, muitos destes reunidos no
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Expasy (http://www.expasy.org) foram desenvolvidos para auxiliar na interpretacdo da
enorme quantidade de dados gerados pelos ensaios de proteoma.

Desta forma, com a espectrometria de massas € possivel identificar
indiretamente 0s genes que sao expressos dentre todo o repertorio disponivel,
ajudando na anotacao funcional do genoma destes insetos. Apesar da era pos-
gendmica trazer simplificagbes nos caminhos para analisar dados do repertério
génico, as analises manuais que garantam anotacdes acuradas sdo necessarias para
que se obtenha informacdes corretas do genoma sobre fungbes especificas de
determinados genes. Em funcdo da enorme quantidade de dados de sequéncias
gendmicas a anotacdo automética é utilizada. Porém, isso resulta em diferentes tipos
de erros que podem ser resolvidos através da combinacdo de anotacdo manual e
evidéncia experimental (Pandey e Mann, 2000; Kalume et al., 2005).

Neste trabalho, utilizamos diferentes abordagens para a identificacdo de
proteinas totais e de peptidases ativas presentes no intestino de Cx. quinquefasciatus,
An. albitarsis s.s e Ae. aegypti. As peptidases foram detectadas e caracterizadas por
ensaios em solucao e enzimografia em gel copolimerizado com substrato proteico. Em
conjunto, a aplicacéo das duas técnicas permitiu a deteccdo acurada e 0 mapeamento
do perfil de serina peptidases ativas do intestino de fémas alimentadas com acucar. A
influéncia da alimentacdo com sangue sobre a atividade proteolitica também foi
investigada em Aedes aegypti.

A andlise protedmica - associadas a separacdo por SDS-PAGE - e de
bioinformética foram uzadas para identificacdo do perfil proteico de extratos de
intestino de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis s.s. Tais técnicas permitiram também
identificar e mapear as isoformas de tripsinas ativas presentes no intestino destas
espécies, e demonstrar quais dos genes preditos para estas enzimas, no genoma do
mosquito, sdo de fato constitutivamente expressos naquele 6rgao nas condi¢cdes de
alimentacdo com acgucar. Analises de bioinformatica revelaram as principais
caracteristicas das sequencias das tripsinas identificadas, tais como, o sitio ativo,
motivo de ativacdo do zimogénio, especificidade ao substrato e presenca de pontes
dissulfeto. Os resultados obtidos permitiram elaborar uma ampla discussédo sobre
funcdo e estrutura das peptidases. Adicionalmente, as centenas de proteinas

presentes no intestino de fémeas alimentadas com acucar foram classificadas
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segundo sua ontologia génica e o papel de algumas familias de proteinas

historicamente importante em mosquitos foram discutidas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi caracterizar o perfil de peptidases ativas em

intestino de adultos machos e fémeas de Cx. quinquefasciatus, An. albitarsis s.s e Ae.

aegypti, bem como identificar por espectrometria de massas a composi¢ao do perfil

proteico.

Objetivos especificos

Caracterizar as peptidases presentes no intestino de adultos machos e
fémeas de Cx. quinquefasciatus, An. albitarsis s.s e Ae. aegypti
alimantados com acucar, utilizando enzimografia unidimensional e
substrato fluorogénico Z-phe-arg-MCA,;

Caracterizar por enzimografia e ensaios em solucao, o perfil proteolitico
do intestino de fémeas de Aedes aegypti em diferentes tempos apos a
alimentacdo com sangue, e padronizagdo para a identificagcdo por
espectrometria de massas;

Identificar, por espectrometria de massas, o perfil de proteinas totais do
intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis s.s
alimentadas com acucar;

Caracterizar as sequéncias das peptidases identificadas por
espectrometria de massas utilizando ferramentas de bioinformatica;
Classificar as proteinas totais identificadas por espectrometria de

massas a partir de sua ontologia génica e mineracao dos dados.
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3. MATERIAIS E METODOS

Insetos

Todos os experimentos foram realizados com adultos de Ae. aegypti (linhagem
Rockefeller), An. albitarsis s.s, e Cx. quinquefasciatus (linhagem Col6nia) mantidos
em col6nias no Laboratdrio de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), situado no Instituto de Biologia do Exército (IBEx) no Rio
de Janeiro. Os adultos utilizados nos experimentos possuiam 4-5 dias de idade apos
emergirem das pupas e eram mantidos em gaiolas na presenca de solucdo de
sacarose a 10% “ad libitum”. Essas gaiolas eram colocadas no interior de uma camara
de crescimento tipo BOD a 28°C, com umidade relativa em 75 + 5% e fotoperiodo de
12 horas claro: 12 horas escuro. As fémeas eram alimentadas, quando necessario,

em cobaias anestesiadas.

Disseccédo dos 6rgaos

Para a obtencéo dos 6rgéos isolados (intestino e gbnadas), os mosquitos foram
imobilizados no freezer e transferidos para uma placa de petri no gelo. A disseccéo foi
realizada em estereomicroscépio com estiletes entomolégicos em solucdo de PBS
(tampéo fosfato de s6dio 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7.4). O tubo digestivo (intestino
anterior, médio e posterior), 6rgaos anexos (diverticulos, tibulos de Malphigi) e 6rgédos
reprodutores eram obtidos fixando o terceiro segmento abdominal com o estilete e
puxando o térax na direcdo oposta. Os oOrgaos de interesse, intestino médio e as
gbnadas, eram removidos e lavados na solucédo de PBS, e por fim, colocadas no

tampéo de lise nos eppedorffs devidamente etiquetados.
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Enzimografia

Extracdo de proteinas

Para a realizacdo dos ensaios enzimograficos em gel e em solucdo, foram
extraidos 20 intestinos de fémeas e machos. Os 6rgaos foram lisados utilizando um
pistilo plastico acoplado em um homogeneizador mecanico. O tampéao de lise usado
era composto de 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 10% Glicerol, 0,6% Triton
X-100 (Galan et al., 1992). O homogenato foi centrifugado a 14.000 x g por 15 min a
4 °C para remover o material insoltvel e o sobrenadante era colocado em eppedorffs
devidamente etiquetados. Em seguida, as proteinas foram quantificadas usando o

Qubit®. Os homogeneizados foram aliquotados e mantidos a -20°C até o uso.

Eletroforese

Os extratos protéicos foram diluidos em tampado de amostra (125 mM Tris-HCI,
pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol e 0,002% azul de bromofenol) e submetidos a
separacao por eletroforese, a 4 °C e 110 V constantes, em géis de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) 10% co-polimerizados com 0,1% de gelatina de
porco (Lockwood et al., 1987). Foram aplicados equivalentes a 1/10 de intestino por
poco em cada gel. ApGs a eletroforese os géis foram lavados duas vezes por 30 min
a 4° C em tampao de acetato de sédio 0,1 M contendo 2,5% Triton X-100 (pH 3,5 e
5,5) ou em tampéo de Tris-HCI 0,1 M contendo 2,5% Triton X-100 (pH 7,5 e 10,0) para
remogcdo do SDS e renaturacdo das peptidases. Posteriormente, os géis eram
incubados em tampéo de reacao acetato de sédio 0,1 M (pH 3,5 e 5,5), ou em tampéao
Tris-HCI 0,1 M (pH 7.5 e 10,0) com intuito de observar as atividades proteoliticas. As
bandas de atividade proteolitica, resultantes da degradacdo do substrato foram
visualizadas apos a coloracdo dos géis com Azul de Coomassie (0,25% azul de
Coomassie R-250, 40% metanol e 10% de acido aceético) e posterior descoloracao
com solucéo de acido aceético 10%. O peso molecular das peptidases foi calculado por

comparacao com peso molecular comercial (PageRuler®).
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Para determinar a classe de peptidase responsavel pela atividade proteolitica
foram usados distintos inhibidores de peptidases. Solu¢gGes estoque dos inibidores
1,10-fenantrolina (200 mM) e pepstatina A (1 mg/ml) foram preparadas em etanol,
enquanto que Trans-epoxysuccinyl L-leucylamido-(4-guanidino) butano (E-64, 10 uM)
foi solubilizado em agua; fluoreto de fenil-metil-sufonil (Phenyl-methyl sulfonyl-fluoride,
PMSF, 250 mM) em isopropanol; Na- Tosil-L-lisina clorometil hidrocloreto cetona (N-
a-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride, TLCK, 100 mM) e N-p-Tosyl-L-
fenilalanina clorometil cetona (N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone, TPCK,
100 mM) em metanol. Todas as solucdes foram armazenadas a -20°C.

Extratos proteicos obtidos como anteriormente descrito, foram pré-incubados
por 30 minutos a 4°C, antes de serem aplicados no gel, com um dos seguintes
inibidores de peptidases: 10 uM E-64, um inibidor irreversivel de cisteina-peptidases;
1 mM PMSF, inibidor irreversivel de serino-peptidases; 100 uM TLCK; 100 uM TPCK;
10 uM pepstatina-A, um inibidor reversivel de aspartico-peptidases e 10 mM 1,10-
fenantrolina. A amostra controle foi submetida as mesmas condi¢bes, porém na
auséncia de inibidores.

Todos os resultados sdo derivados de pelo menos cinco experimentos
independentes realizados em triplicata (cinco replicatas biolégicas e trés replicatas
experimentais). As imagens dos géis foram obtidas utilizando um densitdmetro GS-
800™ (Bio-Rad).

Ensaios enziméticos em solucao

A determinacao fluorimétrica da atividade de tripsina nas preparacfes dos
homogeneizados foi realizada com a utlizacdo de substrato cumarinico:
carbobenzoxi-phearg7-  amino-4-metil coumarina  (Z-FR-MCA-Sigma) na
concentracédo de 100uM em tampéo de reacdo acetato de sédio 0,1 M (pH 3,5 e 5,5),
ou em tampao Tris-HCI 0,1 M (pH 7.5 e 10,0). Metil coumarina é liberada quando o
substrato € hidrolisado e, desta forma, pode-se detecta-la através de sua
fluorescéncia, a qual € medida com excitacdo a 380 nm e emisséo a 460 nm (Alves et
al., 1996). A deteccdo dos produtos de hidrolise foi realizada em um

espectrofluorimetro (SpectraMax Gemini xps, Molecular Devices, CA, USA) termo-
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estabilizado a 37°C. Foram aplicados equivalentes a 1/10 de intestino
(aproximadamente 10 ug de proteina por poc¢o) nos ensaios de Cx. quinquefasciatus
e Ae. aegypti alimentados com acucar. Para 0os ensaios de amostras provenientes de
intestino de fémeas de An. albitarsis s.s e Ae. aegypti alimentadas com sangue as
amostras precisaram ser diluidas, pois a alta atividade consumia todo o substrato
antes da leitura ser iniciada pelo espectrofluorimetro. Nesses casos, equivalentes a
1/100 de intestino foram utilizados na andlise.

O substrato foi preparado na concentracado estoque de 3 mM em 100% de
dimetilsulféxido (DMSO) e antes de cada ensaio o substrato era diluido em agua mili-
Q a fim de ficar em uma concentragéo de 100 uM.

Para os ensaios em solucéo ensaios em solucao foram utilizados os seguintes
inibidores: 10 uM E-64, 1 mM PMSF, 100 uM TLCK; 100 uM TPCK. Neste caso, as
amostras eram pré-incubadas na presenca do inibidor por 15 min. a temperatura
ambiente. ApGs a incubacédo, foi adicionado o substrato e a leitura foi feita no
espectrofluorimetro apds 40 minutos de reacdo. A atividade foi interrompida pela
adiccdo de acido acético 30%. O controle foi tratado da mesma forma, porém na
auséncia dos inibidores. Os experimentos foram realizados em triplicatas

experimentais.

Espectrometria de massas

Extracdo de proteinas de intestino de fémeas para LC-MS/MS

Para cada espécie estudada, 100 intestinos meédio de fémeas alimentadas com
acucar foram lizados em 200 uL de (4% SDS, 20% glicerol, 10% mercaptoetanol,
0.004% de azul de bromofenol e 0.125M Tris-HCI, pH 6.8). Para remover o material
insolavel, foram utilizadas duas centrifugacdes a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante coletado. As amostras foram dosadas utilizando o reagente Pierce 660
nm (Thermo Scientific). Posteriormente, as amostras foram aquecidas por 5 minutos
em banho maria e separadas por SDS-PAGE 12%, acrilamida 30% e bis-acrilamida
0,8%. As proteinas foram coradas com azul de Coomassie e fotodocumentadas.

Foram feitos trés géis com amostras provenientes de trés lises independentes. As
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proteinas foram digeridas seguindo protocolos previamente estabelecidos (Gonzéalez-
Caballero et al., 2014) com algumas modificagbes. Brevemente, os pedacos dos geéis
foram manualmente excisados e descorados com 400 pL de acetomitrila 50% e 25
MMNH4HCO3 pH 8.0 por 15 minuntos. As proteinas foram reduzidas e alquiladas
utilizando 65mM de DTT e 200 mM de iodoacetamida, respectivamente. Os pedacos
dos géis foram lavados com 100 mM de NH4HCOs, seguido de desidratagéo por
acetonitrila. Os pedacos de géis foram incubados por 24 horas a 37°C para
reidratacéo e digestdo em solugéo contendo 20 ng/uL de tripsina de porco modificada
(Promega, USA) e 50mM de NH4HCO3. ApOs a digestao triptica, os peptideos foram
extraidos utilizando acido férmico 0,1% e acetonitrila 50% v/v. Os peptideos foram
purificados e concentrados com resina POROS oligo R3 C18 (Applied Biosystems,
USA). Os peptideos eluidos foram analisados em nano-HPLC acoplados em linha com

espectrometro hibrido linear quadripolo (LTQ) Orbitrap.

Andélise no espectrémetro de massas

Para cada amostra, 4 pL da solugéo contendo os peptideos eluidos (0,1% &cido
férmico) foram aplicados no sistema de nano-HPLC acoplado em linha a um
espectrometro de massas de alta resolugcdo LTQ Orbitrap Velos, equipado com
interface de ionizacdo por nanoelectrospray - nanoESI (Thermo Fisher Scientific). A
coluna para eluicéo (150 umx 2 cm) foi empacotada in-house com resina ReproSil 5
pm (Dr. Maisch) e a coluna analitica (100 um x 15 cm) também foi empacotada in-
house com resina ReproSil 3 um (Dr. Maisch). Foi utilizada como fase mével A solucéo
de acido férmico 0.1 % (v/v) em agua e como fase mével B, acido formico 0.1 % (v/v)
em acetonitrila. Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo utilizando
busca de MS dependente de dados (DDA). Cada DDA consiste em um escaneamento
de busca em uma faixa de 300-2000 m/z e resolucdo de 60000 com valor alvo de
1x10-6 ions. Cada escaneamento de busca foi composto dos 10 ions mais intensos

detectados ap0s a dissociagéo induzida por colisao (CID).
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Analise dos dados

Para An. albitarsis s.s e Cx. quiquefasciatus, a abordagem utilizada foi a de
peptide spectrum match — PSM. Dois diferentes motores de de busca foram utilizadas
para a identificacéo de proteinas, 0 MASCOT, com posterior filtragem e validacdo dos
peptideos identificados pelo Scafold, bem como a plataforma PATERNLAB, na qual
foi utilizado o software COMET para identificacdo e posteriormente o software SePro
para filtragem e validag&o dos dados. Os dados em formato (.RAW) foram exportados
para o formato dos programas MASCOT (.MGF) e COMET (.MS2),
respectivamente,utilizados para a identificacdo das proteinas. Os espectros foram
analisados contra um banco de dados de culicideos obtido do UNIPROT (download
em maio de 2015), contendo, aproximadamente, 101,000 sequencias. As proteinas
identificadas foram classificadas de acordo com as categorias de ontologia génica
(Gene Ontology, GO). As principais categorias do GO séao: (1) Componente celular;
(2) Processo Bioldgico e (3) Fungéo Molecular. Dentro de cada uma destas categorias,
h4a uma estrutura de sub-categorias mais especificas. As proteinas foram
adicionalmente categorizadas pelo Gene Ontology Explorer — GOEX, que € um mddulo
do PatternLab for Proteomics (http://pcarvalho.com/patternlab/) e pela ferramenta

BioMart do VectorBase.

Andélises de alinhamento multiplo e bioinformatica

As sequéncias FASTA das serina peptidases do tipo tripsina identificadas por
espectrometria de massas foram inteiramente retiradas do banco de dados do
VectorBase (http://biomart.vectorbase.org). Os alinhamentos multiplos foram
realizados pelo CLUSTAL Omega na configuragao padrao. As sequencias FASTA das
tripsinas aqui identificadas foram alinhadas contra sequencias bem anotadas no
UNIPROT como o quimiotripsinogenio bovino (CTRA_BOVIN), tripsinogénio bovino
(TRY1_BOVIN), Tripsina 3A1 de Ae. aegypti (TRY3_AEDAE) e Tripsina-6 de An.
gambie (TRY6_ANOGA), as quais auxiliam na observagéo dos residuos no sitio ativo,

residuos de cisteina envolvidas nas pontes dissulfeto, e demais regiées analisadas.
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As sequéncias de aminoacidos de cada tripsina identificada foram analisadas
em busca das caracteristicas que as qualificam como tripsinas digestivas de
invertebrados. Com auxilio da ferramenta PROSCAN disponivel no PROSITE
(http://prosite.expasy.org), foram analisados os dominios e motivos conservados
destas enzimas, os residuos do sitio ativo (His, Asp, Ser), o peptideo sinal, os residuos
de cisteina das pontes dissulfeto e o tamanho das proteinas inativas e maturas. O
peptideo sinal foi também verificado pelo SignalP 4.0
(http://cbs.dtu.dk/services/SignalP). Os sitios de glicosilagbes do tipo N- e O-
glicosilacbes nas sequencias de aminoacidos foram preditas pelo NetNGlycl.0
(http://cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) e NetOGlyc
(http://cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc), respectivamente. Para identificar peptideos
espécies especificos foi utilizado 0 Skyline software
(http://proteome.gs.washington.edu/software/skyline), com o mesmo banco de dados
de Culicidae utilizado para a identificacdo das proteinas por espectrometria de

massas.
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4. RESULTADOS

Atividade proteolitica em intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus
alimentadas com acgucar

Curso temporal

Para verificar a influéncia do tempo de reacéo sobre as atividades proteoliticas
de intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus, os géis enzimograficos
copolimerizados com gelatina foram incubados por 2, 4, 6 e 12 horas em tampéao de
reacdo pH 7,5 a 37 °C (Figura 8). A intensidade das atividades proteoliticas aumentou
progressivamente até 12 horas. A partir desse tempo a intensa atividade enzimatica
levou a uma sobreposi¢cdo das bandas ndo sendo possivel resolver o perfil. Em 12
horas de reacao, foi observado um perfil proteolitico composto de 9 bandas principais
variando entre 17 e 150 kDa, aproximadamente. Assim, o tempo de reacao enziméatica
em 12 horas foi escolhido para os ensaios subsequentes das amostras de intestino
de Cx. quinquefasciatus fémeas.

2h 4h 6h
||||||||||||‘|'

12h

225

190 Figura 8. Curso temporal das atividades

76 proteoliticas exibidas pelo intestino de
fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas
52 com agcucar. Atividades proteoliticas foram
avaliadas ap6s 2, 4, 6 e 12 horas de
incubacdo em tampéo de Tris-HCI 0.1 M, pH
de 7,5. Os nUmeros a direita indicam as
massas moleculares  aparentes das

peptidases, expressas em kDa.
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Influéncia do pH

Para determinar a influéncia exercida pelo pH sobre as atividades proteoliticas
foram utilizadas as técnicas de enzimografia em gel copolimerizado com gelatina e
ensaios em solugdo com substrato fluorogénico Z-phe-arg-MCA. Os géis
enzimograficos foram incubados por 12 horas em tampdes de reacéo de acetato de
sédio 0,1M (pH 3,5; 5,5) ou Tris-HCI (pH7,5 e 10). As atividades enzimaticas foram
detectadas em todos os pHs testados, aumentando progressivamente até pH 10
(Figura 9. A). Em pH 3,5 e 5,5, um numero reduzido de bandas proteoliticas foram
observadas, comparadas com os perfis obtidos a pH 7,5 e 10. Em pH 10 a atividade
foi mais intensa que em pH 7,5, sendo observado um perfil de bandas migrando entre
17 e 150 kDa. Entretanto, ndo foram observadas diferencas quantitativas entre pH 7,5
e 10. Dessa forma, a condicao experimental de pH 7,5 foi a utilizada nos ensaios com
inibidores.

Utilizando o substrato fluorogénico Z-phe-arg-MCA observou-se que a
atividade enzimatica aumenta progressivamente em funcdo do pH (Figura 9. B).
Amostras equivalentes a 1/10 de intestino foram ensaiadas em tampao acetato de
sédio (pH 3,5 e 5,5) e Tris-HCI (pH 7.5 e 10), contendo 100 uM do substrato. Em pH
10 a cinética de hidrdlise do substrato atingiu o platé em menos de 15 minutos. Em

pH 7,5 a atividade atingiu o platé com aproximadamente 30 min. de reac¢éo.
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Figura 9. Efeito do pH sobre as atividades proteoliticas de extratos de intestinos de fémeas de Cx.

Unidade de Fluorescéncia Relativa

guinquesfasciatus alimentadas com agucar. (A). A influéncia do pH foi avaliada através da
incubacao dos géis enzimograficos a 37°C por 12 horas em tampdao de acetato de sédio (pH 3,5 e
5,5) ou com tampao Tris-HCI (pH 7,5 e 10,0). Os nameros a direita indicam as massas moleculares
aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Os ensaios em solucéo foram realizados com
100 uM do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampéao de acetato de sédio (pH 3,5 e 5,5)
ou em tampéao Tris-HCI (pH 7,5 e 10,0).

Efeito dos inibidores

A atividade enzimatica exibida pelo intestino de fémeas foi fortemente inibida
por 1 mM PMSF ou 100 uM TLCK, tanto na enzimografia em gel quanto em solugéo.
Amostras equivalentes a 1/10 de intestino foram aplicados nos géis e incubados por
12 horas em tampéao de reacédo Tris-HCI pH 7,5 (Figura 10). No entanto, as atividades
proteoliticas ndo foram afetadas por 100 uM TPCK. A atividade também né&o foi
afetada pelos inibidores 10 uM E-64, 10 uM pepstatina A, e 10 mM 1,10-fenantrolina
(dados nédo apresentados).

Para os ensaios em solugéo a amostra foi incubada em tampéao Tris-HCI pH 7,5
contendo 100 uM do substrato, na auséncia (controle) ou presenca de inibidores 1

mM PMSF, 100 uM TLCK, 100 uM TPCK, 10 uM E64. Observou-se que tanto o PMSF
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quanto o TLCK inibem a atividade das peptidases presentes no intestino,
corroborando o observado nos ensaios de enzimografia em gel. Em conjunto, 0s
ensaios indicam que o perfil proteolitico € composto por serina peptidases do tipo

tripsina.

2500 +

2000 4

—&— Control
—O— PMSF 1mM
—¥— TLCK 100uM
—&— E-B64 20puM
—&— TPCK 100:M

1500 -

1000 -

500

Unidade de Fluorescéncia Relativa

Tempo (min.)

12 h

Figura 10. Efeito dos inibidores de peptidases no perfil proteolitico de extrato do intestino
médio de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas com acgucar. (A). Os géis
enzimogréficos foram pré-incubados por 30 min na presenca de cada um dos inibidores: 1 mM
de PMSF;100 uM de TPCK e 100 uM de TLCK. As atividades proteoliticas foram detectadas
apos incubacgéo dos géis por 12 horas a 37°C em tampdao Tris HCI (pH 7,5). O controle foi
processado sob as mesmas condi¢cdes na auséncia dos inibidores. Os nimeros a direita
indicam as massas moleculares aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Os ensaios
em solucgao foram realizados com 100 uM substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampéao
de Tris-HCI 100 mM (pH 7,5) na auséncia (controle) ou na presenca de 1 mM de PMSF, 100
MM de TLCK, 20 uM E- 64 ou 100 uM de TPCK.
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Atividades proteoliticas em intestinos de machos de Cx. quinquefasciatus

alimentados com acucar

Os mesmos procedimentos de caracterizacado bioquimica utilizados para as
analises enzimaticas de amostras extraidas de intestinos de fémeas alimentadas com
acucar foram empregados para as analises de amostras extraidas de machos.
Amostras equivalentes a 1/10 de intestino foram aplicados nos géis, os quais foram
incubados por 24 horas em tampéo de reacdo pH 7,5. As atividades proteoliticas das
amostras extraidas dos machos foram consideravelmente menos intensas que das
fémeas, necessitando de um tempo de 24 horas de incubacéo dos géis para que o
perfil enzimético fosse revelado (Figura 11). Todas as bandas de atividade observadas
no macho foram detectadas nas fémeas. Entretanto o perfil proteolitico de machos foi
menos complexo em numero de bandas. A atividade proteolitica foi mais alta em pH
alcalino e foi fortemente inibida por 1 mM PMSF e 100 uM TLCK. No entanto, as
atividades proteoliticas ndo foram afetadas por 100 uM TPCK. O efeito dos inibidores
sobre a atividade proteolitica indica que essas enzimas sao do tipo tripsinas.

em kDa.

24 h
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Figura 11. Efeito dos inibidores de peptidases no
perfil proteolitico de intestino médio de machos de
Cx. quinquefasciatus alimentados com agucar. As
amostras foram pré-incubadas por 30 min na
presencga de cada um dos seguintes inibidores: 1 mM
de PMSF; 100 uM de TPCK e 100 uM de TLCK. As
atividades proteoliticas foram detectadas apés
incubacdo dos géis por 24 horas a 37°C em tampao
Tris HCl com pH 7,5. O controle foi processado sob
as mesmas condi¢cdes na auséncia dos inibidores.
Os numeros a esquerda indicam as massas

moleculares aparentes das peptidases, expressas
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Peptidases identificadas por espectrometria de massas

Com o intuito de identificar as peptidases expressas no intestino de fémeas
alimentadas com acucar, apés a coloracdo do gel de SDS-PAGE e visualizacao das
bandas de proteinas, o gel foi dividido em 24 partes, as quais foram digeridas com
tripsina e analisadas em espectrometro de massas. Sete serina peptidases do tipo
tripsina foram identificadas no intestino de fémeas alimentadas com agucar utilizando
duas engenharias de buscas independentes: Mascot (seguida da validacdo pelo
Scaffold) e o COMET (seguida de validacdo pelo SEPro) (Tabela 1). Adicionalmente,
uma tripsina peptidase foi exclusivamente identificada pelo Mascot (seguida da
validacéo pelo Scaffold) com um peptideo Unico e um espectro (Tabela 1, BOWW44,
em cinza). Interessantemente, as bandas de SDS-PAGE, onde as peptidases foram
identificadas por MS/MS, coincide, em parte, com as regides onde observamos
atividade nos géis de enzimografia (Figura 12). Apesar da maioria das peptidases
identificadas estares na regido de 25 a 40 kDa, duas tripsinas, a Trypsin5 e Trypsin7
foram as Unicas identificadas por LC-MS/MS nas regifes de alta massa molecular
(Figura 12).
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Tabela 1. Serina peptidases do tipo tripsina, identificadas por LC-MS/MS, em intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas com agucar

) N |dentificador Massa Mafcot Mascot  Mascot ) N Mascot lon o N COIYIET COMET COMET
Proteinas Identificadas Uniprot Molecular Pelptlldeos Espectro Cobertur Peptideos Identificados pelo MASCOT score Sequéncias identificadas pelo COMET Pe’ptlldeos Espectro Cobertura
Unicos Total a% Unicos Total %
Trypsin 4 OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J017414 BOXCW2_CULQU 28 kDa 3 13 18 6 29 28
(R)VGSSYDYQGGTVIDVAGMTIHPR(Y) 35.21 (R)VGSSYDYQGGTVIDVAGMTIHPR(Y)
(K)DFDFALLR(L) 52.94 (K)DFDFALLR(L)
(K)GCAQPDYYGVYADVEK(A) 39.12 (K)GCAQPDYYGVYADVEK(A)
(KYNMLCAGYDEGLR(D)
(R)LSWIGVR(V)
(R)ENYAESR(L)
Trypsin 7 OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J017964 BOXES8_CULQU 27 kDa 4 14 18 25 18
(R)GGQLIAVTR(K) 5331 (R)GGQLIAVTR(K)
(R)DYALLNLAK(S) 50.34 (R)DYALLNLAK(S)
(R)AVDVPIADHDR(C) 24.69 (R)AVDVPIADHDR(C)
(K)DACLGDSGGPLTCSGK(V) 49.46 (K)DACLGDSGGPLTCSGK(V)
(F)M*LCAGYDAGGK(D)
Trypsin-5 OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J015103 BOX667_CULQU 30 kDa 3 7 16 14 16
(K)IIGGFPAEQGDTLHQVSIR(F) 35.64 (K)IIGGFPAEQGDTLHQVSIR(F)
(K)GCGLAAYPGIYSDVAYYR(G) 29.61 (K)GCGLAAYPGIYSDVAYYR(G)
(R)JGWIDSCLAGK(C) 317 (R)GWIDSCLAGK(C)
Trypsin-1 OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J007079 BOWIS4_CULQU 29 kDa 3 6 18 10 34
(R)IVGGFEISIADAPHQVSLQSR(G) 51.51 (R)IVGGFEISIADAPHQVSLQSR(G)
(K)HASGGSVISIK(R) 26.21 (K)HASGGSVISIK(R)
(R)AAYVPAYNQNQCNSAYAR(Y) 29.15 (R)AAYVPAYNQNQCNSAYAR(Y)
(K)DACQGDSGGPLVADGK(L) 33.42 (R)NTIDYDYSLLELK(S)
(R)GSHICGGSIISPK(W)
(K)WILTAAHCTDGASVSNLR(1)
Trypsin 2 OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J005273 BOWE94_CULQU 28 kDa 2 2 12 13 30
(R)LEFGHAVQPVDLVR(D) 19.14 (R)LEFGHAVQPVDLVR(D)
(R)DEPADESQSLVSGWGDTR(S) 27.7 (R)DEPADESQSLVSGWGDTR(S)
(R)WVLTAAHCTENTDAGIYSVR(V)
(R)GVLVPLVNR(E)
(K)LGMPVTESMICAGFAK(E)
Serine proteasel/2 0S=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CPI1J003826 BOW9S9_CULQU 30 kDa 2 3 18 3 10
(R)TGETFVDNQATVSGFGR(T) 35.91 (R)TGETFVDNQATVSGFGR(T)
(R)TVDGGPVSPTK(N) 35.12 (R)TVDGGPVSPTK(N)
Serine protease SP24D OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CP1J015: B0X870_CULQU 27 kDa 1 1 10 3 10
(K)LGESIEYDELSQPIALYEGDDLPK(D) 34.98 (K)LGESIEYDELSQPIALYEGDDLPK(D)
Cationic trypsin OS=Culex quinquefasciatus GN=CpipJ_CPI1J011378  BOWW44_CULQU 26 kDa 1 1 8
(R)IVVHPQYAEGNLANDIAVIR(V) 32.92
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Enzimografia SDS-PAGE
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Figura 12. Perfil enzimografico representativo e SDS-PAGE das proteinas totais sollveis de
intestino de fémeas de Cx.quinquefasciatus alimentadas com acucar. A figura mostra dois
diferentes sistemas eletroforéticos utilizados para caracterizar e identificar, respectivamente,
as serina peptidases do tipo tripsina: na enzimografia as amostras sdo separadas em condi¢des
ndo redutoras para posterior deteccdo das atividades proteoliticas, ja na separacdo por SDS-
PAGE as amostras séo reduzidas. As bandas de proteinas do gel SDS-PAGE foram retiradas
para a identificacdo por LC-MS/MS. Os numeros a esquerda dos dois géis indicam o padréo
da massa molecular utilizado (kDa). A imagem do intestino foi obtida em um microsco6pio Gptico

com interferéncia de contraste (DIC) e com aumento de 40x.

Anadlise de bioinformatica e alinhamento das tripsinas identificadas

As sequencias FASTA das tripsinas identificadas dos extratos de intestino de
fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas com acucar foram analisadas por
alinhamentos multiplos, a fim de melhor explorar as caracteristicas das sequéncias
destas enzimas. Para localizar os residuos do sitio ativo, pontes dissulfeto, residuos

de especificidade ao substrato e demais motivos que caracterizam as tripsinas
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digestivas, sequencias FASTA de serina peptidases (TRY1 _BOVIN, CTRA BOVIN,
TRY3_AEDAE, TRY6_ANOGA), que estdao bem caracterizadas e anotadas nos
bancos de dados foram utilizadas nos alinhamentos mudltiplos. Ndo obstante as
enzimas identificadas tenham apresentado similaridades em algumas regiées das
sequéncias, observou-se que elas apresentam sequéncias motivos Unicos, isto &,
algumas das tripsinas peptidases identificadas apresentaram caracteristicas
distintivas entre elas. Por exemplo, 0 motivo auto catalitico da Trypsin4 possui um
residuo de histidina no lugar dos residuos R/K; os motivos de ativacdo na Trypsin5,
IIGG, e da Cationic trypsin, VVGG, diferem por um aminoacido do classico motivo
IVGG. Adicionalmente, foi observado nas peptidases identificadas caracteristicas
tipicas de peptidases digestivas de invertebrados como: (i) os residuos conservados
de histidina, acido aspartico e serina formando a triade catalitica; (ii) residuos de
cisteinas responsaveis por formar as pontes dissulfeto; (iii) presenca do peptideo
sinal; (iv) os putativos motivos de ativacdo auto catalitica imediatamente ap6s um
residuo de arginina ou lisina (R/K-IVGG); (v) os motivos caracteristicos de peptidases
ativas LTHAAC, DIAL e GDSGGP (Tabela 2; Figura 13).
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Tabela 2. Caracterisiticas gerais das serina peptidases do tipo tripsina identificadas em Cx. quinquefasciatus A

Resultados

Tamanho da Proteina (aa)

Regides conservadas

Identificador Proteina Posi¢do dos Residuos do | Posi¢do dos Residuos dos Pares de Posi¢do dos Residuos de Sitio de
Uniprot Sitio Ativo Cisteina Especificidade ao Substrato | Precursor Maturo Ativagdo LTAAHC DIAL GDSGGP
BOWIS4 Trypsin 1 His88, Asp133, Ser229 73-89,198-214,225-249 Asp223, Gly246,Gly256 274 226 YRMVGG LTAAHC DYSL GDSGGP
BOWE94 Trypsin 2 His75, Asp120, Ser216 60-76, 183-200, 212-236 Asp210, Gly234,Gly244 261 226 GKMVGG LTAAHC DFCL GDSGGP
BOXCW2 Trypsin 4 His70, Asp116, Ser213 151-219, 181-198, 209-233 Asp207, Gly230,Gly240 258 233 FHAIVNG LTAAHL DFAL GDSGGP
BOX667 Trypsin 5 His73, Asp127, Ser221 58-74,160-227,192-208, 217-241 Asp215, Gly238,Gly248 293 268 PKAIGG LTAAHC DIAL GDSGGP
BOXES8 Trypsin 7 His67, Asp112, Ser207 52-68,146-213,176-192,203-227 | Asp201, Gly224,Gly234 252 229 SRAIVNG LTAGHC DYAL GDSGGP
BOX870 SP24D His63, Asp109, Ser195 48-64,172-181,191-216 ? 240 217 RRANIFGG LTAAHC DIAL GDSGGP
BOW9S9 Serine protease 1/2 His92, Asp135, Ser233 77-93,202-217,229-259 ? 283 235 SRAIVNG LTAAHC DIGL GDSGGP
BOWW44 Cationic trypsin His69, Asp114, Ser202 54-70 ? 244 216 GRMVVGG LTAGHC DIAV YDGGSP

A Extaidos apds o alinhamento com CLUSTAL Omega.

(aa) numero total de residuos de aminoacidos.

? = outros residuos diferentes dos DGG.
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VCIl-===mmmmmm QYDGGSPLTFSG----LOQEGIVSWGVP--CGRQEPDVYTRVSAYRT
CGLGWD=HNAQSTCNGDSGGPLAIQENGQSLOIGVVSFVSSAGCASGHPSGYVRTTHERT
FCAGYL-EGGKDSCQGDSGGPVVCEG———--KLQGIVSWGSG-CAQKNKPGVYTKVCNYVS

ICAGAS---GVSSCMGDSGGPLVCKKNGAWTLVGIVSWGS S=TCSTSTPGVYARVTALVN
ICAGYA=AGGKDSCQGDSGGPLVSGD----KLVGVVSWGKG=CALPNLPGVYARVSTVRQ
FCAGYK=QGGTGTCRNDSGGPFVAEG----KLIGVVSWSHE=CALAGYPGVYARVASVRD
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Figura 13. Alinhamento de sequéncias de tripsina em fémeas de CXx. quinquefasciatus
identificadas por LC-MS/MS com sequéncias tripsina e quimotripsina bem anotados
(TRY1_BOVIN, CTRA BOVIN, TRY3_AEDAE, TRY6_ANOGA). Regides de importancia sdo
representados da seguinte forma: péptidio sinal (Cinza); residuos N-terminais da enzima ativa
(itélico e negrito); pontes dissulfeto conservado de cisteina (O); triade catalitica conservada (*);

residuos acessorios cataliticos (8); Asp 194 (baseado em a-quimotripsinogénio bovina) altamente

conservada (#); locais de glicosilacdo (sublinhado e negrito).

O alinhamento das tripsinas e analise pelo InterproScan, evidenciou que cinco delas,
Trypsinl, Trypsin2, Trypsin4, Serine protease SP24D e a Serina protease Y2, possuem trés
pontes dissulfeto, ao passo que a Trypsin5 e Trypsin7 possuem quatro pontes dissulfeto e
a Cationic trypsin apenas uma. Analises de predicdo da localizacdo celular utilizando o
Target P indicam que todas as tripsinas identificadas sao secretadas devido a presenca do
peptideo sinal caracteristico. A andlise de predicao de hélices trans- membranas, utilizando
o software TMHMM, mostrou que a Trypsin4d e Trypsin5 possuem um dominio trans-
membrana (Tabela 3). Cinco das oito tripsinas identificadas apresentaram sitios preditos
para O- e N- glicosilagdes (Figura 13, Tabela 3).

O VectorBase foi usado para analisar a estrutura dos genes que codificam para as
serina peptidases do tipo tripsina. Observou-se que o nimero de exons das tripsinas variam
de um a trés. Com excecdo da Serine protease %, que possui um intron com 298
nucleotideos, as demais pepitdases apresentam introns com 25 a 71 nucleotideos (Tabela
3). Além disso, foi verificado que essas enzimas possuem um numero de paralogos que
variam de 13 a 38 (Tabela 3), sendo os genes da Trypsinl, 2, 4, 7, SP24D e Cationic trypsin,
paralogos entre si. Outra observacédo, quando exploramos as informacdes disponiveis no
VectorBase, foi a de que varios genes de tripsinas se encontram em clusters. Por exemplo,
vizinhos ao gene que codifica para a Trypsinl, encontram-se cinco outros genes que
codificam para tripsinas (Figura 14).

O software SKYLINE foi usado para confrontar as sequéncias das tripsinas
identificadas contra as sequéncias de todas as proteinas disponiveis no banco de dados de
cuicideos, a fim de identificar peptideos proteotipicos nas tripsinas. Esta abordagem foi
utilizada com intuito de padronizar a técnica de Monitorazacdo de Reacdo Selecionada

(Selected Reaction Monitoring- SRM), para monitorar um peptideo proteotipico alvo de
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tripsinas em amostras complexas de proteinas durante analise por espectrébmetria de
massas. Apesar da existéncia de diversos motivos conservados nas tripsinas peptidases,
a andlise no SKYLINE revelou que cinco das oito tripsinas identificadas por espectrometria
de massas possuem diferencas em suas sequencias que permitem identificacdo de
peptideos Unicos. Estes peptideos Unicos foram também os mesmos identificados por
MS/MS (Tabela 4).

9242 kb Forward strand =
660kb 670kb 680kb 690kb 700kb 710kb 740kb
Genes o
CPIJOD7070-RA > CPIJO07079-RA >
protein coding protein coding
B ]
CPIJO0O7069-RA > 6CPIJDO7076-RA >
protein coding protein coding
(=] -1 N
CPIJOO7067-RA > GCP]JOO7075-RA > GCPIJOO7D78-RA>
gte.m coding o protein coding - goﬁem coding
Genes
Contigs AAWUOD10107351 > l AAWUD10107371 > | 2 AAWUD10107431 >
Genes [] m [__] ] | n ] | ———
Genes » =] | ] m
< CPIJO07068-RA < CPIJOO7071-RA < CPIJOO7073-RA < CPIJ0O07077- < CPIJO0O7080-RA
protein coding protein coding protein coding Gproteln coding rotein coding
< CPIJO0O7072-RA < CPIJOD7074-RA < CPIJOO7081-RA
protein coding protein coding protein coding
%GC . PA— A~ A ! - i v
660kb 670kb 680kb 690kb 700kb 710kb 740kb
g Reverse strand 9242 kb
Gene Legend
Import / Other

B protein coding Q,Trypsin-like serine peptidase

There are currently 37 tracks turned off.
VectorBase Culex quinquefasciatus version 79.3 (Cpipj2) Supercontig supercont3.139: 654,006 - 746,422

Figura 14. Localizacdo do gene da Tripsinal de Cx. quinquefasciatus em seu supercontig. Genes de
outras tripsinas sdo encontrados no mesmo supercontig ( &), proximos ao gene da Tripsinal. Dados

extraidos utilizando a ferramente BioMart do VectorBase.
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Tabela 3. Caracterizacao in silico, das serina peptidases do tipo tripsina identificadas no intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas com

acucar
Uniprot Exon number| Paralogues number | Superconti
p Proteina Target P @ Signal P @ TMHMM @ N-Glycosylation @ O-Glycosylation @ & P g
Identificador
BOWIS4 Trypsin 1 S(0.901) 23724 (0.761) No 158-NETV (0.7243) 36-T(0.627995) / 40-S (0.689668) 1 36 3,139
BOWE94 Trypsin 2 5$(0.910) 18719 (0.818) No No No 2 36 3,94
. inside: 1-6 / Tmhelix:7-26 /
BOXCW2 T 4 S$(0.973 22723 (0.935 27-NGTQ (0.8040 N
rypsin (0973) (0.935) outside: 27-258 Q(0.8040) ° 2 36 3911
. inside: 291-293 / Tmhelix: 268-| 65-NRTV (0.6702) / 183-NVTV
BOX667 Trypsin 5 S (0.952 17718 (0.855 151-T(0.653105) / 159-S (0.523482
P (0:552) (0.855) 290/ outside: 1-267 (0.8306) ( v ( ) 3 13 3,592
BOXES8 Trypsin 7 $(0.832) 21722 (0.665) No 106-NVTF (0.6360) No 3 36 3,1053
69-NGSV (0.6998) / 75-NLSV
N
BOX870 SP24D $(0.891) 20721 (0.801) No (0.6183) No ) 24 3,664
BOW9S9 Serine protease 1/2 S (0.960) 26727 (0.750) No No 44-S(0.785129) 2 38 3,54
BOWW44 Cationic trypsin $(0.926) 20721 (0.794) No No No 3 24 3,325

@ TargetP 1.1 Server. Prediz a localizagdo sub-celular das proteinas. S = secretada. ( ) = ProbabilidadePrediction of the subcellular location of trypsin. S = secreted. The number into the parenthesis indicates the probability.

@ SignalP 4.0 Server. Prediz a presenca e localizagdo do sitio de clivagem de peptideos sinais. ( ) = Probabilidade.

(® TMHMM 2.0 Server. Prediz a hélices trans-membranas em proteinas. Tmhelix: Hélices trans-membrana.

@ NetNglyc 1.0 Server. Prediz sitios de N-Glicosilagdes baseados na presenca de sequencias motivos Asn-Xaa-Ser/Thr . ( )= ptobabilidade.

@ NetOglyc 4.0 Server. Prediz sitios de O-Glicosilagdes.

@ Anédlises com a ferramenta BioMart do VectorBase.
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Tabela 4. Peptideos proteotipicos das tripsinas identificadas por LC-MS/MS, preditos pelo software SKYLINE

Uniprot Proteina Peptideos identificados por Peptideos espécie | Peptideos Unicos Outras proteinas com o mesmo peptideo
Identificador MS/MS especificos de Tripsinas
BOWIS4 Trypsin 1 R.AAYVPAYNQNQCNSAYAR.Y SIM NAO Q1KWX6 (Trypsin-like fragment) - Cx. quinquefasciatus
R.IVGGFEISIADAPHQVSLQSR.G SIM SIM -
R.GSHICGGSIISPK.W SIM SIM -
R.NTIDYDYSLLELK.S SIM SIM -
K.WILTAAHCTDGASVSNLR.I SIM SIM -
K.HASGGSVISIK.R - - Not predicted by Skyline
BOWE94 Trypsin 2 R.DEPADESQSLVSGWGDTR.S NAO NAO Q962G7 / Q56GM3 (Trypsin) - Culex pipiens
R.LEFGHAVQPVDLVR.D NAO NAO Q962G7 / Q56GM3 (Trypsin) - Culex pipiens
R.GVLVPLVNR.E NAO NAO Q962G7 / Q56GM3 (Trypsin) - Culex pipiens
BOXCW?2 Trypsin 4 K.GCAQPDYYGVYADVEK.A SIM SIM -
K.DFDFALLR.L SIM SIM -
R.VGSSYDYQGGTVIDVAGMTIHPR.Y - - Not predicted by Skyline
BOX667 Trypsin 5 K.IIGGFPAEQGDTLHQVSIR.F SIM SIM -
K.GCGLAAYPGIYSDVAYYR.G SIM SIM -
R.GWIDSCLAGK.C SIM SIM -
BOXES8 Trypsin 7 K.DACLGDSGGPLTCSGK.V SIM SIM -
R.DYALLNLAK.S SIM SIM -
R.AVDVPIADHDR.C SIM SIM -
R.GGQLIAVTR.K - - Not predicted by Skyline
BOX870 SP24D K.LGESIEYDELSQPIALYEGDDLPK.D - - Not predicted by Skyline
BOW9S9 Serine protease 1/2 |R.TGETFVDNQATVSGFGR.T SIM NAO Cx. quinquefasciatus - Q23731 (Serine protease)
R.TVDGGPVSPTK.N SIM NAO Cx. quinquefasciatu s - Q23731 (Serine protease)
BOWW44 Cationic trypsin R.IVWHPQYAEGNLANDIAVIR.V SIM SIM -
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Identificacdo e classificagcdo funcional do perfil proteico do intestino

fémeas Cx. quinquefasciatus alimentadas com acucar

Além das peptidases identificadas por espectrometria de massas a partir das
fracbes de géis SDS-PAGE, foi possivel identificar centenas de outras proteinas.
Utilizando o software Mascot como ferramenta de busca e identificacdo das proteinas
por PSM (validado estatisticamente pelo Scaffold), foi possivel identificar 1397
proteinas distribuidas em 1090 grupos (Suplementar I). Utilizando o software COMET
(seguida da validacdo pelo SEPro), logramos identificar 1183 proteinas sendo 942
proteinas diferentes distribuidas em 1034 grupos (Suplementar Il). Os dados sao
provenientes de dois experimentos independentes provenientes de trés replicatas
bilégicas.

As proteinas identificadas pelo Mascot foram analisadas utilizando a ferramenta
do BioMart disponivel no VectorBase. Foi possivel acessar a ontologia genica das
proteinas identificadas de acordo com os termos anotados para cada proteina
depositadas no UNIPROT. Foram observadas 201, 313 e 81 diferentes termos de
processos biolégicos, funcbes moleculares e componentes celulares,
respectivamente. Com relacdo aos componentes celulares assinados, o termo
intracelular (47) foi o mais observado, seguido de ribossomo (41), citoplasma (37),
membrana (32), componente integral de membrana (18), nucleo (16), complexo do
proteosoma (12), nucleosoma (10) (Figura 15 A). Os processos bioldgicos mais
comuns desempenhados pelas proteinas identificadas no intestino sdo: processo de
oxidacdo-reducéao (123), processos metabdlicos (91), traducéo (43), protedlises (43),
processos metabdlicos de carboidratos (24), dobramento de proteinas (24),
homeostase do redox celular (14), transporte intracelular de proteinas (13), protedlises
em processos catabolicos de proteinas (12), processo glicolitico (10), montagem de
nucleossomo (10), transporte (10), transporte de prétons acoplado a sintese de ATP

(10) e transporte de protons acoplado a hidrélise de ATP (10) (Figura 15 B).
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(A)

(B)

Fl

M Proteosomo sub unidade a - 5

M Complexo ATPase dominio catalitico - 5
¥ Subunidade pequena do Ribossomo- 6
B Membrana mitocondrial externa - 8

M Reticulo endoplasmatico - 8

I Nucleossomo - 10

B Proteosomo - 12

W Nducleo - 16

B Componente integral de membrana - 18
B Membrana - 32

B Citoplasma - 37

B Ribossomo - 41

M Intracelular - 47

Transporte de membrana - 6

Ciclo do acido tricarboxilico - 7
Adesdo celular -7

Processos metabdlicos celulares de proteinas - 7
Enlogagdo da tradugdo - 8
Aminoacilacdo tRNA para tradugdo - 8
Ubiquitinacdo - 9

Processo glicolitico - 10

Montagem nucleosomo - 10
Transporte - 10

Sintese de ATP - 10

Hidrdlise de ATP - 10

Protedlises catabdlicas - 12
Transporte intracelular de proteinas - 13
Homeostase - 14

Metabolismo de carboidratos - 24
Dobramento de proteinas - 24
Traducdo - 43

Protedlise - 43

Processo metabdlico - 91
Oxidagdo-redugdo - 123

(B). Processo celular.

Figura 15. Ontologia génica das proteinas totais de intestino de Cx. quinquefasciatus identificadas
por espectrometria de massas. As ontologias foram acessadas através da ferramenta BioMart do
VectorBase e o hits correspondentes para cada proteina foram contados. (A). Componente celular.

Em relacdo as funcdes moleculares, as mais encontradas foram: atividade

catalitica (112), ligacdo em proteinas (94), atividade de oxiredutase (86), ligacdo em
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ATP (59), constituintes estruturais dos ribossomos (45), ligacdo ao acido nucléico (32),
ligacdo ao nucleotideo (31), ligacao a ions de ferro (27), ligacdo a ions de célcio (27),
ligacdo a ions de zinco (27), ligacédo a ion metalico (23), atividade de hidrolase (22),
ligacdo ao RNA (21), ligacdo (20) (Figura 16 A). Por fim, 168 proteinas ndo possuiram
informacdes anotadas a respeito de suas ontologias genicas.

A exploracdo da ontologia génica de todas as proteinas identificadas ao mesmo
tempo representa uma visao holistica dos papéis desempenhado pelas proteinas nos
processos fisioldgicos que ocorrem no intestino. Entretanto, quando analisamos essas
proteinas apds uma pré-selecdo quanto as caracteristicas especificas como, por
exemplo, presenca dominios de peptideos sinais, podemos entender com mais

clareza o papel das proteinas identificadas (Figural6 B).
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(A) M Ligagdo - 20
M Ligacdo dinucleotideos - 20

I Ligagao RNA - 21

M Hidrolases - 22

W Ligacdo Metal - 21

I Ligacdo Heme - 25
, B Ligac5o ion Ferro - 27
‘ M Ligac3o ion Célcio - 27
\ M Ligagdo fon Zinco - 27

M Ligagdo nucleotideos - 31

M Ligagdo acidos nucléicos - 32

M Ligacgao estrutural Ribossoma - 45

M Ligagdo ATP - 59

M Ligacdo oxido-redutase - 86
Ligagdo proteina - 94
M Atividade catalitica - 112

(B) P .
M Ligacdo lon Calcio - 4

M Atividade de Hidrolases - 4

M Ligagdo fon Zinco - 5

M Ligacdo Cation-5

| Processo Metabdlico - 6

" Membrana -7

B Reticulo endoplasméatico - 7

W Cel-redox Homeostase - 8

M Metabolismo de carboidratos - 10
B Atividade do tipo serina endopeptidase - 11
B Ligacdo proteina - 11

M Atividade catalitica - 22

I Protedlise - 23

Figura 16. Ontologia génica das proteinas totais de intestino de Cx. quinquefasciatus
identificadas por espectrometria de massas. As ontologias foram acessadas através da
ferramenta BioMart do VectorBase e o hits correspondentes para cada proteina foram
contados. (A). Funcado molecular. (B). As proteinas foram previamentes separadas de acordo
com a predigcéo de peptideo sinal e a fungéo molecular das proteinas preditas como secretadas

foram assinadas.

Grupo de proteinas com func¢des fisioldgicas importantes

Além das andlises de ontologia génica das proteinas totais, as analises foram

direcionadas para alguns grupos de proteinas historicamente importantes em
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mosquitos. As proteinas foram selecionadas com base em estudos relacionados nao
s6 com paralogos em Cx. quinquefasciatus, mas também por ortélogos, em outras
espécies de mosquitos. Dentre todas as proteinas identificadas, lougrou-se identificar
outras enzimas relacionadas com protedlises e inibidores de SPs, enzimas
relacionadas com a digestdo de carboidratos, proteinas envolvidas no processo de
detoxificac&o e resisténcia a inseticidas, proteinas relacionadas com resposta imune
e de ligacao a toxina do Bacillus thuringiensis, um inseticida amplamente empregado

no controle de pré-imaginais de mosquitos (Anexo I).

Enzimas proteoliticas

Além das tripsinas descritas anteriormente, outras enzimas proteoliticas foram
identificadas nesse estudo. ldentificou-se trés diferentes quimiotripsinas (BOW653,
BOW174, BOWH74), cinco aminopeptidases (BOWS64, BOXAQ5, BOWG6NS,
BOWHA45, BOX730), cinco carboxipeptidases (BOWS12, BOW4H6, BOXCT6, BOWTW4,
BOWNRG6), duas dipeptidases (BOWDL4, B0X281), quatro metalo peptidases
(BOW1Y3, BOW1Y6, BOWH17, BOW1Y?2), duas catepsinas (BOWI10, BOW0OV3), e uma
Lipase (BOWDK®).

Inibidores de serina peptidases

Foram identificados dois inibidores de seriana peptidases. Uma serpina
(BOWQ11) e uma Alaserpina (B0X529).

Glicosidases

As enzimas responsaveis pela digestdo de carbotidatos sdo também
importantes para garantir um bom fitiness aos mosquitos. Com relagéo as glicosidases
foram identificadas: quatro alpha-glicosidases (BOXJR7, BOXAAl, BOXBNS3,
BOWSO02), uma Glicosidase 2 subunidades beta (BOWS45), uma neutral alfa-
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glicosidase AB (BOWQR9), uma oligo-1,6-glicosidase (BOWFP7) e duas alfa-amilases
(BOXGHO, BOXJRS).

Detoxificacdo e resisténcia a inseticidas

Neste trabalho foi identificado por espectrometria de massas 17 proteinas da
familia do Citocromo P450 (BOXJT6, BOWRUZ2, BOVZI7, BOXCAL, BOWTSS, BOWTS9,
BOW673, BOX581, BOW6Y, BOWTQ1l, BOWTP9, BOXJY3, BOWTS7, BOWFBY9,
BOWFC1, BOWTS5, BOWTS3).

Foram identificadas proteinas da familia das Glutationa s-transferases,
conhecidas por causarem resisténcia em mosquitos. Foram identificadas quatro
glutationa-s-transferase theta (BOXGK3, BOW6C9, BOXGJ5, BOX3C8), trés glutationa
s-transferase (BOWFX0, BOVZ90, BOWG6C9), duas glutationa S-transferase 1
(BOXAJO, BOW6C3), duas glutationas S-transferase 1 microsomal (BOXG85,
BOXG85), trés glutationas transferases (C4B4V7, C4B4V8, BOWFX0), uma glutationa
S-transferase 1-6 (BOW6BO0) e uma glutationa sintetase (BOWSC1).

Foram identificadas também enzimas candidatas a participarem de processos
de detoxificagdo como as carboxilesterase-6 (BOWIH9), proteina palmitoil tioesterase
1 (BOW1X8), esterase All (A5Y5K2), ubiquitina thioesterase OTUB1 (BOW5S7),
esterase A4-B4 (R9RIGS) e esterase B1 (EST1).

Interacédo parasito/vetor

Dentre as proteinas que participam da interacdo parasito/vetor foram
identificadas varias familias de proteinas conhecidas como reconhecedoras de
padrdes. Dentre elas, foram identificadas: reconhecedoras de paddes do tipo lectina
(CTLs, C-Type Lectins), PRGP (proteina reconhecedora de peptideoglicanos), GNBP
(proteina de ligagdo gram negativa), GALE (lectinas ligandoras a galactosideos),
LRRD (dominios repetidos ricos em leucina) e FBN (imunolectinas com dominio tipo

fibrinogénio).
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Identificamos neste trabalho moléculas do tipo lectina, lectina salivar tipo C
(BOWID9, BOWIF2, BOWIE3, BOWID7), lectina ligadora a manose ER (BOXG12) e
galectinas (BOXEF4, BOW0J6, BOX1F3).

Arginine kinase (BOWLSO0) promove o desenvolvimento F-actin capping protein
(BOWTE9), NADPH--cytochrome P450 reductase (B0X829), Glutathione-s-
transferase theta (BOXGJ5, BOXGK3, BOX3C8), Enolase BOW1N4, Leucine-rich
transmembrane proein (BOWPC7, BOX0G6), Signal recognition particle subunit
SRP68 (BOWMF9).

Atividade proteolitica em intestino de fémeas de An. albitarsis s.s

alimentadas com acucar

Curso temporal

Para verificar a influéncia do tempo de reacéo sobre as atividades proteoliticas
de intestino de fémeas de An. albitarsis alimentadas com acgucar, os géis foram
incubados por 0.5, 1, 2 e 4 horas em tampao de reacéo Tris-HCl a pH 7,5 e 37 °C
(Figura 17). A intensidade das atividades proteoliticas aumentou progressivamente
até 4 horas. Entretanto, no tempo de 4 horas a atividade foi demasiada e degradou o
substrato de tal forma que impediu a visualizacédo precisa dos halos de atividade. Em
2 horas de reacdo, foi observado um perfil proteolitico com bandas principais migrando
entre 24 e 100 kDa, aproximadamente. Assim, o tempo de reacdo enzimatica de 2
horas foi escolhido para os ensaios subsequentes das amostras de intestino de An.

albitarsis fémeas.

55



Resultados

4h

225
150

102
76

52

— 38
'_ 31
24

Figura 17. Curso temporal das atividades proteoliticas exibidas pelo intestino de fémeas de

0.5 1h 2h

pH 7.5

An. albitarsis alimentadas com acgucar. Atividades proteoliticas foram avaliadas apés 0.5, 1,
2 e 4 horas de incubacdo em tampdao de Tris-HCI 0.1 M com pH 7,5. Os numeros a direita

indicam as massas moleculares aparentes das peptidases, expressas em kDa.

Influéncia do pH

Semelhante ao que foi feito com as amostras de fémeas de Cx.
quinquefasciatus, as atividades proteoliticas de fémeas de An. albitarsis foram
caracterizadas utilizando enzimografia em gel copolimerizado com gelatina e
substrato sintético fluorogénico em solucéo. Para determinar a influéncia exercida pelo
pH sobre as atividades proteoliticas, os géis foram incubados por 2 horas em tampdes
de reacdo de pH 3,5; 5,5; 7,5 e 10. As atividades enzimaticas foram mais intencas em
pH 10 (Figura 18 A). Porém, a alta atividade enzimatica em pH 10 dificultou a
visualizagédo das bandas de atividade com nitidez. Em pH 3,5 e 5,5 nenhuma banda
pode ser observada com clareza. O perfil proteolitico foi melhor resolvido em pH 7.5,
no qual visualizou-se bandas migrando entre 24 e 100 kDa, aproximadamente.
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A atividade de intestino de fémeas foi analisada utilizando o substrato
fluorogénico Z-phe-arg-MCA (Figura 18 B). Tendo em vista que a alta atividade
proteolitica de intestino de An. albitarsis, o extrato proteico foi diluido dez vezes para
0s ensaios em solucgéo, diferentemente das outras amostras de Cx. quinquefasciatus
e Ae. aegypti alimentadas com agucar. Assim, o equivalente 1/100 de intestino foi
incubado em tampédo acetato de sodio (pH 3,5 e 5,5) e Tris-HCI (pH 7,5 e 10),
contendo 100 pM do substrato. Em pH 3,5 e 5,5 a atividade foi reduzida e aumentou
progressivamente até pH 10. Em pH 10 a cinética de hidrolise do substrato atingiu o
platd em menos de 15 minutos e se manteve até os 45 minutos de reacdo. Em pH 7,5

a atividade atingiu o platé com aproximadamente 40 min. de reacdao.
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Figura 18. Efeito do pH sobre as atividades proteoliticas de extratos proteicos de intestinos de
fémeas de An. albitarsis alimentadas com acucar. (A). A influéncia do pH foi avaliada através da
incubacao dos géis de enzimografia a 37°C por 2 horas em tampao de acetato de sédio (pH 3,5 e
5,5) e em tampéao Tris-HCI (pH 7,5 e 10,0). Os numeros a direita indicam as massas moleculares
aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Os ensaios em solucao foram realizados com
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampé&o acetato de sodio (pH 3,5 e 5,5) e tamp&o Tris-
HCI (pH 7,5 e 10,0).
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Efeito dos inibidores

O perfil enzimético exibido pelo intestino de fémeas foi fortemente inibido por 1
mM PMSF e 100 uM TLCK em géis incubados por 12 horas em tampé&o de reagao
Tris-HCI pH 7,5 (Figura 8). No entanto, as atividades proteoliticas ndo foram afetadas
por 100 uM TPCK. O perfil proteolitico do intestino n&o foi afetado por: de 20 uM E-
64; 10 uM pepstatina A; e 10 mM 1,10-fenantrolina (dados néo apresentados).

A atividade de intestino de fémeas foi analisada utilizando o substrato
fluorogénico Z-phe-arg-MCA (Figura 19). A amostra foi incubada em tampéao Tris-HCI
pH 7,5 contendo 100 uM do substrato, na auséncia (controle) ou presenca de
inibidores 1 mM PMSF, 100 uM TLCK, 100 uM TPCK, 20 uM E64. Foi possivel verificar
que tanto o PMSF quanto o TLCK inibem a atividade das peptidases presentes no
intestino, corroborando o observado no ensaio enzimografico em gel e indicando que

o perfil proteolitico dessa espécie € composto por serina peptidases do tipo tripsina.
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Figura 19. Efeito dos inibidores de peptidases no perfil proteolitico de extrato do intestino médio de
fémeas de An. albitarsis alimentadas com acucar. (A). As amostras foram pré-incubadas por 30 min
na presenca de cada um dos seguintes inibidores: 1 mM de PMSF;100 yM de TPCK e 100 uM de
TLCK. As atividades proteoliticas foram detectadas ap6s incubacado dos géis por 2 horas a 37°C em
tampdo Tris HCI com pH 7,5. O controle foi processado sob as mesmas condi¢cdes na auséncia dos
inibidores. Os numeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes das peptidases,
expressas em kDa. (B). Os ensaios em solugéo foram realizados com substrato fluorogénico Z-Phe-
Arg-MCA em tampao de Tris-HCI 100 mM com pH 7,5, na auséncia (controle) ou na presenca de 1
mM de PMSF, 100 uM de TLCK, 20 uM E- 64 ou 100 uM de TPCK.
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Atividade proteolitica em intestinos de machos de An. albitarsis s.s

alimentados com acucar

Assim como ocorrido para as amostras de intestino das fémeas o perfil
enzimatico exibido pelo intestino de machos foi fortemente inibido por 1 mM PMSF e
100 uM TLCK em géis incubados por 12 horas em tampao de reagéo pH 7,5 (Figura
20). No entanto, as atividades proteoliticas ndo foram afetadas por 100 uM TPCK, 20
MM E-64. O perfil proteolitico nao foi afetado por 10 uM pepstatina A e 10 mM 1,10-

fenantrolina (dados ndo apresentados).

w

8

w
-

N

4

Figura 20. Efeito dos inibidores de peptidases sobre o perfil proteolitico de intestino de
machos de An. albitarsis alimentados com aclcar. As amostras foram pré-incubadas por 30
min na presencga de cada um dos seguintes inibidores: 1 mM de PMSF; 100 uM de TPCK e
100 uM de TLCK. As atividades proteoliticas foram detectadas apds incubagcao dos géis por
12 horas a 37°C em tampéo Tris-HCI (pH 7,5). O controle foi processado sob as mesmas
condi¢Bes, mas na auséncia dos inibidores. Os nimeros a esquerda indicam as massas

moleculares aparentes das peptidases, expressas em kDa.
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Peptidases identificadas por espectrometria de massas

Assim como realizado com as amostras proteicas de intestino de Cx.
quinquefasciatus, os extratos de intestinos de An. albitarsis fo aplicados em gel de
SDS-PAGE e apés a coloracao, o gel foi dividido em 24 fracdes e as proteinas
digeridas por tripsinas e analizadas em espectrometro. Utilizando dois motores de
busca independentes: Mascot (seguida da validacdo pelo Scaffold) e o COMET
(seguida de validacéo pelo SEPro), foram identificadas sete serina peptidases do tipo
tripsina constitutivamente expressas no intestino de fémeas alimentadas com acucar
(Tabela 5). Adicionalmente, uma proteina desconhecida, que possui em sua
sequéncia caracteristicas de serina peptidases, foi exclusivamente identificada pelo
Mascot com cinco diferentes peptideos, dentre eles, um considerado peptideo Unico
(Tabela 5, E3XCU3, em cinza). Além disso, duas outras serina peptidases foram
identificadas exclusivamente pelo COMET. A SPtrip TLE9KO foi identificada com trés
peptideos Unicos. A Sptrip W5JUGS9 foi identificada com quatro peptideos, sendo um

deles considerado unico (Tabela 5).

Identificacao e classificacdo funcional do perfil proteico do intestino

fémeas An. albitarsis s.s alimentadas com acucar

Em An. albitarsis foram identificadas 916 proteinas distribuidas em 748 grupos
sendo 554 proteinas unicas, utilizando o COMET como ferramenta de busca. Através
da ferramenta GO explorer disponivel no PATTERNLAB, as proteinas foram
classificadas de acordo com seu componente celular, processo biologico e fungao
molecular, segundo os termos de ontologias génicas depositados para cada proteina
na base de dados UNIPROT (Suplementar 3). (Figuras 21 e 22).
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M Celular - 36,95%

M Complexo macromolecular — 23,09%
I Organela — 15,26%

" Parte organela — 12,45%

M Parte membrana — 8,94%

W Membrana - 2,61%

W Virion —0,40%

M Regido parte extracelular — 0,30%
(8) ' ‘l

Figura 21.Classificacao funcional das proteinas identificadas em intestno de fémeas de An.

m Celular —31,9%
Metabdlico — 30,4%
Organismo Unico — 18,4%

Regulacdo biolégica—7,1%

Biogéneses e organizacao celular —4,7%
Resposta a estimulo—7,1%

|

L

o

® | ocalizagdo —5,9%
o

o

m Adesdo - 0,8%

albitarsis segundo o Gene Ontology. (A). Componente celular. (B). Processo bioldgico. As

ontologias foram acessadas utilizando a ferramenta de GO explorer do PATTERNLAB.
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= Catalitica — 46,6%

m Ligacdo —42,5%

w Transporte — 5,9%

0 Estrutural - 1,9%

® Transdugdo — 0,9%
= Regulagdo - 0,9%
I Antioxidante —0,8%

(A)

(B)

= Compostos organicos ciclicos — 33,6% = Hidrolase — 40,9%

m Compostos heterociclicos —30,9% m Oxido-redutase —27,2%
= Moléculas pequenas — 11,8% w Transferase — 19,1%

= Derivados de carboidratos — 5,7% i Ligase = 5,0%

= Cofatores — 2,0% = |somerase —4,7%

m Complexos macromoleculares — 1,0% w Liase —2,8%

m Compostos sulfurados — 0,6%

Figura 22. Classificacao funcional das proteinas identificadas em intestno de fémeas de An.
albitarsis segundo o Gene Ontology. (A). Fungdo molecular. As proteinas envolvidas na
fungc&o molecular de ligagéo e catalitica foram separadas em (B). Ligacéo e (C). Catalitica. As
ontologias foram acessadas utilizando a ferramenta de GO explorer do PATTERNLAB.
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Tabela 5. Serina peptidases do tipo tripsina, identificadas por LC-MS/MS, em intestino de fémeas de An

Massa Mascot Mascot Mascot Mascot lon COMET COMET COMET
Identificador Uniprot Molecular Pe’ptideo Espectros Cobertura Peptideo Identificado pelo MASCOT score Peptideo Identificado pelo COMET PePtideo Espectros Cobertura
Unico Totais % Unico Totais %
T1DNO8_ANOAQ 29,5 kDa 7 68 40 7 104 46
(K)AQSVDLPEQNEPVEDATLCcK(V) 25,8 (K)AQSVDLPEQNEPVEDATLCK(V)
(K)DAcQGDSGGPLYANQK(L) 69,52 (K)DACQGDSGGPLYANQK(L)
(K)VSGWGNTQNWSESTK(L) 52,4 (K)VSGWGNTQNWSESTK(L)
(K)WVLTAAHCTAGASPSSLAVR(Y) 48,07 (K)WVLTAAHCTAGASPSSLAVR(Y)
(R)IVGGFAIDISEAPYQVSLQHR(G) 93,34 (R)IVGGFAIDISEAPYQVSLQHR(G)
(R)GSHNCGGSIIASK(W) 78,33 (R)GSHNCGGSIIASK(W)
(R)YVSGGNR(!) 76,02 (K)YDGSTISYDFSLLELEEAIHFSDK(A)
T1E7R5_ANOAQ 27,4 kDa 1 30 17 1 22 13
(R)EVVLSGWGLQK(D) 72.76 (R)EVVLSGWGLQK(D)
(R)VVLVSER(F) 44.82 (R)VVLVSER(F)
(K)YNPIFVR(N) 30.04 (K)YNPIFVR(N)
(R)LTIHLPGGK(R) 30.3 (R)LTIHLPGGK(R)
(K)LGQFPYQAR(L) 50.48
T1DJF4_ANOAQ 33,7 kDa 4 65 22 2 85 11
(R)AIELQHEDDTGPEEDEQAMVSGWGATK(D) 73,71  (R)AIELQHEDDTGPEEDEQAMVSGWGATK(D)
(R)NRGDDIHR(S) 38,62 (R)NRGDDIHR(S)
(R)FDcGGSIISPNWILTAAHCTHGIPSR(E) 14,99 (R)AIELQHEDDTGPEEDEQAMVSGWGATK(D)
(K)DRYTSNR(V) 21,11
T1DRW4_ANOAQ 30,7 kDa 2 10 10 3 11 13
(R)SDHSDFAGLQGIASGFGR(T) 50.3 (R)SDHSDFAGLQGIASGFGR(T)
(R)LPIPAVFNDR(V) 47.8 (R)LPIPAVFNDR(V)
(R)VQPIALPAR(S)
T1DEY9_ANOAQ 30,1kDa 2 6 13 2 12 13
(R)IVGGFAIDISEAPYQVSLQR(F) 48.04 (R)IVGGFAIDISEAPYQVSLQR(F)
(K)YNGNTISYDFSLLQLK(Q) 82.57 (K)YNGNTISYDFSLLQLK(Q)
T1DEQ6_ANOAQ 30,9 kDa 2 18 10 2 18 10
(R)GHIcGGSLIGAK(L) 48.55 (R)GHICGGSLIGAK(L)
(K)DScQGDSGGPLVCEGR(L) 60.96 (K)DSCQGDSGGPLVCEGR(L)
T1DSH5_ANOAQ 33,3kDa 1 12 5 1 13 5
(R)TAEVPAGSEVIISGWGR(!) 89.8 (R)TAEVPAGSEVIISGWGR(!)
T1E9KS_ANOAQ 28,8 kDa = = = = 8 91 16
= = (R)VSSFIDWINDK(L)
= = (R)AIVEFIVHEGYSGGIGPNDIAVFR(V)
- = (R)VDRPFHLNR(N)
W5JUGS_ANODA 27,4 kDa = = = = 1 20 12
= = (R)LTIHLPGGK(R)
= = (K)VISNSECAK(T)
= = (K)YNPIFVR(N)
= = (R)VVLVSER(F)
E3XCU3_ANODA 27,4 kDa 1 27 16 = = =
(K)LGQFPYQAR(L) 50.5
(R)LTIHLPGGK(R) 30.3 =
(R)VVLVSER(F) 44.8 =
(K)YNPIFVR(N) 30.0 =
(K)VISNSECAK(T) 38.5 o

Resultados

. albitarsis s.s alimentadas com acucar
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Caracterizacdo e comparacao do perfil proteolitico do intestino de fémeas

de Ae. aegypti alimentadas com acucar e sangue

Curso temporal de fémeas alimentadas com acucar

Para verificar a influéncia do tempo de reacéo sobre as atividades proteoliticas
de intestino de fémeas de Ae. aegypti alimentadas com acucar, os géis foram
incubados por 2, 4, 6, 12 e 24 horas em tampao de reacao pH 7,5 a 37 °C (Figura 23).
A intensidade das atividades proteoliticas aumentou progressivamente até 24 horas.
Em 24 horas de reacéo a intensa atividade enzimatica levou a uma sobreposicdo das
bandas, ndo sendo possivel resolver o perfil. Em 12 horas de reacao, foi observado
um perfil proteolitico composto de 8 bandas principais variando entre 24 e 76 kDa.
Tendo em vista que o tempo de reacdo enziméatica de 12 horas foi o que melhor
resolveu o perfil proteolitico, este foi entdo escolhido para os ensaios subsequentes

das amostras de intestino de fémeas de Ae. aegypti alimentadas com acucar.

2h 4h 6h 12h 24h

225

150 Figura 23. Curso temporal das atividades

102
proteoliticas exibidas pelo intestino de

" fémeas de Ae. aegypti alimentadas com
52 acucar. Atividades proteoliticas foram
avaliadas apés 2, 4, 6, 12 e 24 horas de
38 incubacdo em tampéo de Tris-HCI 0.1 M (pH
7,5). Os numeros a direita indicam as
! massas moleculares aparentes das

2 peptidases, expressas em kDa.
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Influéncia do pH na atividade proteolitica de fémeas alimentadas com

acucar

A influencia do pH na atividade enzimatica foi avaliada em enzimografia em gel
e em solucdo. Os géis foram incubados por 12 horas em tampdes de reacdo acetato
de sédio 0,1M (pH 3,5; 5,5) e Tris-HCI 0,1M (7,5 e 10). As atividades enzimaticas
foram fracamente detectadas em pH 3,5 e 5,5, aumentando progressivamente até pH
10 (Figura 24 A). Em pH 3,5 néo se observou atividade significativa e algumas bandas
de atividade proteolitica observadas em pH 5,5 foram menos intensas quando
comparadas com as atividades obtidas em pH 7,5 e 10. Em pH 10, a intensa atividade
dos halos proteoliticos dificultou a visualizacdo do perfil. Dessa forma, o perfil
proteolitico foi melhor resolvido em pH 7.5, no qual visualiza-se bandas migrando
entre 17 e 76 kDa, aproximadamente.

A atividade de intestino de fémeas foi analisada utilizando o substrato
fluorogénico Z-phe-arg-MCA (Figura 24 B). Extrato proteico equivalentes a 1/10 de
intestino foi incubado em tampéo acetato de sodio (pH 3,5 e 5,5) e Tris-HCI (pH 7.5 e
10), contendo 100 yM do substrato. A atividade de intestino de fémeas aumentou
progressivamente até pH 10. Em pH 10, a cinética de hidrélise do substrato atingiu o
platd em menos de 15 minutos e se manteve até os 45 minutos de reacdo. Em pH 7,5

a atividade atingiu o platé com aproximadamente 40 minutos de reacao.
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Figura 24. Efeito do pH sobre as atividades proteoliticas de extratos de intestinos de fémeas
de Ae. aegypti alimentadas com agucar. (A). A influéncia do pH foi avaliada através da
incubacado dos extratos de proteina a 37°C por 12 horas em tampéao de acetato de sodio (pH
3,5 e 5,5) e tampao Tris-HCI (pH 7,5 e 10,0). Os numeros a direita indicam as massas
moleculares aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Os ensaios em solugcéo foram
realizados com substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampéao de acetato de sédio com

pH 3,5 e 5,5 e com tampao Tris-HCI com pH 7,5 e 10,0.

Efeito dos inibidores sobre a atividade proteolitica de intestino de fémeas

alimentadas com acucar

Semelhante ao ocorrido com as duas outras espécies de mosquitos analisadas
neste trabalho, o perfil proteolitico exibido pelo intestino de fémeas Ae. aegypti foram
fortemente inibidos por 1 mM PMSF e 100 uM TLCK em géis incubados por 12 horas
em tampao de reacado Tris-HCI pH 7,5 (Figura 25). No entanto, as atividades
proteoliticas ndo foram afetadas por 100 uM TPCK e 20 uM E-64. As atividades
enzimaticas néo foram afetadas por 10 uM pepstatina A, e 10 mM 1,10-fenantrolina
(dados nédo apresentados).

Em relacdo aos ensaios em solucao, os extratos de intestino foram incubados
em tampdéo Tris-HCI pH 7.5 contendo 100 pM do substrato fluorogénico Z-phe-arg-
MCA (Figura 25 B), na auséncia (controle) ou presenca de inibidores 1 mM PMSF,
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100 yM TLCK, 100 uM TPCK, 20 uM E-64. Foi possivel verificar que tanto o PMSF
quanto o TLCK inibem a atividade das peptidases presentes no intestino,
corroborando os ensaios de enzimografia em gel e indicando que as atividades

proteoliticas sdo de serina proteases do tipo tripsina.
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Figura 25. Efeito dos inibidores de peptidases no perfil proteolitico de intestino médio de fémeas
de Ae. aegypti alimentados com agucar. (A). As amostras foram pré-incubadas por 30 min na
presenca de cada um dos seguintes inibidores: 1 mM de PMSF; 100 uM de TPCK, 100 uM de
TLCK e 20uM de E-64. As atividades proteoliticas foram detectadas ap6s incubacéo dos géis por
12 horas a 37°C em tampao Tris HCI com pH 7,5. O controle foi processado sob as mesmas
condi¢Bes na auséncia dos inibidores. Os nimeros a esquerda indicam as massas moleculares
aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Os ensaios em solucéo foram realizados com
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampé&o de Tris-HCI 100 mM com pH 7,5, na auséncia
(controle) ou na presenca de 1 mM de PMSF, 100 uM de TLCK, 20 pM E- 64 ou 100 pM de TPCK.

Atividades proteoliticas em intestinos de machos de Ae. aegypti

O perfil enzimatico exibido pelo intestino de machos de Ae. aegypti foram
fortemente inibidos por 1 mM PMSF e 100 uM TLCK em géis incubados por 24 horas
em tampao de reacado Tris-HCI pH 7,5 (Figura 26). No entanto, as atividades
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proteoliticas ndo foram afetadas por 100 yM TPCK ou 20 uyM E-64. A atividade
proteolitica também né&o foi afetada por 10 uM pepstatina A, e 10 mM 1,10-fenantrolina

(dados nédo apresentados).

Figura 26. Efeito dos inibidores de peptidases no perfil
proteolitico de intestino de machos de Ae. aegypti
alimentados com acucar. As amostras foram pré-
incubadas por 30 min na presenga de cada um dos
seguintes inibidores: 1 mM de PMSF; 100 uM de TPCK,
100 uyM de TLCK e 20 uM de E-64. As atividades
proteoliticas foram detectadas ap6s incubacgéo dos géis
por 12 horas a 37°C em tampé&o Tris HCl com pH 7,5. O
controle foi processado sob as mesmas condigdes na
auséncia dos inibidores. Os numeros a esquerda

indicam as massas moleculares aparentes das

peptidases, expressas em kDa.

Curso temporal de fémeas de Ae. aegypti alimentadas com sangue

Neste ensaio foram comparadas as atividades proteoliticas de intestinos de
fémeas alimentadas com acgucar e com sangue. As fémeas dos mosquitos foram
alimentadas com sangue e os intestinos foram extraidos em diferentes tempos apés
a alimentacao (0,5; 4; 9; 14; 21, 24; 36; 48; 60 e 72 horas). Para verificar a influéncia
do tempo de reacdo sobre as atividades proteoliticas de intestino de fémeas de Ae.
aegypti alimentadas com sangue os géis foram incubados por 2 e 12 horas em tampé&o
de reacéo Tris-HCI pH 7,5 a 37 °C (Figura 27). Foi usado como controle o extrato de
intestino de fémeas alimentadas com acucar, cujo perfil proteolitico s6 pode ser
resolvido com 12 horas de reagéo (Figura 27 A). Com relacdo ao tempo de reacao,
observou-se que o tempo de 12 horas (antes requerido para a resolucéo ideal do perfil
de fémeas alimentadas com acucar) foi excessivamente alto, e as enzimas

consumiram todo o substrato do gel (Dados n&o apresentados). Desta forma, o curso
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temporal foi refeito e estabeleceu-se o tempo de 2 horas para os ensaios com as
amostras de intestino de fémeas alimentadas com sangue. Entretanto, com o tempo
de reacdo enzimatica de 2 horas, nao foi possivel detectar atividade enzimética nas
amostras de intestino extraidos nos tempos iniciais da digestéo (0.5, 4 e 9 horas PAS).
Com o intuito de verificar se a alimentagcdo com sangue induz a expressao de enzimas
logo nas primeiras horas do repasto sanguineo, as amostras de 0,5, 4 e 9 horas foram
incubadas em um tempo de reagdo de 12 horas (Figura 27 A). Desta forma, foi
possivel observar nesses tempos iniciais da digestdo sanguinea uma ténue atividade
proteolitica.

No tempo de 2 horas reacao, foi possivel observar o surgimento de alguns halos
de atividades, ainda que sutis, no tempo de 14 horas PAS, os quais aumentaram até
24 horas PAS, com uma ligeira queda no tempo de 36 horas PAS (Figura 27 A). Em
seguida, ocorreu uma consideravel diminuicdo de atividade em 48horas PAS e
nenhuma atividade foi observada nos tempos de 60 e 72 horsa PAS.
Interessantemente, foi possivel observar o surgimento de halos de atividades, na
regido de 17 kDa, ndo observados nos experimentos realizados com amostras de
insetos alimentados exclusivamente com acucar. Ainda mais, apesar de ligeira
semelhancas dos halos de atividade entre algumas regifes do gel dos extratos de
intestino de fémeas alimentadas com acglcar e sangue, como por exemplo, a presenca
das bandas migrando na na regiao de 24, 31, 38 e 51 kDa, o perfil de atividade
proteolitica foi diferente quando o inseto se alimentou com sangue. Ocorreu uma
intensificacdo das bandas na regido de 31 a 38 kDa nos extratos de femeas PAS, e
alteracdo da intensidade e padrdo das bandas visualizadas na regidao de 52 kDa.
Assim, o perfil proteolitico de femeas com 24 horas PAS e com duas horas de reagdo
enzimética foi composto de 10 bandas principais variando entre 17 e 76 kDa (Figura
27 A). Finalmente, em pH 10 a atividade proteolitica de intestino de fémeas PAS, foi

intesnsificado, mas o perfil enzimatico se manteve (Figura 27 B).
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Figura 27. Perfil proteolitico de extrato de intestino de fémeas de Ae. aegypti

alimentadas com sangue e acucar. (A). Perfil da atividade proteolitica em diferentes

tempos apods alimentacdo com sangue (PAS). Os géis foram incubados a 37°C por 2

horas ou por 12 horas em tampé&o de Tris-HCI com pH 7,5. Os nimeros a direita indicam

as massas moleculares aparentes das peptidases, expressas em kDa. (B). Efeito do pH

sobre o perfil da atividade proteolitica em diferentes tempos apds alimentacdo com

sangue. Os géis foram incubados a 37°C por 2 horas em tampéao Tris-HCI pH 10,0. Os

nameros a direita indicam as massas moleculares aparentes das peptidases, expressas

em kDa.
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Efeito dos inibidores em fémeas alimentadas com sangue

A fim de verificar o efeito dos inibidores sobre as atividades proteoliticas, as
amostras foram incubadas na auséncia (controle) ou presenca dos inibidores.
Amostras equivalentes a 1/10 de intestino foram utilizadas nos experimentos de
enzimografia em gel. As atividades proteoliticas foram fortemente inibidas por 1 mM
PMSF e 100 uM TLCK em géis incubados por 2 horas em tampao de reacao Tris-Cl
pH 7,5. No entanto, as atividades proteoliticas ndo foram afetadas por 100 uM TPCK;
ou por 20 uM E-64 (Figura 28). A atividade proteolitica também néo foi afetada por 10
MM pepstatina A, e 10 mM 1,10-fenantrolina (dados néao apresentados).

Em relacdo aos ensaios com substrato sintético fluorogenico em solucéo,
amostras equivalentes a 1/100 de intestino foram incubadas em tampéao Tris-HCI pH
7.5 contendo 100 pM do substrato Z-phe-arg-MCA (Figura 29), na auséncia (controle)
ou presenca de inibidores 1 mM PMSF, 100 uM TLCK, 100 uM TPCK, 20 uM E-64.
Verificou-se que tanto o PMSF quanto o TLCK inibem a atividade das peptidases

presentes no intestino PAS, indicando que sao serina proteases do tipo tripsina.
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Figura 28. Efeito dos inibidores de peptidases sobre o perfil proteolitico de intestino de fémeas
de Ae. aegypti p6s alimentados com sangue (PAS). Intestinos de femeas alimentadas com
sangue foram isolados em diferentes tempos apods a alimentacao -14, 21, 24, 36 e 48 horas.
As amostras foram pré-incubadas por 30 min na presenca de cada um dos seguintes
inibidores: 1 mM de PMSF; 100 uM de TLCK, 20uM de E-64 e 100 uM de TPCK. As atividades
proteoliticas foram detectadas apés a incubacao do gel de enzimografia por 2 horsa a 37°C
em tampéo Tris HCI com pH 7,5. O controle foi processado sob as mesmas condi¢cées na
auséncia dos inibidores. Os niUmeros a esquerda indicam as massas moleculares aparentes

das peptidases, expressas em kDa.
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Figura 29. Andlise da atividade proteolitica de intestino de fémeas de Aedes aegypti

alimentadas com sangue. Ensaios em solucdo (A). Cinética da atividade proteolitica de

intestino utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA em tampéo de Tris-HCI com pH

7,5. (B). Ensaios de inibicdo da atividade em solugdo, utilizando o substrato fluorogénico Z-

phe-arg- MCA. As amostras foram pré-incubadas por 30 min na presenca de cada um dos
seguintes inibidores: 1 mM de PMSF; 100 uM de TLCK, 20uM de E-64 e 100 uyM de TPCK. A

atividade foi iniciada com a adicdo do substrato e interrompida ap6s 40 min. de reagdo com

a adicao solucédo de acido acético 30%.
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5. DISCUSSAO

O estudo bioquimico e funcional das peptidases digestivas de invertebrados,
como por exemplo, a caracterizacdo bioquimica das atividades proteoliticas e
compreensao da sequéncia de aminoacidos e estruturas tridimensionais, tém sido
atravancadas principalmente por: (i) baixo rendimento das purificacdes das enzimas
devido ao tamanho reduzido dos insetos; (i) baixa transcricdo, traducao e
consequentemente abundancia de algumas enzimas, dificultando a purificag&o; (iii)
dificuldade em clonar e expressar enzimas ativas utilizando bactérias. Em mosquitos,
0 recente sequenciamento genémico de algumas espécies revelou a existéncia de um
rico repertoério de serina peptidases do tipo tripsina (SPtrips), corroborando as analises
enzimaticas que indicavam as SPtrips como as principais responsaveis pela atividade
proteolitica em intestino de mosquitos (Graf e Briegel, 1989; Kalhok et al., 1993;
Barrillas-Mury e Wells, 1993; Miller et al., 1995; Barrillas-Mury et al., 1995).
Entretanto, a demonstracao de quais SPtrips sdo traduzidas em enzimas ativas é
dificil. O aprimoramento das técnicas de biologia molecular, como o PCR e RNAI, tem
possibilitado abordagens que conduzem a uma melhor compreensao do complexo
processo de expressao e sintese dessas enzimas (Lu et al., 2006; Brackney et al.,
2008; Wu et al., 2009; Isoe et al., 2009; Rascon, et al., 2011). Em mosquitos, foi
estabelecido que a expressao e sintese das SPtrips digestivas é bifasica e tem-se
procurado entender como as variadas isoformas de tripsinas atuam no intestino.
Contudo, os trabalhos recentes realizados com Aedes aegypti, lancando mao dessas
novas abordagens, mostraram que a relacao entre as isoformas de tripsinas digestivas
parece ndo ser como postulado (Lu et al., 2006; Brackney et al., 2008; Isoe et al.,
2009; Wu et al., 2009; Rascon, et al., 2011). Ainda mais, uma tripsina descrita como
a principal e mais abundante do processo digestivo de Ae. aegypti, parece ser uma
seirna colagenase e ndo uma Strip classica. Este cenario confuso mesmo quando se
trata do Aedes aegypti, mosquito cujas peptidases digestivas estdo mais bem
caracterizadas, mostra a necessidade de estudos que contemplem as peptidases. O
estudo em diferentes espécies de mosquito também pode ajudar no entendimento
acerca da natureza evolutiva destas enzimas. Assim, a utilizacado de abordagens de

alta sensibilidade, como a enzimografia e a espectrometria de massas, possibilitou a
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caracterizacdo de SPtrips ativas, bem como a identificacdo de suas sequencias e,
indiretamente, dos genes que as codificam. Foi possivel também identificar por
espectrometria de massas centenas de proteinas solUveis presentes no intestino dos
mosquitos na condicao de alimentacdo com acucar, gerando um perfil proteico que
pode servir como base de comparacado para diferentes condi¢cdes experimentais das
espécies aqui estudas.

Neste trabalho, as andlises enzimogréaficas do perfil proteolitico de intestino de
fémeas de Cx. quinquefasciatus, An. albitarsis e Ae. aegypti alimentadas
exclusivamente com solucdo 10% acucarada, revelaram a existéncia de um perfil
enzimatico reprodutivel e composto por varias bandas de peptidases ativas.
Entretanto, o numero de bandas apresentado e a velocidade de degradacdo do
substrato, foi diferente entre as espécies estudadas. O perfil proteolitico de An.
albitarsis foi completamente resolvido com 2 horas de reacdo e o das duas espécies
de Culicineos demorou 12 horas de reacao para revelar o perfil mais completo.

Os ensaios de enzimografia e em solugéo para verificar a influéncia do pH do
meio de reacdo sobre as atividades proteoliticas, mostraram baixas atividades
proteolitica em meios acidos (pHs 3,5 e 5,5), enquanto em pH alcalino (pHs 7,5 e 10)
as atividades foram maiores (Figuras 9, 17 e 23). Este alto desempenho proteolitico
em meio alcalino, quando comparado ao meio &cido, condiz com a atividade destas
enzimas no limen do intestino médio posterior dos mosquitos. E no intestino médio
posterior que a maioria das enzimas digestivas sdo secretadas, e foi observado que
em adultos de Ae. aegypti e An. Gambiae, o pH do intestino médio posterior varia de
8,5-9,5 e 8,0-9,5, respectivamente (Corena et al., 2005; Okuda, 2005).

Com respeito a sensibilidade a inibidores, a atividade proteolitica dos extratos
de intestino das trés espécies foi fortemente inibida por PMSF, um inibidor de tripsina
e quimiotripsina, bem como por TLCK, um inibidor especifico de tripsinas. Estes
resultados indicam uma presencga predominante de serina peptidases do tipo tripsina
(SPtrip) no intestino de mosquitos, os quais estdo de acordo com descri¢cdes prévias
gue relatam (usando outros métodos bioquimicos) a ocorréncia de SPtrips em
diversos mosquitos. As principais peptidases detectadas em outras espécies da
ordem Diptera também pertencem a familia das serina peptidases (Tabouret et al.,
2003; Fazito-do-Vale et al., 2007; Pires et al., 2007, Cuervo et al., 2009). A presenca

dessas enzimas em intestino de fémeas alimentadas com agucar sugere que algumas
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isoformas de peptidases sdo expressas constitutivamente, isto €, ndo é necessaria a
inducdo por um repasto sanguineo. A atividade de tripsina observada por
enzimografia, foi confirmada por ensaios em solugao utilizando substrato fluorogénico
Z-Phe-Arg-MCA, na presenca ou na auséncia de inibidores. Apesar de nao se ter
purificado e isolado as diferentes isoformas de tripsinas, o que permitiria ensaios de
cinética enzimatica mais robustos, o ensaio em solugdo corroborou os resultados
enzimograficos em gel, evidenciando a existéncia de tripsinas ativas e possibilitou
verificar as diferencas na velocidade de degradacéo do substrato fluorogénico entre
as espécies estudadas. O uso em conjunto dessas duas metodologias permitiu uma
analise quantitativa e qualitativa das atividades enzimaticas.

A expressao de peptidases em intestino de mosquitos alimentadas com acucar
pode estar relacionada com a digestdo do meconium larval/pupal, ou terem sido
induzidas pela presenca de uma pequena quantidade de bactérias comensais que
permanecem no intestino recém-formado apdés a metamorfose (Moll et al., 2001).
Adicionalmente, a presenca destas enzimas em condi¢cdes de alimentacdo com
acucar pode ser explicada pelo fato dos mosquitos anautdégenos necessitarem de uma
alimentacdo com sangue para completar seu ciclo gonotréfico. Assim, a expressao
constitutiva dessas enzimas seria uma preparacdo do intestino para uma eficiente
digestdo. De fato, genes que codificam para tripsinas séo regulados negativamente
em fémeas anautdgenas destinadas a diapausa. No fim do periodo de diapausa (apés
2-3 meses a uma temperatura de 18 °C), a expressao de serina peptidases digestivas
aumentam, preparando as fémeas para a alimentacdo sanguinea (Robich e Denlinger,
2005). Dessa forma, a expressao constitutiva dos genes de tripsinas poderia garantir
uma eficiente metamorfose e digestéo.

As atividades proteoliticas de intestino de machos e fémeas das trés espécies
estudadas apresentaram diferencas quantitativas e qualitativas intraespecificas e
interespecificas. Os resultados mostraram que as fémeas possuem um perfil com
bandas de atividade mais intensas do que os machos. O tempo de reacédo para
resolver o perfil proteolitico foi maior para os machos quando comparado com as
fémeas de uma mesma espécie. Os resultados de enzimografia indicaram que apesar
do mesmo genoma, a fémea expressa constitutivamente niveis mais altos e um perfil
mais complexo de tripsinas do que o macho. Estas observacfes podem indicar que

algumas peptidases envolvidas no processamento de proteinas do sangue sejam
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expressas constitutivamente de forma basal em fémeas e como os machos nao fazem
repasto sanguineo, ndo necessitariam sintetizar um vasto repertério de SPtrips
preparando o intestino para a digestdo de uma grande carga de proteinas.

O tempo de reacdo de 12 horas, necessario para resolver o perfil das duas
espécies de Culicineos, se mostrou consideravelmente maior do que o tempo de
reacao de 2 horas necessarios para que o perfil de atividade fosse completamente
resolvido em An. albitarsis. O tempo de reacdo enzimatica de 2 horas foi também
observado para o An. aquasalis (Dias-Lopes et al., 2015). Poratnto, trabalhos
anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo, tém revelado que o perfil proteolitico dos
imagos de distintas espécies de culicideos apresentam diferentes velocidades de
degradacéo do substrato (Borges-Veloso eta al., 2013; Saboia-Vahia eta al., 2014;
Dias-Lopes et al., 2015). No caso de An. aquasalis, as atividades sdo claramente
resolvidas no tempo de 2 horas, ao passo que em Ae. albopictus, outro culicineo, o
tempo requerido é de 12 horas, similar ao observado neste estudo com as duas outras
espécies de culicineos.

Apesar da diferenca na expressdo de serina peptidases ser notavel entre as
epécies de mosquitos avaliadas neste e em outros estudos, a cinética da digestao do
sangue tem se mostrado bastante similar. Foi observado que em An albitarsis, An.
aguasalis, An. bellator e An. homunculus apresentam um pico de atividade 12-24h
apos a alimentacdo com sangue. No tempo de 60 h ap6s o repasto sanguineo,
nenhuma atividade proteolitica foi observada nessas espécies (Chege et al., 1996).
Apesar de Anopheles albitarsis ter a maior atividade de tripsina, seguido pelo An.
aguasalis, An. bellator, e An. homunculus, o desenvolvimento ovariano nessas
espécies nao foi afetado pelas diferencas nos padrdes de atividade proteolitica,
hemolise dos eritrécitos e desenvolvimento da membrana peritrofica (Chege et al.,
1996). As diferencas observadas na intensidade das bandas proteoliticas dentro de
uma mesma familia (no presente trabalho e por outros autores), indicam que a
regulacdo e sintese das tripsinas nesses mosquitos € diferente, mas o tempo
necessario para realizar a digestdo € bastante similar. Assim, os resultados aqui
apresentados mostraram que o perfil proteolitico é espécie especifico, sugerindo que
0 processo de expressao e sintese de peptidases € diferente entre as espécies das
duas sub-familias estudadas até o presente. Além de diferencas no tempo de reacéo,

o perfil proteolitico revelado foi diferente entre as trés espécies. Este resultado mostra
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uma diferenca qualitativa e quantitativa no perfil de atividade dessas peptidases entre
as duas subfamilias de Culicideos. A diferenca na atividade proteolitica entre as
amostras extraidas de mosquitos da subfamilia Culicinae e Anophelinae pode ser dar
devido principalmente a: (i) distintas cinéticas de atividade das isoformas de enzimas
expressas pelas diferentes espécies, ou (ii) diferencas na quantidade de enzimas
transcritas e traduzidas. A existéncia de complexos mecanismos de regulacdo da
expressao das tripsinas em insetos poderia suportar estes dados (Barrillas-Mury et al.,
1991; Kalhok et al., 1993; Noriega et al., 1996; Venancio et al., 2009). Por exemplo,
em fémeas de An. gambiae da subfamilia Anophelinae, quantidades consideraveis de
RNAmM da tripsina 1 (Antrypl) e do zimogénio ficam estocadas em vesiculas de
secrecao nas células do epitélio intestinal, mesmo antes da alimentagdo com sangue.
Essas vesiculas, sao liberadas no limen do intestino médio em resposta a distenséo
do intestino apos a ingestao do alimento, independentemente de sua composi¢cao. Em
um segundo momento, os produtos da digestao proteolitica (possivelmente peptideos
ou amino@cidos livres) atuariam como sinal para a transcricdo dos RNAm presentes e
até mesmo transcricdo de genes de outras enzimas digestivas importantes na
digestao do sangue (Mdiller et al., 1993; Miiller et al., 1995; Lemos et al., 1996). Ja nas
espécies de culicineos, poucas vesiculas secretoras sao visualizadas nas condi¢des
de pré-alimentacdo e uma grande quantidade de RNAm é estocado (Hecker, 1977).
Assim, ap0s a alimentagdo, ocorre intensa atividade dos reticulos endoplasmético
rugoso devido a traducdo dos RNAmM que codificam as enzimas digestivas e as
proteinas da membrana peritrofica. Apesar das diferentes estratégias de expressao
de peptidases digestivas, a atividade dessas enzimas no intestino dos mosquitos de
ambas subfamilias parece proporcionar uma eficiente digestdo (Horler e Briegel,
1995).

A reprodutibilidade dos ensaios enzimograficos e a deteccdo da diferenca na
expressdo de isoformas, em diferentes espécies de culicideos, mostram que a
enzimografia pode ser utilizada para a designacdo de espécies, algo analogo as
técnicas de isoenzimas ja utilizadas para diferenciar complexos de espécies como o
An. albitarsis e Culex pipiens (Harbach et al., 2013). Desta forma, a partir da
padronizacdo de protocolos para analise enzimografica e demonstracdo da
estabilidade do perfil proteolitico, considerando uma mesma fase do ciclo de vida,

poderia-se discriminar grupos taxondmicos indiferencidveis por outras técnicas.
78



Discussao

Entretanto, andlises com outras espécies destes complexos, seus hibridos e demais
espécies proximas de mosquitos sdo necessarias para a comprovacgao desta hipotese.

Apesar da expressao constitutiva de SPtrip ter sido verificada em mosquitos
(Yang e Davies, 1971; Briegel e Lea, 1975; Miiller et al., 1995) muitos trabalhos néao
observaram a presenca de atividade proteolitica em intestino de mosquitos na
condicdo de alimentacdo com acucar, como o obtido no presente estudo (Berner et
al., 1983; Billingsley e Hecker, 1991: Billingsley e Rudin, 1992). Esse fato se deve
provavelmente a (i) baixa abundancia das enzimas; (i) limitagbes das técnicas
disponiveis; (iii) idade dos mosquitos utilizados nos ensaios. De fato, com relacéo a
idade dos mosquitos, a expressdo de tripsinas parece aumentar apés os adultos
emergirem das pupas, atingindo os niveis mais altos ap6s 5 dias (Lemos et al., 1996).
No presente trabalho, os insetos adultos utilizados possuiam 4-5 dias de idade, o que
pode ter possibilitado a identificacdo do perfil enzimético. O uso da enzimografia para
a deteccdo de atividade proteolitica, como levado a cabo neste trabalho, tem se
mostrado uma eficiente técnica para explorar o reportério de peptidases ativas. Apesar
dos trabalhos para caracterizar a atividade de tripsinas em intestino de varias espécies
de culicideos, a enzimografia ndo foi utilizada para a caracterizacdo bioquimica e
estudo comparativo da expressao dessas peptidases em intestino de machos e
fémeas destas espécies. Através da enzimografia é possivel: (i) avaliar a massa
molecular aparente das peptidases ativas presentes; (ii) detectar presenca de distintas
enzimas e de suas isoformas; (iii) analisar a expressao diferencial de peptidases entre
espécies, estagios evolutivos e em orgaos especificos; (iv) fazer analise quantitativa
relativa do perfil proteolitico; (v) verificar a estabilidade do perfil proteolitico, i. e,
verificar se a expressdo do perfil de peptidases de uma espécie é constitutiva
independente das condigcbes ambientais; e (vi) observar a expressao de peptidases
ativas, i. e., 0 que esta sendo realmente expresso e provavelmente funcional (Zhao e
Russell, 2003; Cuervo et al., 2008; De Jesus et al., 2009; Mesquita-Rodrigues et al.,
2011).

A presenca de um vasto repertorio de SPtrip em mosquitos tem sido
relacionada a necessidade da digestdo de uma grande quantidade de proteinas
presente no sangue. Varios dipteras hematofagos expressam uma serie de tripsinas
constitutivas e outras sdo expressas apenas apés a alimentacdo (Tabouret et al.,

2003; Fazito-do-Vale et al., 2007; Pires et al., 2007, Cuervo et al., 2009). Nos ensaios
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realizados aqui com Ae. aegypti alimentados com sangue, foi verificado que o perfil
proteolitico dessas fémeas € diferente daquelas que se alimentaram exclusivamente
com agucar. O curso temporal de atividade enzimética e os ensaios em solugédo
revelaram que a atividade enzimatica foi extremamente alta apos a alimentacdo com
sangue. O tempo de 12 horas, antes utilizado para resolver o perfil proteolitico de
fémeas alimentadas com acucar, foi muito alto para as amostras de intestino PAS,
causando a degradacéo de toda gelatina do gel. Assim, o tempo de 2 horas de reacao
foi o suficiente para resolver o perfil e observou-se que algumas bandas de atividade
proteolitica na regido de 17 kDa foram as primeiras a surgirem ap0s 14 horas PAS.
Nos tempos de PAS seguintes (21, 24 e 36 horas), surgiram as bandas de alto peso
molecular — na faixa de 31-38 kDa e as de 24 kDa. As bandas de atividade na faixa
de 17 kDa nao foram observadas em fémeas alimentadas com acgucar, sugerindo um
papel importante dessas isoformas na fase inicial da digestao sanguinea. De fato, tem
sido sugerido que as enzimas que atuam nas fases iniciais da digestdo, devem possuir
um tamanho pequeno o sufciente para atravessar os poros da membrana peritrofica
e atuarem na luz do intestino, dentro do bolo alimentar (Terra et al., 1994). Para os
ensaios em solucédo, as amostras de intestino de fémeas PAS foram diluidas dez
vezes para a realizacdo dos experimentos, visto que as atividades das amostras nao
dluidas eram téao altas que consumiam todo substrato antes que se iniciasse a leitura
no espectrofluorimetro. O uso de inibidores nos ensaios enzimograficos em gel e em
solucéo, confirmaram que as enzimas ativas sdo SPtrip. De fato, a regulacdo pos-
transcricional e pés-traducional da expresséo de peptidases tem sido bem descrita em
fémeas adultas de Ae. aegypti e An. gambie apdés ingestdo de sangue (Felix et al.,
1991; Noriega et al., 1996; Noriega e Wells, 1999). A sintese e secrec¢ao de tripsina
em adultos podem ser afetadas por fatores externos, como alimentagé&o, ou por fatores
internos, como liberacdo de hormdnios (Borovsky, 2003). Foi demonstrado em Ae.
aegypti que: (i) hormdnios secretados pelos ovarios aumentam (ecdisona) ou
diminuem (TMOF) a secrecdo de peptidases; (ii) células neurosecretoras contém
fatores que aumentam a secrecéo de tripsinas (Briegel e Lea, 1975). A decapitacao
el/ou retirada dos ovarios, logo apds a metamorfose do adulto, reduz pela metade a
sintese de tripsina, comprovando a influéncia dos hormonios sobre a taxa de sintese
dessa enzima (Graf et al., 1998). Adicionalmente, foi observado que o horménio juvenil

(HJ) regula a sintese de uma tripsina expressa em adultos denominada early trypsin
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(Noriega et al., 1996 a, Noriega et al., 1996 b; Noriega e Wells, 1999). Esta enzima &
sintetizada em baixa quantidade, aparece no intestino apés uma hora de ingestéo de
sangue e desaparece entre 6-8 horas apos. Embora a expressao natural de “early
trypsin” ndo tenha sido detectada em machos, pupas e larvas de Ae. aegypti, tem sido
demonstrado que a expressao de early trypsin pode ser induzida em pupa, na
presenca de analogos do HJ, muito embora a pupa ndo se alimente (Noriega e Wells,
1999). Em relacdo as tripsinas expressas em intestinos, em An. gambiae foram
descritos sete genes em um cluster no cromossomo 3R que codificam cinco proteinas
funcionais (Muller et al., 1995). Destas, foi verificado que as tripsinas 1 e 2 séo
induzidas pelo repasto sanguineo. Enquanto as tripsinas 3, 4 e 7 sao expressas
constitutivamente, sendo que a 3 e 7 sdo reprimidas apos o repasto sanguineo (Muller
et al.,1993; Mdller et al., 1995). Foi identificado um motivo de 12 nucleotideos
presentes em todos os promotores desses genes, designado elemento regulatério de
tripsinas putativas (PTRE, putative trypsin regulatory element). No entanto, diferencas
na regiao reguladora entre 0s genes expressos nas primeiras horas PAS e 0s que sdo
expressos tardiamente, garantem uma expressao diferenciada dos genes (Giannoni
et al., 2001). Em anofelinos neotropicais An. aquasalis, An. darlingi e An. albitarsis foi
verificada a presenca de duas tripsinas induzidas pela alimentacdo sanguinea (Caroci
et al., 2003). Apesar das SPtrip ja serem descritas como as enzimas majoritarias em
intestino de algumas espécies de mosquitos, e as condi¢des utilizadas neste estudo
serem padronizadas para a deteccao de atividade de SPtrip, ndo se pode excluir a
possibilidade de outras classes de peptidases atuarem no intestino.

O genoma de Cx. quinquefasciatus codifica para 403 putativas serina
peptidases do tipo tripsina e o genoma do Ae. aegypti codifica para 380 putativas
tripsinas. O genoma do An. albitarsis ainda néao foi sequenciado, mas o do An. gambie
possui 305 putativos genes (Wu et al., 2009). Apesar da existéncia de um variado
repertorio de genes que codificam para estas enzimas, nao se sabe ao certo, a quais
tripsinas estdo presentes em um determinado tecido e/ou em que condi¢des
fisiol6gicas sdo ativas. Utilizando a espectrometria de massas, seguida de duas
ferramentas de identificacdo, Mascot (seguido da validagao pelo Scaffold) e COMET
(seguido da validacdo pelo SEpro), foi possivel identificar diferentes tripsinas nos
extratos de intestino de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis alimentados com acucar,
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validando a observacdo de um complexo perfil proteolitico nos ensaios
enzimograficos.

Nas amostras de Cx. quinquefasciatus foi possivel identificar sete serina
peptidases do tipo tripsina, utilizando o COMET e o Mascot. Adicionalmente, uma
serina peptidase do tipo tripsina foi identificada exclusivamente pelo Mascot,
totalizando oito serina peptidases identificadas. Todas as peptidases foram
identificadas por homologia com peptidases da propria espécie Cx. quinquefasciatus,
ja que esta possui 0 genoma sequenciado. JA nas amostras de An. albitarsis, foi
possivel identificar sete SPtrip, utilizando ambas as ferramentas de identificacdo. Uma
proteina ndo caracterizada, mas com sequéncia similar a de peptidases ativas, foi
exclusivamente identificada pelo mascot; duas outras serina peptidases foram
identificadas exclusivamente pelo COMET, totalizando 10 peptidases identificadas
para esta espécie. Em An. albitarsis, cujo genoma ainda ndo € conhecido, 0s
peptideos identificados apresentaram homologia principalmente com as peptidases
de anofelinos neotropicais. Oito foram identificadas por homologia com An. aquasalis
e duas por homologia com An. darlingi. Interessantemente, as bandas de SDS-PAGE
de onde as peptidases foram extraidas e identificadas por MS/MS, coincidem com as
regides dos halos de atividade dos ensaios de enzimografia. Por exemplo, em Cx.
quinquefasciatus a maioria das peptidases identificadas por MS/MS em bandas
eletroforéticas SDS-PAGE migrando de 25-40 kDa, com excessdo da Tripsina5 e
Tripsina7 que foram as Unicas encontradas nas regibes de alta massa molecular
(acima de 100 kDa). Estas duas enzimas exibem sitios preditos de N-glicosilacdes, e
a Tripsina5 também apresenta sitios preditos para O-glicosilagbes e dominios
transmembrana. Estas caracteristicas poderiam alterar o padrdo de migracdo das
proteinas maduras, justificando o padrdo de migracdo observado em gel. Entretanto,
como a preparacado das amostras para SDS-PAGE de proteinas totais é diferente da
enzimografia em gel, a comparagédo da migragédo das bandas fica dificultada, ainda
gue ambos sirvam para o mapeamento das peptidases identificadas.

O alinhamento das sequéncias completas de aminoacidos das peptidases
identificadas por MS/MS, permitiu analisar as sequencias para a caracterizagcédo das
peptidases no intestino de mosquitos alimentados com acucar. O alinhamento revelou
diversas caracteristicas estruturais tipicas de tripsinas peptidases digestivas de

invertebrados como: (i) os residuos conservados de histidina, acido aspartico e serina
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formando a triade catalitica; (ii) residuos de cisteinas responsaveis por formar as
pontes dissulfeto, (iii) presenca do peptideo sinal, (iv) os putativos motivos de ativagdo
auto catalitica imediatamente apds um residuo de arginina ou lisina (R/K-IVGG); (V)
0S motivos caracteristicos de peptidases ativas LTHAAC, DIAL e GDSGGP. Algumas
tripsinas identificadas apresentaram caracteristicas distintas, como por exemplo, a
regido auto catalitica da Tripsina4 possui um residuo de His no lugar do R/K, o que
sugere que essa enzima possui uma ativacdo diferenciada do peptideo sinal.
Adicionalmente, os motivos de ativacdo na Tripsina5 (IIGG), e da Tripsina Catidnica
(VVGG), diferem por um aminoacido quando comparadas a classica sequéncia
(IVGG) das tripsinas de invertebrados (Muhlia-Almazan et al., 2008). Uma importante
diferenga entre as tripsinas de vertebrados e invertebrados € o nimero e o local das
pontes dissulfeto. As tripsinas de vertebrados possuem, normalmente, seis pontes
dissulfeto, ao passo que as tripsinas de invertebrados apresentam apenas trés pontes
dissulfeto conservadas, geralmente proximas aos residuos do sitio ativo (Muhlia-
Almazéan et al., 2008). O alinhamento multiplo mostrou que cinco das tripsinas de Cx.
quinquefasciatus, Tripsinal, Tripsina2, Tripsina4, Serina peptidase SPD24D e Serina
peptidase Y2 possuem trés pontes dissulfeto, a TripsinaBer5 e Tripsina7 possuem
quatro e a Tripsina Cationica apenas uma ponte dissulfeto. Apesar do numero de
pontes dissulfeto ser diferente nas tripsinas identificadas, o papel da ponte dissulfeto
€ crucial para a estrutura tridimensional das enzimas, e consequentemente, para suas
atividades (Kalhok et al., 1993; Muhlia-Almazan et al., 2008; Rascon et al., 2011).
Com o objetivo de entender como as tripsinas e quimiotripsinas séo ativadas, a
regido do sitio de ativacdo do zimogénio, composta pelas trés posi¢cdes imediatamente
anteriores ao sitio de clivagem, foi analisada neste trabalho. Os tripsinogénios de
vertebrados possuem, de uma forma geral, uma sequéncia no sitio de clivagem
composta por um residuo de K (carregado positivamente) em P1, seguido
imediatamente por quatro residuos de D (carregado negativamenteEm alguns
organismos, este processo de ativacdo do tripsinogénio € finamente regulado por
diferentes enzimas conhecidas como enteroquinases (Kitamoto et al., 1994; Chen et
al., 2003). A regulacao da ativagao das tripsinas por enzimas especializadas, mesmo
sendo mais lento na ativacéo, traz como beneficio o decréscimo no risco de efeitos
indesejaveis sobre alvos inespecificos, devido ao excesso de tripsinas ativas

(Kitamoto et al., 1994). Mutac¢des nos tripsinogénios humanos na regido do sitio de
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clivagem D por G, em P2, e K por R, em P1, estdo associadas com doencas
relacionadas a auto ativacdo de tripsinas como, por exemplo, pancreatites (Ferec et
al., 1999; Teich et al., 2000). Dentre as sequéncias de tripsinas de mosquito,
analisadas neste trabalho, foi possivel observar que cinco tripsinas possuem uma R
em P1, duas possuem uma K e apenas uma apresenta um residuo de H. Um achado
interessante € que apenas residuos carregados positivamente foram observados
nessa regido P1, o que € condizente com a auto ativagdo dessas enzimas por
tripsinas, as quais clivam preferencialmente aminoacidos carregados positivamente,
com preferéncia pela R, seguida de K e H. Na regido do P2 e P3 nao foram observados
um consenso entre as tripsinas identificadas aqui, mas predominou-se residuos de
aminoacidos hidrofébicos, carregados ou ndo, na regidao P2 e P3. Com excecdo da
tripsina BOXESS8, que apresentou um residuo de glutamato carregado negativamente,
nenhum outro residuo negativo foi encontrado nessa regido de ativacdo do zimogénio
de tripsinas de mosquitos, como ocorre em vertebrados. Nas tripsinas identificadas
em Cx. quinquefasciatus, o motivo DDDDK conservado (tipico de tripsinas de
vertebrados ativadas por enteroquinases), ndo foi observado. Porém, a composi¢ao
de residuos observada na regido de auto ativagcdo nas tripsinas de Cx.
quinquefasciatus, € semelhante as sequencias motivo de tripsinas auto ativadas em
humanos (Gly em P2 e Arg em P1). Estas observagdes sugerem que as SPtrip de
mosquitos sdo auto ativadas por tripsinas (Ferec et al., 1999; Teich et al., 2000).
Diferencas nas regifes de ativacdo do zimogénio, bem como de reconhecimento dos
substratos, permitem variacdes entre as interacfes dessas regifes, levando a
diferentes taxas de ativacao entre elas. De um modo geral, exceto pela posi¢cao P1, a
regido de ativacdo consensual de tripsinas de culicideos é variada (Rascon et al.,
2011). Assim, as analises do motivo de ativacdo do tripsinogénio, realizadas aqui,
mostraram que as tripsinas de Cx. quinquefasciatus parecem ser mais propensas a
apresentar auto ativacdo do que as enzimas de mamiferos (Ferec et al., 1999; Teich
et al., 2000). O fato de nenhuma enzima semelhante a enteroquinase de mamiferos
ter sido identificada em insetos, corrobora a hip6tese da auto ativacao de tripsinas de
mosquitos. Além disso, o sitio de ativacao do tripsinogénio de Cx. quinquefasciatus
apresenta caracteristicas semelhantes aquelas observadas nos sitios de ligacédo ao
substrato das tripsinas dessa espécie de mosquito, ressaltando a ideia de que a auto

ativacdo deve ocorrer nessa familia.
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O presente estudo mostra que as tripsinas em mosquitos tém claramente
seguido um caminho evolutivo peculiar, quando comparadas com os seus homélogos
em mamiferos. Os resultados suportam a hipétese de que as tripsinas sdo enzimas
chaves na adaptacdo de insetos aos seus distintos habitos alimentares (Terra e
Ferreira, 1994; Muhlia-Almazan et al., 2008). Estas enzimas estdo envolvidas no
processo de ativacao de outras peptidases e delas proprias, proporcionando assim o
rapido suprimento de enzimas funcionais. A adaptacdo a esses habitos alimentares
pode ter conduzido esses insetos a possuir um grande numero de enzimas
diversificadas, necessarias para o processo digestivo, as quais podem oferecer, por
um lado, auto ativacdo, como uma estratégia simples para aumentar a velocidade de
ativacao e, por outro lado, oportunidades para escapar dos inibidores ou aumentar a
eficiéncia frente a diferentes afinidades aos substratos (Terra e Ferreira, 1994; Muhlia-
Almazéan et al., 2008).

As SPtrip identificadas em Cx. quinquefasciatus foram também analisadas
quanto a predicdo de localizacdo celular, presenca de hélices transmembrana e de
sitios de glicosilacfes. A andlise de predicao celular, utilizando o Target P, indicou que
todas as tripsinas identificadas sao secretadas, condizendo com a tipica funcdo das
peptidases digestivas que atuam no lumen do intestino médio (Muhlia-Almazan et al.,
2008; Venancio et al., 2009; Wu et al., 2009). Entretanto, a predicdo de hélices
transmembrana, utilizando o TMHMM, revelou que a Tripsina4 eTripsina5 possuem
um dominio transmembrana, segrindo que algumas peptidases do tipo tripsina
possam estar aderidas as membranas. Apesar de glicosilacbes ndo serem
modificacdes poés- traducionais tipicas de tripsinas, alguns motivos glicosilados tém
sido observados em tripsinas de invertebrados (Dinglasan et al., 2009). Cinco, das
oito tripsinas identificadas aqui, apresentaram sitios preditos para O- e N-
glicosilacdes. A glicosilagédo destas enzimas pode estar relacionada com a associagéo
destas com a membrana peritrofica, uma vez que tripsinas com esta caracteristica
foram encontradas em membranas peritroficas de An. gambie (Dinglasan et al., 2009).

Utilizando o VectorBase, foi possivel analisar os genes que codificam para as
SPtrip em Cx. quinquefasciatus, e observar como eles estao organizados no genoma.
Verificou-se que o numero de exon dos genes que codificam para as tripsinas variou
de um a trés. Com execdo da Serina peptidase %2, que possui um intron com 298

nucleotideos, as demais sequencias dos introns sdo menores do que as observadas
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nos genes de tripsinas de vertebrados, variando de 25 a 71 nucleotideos. As analises
mostraram que as estruturas dos introns/exons ndo sao conservadas nessas tripsinas,
sugerindo que diversos eventos de perda e/ou ganho de introns pode ter ocorrido
nesta espécie, o que vai ao encontro do observado para outras espécies (Craik et al.,
1984; Roach et al., 1997; Klein et al., 1998; Wang et al., 1999; Bao et al., 2014). Estas
analises revelaram também a existéncia de 13 a 38 paralogos destas enzimas
distribuidos pelo genoma do inseto. Por exemplo, a Tripsinal, 2, 4, 7, SP24D e
Tripsina Cationica, sdo paralogas entre elas, sugerindo que estas peptidases possam
ter sido originadas por eventos de duplicacdo génica (Miller et al., 1993; Wang et al.,
1999; Ross et al., 2003). Além disso, verificou-se aqui que 0s genes que codificam
para diferentes SPtrip em Cx. quinquefasciatus, sdo encontrados préximos uns dos
outros no genoma, formando “clusteres”. Por exemplo, de acordo com o VectorBase,
0 gene da Tripsinal possui em sua vizinhanca cinco outros genes que codificam para
tripsinas. Foi sugerido que o ancestral dos dipteras possuia apenas um gene de
tripsinogénio e que cépias extras foram adquiridas por duplicacdo genica (Wu et al.
2009). Em Culicideos, muitos genes que codificam para SPtrip formam “clusters”, em
diferentes cromossomas, indicando que a duplicacdo genica desempenha um
importante papel na expansao e diversificacdo desta familia de genes (Mdiller et al.,
1993; Wu et al.,, 2009). O genoma de Cx. quinquefasciatus possui um grande
repertdrio de genes que codificam para SPtrip (Wu et al., 2009). Tal repertério, poderia
estar relacionado com a habilidade deste inseto de processar sangue obtido de
diferentes fontes alimentares quando imagos, e também para a habilidade de se
alimentarem em criadouros com alta quantidade de microrganismos quando na fase
de larvas. De fato, esta espécie possui uma alta plasticidade no seu comportamento
alimentar, sendo capaz de realizar o repasto sanguineo em humanos, caes, aves e
gado (Farajollahi et al., 2011; Kilpatrick et al., 2012; Reddy et al., 2012; Simpson et al.,
2012).

Apesar das ferramentas de biologia molecular permitirem um avango no
conhecimento dos varios genes que codificam para tripsinas, a confirmacdo da
presenca dessas enzimas, e em diferentes condigbes bioldgicas, tem sido pouco
verificada. Isso pode se dever pela dificuldade de se obter quantidades dessas
diferentes isoformas para a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo bioquimica.

Com o objetivo de padronizar condigbes experimentais para identificacdo de tripsinas
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especificas de Cx. quinquefasciatus por SRM, utilizou-se o SKYLINE para verificar a
ocorréncia de peptideos proteotipicos nas SPtrip identificadas por MS/MS. O SRM é
uma metodologia poderosa utilizada em estudos protedmicos de hipotese-dirigida
para monitorar peptideos alvos em uma amostra complexa de proteina (Prakash et
al., 2009; Gallien et al., 2015). Apesar da ocorréncia de motivos conservados nas
sequencias de peptiades identificadas em Cx. quinquefascitus, o SKYLINE revelou
gue cinco das oito tripsinas identificadas em Cx. quinquefasciatus possuem diferencas
em suas sequencias de aminoacidos que permitem a deteccdo de peptideos Unicos.
Além disso, esses peptideos Gnicos foram os mesmos identificados pelo
espectrometro de massas em nosso estudo, indicando que a metodologia de SRM
pode ser aplicada para a deteccao de peptidios especificos de tripsinas em amostras
complexas de proteinas. O banco de dados utilizado para a analise no SKYLINE
contempla todas as outras espécies de culicideos sequenciados até janeiro de 2015.
Assim, essas identificacfes de peptidios proteotipicos feita pelo SKYLINE utilizando
0 banco de dados com vérias espécies de cilicideos, indicam que tais peptideos
proteotipicos séo peptidase especifico e espécie especifico. Apesar desses resultados
nao serem conclusivos, pois 0s genomas nao estdo bem anotados e muitas espécies
de mosquitos ainda ndo possuem genoma sequenciado, a possibilidade de identificar
as peptidases usando essa metodologia poderia auxiliar na identificacdo de
peptidases de culicideos, inclusive aquelas de baixa abundancia, que por ventura
estejam presentes em amostras complexas, como por exemplo, no extrato proteico
de intestino de mosquitos alimentados com sangue.

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, juntamente como 0s
desenvolvidos neste trabalho, revelaram que o perfil proteolitico em gel
copolimerizado com gelatina é singular para cada amostra de intestino das espécies
até entdo verificadas. Ainda mais, este perfil proteolitico parece ser estagio, tecido e
sexo especifico (Borges-Veloso et al., 2012; Saboia-Vahia et al., 2014; Dias-Lopes et
al., 2015). A caracterizacdo do perfil proteolitico por eletroforese semi-desnaturante
acoplada a identificacdo das proteinas por LC-MS/MS ap0s separagdo por SDS-
PAGE, mostrou ser uma eficiente estratégia para o mapeamento de peptidases ativas.
As analises de bioinformatica mostraram que apesar das tripsinas de Cx.
quinquefasciatus identificadas por MS/MS possuirem caracteristicas classicas das

tripsinas digestivas de invertebrados, a deteccao de diferencas nas sequéncia de
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aminoacidos entre essas enzimas sugere que devam possuir diferentes habilidades
para substratos e inibidores. Esta abordagem (enzimografia para deteccdo de
peptidases ativas e espectrometria para a identificacdo das enzimas) parece ser de
alta sensibilidade e pode auxiliar no entendimento do complexo mecanismo de sintese
e secrecdo de tripsinas em mosquitos, e resolvendo, com isso, as controversas
existentes no conhecimento sobre essas enzimas. A espectrometria de massas €
também importante para que se possa identificar qual proteina esta4 de fato sendo
traduzida em uma determinada condicao biolégica. A identificacdo da sequencia de
aminoacidos das peptidases € essencial para o conhecimento profundo acerca da
fisiologia do sistema digestivo dos mosquitos. Por exemplo, recentemente, o grupo do
Dr. Walter Terra vem tentando desenvolver inibidores para SPtrip digestivas que
possam interromper a digestdo dos mosquitos. Este grupo procura, dentre as
diferentes tripsinas, aquelas que apresentam caracteristicas singulares e possam
desempenhar um papel diferenciado. Estes estudos baseiam-se em modelagem
molecular 3D e dependem da anotacao acuradas de sequencias de aminoaciodos de
tripsinas. Assim, estudos como os realizados aqui podem auxiliar no desenvolvimento
de metodologias de controle de vetores.

Infelizmente, ndo logramos até o0 momento, assinar a identidade das tripsinas
presentes no intestino de fémeas de Ae. aegypti alimentadas com acucar ou sangue
por MS/MS. Entretanto os resultados produzidos concordam com a literatura revisada
no sentido de que varias isoformas de tripsinas devem ser expressas no intestino de
fémeas de mosquitos e que grande parte delas é induzida apds a alimentagdo com
sangue. Tanto as diferencas no tempo de reacdo dos ensaios de enzimografia como
as cinéticas em solucdo mostram que apos a alimentacdo com sangue a atividade
enzimatica € muito maior nesta espécie. A tomada do sangue pela fémea acaba
introduzindo no intestino uma grande quantidade de proteinas do sangue, ndo sé
aumentando a complexidade da amostra como também tronando as proteinas do
intestino minoritarias neste sistema. Este modelo experimental dependente do repasto
sanguineo dificulta os experimentos de espectrometria de massas, ainda mais para
as proteinas secretadas presentes no suco digestivo. Os experimentos de proteoma
gue procuraram explorar diferencas da composic¢ao proteica do intestino de mosquitos
em diferentes condic¢des bioldgicas, inclusive com sangues infectados, pecam ao lavar

0 conteudo intestinal no procedimento de preparacdo das amostras. Apesar deste
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procedimento ter como objetivo retirar a maior quantidade possivel do sangue (e
facilitar a identificagdo de proteinas do intestino), acaba também por remover grande
parte das proteinas secretadas para o lumen deste 6rgdo, dentre elas, as peptidases
gue podem ter papel fundamental em diversos processo fisiolégico importante.
Finalmente, além da caracterizacdo bioquimica e dos estudos comparativos
para identificacdo das peptidases nesses insetos, foi um objetivo deste trabalho,
identificar as proteinas totais presentes no intestino de fémeas adultas de Cx.
quinquefasciatus e An. albitarsis alimentadas com acucar. Para compreender o papel
das proteinas envolvidas nos complexos processos bioldégicos que ocorrem no
intestino, como por exemplo, as proteinas envolvidas na defesa contra os parasitos e
resisténcia a inseticidas, € essencial caracterizar o perfil de proteinas expressas no
intestino das fémeas. Para as analises proteémicas do intestino foi utilizada uma base
de dados de Culicidae obtida do UNIPROT. Na abordagem por PSM, é imprescindivel
um banco de dados, e as sequéncias do organismo de estudo sdo fundamentais para
as identificacfes. Em Cx. quinquefasciatus, utilizando o Mascot como ferramenta de
busca e identificagdo das proteinas por PSM, seguida do Scaffold para a validacéo
estatistica das identificacdes, foi possivel identificar 1397 proteinas em 1090 grupos
de proteinas. Ja por intermédio do COMET, seguida da validacdo pelo SEPro,
logramos identificar 1183 proteinas, sendo 942 proteinas Unicas distribuidas em 1034
grupos. O Cx. quinquefasciatus possui um repertorio de 18,968 genes que codificam
para proteinas (Arensburguer et al., 2010). Assim, nesse estudo, mostrou-se que o
intestino contém pelo menos 7,5% das proteinas codificadas pelo genoma. A lista de
identificagOes realizadas pelo Mascot foi entdo analisada utilizando a ferramenta do
BioMart, disponivel no VectorBase. Foi possivel acessar a ontologia génica das
proteinas identificadas de acordo com os termos anotados para cada proteina e
depositadas no UNIPROT. Foram observadas 201, 313 e 81 diferentes termos de
processos biolégicos, funcbes moleculares e componentes celulares,
respectivamente. Proteinas com atividade oxirredutase, importantes na detoxificacao
de espécies reativas de oxigénio, também foram identificadas no intestino de Cx.
quinquefasciatus alimentadas com acucar. De fato, transcritos de diversas enzimas
que participam do metabolismo redox e da detoxificacdo, apOs o repasto sanguineo,
foram encontradas no intestino de fémeas de Anopheles stephensi alimentadas com

acucar. Essas enzimas séo reguladas positivamente apds a ingestdo do sangue e
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quando ocorre infeccdo (Patil et al, 2009). Durante o repasto sanguineo, a lize de
hemoglobinas gera grandes quantidades de heme, que sdo moléculas toxicas e
podem agir como pré-oxidante gerando radicais livres. Os mosquitos podem agregar
o heme junto a matriz peritrofica diminuindo o estresse oxidativo (Devenport, 2006).
Além disso, estes insetos podem equilibrar o desbalanco redox através de enzimas e
moléculas antioxidantes (Graca-Souza, 2006).

O intestino € o primeiro 6rgédo do inseto a entrar em contato com os patdogenos
durante sua jornada através do inseto até sua transmissdo a um novo hospedeiro
vertebrado. Acredita-se que no intestino os patdgenos estao vulneraveis. A chegada
a este novo ambiente envolve mudancas abruptas nas com condicbes de pH e
temperatura, que pode causar danos aos patégenos e impedeir a disseminacao para
outros tecidos, visto que estdo em pequeno nimero e ainda néo se replicaram. Este
novo ambiente rico em peptidases é degradativo, além de outras enzimas digestivas
e moléculas que causam stress oxidativo (Billingsley e Lehane, 1996; Shahabuddin et
al., 1996; Terra et al., 1996). A discriminacao de proteinas constitutivas ou induzidas
tem um importante papel no desenvolvimento de métodos para controle dos
patdgenos (Dinglasan et al., 2007; Ubaida et al., 2012). Durante décadas, esfor¢cos
tém sido empenhados para identificar quais moléculas estariam envolvidas na
interacdo mosquito/parasito. Os tecidos onde ocorrem o desenvolvimento dos
parasitos sdo os principais alvos dos estudos proteémicos. Varios trabalhos de
interacdo mostram como o patdgeno pode alterar a expresséao protéica do hospedeiro
invertebrado, por exemplo: em intestinos de An. albimanus infectados com
Plasmodium berghei (Serrano-Pinto et al., 2010); em glandula salivar, intestino e
células C6/36 de Ae. albopictus infectados com o virus da dengue (DENV-2) (Zhang
et al., 2013); em intestino de Ae. aegypti infectado com o virus da dengue (DENV-2)
e com chikungunya (CHIKV) (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010); em larvas de A.
aegypti apos infeccdo com o microsporideo parasita, Vavraia culicis (Biron et al., 2005)
e apos infecgdes ou coinfeccdes com Edhazardia aedis e Vavraia culicis (Duncan et
al., 2012). No presente estudo, procuramos verificar, dentre as proteinas
indentificadas por espectrometria, a presenca de proteinas relacionadas com a
interagdo entre parasitos e vetores. Identificamos a presenca no intestino de Cx.
quinquefasciatus as familias de receptores de reconhecimento de padrdes como

lectinas do tipo C (BOWID9, BOWIF2, BOWIE3, BOWID7), lectinas ligadoras a manose
90



Discussao

(BOXG12) e galactosamida (BOXEF4, BOWO0J6, BOX1F3). Identificamos também
proteinas de membrana, ricas em leucina (BOWPC7, BOX0G6), e uma SRP68
(BOWMF9). As lectinas, encontradas em todos 0s organismos, sdo proteinas que se
ligam a carboidratos com alta especificidade, mas a afinidade com que estas proteinas
interagem com carboidratos € variada. Elas participam de varios processos de
reconhecimento cellular, sinalizacdo e adesao (Liu et al., 2014). Em anofelinos, as
lectinas se ligam a carboidratos especificos dos oocinetos, os quais seriam utilizados
como receptores, inibindo a adesdo dos oocinetos as células epiteliais do intestino.
Além das proteinas reconhecedoras de padrbes, identificamos também outras
proteinas como a arginine quinase (BOWLSO), proteina F-actina (BOWTE9), NADPH-
-citocromo P450 redutase (B0X829), glutationa-s-transferase theta (BOXGJS5,
BOXGK3, BOX3C8) e enolase (BOW1N4), as quais ja foram descritas participando da
interacao parasito vetor (Sreenivasamurthy et al., 2013; Liu et al., 2014).

Neste trabalho, apesar de ndo termos detectado atividade de outras enzimas
proteoliticas nas andlises bioquimicas, foram identificadas por MS/MS outras
peptidases. Dentro da familia S1 das serina peptidases nés identificamos trés
diferentes quimiotripsinas (BOW653, BOW174, BOWH74). A presenca de
quimiotripsinas em Cx. quinquefasciatus foi descrita como tendo uma atividade
maxima h& 36 horas apOs a alimentacdo sanguinea (Okuda et al., 2002). Em An.
darlingi e An. aquasalis, foram descritos dois genes de quimiotripsinas relacionadas
com a digestédo do sangue (Caroci et al., 2003). Em An. aquasalis, a atividade dessas
enzimas foi observada 24h apds a ingestdo do sangue (de Almeida et al., 2003). Em
An. gambiae, sdo 3 genes descritos: Anchyml e Anchym2 que tém sua transcricao
regulada positivamente apds alimentacdo sanguinea (Vizioli et al., 2001), enquanto 0s
niveis de RNAmM de AgChyL decai entre 12 e 24 horas ap0s a ingestdo do sangue e
apos 48 horas volta a ser abundante novamente (Shen et al., 2000). Em Ae. Aegypti,
um gene de uma quimiotripsina especifica de fémeas é transcrito apos 24 horas da
metamorfose dos adultos, mas sua traducdo sO ocorre apds o repasto sanguineo
(Jiang et al., 1997). O fato de identificarmos estas enzimas por espectrometria e ndo
observarmos atividade nos ensaios bioquimicos, pode ser explicado pelo fato destas
enzimas serem traduzidas, mas nao serem ativadas. Os zimogénios de quimitripsinas

de An. gambiae, Anchyml1 e Anchym2, necessitam de ativagao triptica para ativacao,
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porém, in vitro, sua exposicdo prolongada a acdo das tripsinas pode degrada-las,
persistindo apenas na forma de zimégenos (Muller et al., 1995; Vizioli et al., 2001).

Apesar das serina peptidases serem historicamente as endopeptidase mais
abundantes descritas em mosquitos, foi identificado em Cx. quinquefasciatus quatro
metalo peptidases (BOW1Y3, BOW1Y6, BOWH17, BOW1Y2), duas catepsinas
(BOWI10, BOWOV3) e uma Lipase (BOWDK®6). Dentre as exopeptidases, foi
identificado por espectrometria de massas cinco aminopeptidases (BOWS64,
BOXAQS5, BOWG6N8, BOWHA45, B0X730) e cinco carboxipeptidases (BOWS12,
BOW4H6, BOXCT6, BOWTW4, BOWNRG6), além de duas dipeptidases (BOWDLA4,
B0X281). Apesar da identificacdo ndo garantir que estas enzimas estejam ativas, a
presenca de exopeptidases, conhecidas por atuarem no final da digestao, corrobora
a hipotese, discutida anteriormente, de que existe uma pequena demanda digestiva
e/ou o inseto esta preparando o tecido para realizar uma eficiente e rapida digestao.
Em Cx. quinquefasciatus, aminopeptidases também apresentaram o pico de atividade
em 36 h apds o repasto sanguineo, como aconteceu para tripsinas e quimiotripsinas
(Okuda et al., 2002). Entretanto, as identidades dessas enzimas eram desconhecidas
até entdo, passando esse estudo, a primeira descricdo destas enzimas no intestino
de fémeas alimentadas com acucar, o que, de forma indireta, nos permite explorar
quais genes estao sendo exigidos em determinada condic¢éao fisioldgica.

No intestino de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas com acucar foram
identificadas, por espectrometria, uma variedade de enzimas que hidrolisam
carboidratos. Essas enzimas possuem massa molecular aproximada de 70 kDa e,
dentre elas, foram identificadas quatro alfa-glicosidase (BOXJR7, BOXAAL, BOXBN3,
BOWSO02), glicosidase 2 subunidade beta (BOWS45), oligo-1,6-glicosidase (BOWFP7),
alfa-amilase (BOXGHO, BOXJR6) e maltase 1 (B0X220). Identificamos também uma
proteina que participa do processamento das glicosidases inativas, a neutral alfa-
glicosidase AB (BOWQR9). Apesar de ndo termos realizado ensaios de atividade para
caracterizacao destas enzimas, a analise de bioinformaticas das sequencias primarias
de aminoacidos das quatro alfa-glicosidases identificadas aqui, mostrou a presenca
de assinaturas tipicas que possibilitam uma atividade destas enzimas. Os mosquitos
adultos, machos e fémeas alimentam-se constantemente de solucdes agucaradas, o
gue constitui parte essencial da dieta destes insetos (Grimstad e DeFoliart, 1974; Van

Handel, 1984; Foster, 1995). A ingestdo de acUcares serve ndo apenas cOmo
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combustivel inicial para a producao de ovos (Magnarelli, 1978), mas também supre a
energia necessaria para o voo (Van Handel, 1984), permitindo a busca por uma
alimentacdo sanguinea e por reservatérios para a oviposicdo (Jamnback, 1961;
Hunter, 1977). Além disso, estes insetos podem armazenar o excesso de carboidratos
na forma de glicogénio, e, uma vez atingido o limiar de seu armazenamento, 0S
acucares ingeridos sdo utilizados para a sintese de lipideos (Van Handel, 1984). As
a-glicosidases (EC 3.2.1.20, a-glicosideo glicohidrolase) compdem um grupo de exo-
glicosideo hidrolases que catalisam a hidrélise de residuos a-glicosil das extremidades
nao reduzidas de substratos a-ligados, liberarando glicose (Chiba, 1997). Sacarases,
termo geralmente utilizado como sinébnimo de a-glicosidases, foram primeiramente
identificadas em mosquitos, e foi demonstrado que as glandulas salivares de Culex
tarsalis contém uma enzima capaz de clivar sacarose (Schaefer e Miura 1972). Em
seguida aquela observacdo, foi detectada uma a-glicosidase secretada pelas
glandulas salivares de Ae. aegypti, a qual foi caracterizada mais tarde como sendo
uma proteina monomeérica secretada pelos I6bos laterais das glandulas salivares em
resposta a ingestao de aclcares ou sangue (Marinotti e James, 1990). Nestes trablhos
também foi sugerido que esta enzima poderia ser ingerida junto com a alimentacéo e
ajudaria na digestao dos carboidratos no diverticulo. Atividades a-glicoliticas também
foram detectadas em glandulas salivares dos mosquitos Aedes albopictus (Marinotti
et al., 1996) e Anopheles darlingi (Moreira-Ferro et al., 1999), e em intestinos de
Anopheles stephensi, antes e apdés uma refeicdo sanguinea (Billingsley e Hecker,
1991). O receptor da toxina binaria de Bacillus sphaericus localizado na membrana
intestinal de larvas de Culex pipiens foi identificado como uma a-glicosidase de 60
kDa (Darboux et al., 2001). Além disso, trés genes codificando proteinas do tipo
maltase (maltase-like proteins) foram seqienciadas em Anopheles gambiae (Holt et
al., 2002). Dois deles correspondendo aos genes intestinais Agml e Agm2,
sequenciados e caracterizados por Zheng et al. (1995), e o terceiro, um fragmento
(ENSANGG00000012889), que por algum motivo né&o foi identificado e caracterizado
por estes autores. Atividades a-glicoliticas foram detectadas nos intestinos médios
dos flebotomineos Phlebotomus langeroni (Dillon e ElI Kordy, 1997), Lutzomyia
longipalpis (Gontijo et al., 1998) e Phlebotomus papatasi (Jacobson e Schlein, 2001),
sendo correlacionadas com a digestdo de sacarose nestes insetos. Entretanto, em

mosquitos, a importancia dos agucares na dieta, e, até mesmo a origem das a-
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glicosidases e o local em que ocorre a digestdo dos carboidratos ingeridos, ainda
permanece uma discussao aberta. Em todos estes relatos anteriores (James et al.,
1989; Marinotti e James, 1990; Marinotti et al., 1996; Moreira-Ferro et al., 1999), a
producao das a-glicosidases estava sempre associada as glandulas salivares e a
digestdo de sacarose no diverticulo daqueles mosquitos. Sendo assim, a importancia
do acucar na dieta do mosquito bem como o papel das glandulas salivares, diverticulo
e intestino no metabolismo deste nutriente precisam ser reavaliados. Ha vertentes que
apoiam a teoria de que multiplas alimentaces sanguineas possam substituir o papel
de uma dieta contendo acUcares (Gary Jr e Foster, 2001). Entretanto, tem sido
observado que uma refeicédo rica em carboidratos é essencial para manutencéo das
principais fungfes fisiolégicas dos mosquitos (Grimstad e DeFoliart, 1974; Van
Handel, 1984). A dieta de carboidratos prolonga de forma notéavel a longevidade dos
mosquitos (Nayar e Sauerman, 1971). Foi demonstrado que fémeas que possuiam
solucbes acucaradas em sua dieta, apresentavam maior longevidade, quando
comparadas aquelas que se alimentavam exclusivamente de sangue, as quais
morriam 6 dias apés emergirem das pupas (Souza-Neto et. al., 2007). Neste mesmo
trabalho, foi detectada a atividade de trés isoformas de alfa-glicosidades (alphaGlul,
alphaGlu2, alphaGlu3), com aproximadamente 70 kDa, mas com consideraveis
diferencas nos valores de Km. Além disso, observou-se que as alfa-glucosidases eram
sintetizadas no mesmo local onde as enzimas eram digeridas e absorvidas, ou seja,
no intestino médio (Souza-Neto et. al., 2007). Assim, as identificacdes destas enzimas
em extratos do intestino de Cx. quinquefasciatus alimentados com acUcar nao
excluem a hip6tese dessas enzimas serem produzidas nas glandulas salivares ou
diverticulo, e terem sido ingeridas junto com o bolo alimentar. Porém, a identificacdo
de diferentes carboidrases mostra que esses insetos conservam diferentes copias de
genes que codificam para estas enzimas e corrobora a hipétese sustentada por outros
autores (Souza-Neto et. al. 2007) sobre a importancia do acucar na dieta de fémeas.
Esses achados apontam as glicosidades como alvos potenciais de drogas que
possam inibir a atividade dessas enzimas e levar ao controle dos vetores.

A caracterizacdo molecular da resisténcia a inseticidas comecou a ser uma
area explorada desde o sequenciamento gendmico da primeira espécie de artépode
vetor, o An. gambie, em 2002. Com a publicacdo do genoma do Ae. aegypti e mais

recentemente do Cx. quinquefasiatus, surgiram novas oportunidades, através de
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analises gendmicas comparativas, para caracterizar os genes envolvidos na
resisténcia a inseticidas. A resisténcia a inseticidas é um processo que pode ocorrer
por diferentes mecanismos, dentre eles, destaca-se a sintese de enzimas que
degradam os compostos xenobidticos toxicos dos inseticidas. Algumas familias de
genes detoxificantes tém sido reportadas em Cx. quinquefasciatus, por exemplo:
citocromo P450 (166 genes), glutationa-S-transferases (40 genes) e esterases (62
genes) (Arensburger et al., 2010). Analises comparativas mostraram que o nimero de
genes de Cx. quinquefasciatus € consideravelmente alto em relacdo a outros
mosquitos (Arensburger et al., 2010). No presente trabalho, foram identificadas, no
intestino de Cx. quinquefascitus, varias proteinas relacionadas a resitencia a
inseticidas, como: citocrome P450 (BOXJT6, BOWRU2, BOVZI7, BOXCA1, BOWTSS,
BOWTS9, BOW673, B0OX581, BOW6Y, BOWTQ1, BOWTP9, BOXJY3, BOWTS7,
BOWFB9, BOWFC1, BOWTS5, BOWTS3); enzimas do tipo carboxilesterase-6
(BOWIH9); palmitoil tioesterase 1 (BOW1X8); esterase All (A5Y5K2); ubiquitina
tioesterase OTUB1 (BOW5S7); esterase A4-B4 (R9RIGS8) e esterase Bl (EST1);
glutationa-s-transferase theta (BOXGK3, BOW6C9, BOXGJ5, BOX3C8); glutationa s-
transferase (BOWFX0, BOVZ90, BOWG6C9); glutationa s-transferase 1 (BOXAJO,
BOWG6C3); microsomal glutationa S-transferase 1 (BOXG85, BOXG85); glutationa
transferase (C4B4V7, C4B4V8, BOWFXO0); glutationa S-transferase 1-6 (BOW6BO0); e
uma porteina envolvida na sitese de glutationa, a glutationa sintetase (BOWSC1). A
expressdo de uma grande quantidade destas enzimas no intestino de Cx.
quinauqgefasciatus indica que outros tecidos, além dos tecidos mais externos do
inseto, podem produzir essas enzimas.

Com relacdo ao An. albitarsis, verificamos que o numero de proteinas
identificadas por MS/MS no intestino foi menor que o de Cx. quinquefasciatus,
provavelmente, por: (i) como n&o possui 0 genoma sequenciado, a identificacado das
proteinas por PSM é com base em sequencias homologas de espécies proximas
evolutivamente. Assim, muitas proteinas que apresentam algumas diferencas nas
sequencias peptidicas, possuindo um espectro de massas diferente daqueles
depositados, ndo sdo reconhecidas pelo programa de identificacdo; (i) o niumero de
genes codificantes para proteinas € menor neste inseto. Por exemplo, 0 niumero de
genes codificantes pra proteinas é 52% menor no An. gambie, quando comparados

ao Cx. quinquefasciatus (Arensburger et al., 2010). Para o estudo de organismos de
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genoma desconhecido, uma outra abordagem utilizada, que ndo o PSM, é o
sequenciamento “de novo”, a qual pode ser realizada, por exemplo, pelo PepExplorer.
Neste caso, ndo é necessario um banco de dados para a identificagdo das proteinas
por homologia. Assim os estudos das proteinas totais de intestino de An. albitarsis é
dificultada pela auséncia do genoma sequanciado e necessitara de abordagens
complementares, além do ja obtido neste trabalho.

A condi¢do de alimentacdo com acgucar € uma condi¢gdo controle para diversos
experimentos, visto que nela ocorre niveis de expressdo génica basal. Assim o
mapeamento do perfil proteico nessas condicfes pode servir como comparagao para
varios experimentos de alteracdo da expresséo genica durante diferentes estimulos.
Os avancos nas técnicas de biologia molecular tém permitido a identificacdo de alguns
genes que codificam para tripsinas. Entretanto, a confirmag&o da codificagdo desses
genes em enzimas ativas, bem como a diferenciacao dos papeis desempenhadas por
estas enzimas nos complexos processos fisiolégicos que envolvem o ciclo de vida de
um mosquito, tem sido um desafio. O tamanho reduzido dos mosquitos e a baixa
abundancia de algumas isoformas dessas enzimas dificultam os trabalhos de
purificacdo e ensaios enzimaticos classicos com enzimas purificadas. Em contraste a
abundante informacéo disponivel sobre as sequencias de cDNAs que codificam para
tripsinas, poucos estudos trataram da purificacdo e sequenciamento dessas enzimas
(Graf et al., 1985; Barillas-Mury e Wells, 1993; Kalhok et al., 1993; Noriega et al., 1996
b, Caroci et al 2003; Isoe et al., 2009; Rascon et al., 2011). Além dos problemas
intrinsecos a técnica de clonagem e expressdo, 0 sequenciamento gendmico de
diferentes espécies de culicideos vetores tem revelado que esta familia de insetos
possuem um grande repertério de genes que codificam para serina peptidases do tipo
tripsinas, o que também contribui para o entrave das pesquisas de clonagem e
expressao, visto que seria necessario a expressao de centenas de genes.

O sequenciamento gendmico de diversas espécies de mosquitos tem oferecido
uma oportunidade para explorar novas estratégias de controle dos vetores. Milhares
de genes podem ser investigados como potenciais alvos pra intervencgdes. Entretanto,
o completo sequenciamento genémico das espécies nao se da por terminado até que
a maioria dos “scaffolds” sequenciados sejam agrupados e organizados em
cromossomos. Sequencias fragmentadas e ndo mapeadas criam sérios problemas

para as analises gendmicas, pois saltos nao identificados ou sequenciamentos mal
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interpretados, provocam anotacdes incorretas ou incompletas das sequencias
genicas. Além disso, a mera deposi¢cdo automatica das sequencias, sem a validagéo
manual, provoca um acumulo de genes mal sequenciados e fragmentados. Assim,
experimentos de proteoma ajudam na anotacéo funcional do genoma.

Apesar de nao termos finalizado os experimentos comparativos entre as
condicbes de alimentadas com acUcar e sangue, nosso estudo traz informacdes
importantes a respeito da fisiologia do intestino das trés espécies estudadas e nos
atenta para o vasto repertério de tripsinas sintetizados pelo intestino de fémeas
alimentadas com acuUcar, observacdo bastante surpreendente, pois o0s estudos
sempre apontavam para a expressao destas enzimas em intestino de fémeas PAS.
Este estudo também traz o primeiro mapeamento e descrigdo das proteinas soluveis
presentes no intestino de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis alimentadas com
acucar. Estudos de sub-proteoma, como realizados aqui, podem ser importantes para
apontar quais proteinas sdo de fato expressadas e sintetizadas no intestino desses
mosquitos, 0 que, juntamente com a exploragdo das ferramentas de bioinformatica,

ajuda a inferir as funcdes do repertério proteico desse 6rgao.
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Conclusb6es

CONCLUSOES

e Pelo menos oito e dez diferentes SPtrip séo sintetizadas constitutivamente pelo
intestino de Cx. quinquefasciatus e An. albitarsis, respectivamente, as quais foram
identificadas por espectrometria de massas;

e O intestino de fémeas de mosquitos alimentados com acglUcar possui um
complexo repertorio de SPtrip;

e As SPtrip identificadas por MS/MS em Cx. quinquefasciatus possuem
caracteristicas tipicas de tripsinas digestivas de invertebrados e apesar do sitio
ativo conservado, possuem diferencas nas sequencias de aminoacidos em regides
como a de especificidade ao substrato, ativagdo ao zimogénio;

e Tripsinas de Cx. quinquefasciatus possuem peptideos proteotipicos que podem
possibilitar a identificacéo de genes expressos sob condi¢des distintas em amostras

complexas.
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Anexo | Proteinas de Culex quinquefasciatus envolvidas em processos biol6gicos importantes em mosquitos

Idergx:;:cg); do Proteinas Identificadas M'Z::ZZTar P%p::g::s Estpot-ztgtirsos Cob(-:/:tura Sequéncia do Peptideo “::;::t
Quimiotripsinas
BOW653_CuLQU Chymotrypsin 1 25 kDa 8 63 46
(K)AAWVLTTASCVNDK(T) 71.81
(K)RVHPSYDTTTGVNNVALLK(L) 22.13
(R)VHPSYDTTTGVNNVALLK(L) 41.33
(K)AVTLNDAAVTTGIPTIFYGWGSLK(Y) 56.87
(K)SNILQTLNQK(A) 62.62
(K)ALSAADCADKVPGLPTGFICAQIQHGQAACAR(D) 18.97
(K)VPGLPTGFICAQIQHGQAACAR(D) 28.16
(R)DEGGPLINYNDGK(L) 62.33
BOW174_CULQU Chymotrypsin-2 29 kDa 4 6 22
(R)VVTFEIHPGYQGGVSPNDIAVIR(V) 82.7
(K)VVLPLVEYDACYR(L) 52.16
(R)LWDFSADLAK(S) 46.15
(R)SACSADSGGPLVK(Q) 25.87
BOWH74_cuLQu Chymotrypsin-2 28 kDa 1 2 4
(R)LESDGALPTR(L) 23.52
Aminopeptidases
BOWS64_CUuLQU Leucyl aminopeptidase 55 kDa
(K)TVISDEATLTK(E) 31.71
(K)GVTYDTGGADIK(A) 39.89
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BOXAQ5_cCULQU Leucine aminopeptidase 1 55 kDa 1 4
(K)SVLHPAPTDSCSLYLDLAK(L) 33.0
BOWG6NS8_CuLQU Leucine aminopeptidase 50 kDa 25 21
(K)YPAVAVAGLGDASK(W) 53.67
(R)VEVEDLEDAQAAAEGALLANYK(F) 102.45
(R)GWILGGAQNWAR(V) 69.41
(K)SICVDNTDAEGR(L) 41.92
(R)LILADALCYASTFEPK(F) 93.93
(K)FIVDIATLTGAIK(V) 123.83
(R)TLVQFITNAK(-) 60.63
BOWHA45_CuLQuU Xaa-Pro aminopeptidase 1 59 kDa 20 19
(K)GLGSINAYIIPSDDAHQSEYLAK(R) 41.88
(R)AFISGFDGSAGTAVVTEK(E) 78.12
(K)VGVDANLISTR(A) 92.39
(K)GQFLDTIAR(K) 50.28
(R)IEDIVQVVSTNIGDNFDGR(G) 79.0
(R)NALNNYHTTVWETLSPLLK(N) 41.89
BOX730_cuLQu Xaa-pro dipeptidase 53 kDa 6 11
(R)LPAEYAVWMGPLLTPDDFK(T) 48.42
(K)TKYEVDAVHYADEIDVK(!) 50.46
(K)FVVDSDILFPVIAECR(V) 54.41
Carboxipeptidases
BOWS12_cuLQu Zinc carboxypeptidase A1 49 kDa 3 9
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(R)NIAENYDWHFFPVANPDGYVYTR(T) 26.25
(K)GNYQTPIAFAYELR(D) 37.46
BOXCT6_CULQU car:;)‘:;gr::ttizase 53 kDa 15 20 37
(K)TLFSHIDANK(A) 54.34
(K)YIAALAETVAIK(S) 91.02
(K)SVSAWPESRPEIFR(M) 38.67
(RYMVNWVADR(L) 26.17
(R)TLGATIELADVGK(Q) 89.35
(R)VIDLPNVILGTLGNDPAK(K) 96.69
(R)VIDLPNVILGTLGNDPAKK(T) 54.43
(R)GICYFDVQVGCAGK(D) 68.47
(R)DQLGATQLQHK(E) 42.45
(R)WRQPSLSIHGIEGAFYEPGQK(T) 16.24
(R)QPSLSIHGIEGAFYEPGQK(T) 18.45
(R)GSPNSFAVR(M) 31.42
(R)EGGSIPVTLTLQQTTGK(N) 92.75
(K)NVLLLPMGASDDGAHSQNEK(1) 18.84
(K)LLGAYLYEVSK(1) 45.85
BOWTW4_CuLQU Carboxypeptidase B 46 kDa 1 1 4
(R)EWIAPATALYVIDQLVK(H) 40.58
BOWNR6_CULQU Car\;:fyr‘;fs;:ase 53 kDa 2 5 5
(K)YVPAVSHAIHR(N) 29.67
(K)EAGNLVEVLVR(N) 77.57
Dipeptidases
BOWDL4_cuLQU Dipeptidyl-peptidase 3 82 kDa 7 29 19
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(K)AQHVLPNTQPIVELECAPAFK(A) 41.74
(R)IFLGEGQDQLR(K) 46.84
(R)KPIYLLTER(T) 417
(K)VAEALTEANK(H) 56.15
(R)GEFEGFVAMVNK(E) 50.44
(K)FGTLVSNAENFIK(L) 60.17
(K)NVSLGNVLANTNK(T) 52.2
(K)TDSIPFLSDEDQALLK(K) 26.37
(K)VLLEAGEGLVSVEETEPNK(N) 56.9
(K)SYESTFDGYIR(S) 37.45
BOX281_CULQU AL’?;Z;?g:‘;"' 27 kDa 6 19 27
(R)WGFDCEGIHR(Q) 20.62
(K)SLYDNALVEPIR(D) 57.37
(K)SLYDNALVEPIRDR(V) 23.12
(R)IVQFHELNEAPVLGLR(E) 79.72
(R)ATLIGVNK(A) 34.62
(R)GQEPQEFESGADFSFLMK(-) 41.42
Metalo peptidases
BOW1Y3_CULQU :Zizﬁ:;gtlezalgg 113 kDa 11 14 14
(R)LPTTITPTR(Y) 33.94
(K)YLATTQFESTSAR(E) 61.11
(R)SNALDEATFAQEAGEK(I) 56.6
(K)ILAALDSHLK(M) 42.07
(R)NIVGDENWATGLR(L) 52.74
(K)GANVEHLHEGLQAAIEGK(N) 61.37
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(R)SYDTGDVIISQER(F) 33.59
(R)AQLIDDAFWLAR(S) 59.64
(R)MQIIDALGCSR(N) 28.91
(R)IIQSVYSGSR(V) 54.38
(R)LGINTLNSAIANIASR(T) 57.9
BOW1Y6_CULQU Protease m1 zinc 100 kDa 3 4
metalloprotease
(K)NSDLLNIPVIK(F) 38.79
(R)TSYTTDENVVK(Y) 28.41
(K)YAGLTQFQACDAR(S) 34.95
BOWH17 CULQU Protease m1zinc 120 kDa 14 5
metalloprotease
(K)SWFASTQFSPIDAR(R) 28.62
(R)VFETFIQNELQK(A) 52.74
(R)SQLVDDAFNLAR(A) 48.52
(K)LEEFLNQLIR(D) 50.62
BOW1Y2_CULQU Protease m1 zinc 101 kDa 12 2
- metalloprotease
(R)AQLIDDSLNLAR(S) 66.27
(R)NSFLFIWDR(M) 40.44
Catepsinas
BOWI10_CULQU Cathepsin | 38 kDa 10 12
(K)LVSLSEQNLVDCSTK(Y) 98.52
(K)GFVDIPQGDEK(A) 50.15
(R)DNHCGIATAASYPLV(-) 24.59
BOWOV3_cuLQu Cathepsin L 37 kDa 5 13
(K)SSYSIASHEQQIQK(E) 43.68
(R)ILGWGVENDTK(F) 38.87
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(R)GSDHLGIESSIAAGLPK(-) 33.23
Lipase
BOWDK6_CULQU Lipase 43 kDa 2 5
(K)TVVHYAQEIHESGNFQR(F) 32.16
Inibidores de serina
peptidases
BOWQ11_CULQU Serine proteas.e inhibitor, 77 kDa ) 3
serpin
(K)LFGELVSSEPSLNTPVPWR(Q) 49.21
BOX5Z9_cuLQu Alaserpin 42 kDa 23 23
(K)SFYSEAETVNFGENDAAAK(K) 62.86
(K)DLISSDCLGQDTR(M) 53.06
(R)MVLVNAIHFK(G) 33.55
(K)LQSINIADLTSK(M) 26.24
(K)ADFSELLEQPDPLYVSK(V) 60.5
(R)FAVEHPFYFALLDR(K) 51.84
Detoxificagdo
BOXJT6_CULQU Cytochrome P450 6A1 57 kDa 8 7
(K)ALFAIVEELASR(M) 71.84
(K)RVDYLEHLISLR(N) 25.46
(K)FNFVGVFENIR(Q) 49.43
BOWRU2_cCuLQU Cytochrome P450 58 kDa 1 2
(K)ILEQFVEVFDK(Q) 485
BOVZI7_CULQU Cytochrome P450 6B7 57 kDa 6 12
(R)VGNVDGPSPLPLFGNTLEQVLGTK(H) 259
(K)DILVGDFASFNK(N) 35.2
(KYNVAENLLQHVTDSR(G) 25.36
(K)IGIATLLSK(Y) 27.15
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BOXCA1_cuLQu Cytochrome P450 93A3 58 kDa 2 4 5
(R)IGLAYLLTNFR(F) 51.55
(K)SFILAPEGGLWLK(V) 32.98

BOWTS8_CULQU Cytochrome P450 49 kDa 1 2 3
(R)LYVDKLDEVAR(E) 35.64

BOWTS9_CULQU Cytochrome P450 60 kDa 2 4 6
(K)DAHPFLFLPFGFGPR(T) 34.64
(K)ILTALVNIPSNELR(F) 59.06

BOW673_CULQU Cytocg:z;;enp::glfam"y 58 kDa 2 4 6
(K)IYDDFKNEPVVGYFSVR(T) 23.92
(R)YFASNQFSDLVDEK(S) 64.89

BOX581_CuLQuU Cytochrome P450 33 kDa 1 1 4
(R)DVADFYEDIVTR(T) 32.87

BOWe6Y4_CUuLQU Cytochrome P450 9b1 61 kDa 7 41 19
(K)YTLAGFVEYIYNK(Y) 72.83
(K)VFGLFDNITPIFVVR(D) 67.49
(R)IFANQFFPTLVGK(L) 52.85
(K)LGIDVIDR(E) 57.45
(R)YFSGLIMNAIR(E) 53.0
(R)NDLINLLLQAR(A) 73.67
(K)EQHADGFATALESDLGK(V) 31.43
(R)ATLSPAFTGSK(M) 37.42

BOWTQ1_CULQU (+1) Cytochrome P450 17A1 61 kDa 3 16 13
(R)RPVFGDNANQNSNVLFSK(T) 31.28
(K)HQEETTESSAGFATVEESHVGK(V) 54.74
(K)GNINPAAYLPFGVGPR(N) 49.79
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(R)ATLSPAFTGSK(M) 37.42
BOWTP9_CULQU Cytochrome P450 9b2 62 kDa 4 2
(K)FLTVVAFPWLAR(K) 40.86
BOXJY3_CULQU Cytochrome P450 6A1 57 kDa 31 12
(K)TLFAIVEALASR(M) 94.68
(K)LVEPSFGSLLTVILR(S) 52.69
(K)RADYLEHLISLR(N) 35.51
(R)ADYLEHLISLR(N) 37.52
(R)FSPETGGVNPYR(E) 30.61
(K)ENFVGVFNIR(Q) 49.43
BOWTS7_cuLQu Cytochrome P450 98A1 60 kDa 18 16
(R)YHNLPILDAHR(R) 41.17
(R)FREDFGDLLVIPGILGR(K) 39.91
(K)GLGGLVNEQGESWQQFR(T) 103.29
(K)NELPADFNQWLNR(W) 51.8
(R)FLFLPFGFGPR(A) 66.59
(R)LVSNLINAPANELR(Y) 65.04
BOWFB9_CULQU Cymc:“ffo':sopn‘:fr?allml' 59 kDa 22 13
(K)SDPLSGHLFLLEGAPWR(A) 31.19
(K)VFEQTPFQLAK(F) 49.48
(K)IGLITLLR(S) 56.09
(R)FKPTAATPNPLVFDPK(S) 35.41
(K)SFVLSPIGGNHLR(V) 20.45
BOWFC1_CcuLQu Cytochrome P450 57 kDa 13 11
(K)NNVVRPDFLQLLMAQLK(N) 30.1
(R)IANQPYQLTSPNVVIEK(G) 63.68
(R)HTHTFLPFGDGPR(N) 21.43
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(K)FGIAQLLSR(L) 32.74
BOWTS5_CULQU Cytochrome P45012b1, ¢\ . 14 19
mitochondrial
(R)SVQAQPVSSTSEGHGEVEYTNALPYSK(1) 36.56
(R)IALDTFVHYR(K) 30.2
(R)YNNLTFPDLHR(S) 34.86
(R)LDKNPSQDSDSQSVLEK(L) 21.65
(K)GTDVAMASMILHSGEEYFER(G) 42.26
(K)DVHPFLFLPFGFGPR(T) 52.41
BOWTS3_CULQU Cyto;?tfcngsnpﬁj 1261, 66 kpa 13 17
(R)SVQAQPVSSTSEGHGEVEYANALPYSK(1) 36.55
(R)YNNLTFPDLHR(S) 34.86
(R)LDKNPSQDSDSQSVLEK(L) 21.65
(K)GTDVAMASMILHSGEEYFER(G) 42.26
(K)DVHPFLFLPFGFGPR(T) 52.41
BOWIH9_CuLQU Carboxylesterase-6 71 kDa 13 7
(K)AQLIATTVGCPTTSSTK(M) 46.41
(R)YLYNPFSPLGVVIEK(Q) 73.02
(R)EEYLLEIDER(W) 36.06
BOW1X8_CULQU Palmitoyl-protein 34 kDa 6 13
- thioesterase 1
(R)MNNLITLGGQHQGVFGLPDCPSISSK(T) 37.08
(K)ESSTFLADINNER(T) 79.47
A5Y5K2_cuLQU (+2) Esterase A1l 61 kDa 4 3
(R)ILFSFGPVIEPYVTK(N) 38.09
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Ubiquitin thioesterase

BOWS5S7_cuLQU OTUB1 32 kDa 4 12
(K)VKPEGDNTEAALAELHK(L) 27.92
(K)LLNEQGHSDYVVVYLR(L) 31.55
RIRIGS_CULPP Esterase A4-B4, B 61 kDa 93 39
(R)AIVMSGSTYSSWSLTR(Q)* 71.03
(R)AAKPEDIVAHQEK(L)* 54.62
(R)FKAPVPPQK(W) 27.51
(K)WTETLDCTQQCEPCYHFDR(R) 27.43
(K)IVGCEDSLK(1) 422
(K)DIVLVSENYR(1) 36.45
(R)IGALGFLCCQSEQDGVPGNAGLK(D) 17.83
(R)WVLENIAAFGGDPK(R) 79.33
(K)RVTLAGHSAGAASVQYHLISDASK(D) 38.33
(R)VTLAGHSAGAASVQYHLISDASK(D) 80.85
(K)AIGWDGQGGESGALR(F) 73.86
(R)VFWHGLHR(T) 23.29
(R)ICLDSEFYNHYR(1) 82.73
(R)GTAHADELSYLFSNFTQQVPGK(E) 18.66
(K)GGVVFEPNAQTKPTFK(C) 28.69
EST1_CULPI Esterase B1 61 kDa 35 32
(K)LHPELLSHPHLFLGNVPPNLK(1)* 28.32
(K)WTETLDCTQQCEPCYHFDR(R) 27.43
(R)IGALGFLCCQSEQDGVPGNAGLK(D) 17.83
(R)WVLENIAAFGGDPK(R) 68.44
(K)RVTLAGHSAGAASVQYHLISDASK(D) 38.33
(R)VTLAGHSAGAASVQYHLISDASK(D) 80.85
(K)AIGWDGQGGESGALR(F) 72.12
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(R)VFWHGLHR(T) 20.85
(R)ICLDSEFYNHYR(1) 25.93
(R)GTAHADELSYLFSNFTQQVPGK(E) 19.41
(K)GGVVFEPNAQTKPTFK(C) 28.69
BOXGK3_CULQU G'“tathif::t':::;”ﬁerase 24 kDa 7
(K)ATNQEGAEELAALYR(A) 47.22
BOW6C9_CuUuLQU Glutathione S-transferase 23 kDa 10
(R)LYFDMGTLYQR(F) 47.39
(K)VAAGLDLSR(Y) 41.36
BOXGJ5_CULQU G'“tathii’:eet'::tgr;”s‘cerase 25 kDa 7
(K)RLEQVIPDYHEFNTVR(A) 35.88
(R)LEQVIPDYHEFNTVR(A) 20.08
BOX3C8_CULQU Glutathis::t—as’—tgr;nsferase 27 kDa 4
(K)LAESVAILR(Y) 28.16
BOWFX0_CULQU Glutathione s- 27 kDa 31
- transferase
(K)SDLVANHPNLQR(L) 41.87
(K)LVTLNNEVIPFYLEK(L) 51.56
(R)LVDNVTSIDSIAAWIAK(R) 73.63
(K)KLVTLNNEVIPFYLEK(L) 24.05
(K)IAVVSYEPDDDVKEK(K) 31.21
(K)IAVVSYEPDDDVK(E) 41.62
(R)FLLSYGNLPFDDIR(1) 28.61
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Glutathione S-

BOVZ90_CcuLQu 30 kDa 9 16
transferase

(R)IHLILDAK(N) 34.47
(R)KLYPADPFQK(A) 16.34
(R)FNGAVISPYYR(I) 26.78
(K)FALGDKYELDK(E) 32.28

BOW6C9_CUuLQU Glutathione S-transferase 23 kDa 8 10
(R)LYFDMGTLYQR(F) 47.39
(K)VAAGLDLSR(Y) 41.36

BOXAJO_CULQU Glutathione i-transferase 25 kDa 1 27
(M)PITLYYTPISPPAR(A) 64.69
(R)ELGLNVEFKPVDVMAGGTR(T) 41.09
(R)VLNHDLSAFYPK(T) 21.05
(K)LDEGLTNLELFLVR(N) 48.81

BOW6C3_CULQU Glutathione i-transferase 25 kDa ) 5
(K)VIDNSVQGAAR(E) 67.73

BOXG85 CULQU Microsomal glutathione S- 17 kDa 3 15

- transferase 1

(M)TSVFDSIDSTVFR(S) 47.2
(K)VVTNDPDVER(V) 33.85

C4B4V7_cuLQu Glutathione transferase 25 kDa 33 31
(K)EAPGAALNEAGLEDFK(A) 90.77
(R)AIQIYLVEK(Y) 32.38
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(R)AVQMTAAAVGVELNLK(L) 46.95
(K)LTNLMAGEHMKPEFLK(1) 27.29
(R)LFFDQGTLYQR(F) 70.98
C4B4v8_cuLQu Glutathione transferase 23 kDa 65 62
(K)EAPGAAINEAGCEEFK(K) 26.01
(K)EAPGAAINEAGCEEFKK(Y) 19.9
(K)LNPQHCIPTLVDGSFPVWESR(A) 43.43
(R)AIMIYLVEK(Y) 49.23
(R)FADYFYPQIFAK(Q) 57.81
(K)MLDGLDFLNTFLGGSK(Y) 90.32
(K)YPNVAGWYAR(L) 43.53
(R)AVQMTAAAVGVELNLK(L) 46.95
(K)LTNLMAGEHMKPEFLK(L) 27.29
(R)LFFDQGTLYQR(F) 64.43
BOWFX0_CULQU fr':rtz:'r:;‘: s 27 kDa 29 31
(K)SDLVANHPNLQRI(L) 41.87
(K)LVTLNNEVIPFYLEK(L) 51.56
(R)LVDNVTSIDSIAAWIAK(R) 73.63
(K)KLVTLNNEVIPFYLEK(L) 24.05
(K)IAVVSYEPDDDVKEK(K) 31.21
(K)IAVVSYEPDDDVK(E) 41.62
(R)FLLSYGNLPFDDIR(l) 28.61
BOW6B0_CULQU trg:‘ustfaetr';';nfz 82 kDa 64 16
(K)LNPQHCIPTLVDGSFPVWESR(A) 43.43
(R)AIMIYLVEK(Y) 49.23
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(R)FADYFYPQIFAK(Q) 57.65
(KYMLDGLDFLNTFLGGSK(Y) 90.32
(K)YPNVAGWYAR(L) 43.53
(R)AIQIYLVEK(Y) 32.38
(R)AVQMTAAAVGVELNLK(L) 46.95
(K)LTNLMAGEHMKPEFLK(L) 27.29
(R)LFFDQGTLYQR(F) 64.43
BOWSC1_cuLQu Glutathione synthetase 56 kDa 3 6 12
(R)ETYPFVQVIR(R) 40.29
(R)AGYEPGHYYGPNEWSAR(L) 30.23
(R)JEGGGNNVYGEDIPGALEK(M) 56.43
(K)VDAFTGSLFEIYETVLK(E) 49.08
Carboidrases
BOXJR7_CULQU Alpha-glucosidase 70 kDa 11 104 28
(R)ELSVSDWWEK(A) 47.03
(K)DSNGDGIGDLK(G) 40.0
(K)AFWLSPIYK(S) 48.76
(K)LILDFVPNHSSDEHEWFVK(S) 44.92
(R)VAGYEDYYVWNDGIVGSDGQR(S) 97.01
(R)ISPPNNWNEAFR(G) 41.09
(R)GSAWQWSATR(Q) 57.05
(R)NPAVVEAMK(N) 35.82
(R)IDAVPWLFEDEQLR(D) 60.47
(R)EVLDEYKK(A) 41.6
(K)TVIDSWLDAVPVGHAPNWVLGNHDK(R) 493
(K)SFDTAVVR(V) 34.53
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(K)AGFYQIYPR(S) 57.9
(K)KQPDLNYR(N) 40.14
B0X220_CuUuLQU Maltase 1 69 kDa 1 3 6
(K)DLGVDGVWEFSPLFK(S) 39.49
(K)SPMADFGYDISDFR(D) 58.0
(K)KQPDLNYR(N) 40.14
BOXAA1_CULQU Alpha-glucosidase 67 kDa 12 72 38
(K)DSDGNGIGDLDGVTEK(L) 54.11
(R)LILDFVPNHTSNQHEYFK(K) 32.34
(K)SVQKEDPYTNYYVWHPGVTNEDGTK(S) 32.65
(K)EDPYTNYYVWHPGVTNEDGTK(S) 66.02
(K)SPPSNWISVFR(G) 60.33
(R)GSAWEWNEDRQEYYLHQFLK(E) 35.38
(R)IDAVPYLFESVEVENR(Y) 70.32
(R)YVDEPLSR(A) 38.29
(R)AVLDEFTAK(D) 46.39
(R)IMMTEGYTSIPNVMK(F) 32.69
(R)YANLWLDNLPAGR(R) 85.38
(R)SNWVLGNHDNNR(!) 33.62
(R)AGPDDYTLYSR(D) 66.21
(K)NAGFSSADK(T) 29.59
(R)QILTHGDLDLR(T) 42.02
(R)TTDSNLVLYK(R) 42.89
(K)WINVADTELPGESAIVLQK(L) 71.85
BOXBN3_cCuLQU Alpha-glucosidase 72 kDa 28 176 52
(K)VVQTITLGR(D)* 37.96
(K)SIDGEEFEITK(D)* 45.83
(K)DVDESGFSLFTVAR(K)* 108.01
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(K)ISGANWYGGPQQK(Y)* 52.15
(K)YQYWPIQK(L)* 32.48
(K)EADNCAVGDR(Y)* 52.64
(R)YWLNSLGSFVEVDR(T)* 33.12
(R)TAPLFVDQNYGEPGYLCLEAK(K)* 46.72
(K)KTLPYDVYDATYSFEYK(V)* 31.78
(K)TLPYDVYDATYSFEYK(V)* 33.76
(K)VGVANHAK(A)* 53.81
(K)AVGHILGKPTGYPAEEMVK(Y)* 40.66
(K)YPIWSTWAR(Y)* 40.74
(R)DIDHDLVLK(F)* 47.56
(R)VTIWIHPFINK(G)* 40.47
(R)LANVLAVSGIDSFK(F)* 113.3
(K)FDAGEASWSPPDALLSGDR(K)* 86.3
(K)FDAGEASWSPPDALLSGDRK(D)* 53.56
(R)KDNPNNIVYDYLR(T)* 50.57
(K)DNPNNIVYDYLR(T)* 81.44
(R)TVASTGGNLVEVR(T)* 108.94
(R)TAHNTQDLPVFVR(M)* 61.37
(K)YTPQIMAR(F)* 29.22
(K)LAVSDGLPVNPPLWWISPDDTNAQK(V)* 27.23
(K)VFDQFLLGDDIIAAPVIR(E)* 61.8
(R)SRDIYLPAGTWIDGNSNAEHTGPK(W)* 34.99
(R)DIYLPAGTWIDGNSNAEHTGPK(W)* 65.81
(R)NYSVPLSMLPYFVR(K)* 46.8
BOWS02_cuLQu Alpha-glucosidase 68 kDa 7 44 17
(R)GSAWEWSNLR(E) 35.31
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(R)EQYYLHQFTVEQPDLNYR(N) 35.53
(K)DVITFWLDK(G) 45.47
(R)IDAVPFLFEVEK(N) 61.4
(R)ELVDAYQETHGGETR(V) 53.66
(R)LGSHMPFNFGLITDITK(A) 30.53
(R)VVNDNVLAIVR(E) 51.6
(K)AGFYQIYPR(S) 57.9
BOWS45_cULQU G'UCOSidZZiaZ subunit 63 kDa 8 9
(K)SDAEALESVALK(V) 91.87
(R)DGAVTVEEAK(Y) 31.44
(K)VEYDPDTAELIR(K) 70.87
(R)SVLVHLECGLDTR(I) 34.44
BOWQR9_CULQU Neutral alpf:\églucosidase 106 kDa 1 1
(K)LLVAPVLK(A) 25.2
BOWFP7_CULQU Oligo-1,6-glucosidase 66 kDa 132 29
(K)LVLDFVPNHSSDEHANFLK(S)* 51.45
(R)EAGYEDYYLWHPGK(L)* 57.4
(R)SFMDSDGDGVGDLR(G) 63.08
(R)QELGVDAIWLSPIFK(S) 126.28
(K)SPMADFGYDISDFK(D) 91.0
(R)VEPSNWISVFR(G) 717
(K)VVQDMKDVLTFWLQK(G) 36.12
(K)DVLTFWLQK(G) 52.26
(R)AGAQIPFNFEVLSNIFK(D) 62.61
(K)DSTAQDFYDNAMR(F) 54.46
(K)ALPSDQFANWVLGNHDNK(R) 20.76
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(K)ALPSDQFANWVLGNHDNKR(L) 29.72
(K)VVDNMLIYK(R) 37.06
(K)KQPDLNYR(S) 40.14

BOW934_CULQU reéﬁIZtD: dg;‘:g‘t":;‘ 72 kDa 211 43
(R)EFTDATVQGDIK(L)* 78.87
(K)DAGTIAGLNVMR(I)* 86.48
(R)ALSSSHQVR(1)* 42.43
(K)VLEDADMNKK(D)* 4134
(K)DVDEIVLVGGSTR(I)* 73.06
(K)WLDENQDAESEEYKK(Q)* 35.26
(K)KELEDVVQPIIAK(L)* 49.42
(K)ELEDVVQPIIAK(L)* 72.51
(K)LYASSGGAPPPAGGEDEDLKDEL(-)* 60.63
(R)ITPSYVAFTADGER(L) 81.82
(K)NQLTTNPENTVFDAK(R) 85.04
(K)VFAPEEISAMVLGK(M) 93.4
(K)VTHAVVTVPAYFNDAQR(Q) 77.3
(R)AKFEELNMDLFR(S) 78.95
(K)FEELNMDLFR(S) 65.68
(K)SQIFSTASDNQHTVTIQVYEGERPMTK(D) 23.68
(K)FDLTGIPPAPR(G) 40.27
(K)IVITNDQNR(L) 53.85
(R)NELESYAYSLK(N) 74.04
(K)MEEAIDEK(1) 39.09
(K)MKETAEAYLGK(K) 58.38
(K)ETAEAYLGK(K) 51.41
(R)IINEPTAAAIAYGLDKK(D) 37.96
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Anexos

(R)VEIIANDQGNR(!) 63.31
(R)INEPTAAAIAYGLDK(K) 136.31
BOXGHO_cuLQU Alpha-amylase 69 kDa 1 17 6
(R)AGFYQVYPR(S) 44.58
(R)LITELTADSSAYDFK(N) 112.39
(K)SPMADFGYDISDFR(D) 58.0
BOXJR6_CULQU Alpha-amylase 67 kDa 7 169 48
(K)DIHHEFGTIADLESLAAECK(A)* 77.15
(K)LVLDFVPNHSSDEHVNFQK(S)* 39.98
(K)SVNREEGYEDYYLWHPGK(L)* 50.15
(R)GSAWEWNDVR(K)* 56.18
(R)IDAVPYLFEIEMTDGQYPDEPK(T)* 34.61
(K)TGWTNDPTNPDYVQHIYTQNR(E)* 58.01
(K)DTVDPAGCNTNPK(E)* 57.87
(R)NSFELPADAGIVLEGSVK(N)* 60.07
(R)SFMDSDGDGVGDLR(G) 63.08
(R)QELGVDAIWLSPIFK(S) 126.28
(K)SPMADFGYDISDFK(D) 91.0
(R)VEPSNWISVFR(G) 71.7
(K)VVQDMKDVLTFWLQK(G) 36.12
(K)DVLTFWLQK(G) 52.26
(R)AGAQIPFNFEVLSNIFK(D) 62.61
(K)DSTAQDFYDNAMR(F) 54.46
(K)ALPSDQFANWVLGNHDNK(R) 20.76
(K)ALPSDQFANWVLGNHDNKR(L) 29.72
(K)VVDNMLIYK(R) 37.06
(K)KQPDLNYR(S) 40.14
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BOWIF2_cUuLQU Salivary C-type lectin 22 kDa 2 7
(R)LASVNSAEDDAALK(L) 57.71

BOWIE3_CULQU (+1) Salivary C-type lectin 18 kDa 3 7
(R)JGPWWIAGTDLGK(S) 42.51

BOWID7_CULQU Salivary C-type lectin 21 kDa 1 8
(R)LASVNSAEDDTALR(L) 49.25

BOXG12_CULQU Tr“m;tne do::gRIL“c;':]”ose' 53 kDa 6 11
(R)IGADGLAFWYTAEK(G) 87.66
(R)AENVVLPK(N) 32.01
(R)HEVDALLONQNVLAQTVR(E) 90.66
(R)ADSILNNQAR(A) 42.72

BOXEF4_cuLQU Galectin 16 kDa 40 33
(K)MTHDQFNINLQAGPNVNPR(D) 90.94
(R)DDAPLHISIRPK(D) 53.92
(R)FIHIGEGAQVDAMITE(-) 30.91

BOWOJ6_CULQU Galectin 36 kDa 8 19
(R)VNINFLSGK(S) 46.15
(R)EDNLNELTAPNPVSPGEIFR(L) 40.18
(R)LYILVGDDR(F) 26.87
(R)SGGFPFVLDQQFK(L) 29.04
(K)LAIALTESEFK(F) 78.47

BOX1F3_cuLQu Galectin 17 kDa 25 25
(R)TLGDGDELELK(G) 61.41
(R)FGSGIAYHFGVR(L) 44.25
(R)LSGDEIWILVDGEK(Q) 58.14

BOWLSO_cuLQU Arginine kinase 45 kDa 182 45
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(K)TDKHPASDFGDVSTFGNVDPTGEFVVSTR(V)*

(K)HPASDFGDVSTFGNVDPTGEFVVSTR(V)*

(R)SMEGYPFNPCLTEAQYK(E)*
(K)VSATLSGLEGELK(G)*
(K)AVQQQLIDDHFLFK(E)*
(R)FLQAANACR(Y)*
(K)TFLVWCNEEDHLR(1)*
(R)ISMQMGGDLGQVYR(R)*
(R)RLTSAVNEIEK(R)*
(R)LTSAVNEIEK(R)*
(K)RVPFSHNDR(L)*
(R)VPFSHNDR(L)*
(R)LGFLTFCPTNLGTTIR(A)*
(R)GEHSEAEGGIYDISNK(R)*
(RMGLTEYEAVK(E)*
(K)EMYDGISELIK(1)*

Anexos

64.64

58.72

68.84
100.37
49.91
72.52
49.08
74.33
36.89
53.06
48.93
41.29
100.92
86.19
58.98
28.2

BOWR64_CULQU

Fructose-bisphosphate
aldolase

39 kDa

12 213 67

(R)QLLFTADER(L)*
(R)LSQNISGVILFHETLYQK(A)*
(K)ADDGTPLVELLK(K)*
(K)GVVDLYGSEGECTTQGLDDLGAR(C)*
(K)NTPSYQSILENANVLAR(Y)*
(R)YASICQSQR(I)*

(K)ALSDHHVYLEGTLLKPNMVTAGMSCAK(K)*

50.68
54.99
75.94
97.51
103.34
49.99

50.49
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(K)KPTAQEIGLATVLALR(R)* 78.96
(K)AAQDELVK(R)* 57.41
(K)AAQDELVKR(A)* 35.97
(K)ANGEASLGK(Y)* 31.28
(K)YGGGVVGAAGTGSLFIANHAY(-)* 41.02
(K)GILAADESTATCGK(R) 98.93
(R)FADIGVENNEDNR(R) 78.56
(R)FADIGVENNEDNRR(Q) 44.6
(K)KGILAGIK(V) 56.91
(R)IVPIVEPEILPDGDHDLER(C) 78.31
(K)VTETVLAAVYK(A) 95.94
(R)ALQASVLR(A) 52.58
BOWTE9_CULQU F-actin capping protein 5, 5 11 24
subunit beta
(R)RLPPQQIEK(N) 25.74
(R)KLEIEANHAFDQYR(E) 35.31
(K)QSSGTINLGGSLTR(Q) 38.81
(R)QIEQDAPVSESSPHIANIGR(]) 31.79
(K)DLAAALLR(R) 39.19
BOWPC7_cULQU Leucine-rich 56y pq 3 6 9
transmembrane protein
(R)LTADVLRPDVFR(G) 29.44
(R)NPLGEITEDTAAALGSIAK(L) 72.28
(K)HILNDEFQAPHSASEAR(C) 23.66
BOX0G6_CULQU Leucine-rich 52 kDa 2 3 5

transmembrane protein
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(K)FVEVPLFSGDK(L)
(K)LEEYALFGLPR(L)

28.38
47.75

BOWMF9_CuLQU

Signal recognition
particle subunit SRP68

70 kDa

(K)VFTIEILR(V)
(R)LFLLSIQDLANSIEK(A)
(K)IELLENVLLDCK(D)

26.65
47.27
29.59
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Anexo |l
Borges-Veloso et al. 2015. In-depth characterization of trypsin-like serine peptidases

in the midgut of the sugar fed Culex quinquefasciatus. Parasites & Vectors.
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