RENATA CRISTINA BARBOSA

EXPRESSAO GENICA NO INTESTINO MEDIO DE FEMEAS ADULTAS DO
MOSQUITO AUTOGENO Toxorhynchites theobaldi (DIPTERA, CULICIDAE)

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obten¢do do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2019



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

B238e
2019

Barbosa, Renata Cristina, 1982-
Expressao génica no intestino médio de fémeas adultas do

mosquito autégeno Toxorhynchites theobaldi (Diptera,
Culicidae) / Renata Cristina Barbosa. — Vigosa, MG, 2019.

76 f.: il. (algumas color.).

Inclui anexos.

Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2019.

Inclui bibliografia.

1. Toxorhynchites theobaldi. 2. Intestinos. 3. Autogenia.
I. Martins, Gustavo Ferreira, 1980-. II. Universidade Federal de
Vigosa. Departamento de Biologia Geral. Programa de
P6s-Graduacao em Biologia Celular e Estrutural. III. Titulo.

CDD 22. ed. 595.772

Bibliotecdrio(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




RENATA CRISTINA BARBOSA

EXPRESSAO GENICA NO INTESTINO MEDIO DE FEMEAS ADULTAS DO
MOSQUITO AUTOGENO Toxorhynchites theobaldi (DIPTERA, CULICIDAE)

N

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de P6s-Graduacdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obten¢do do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 17 de setembro de 2019.

Assentimento:

Renata Cristina Barbosa
(Autor)

Gustavo Ferreira Martins
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Programa de Biologia Celular e as entidades de apoio a pesquisa CAPES (PVE
88881.030429/2013-01) e Fapemig (APQ-00560-17) pela oportunidade a mim concedida.

Agradeco ao Laboratério de Biologia Molecular de Insetos — Departamento de Biologia
Geral (DBG) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) - MG pela permissao e compreensdo para

realizacdo das atividades relacionadas ao doutorado.

Agradeco ao meu orientador Gustavo Ferreira Martins, por ter aceitado me orientar e por
toda a disponibilidade, presteza e paciéncia em todos os momentos, o que foi fundamental para a
conclusdao do curso. Acredito que foi um privilégio ser orientada por uma pessoa com

caracteristicas tdo importantes na formacao académica de futuros pesquisadores.

Agradeco aos meus amigos e colaboradores pelo auxilio em vérias fases do trabalho, Tales
Vicari, Carolina Macedo e Henrique Barbosa. Agradeco ao Kenner que foi quem sugeriu a
realizac@o desse projeto que foi aceito prontamente pelo meu orientador, Gustavo. E em especial a
amiga e companheira, Raquel Godoy, que esteve comigo nos finais de semana e durante varias
noites no Laboratério de Biologia Molecular de Insetos me auxiliando em vérias questdes sobre o

trabalho, devido a semelhanca do assunto dos nossos projetos.

Agradeco ao Nucleo de Biomoléculas da Universidade Federal de Vigosa, ao Pedro Vidigal,
que sempre foi muito atencioso e prestativo durante os vdrios momentos que precisei da sua

colaboracdo.

Agradeco ao Professor Marcelo Ramalho-Ortigdo Disease Vectors Laboratory, Department
of Entomology, Kansas State University, Manhattan, USA pela colaborac¢do no inicio do projeto
permitindo a utilizagdo do seu laboratério para o armazenamento e preparo das amostras para

sequenciar.



Meu muito obrigado aos Pesquisadores Jos€¢ Marcos Ribeiro e Fabiano Oliveira do National
Institute of Allergy and Infectious Diseases/National Institute of Health, Rockvile Pike, Bethesda,
Maryland pelo auxilio com as andlises de bioinformatica, fundamentais para o desenvolvimento do

meu trabalho.

Agradeco ao Laboratério de Imunovirologia - DBG - UFV, em especial ao pesquisador

Roberto que sempre foi muito solicito durante a realizagdo das andlises de expressdo génica.

Agradeco a secretaria do Programa de Biologia Celular e Estrutural — DBG -UFV,
Elisabeth, pela eficiéncia e acessibilidade em todos os momentos durante todo o percurso em que

precisei do seu auxilio.

Agradeco a Professora Karla Yotoko coordenadora do laboratério de Bioinformatica e
Evolucao — DBG - UFV pelo auxilio no delineamento das anélises filogenéticas melhorando muito

a qualidade dos resultados obtidos.

Agradeco ao meu namorado Felipe, meus pais Vicente e Irani pelo apoio, paciéncia e

compreensio requerida durante varios momentos.



RESUMO

BARBOSA, Renata Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2019.
Expressao génica no intestino médio de fémeas adultas do mosquito autégeno Toxorhynchites
theobaldi (Diptera, Culicidae). Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

O mosquito ndo-hematéfago T. theobaldi pertence a um dos trés géneros de culicideos que ndo
necessitam da ingestdo de sangue para reproduzir. Alimenta-se basicamente de carboidratos através
da ingestdo de néctar, que provém a energia e os nutrientes necessarios para suas funcdes
primordiais. A digestdo ocorre principalmente no intestino médio que também € o local principal
de interacdo com patdgenos provenientes da dieta. O intestino médio de 7. theobaldi difere dos
culicideos hemat6fagos por estar permanentemente recoberto pela matriz peritréfica, além de
possuir a regido médio anterior bastante desenvolvido em relacdo ao intestino médio posterior
atrofiado. A andlise dos transcritos expressos no intestino médio posterior bem como a expressao
diferencial entre as regides, nos mostrou que elas sdo funcionalmente diferentes. A regido médio
anterior, especializou na digestao de carboidratos e a regido médio posterior semelhante aos demais
mosquitos € o principal local de digestdo e absor¢ao, principalmente de proteinas. Os processos de
sintese, protedlise e transporte de proteinas representam a maioria dos transcritos. Os micro-
organismos ativam o sistema imune inato através de mecanismos regulatérios semelhantes aos
demais mosquitos sendo mais proeminente na regido posterior. Além de suplementar a dieta desse
mosquito com nutrientes importantes, como aminoécidos de cadeia longa e vitaminas do complexo
B. O metabolismo de prote¢do contra espécies reativas de oxigénio € elevado nas diferentes regides
do intestino médio devido a importancia para manutencdo da homeostase. No entanto, 0s mosquitos
hematéfagos diferem de 7. theobaldi devido a maior diversidade e complexidade nos transcritos
envolvidos nos mecanismos de combate ao estresse oxidativo provocado pela ingestdo de sangue.
Também foi observado que diferentes vias metabdlicas sdo utilizadas para producio de energia e
sintese de metabdlitos importantes, o que representa uma vantagem adaptativa frente a condig¢des
ambientais adversas. Estudar as diferencas no processo de digestdo entre 7. theobaldi e os
mosquitos hematéfagos constitui uma ferramenta importante para o entendimento de como as
mudancas no processo de digestdo envolvidas na aquisicdo da capacidade de digerir sangue

possibilitou também a infec¢do dos mosquitos com os mais variados patégenos.

Palavras-chave: Intestino médio, autogenia, Toxorhynchites theobaldi



ABSTRACT

BARBOSA, Renata Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September, 2019. Gene
expression in the midgut of adult female mosquito Toxorhynchites theobaldi (Diptera,
Clulicidae). Advisor: Gustavo Ferreira Martins.

The non-hematophagous mosquito 7. theobaldi belongs to one of three genera of culicids that do
not require blood ingestion to reproduce. It feeds primarily on carbohydrates through the intake of
nectar, which provides the energy and nutrients needed for its primary functions, digested occurs
mainly in the midgut. The midgut of 7. theobaldi differs from hematophagous culicids in that it is
permanently covered by the peritrophic matrix, besides having a well-developed anterior midgut
region concerning the atrophied posterior midgut. Analysis of the transcripts expressed in the
posterior midgut as well as the differential expression between regions showed us that they are
functionally different. The anterior midgut region specializes in carbohydrate digestion and the
posterior midgut region like other mosquitoes is the main site of digestion and absorption,
especially of proteins. The processes of protein synthesis, proteolysis, and transport represent most
transcripts. The innate immune system involves regulatory mechanisms like other mosquitoes
being more prominent in the posterior region. The presence of several classes of antimicrobial
peptides allows us to speculate that microorganisms are an important source of nutrients for this
mosquito. Protective metabolism against reactive oxygen species is high in different midgut
regions due to the importance of maintaining homeostasis. However, hematophagous mosquitoes
differ from T. thobaldi due to their greater diversity and complexity in the transcripts involved in
the mechanisms of combating oxidative stress caused by blood ingestion. It was also observed that
different metabolic pathways are used for energy production and synthesis of important
metabolites, which represents an adaptive advantage against adverse environmental conditions.
The study of the differences in digestion process of 7. theobaldi in comparison to the
hematophagous mosquitoes comprises a relevant tool to be explored in the understanding of how
the acquisition of the capacity of blood digestion also made it possible for mosquitoes to be infected

with several pathogens.

Keywords: Midgut, autogeny, Toxorhynchites theobaldi
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1. INTRODUCAO GERAL

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae Meigen, sendo
popularmente conhecidos como pernilongos. A familia Culicidae inclui 3.567 espécies catalogadas
e classificadas em duas subfamilias: Anophelinae, subdivida em trés géneros e Culicinae, subdivida
em 113 géneros, segregados em 11 tribos (HARBACH, R.E., 2013). Os culicideos sio encontrados
nas regides temperadas e tropicais do planeta, mas ndo existem em dreas que permanecem
constantemente congeladas.

A subfamilia Culicinae possui apenas trés géneros (Malaya, Topomya e Toxorhynchites)
cujas fémeas ndo se alimentam de sangue e, portanto, ndo sdo vetores de doencas (ZHOU,
XIAOFAN et al., 2014). No gé€nero Toxorhynchites, as larvas alimentam-se de invertebrados,
incluindo larvas de outos mosquitos contidos em recipintes naturais e artificiais de 4gua
(HARBACH, RALPH E, 2007; ZEQUI; LOPES; MEDRI, 2006). Varios estudos tém mostrado o
potencial de Toxorhynchites para o controle bioldgico de mosquitos vetores (COLLINS;
BLACKWELL, 2000).

O género Toxorhynchites tem ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado
principalmente na regido tropical, e algumas poucas espécies distribuem-se através das regides
temperadas da Asia oriental e América do Norte (HARBACH, R.E, 2013). Os adultos sdo grandes,
possuindo cerdas coloridas (principalmente esverdeadas ou azuladas) espalhadas pelo corpo e uma
probdscide longa e curvada para baixo, especializada na alimentacé@o de fluidos ricos em agucares
(HARBACH, R.E., 2013).

Provavelmente o periodo de maior divergéncia nas linhagens dos culicideos foi no final do
Jurassico e inicio do Cretaceo, entre 65-145 milhdes de anos (REIDENBACH et al., 2009), devido
a diversificacdo e expansdo dos vertebrados terrestres (AZAR; NEL, 2012; REIDENBACH et al.,
2009). Dentro de Diptera, a hematofagia teria surgido em varios momentos de forma independente
(MING-SHAN etal. et al., 2015; WIEGMANN et al., 2011). A dependéncia do habito hemat6fago
varia entre oS mosquitos, € os mesmos podem ser agrupados em autdgenos, anautdgenos
facultativos e anautdgenos. Os autdgenos sdao aqueles que nao necessitam de sangue para o primeiro
ciclo gonadotréfico. Os outros mosquitos, que conseguem colocar a primeira postura de ovos sem
alimentacdo sanguinea, mas necessitam do sangue para as posturas seguintes sdo referidos como

anautogenos facultativos. E aqueles mosquitos que desde a primeira postura necessitam do sangue

9



sdo considerados anautdgenos, como por exemplo, Culex quinquefasciatus e as espécies do género
Anopheles. Vérios fatores tais como, tamanho do adulto, fotoperiodo e nutricdo da larva
(ATTARDO; HANSEN; RAIKHEL, 2005; SOLIMAN; TEWFICK; WASSIM, 2014) interferem
na expressao da autogenia, apesar dos seus mecanismos fisiolégicos e moleculares ndo terem sido
ainda totalmente esclarecidos. Existem varia¢des quanto ao hibito alimentar dentro de uma mesma
espécie ocorrendo uma tendéncia autdgena ou anautdégena, como € caso do mosquito Wyeomyia
smithii (Sabethini), que apresenta hematofagia ou nao de acordo com a localidade geogréfica dos
Estados Unidos da América (BRADSHAW et al., 2018).

A familia Culicidae é monofilética, porém algumas relacdes entre as tribos ndo sdo
suportadas (HARBACH, RALPH E, 2007; REIDENBACH et al., 2009). Um dessas
incongruéncias ocorreu nas primeiras propostas de hipéteses filogenéticas para Culicidae que
colocou o género Toxorhynchites na familia Toxorhynchitinae (HARBACH, RALPH E, 2007).
Posteriormente, outras classificacdes, utilizando caracteres morfologicos e moleculares, passaram
a considerar Toxorhynchites um grupo monofilético para a subfamilia Culicinae, agrupando as
espécies do género na tribo Toxorhynchitini (HARBACH, RALPH E.; KITCHING, 1998;
REIDENBACH et al., 2009). As arvores filogenéticas recentes (NARAYANAN KUTTY et al.,
2018), permitem inferir que os géneros ndo hematéfagos pertencem as tribos Toxorhynchitini
(Toxorhynchites) e Sabethini (Malaya e Topomya) (Fig. 1) e segundo Harbach & Kitching (1998),
Toxorhynchites possui um ancestral comum com Sabethini. Essa hipétese € suportada pelo
compartilhamento de muitas caracteristicas morfoldgicas no adulto herdadas de um ancestral
provavelmente nao-hematéfago (HARBACH, RALPH E.; KITCHING, 1998) .

A hematofagia é possivel devido as caracteristicas morfologicas e fisiologicas que
permitiram o comportamento de busca do hospedeiro, aquisi¢ao e digestao do sangue. A presenca
de receptores de odores em grande nimero nas antenas dos mosquitos hemat6fagos (RAJI;
DEGENNARO, 2017) é um exemplo, sendo encontrados em menor quantidade no mosquito nao-
hematéfago Toxorynchites amboinensis (ZHOU, XIAOFAN et al., 2014) (Tab. 1). Esses
receptores em Toxorhynchites, supostamente os auxiliam a selecionar os sitios de oviposi¢do para

a postura dos ovos (DAY, 2016; DEKEL et al., 2016).
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Figura 1. Filogenia das relagdes entre as espécies, inferidas pelas andlises combinadas dos
aminodcidos Bayseana/Verossimilhanca. Os niimeros associados com os nds sdo probabilidades
acima de 0.5. As letras associadas com os nds referem aos valores de suporte de bootstrap e
probabilidades posterior estimada por andlises alternativas. As caixas cinzas sombreadas indicam
do topo até a base: Anophelinae, Aedini e Sabethini. As caixas em vermelho mostram o
compartilhamento do ancestral de Toxorhynchites e o género ndo hematofago da tribo Sabethini,
Malaya. A seta vermelha mostra Wyemyia smithii, uma espécie que pode ser hemat6faga ou nao,
dependendo da regido geografica dos Estados Unidos da América. Adaptado de (REIDENBACH
et al.,2009).

Os mosquitos apresentam autogenia facultiva quando ndo conseguem acumular nutrientes

suficientes na fase de larva, como € caso de Culex pipiens (HANSEN et al., 2014; SOLIMAN;
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TEWFICK; WASSIM, 2014). O sangue € rico em nutrientes, principalmente aminodcidos, sendo
praticamente todo convertido em substancias que compdes o vitelo. Nos mosquitos autdgenos, as
reservas energéticas da larva sdo usadas para o desenvolvimento do ovo no adulto. Por exemplo,
Toxorynchites possui larvas predatérias e longevidade bem superior aos mosquitos anautégenos
(STEFFAN; EVENHUIS, 2003) (Tab. 1) nessa fase ocorre acimulo de grande quantidade de
lipideos, principalmente no udltimo estdgio larval (PASCINI et al., 2011). Existe uma correlagdo
entre o tamanho corporal do adulto e a capacidade de armazenamento de reservas no periodo larval
(TAKKEN; KLOWDEN; CHAMBERS, 1998), por isso as fémeas de Toxorhynchites que possuem
0 maior tamanho corporal entre os mosquitos (GOETTLE; ADLER, 1999; GONSALVES et al.,
2013) (Tab. 1) conseguem acumular reservas metabdlicas no corpo gorduroso durante a fase de
larva suficientes para o desenvolvimento dos ovécitos (SCHILLER ez al., 2019) (Tab. 1).

A necessidade da ingestdo de sangue para o inicio da ovogénese nao € a unica diferenga na
reproducdo entre os mosquitos hematéfagos e ndo-hematdfagos. A corte e o acasalamento nos
mosquitos autdégenos requer espaco suficiente para machos e fémeas copularem (CHOOCHOTE
et al., 2002). J4 nos mosquitos anautdégenos, pelo menos os ja colonizados em laboratdrio, como
Ae. aegypti, sdo classificados como espécies estendgamas ou estenogamicas sendo capazes de
copular em ambientes confinados durante o voo ou em repouso sobre uma superficie, em geral
pouco espaco jd € suficiente para o acasalamento que dura as vezes poucos segundos (CARVALHO
et al., 2018). Apds a fertilizacdo, se inicia o desenvolvimento do ovdrio que ocorre de forma
assincronica em Toxorhynchites, permitindo que a fémea faca posturas pontuais ao longo da vida,
evitando assim o canibalismo entre as larvas e garantindo que ndo falte alimento no local onde
crescem (WATTS; SMITH, 1978). As fémeas de Toxorhynchitini lancam um ovo durante o voo,
com o movimento do abddmen semelhante aos mosquitos da tribo Sabethini, em recipientes
artificiais e naturais que incluem buracos de arvores, axilas de folhas, hastes de bambu e brécteas
de flores (DAY, 2016) Essa estratégia é oposta a da maioria dos mosquitos anautégenos, onde os
ovos amadurecem de forma sincrénica e apds o amadurecimento sdo depositados proximos a
superficie da 4gua ou em locais facilmente inunddveis. Dependendo da espécie a oviposi¢ap ocorre
de forma ininterrupta e em grande quantidade, podendo chegar a dezenas e centenas de ovos (DAY,
2016)

A hematofagia induz ou reprime a expressdo de determinados genes. A inducdo de genes

especificos € necessdria para digestdo e manuten¢do da homeostase, devido a alteracdes extremas
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que ocorrem apds a ingestdo do sangue (SANDERS et al., 2003; STERKEL et al., 2017). Essas
alteracdes incluem a formacgao da matriz peritréfica pelo intestino médio posterior para auxiliar na
digestdo e proteger o epitélio dos micro-organismos ingeridos com o sangue (WHITEN et al.,
2018a). Em adultos de T. theolbaldi, a matriz peritréfica € delgada, produzida de forma constitutiva
(GODQY et al., 2015). Ja4 em mosquitos hemat6éfagos a matriz peritréfica € bem mais espessa e
produzida apenas no momento da digestdo do sangue, em seguida ela é degradada e expulsa por
defecagao (WHITEN et al., 2018a).

A digestao no intestino médio dos Diptera, como por exemplo Drosophila melagnogaster,
¢ compartimentalizada (MARIANES; SPRADLING, 2013). A digestao dos carboidratos em D.
melagnogaster ocorre sobretudo na regido anterior (isto €, intestino médio anterior - IMA e
intestino médio médio - IMM) e a digestdo das proteinas, é realizada principalmente na regidao
posterior (intestino médio posterior -IMP) (Fig. 2A) (ERKOSAR et al., 2014). Semelhante
compartimentalizacdo € observada nos mosquitos hematéfagos, onde a digestdo dos carboidratos
ocorre principalmente no IMA e a digestdo de proteinas no IMP (Fig. 2C). Diferente do que é
observado nos mosquitos hemat6fagos, em T. theobaldi o intestino médio € subdividido em trés
compartimentos, IMA (toracico), IMM e IMP (abdominais) (Fig. 2B). Apesar de varias diferengas
terem sido mostradas quanto a biologia de mosquitos anautégenos e autégenos, pouco se sabe sobre

aspectos envolvendo o sistema digestivo, principalmente no que diz respeito a expressao génica.
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Figura 2. Intestinos médios de Drosophila melanogaster, (A), Aedes aegypti (B) e Toxorhynchites
theobaldi (C) com suas diferentes regides. IMA: intestino médio anterior. IMM; intestino médio
médio; IMP; intestino médio posterior; CAR: cardia e TM: tibulo de Malpighi. Em A. aegypti, o
IMP ¢ relativamente hipertrofiado em relacdo a 7. theobaldi. O IMA de T. theobaldi é muito
desenvolvido em relacdo ao IMP e é subdividido em IMA 1 toricico e IMA 2 abdominal.

A: adaptado de https://nsf.gov/news/mmg/mmg_disp.jsp?med_id=73148&from= acessado em
12/08/2019. (Crédito: Angela Douglas). B: adaptado de Paquette et al., 2015. C: autoria prépria.
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Tabela 1. Diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais observadas entre

Toxorhynchites e mosquitos hematéfagos.

Caracteres morfolégicos

Probéscide curvada ventralmente para baixo
Probdscide alongada formada por pequenos feixes de
estiletes
Antenas com menor nimero de classes de receptores (ex.
ionotropicos)

Antenas contendo diversas classes de receptores (ex.
ionotrépicos)

Intestino médio do adulto subdividido em trés regides

Intestino médio do adulto subdividido em duas regides

Grande tamanho corporal, cerca de 7 mm chegando a
12mm, considerando a envergadura

Pequeno tamanho corporal, cerca de Smm
Glandula salivar trilobada
Glandula salivar bilobada
Reproducao
Oviposi¢ao de um tnico ovo por local durante o voo
Oviposi¢do em lotes de forma massiva
Ovirio com foliculos em diferentes estigios de
desenvolvimento
Ovirios com foliculos ovarianos com desenvolvimento
mais ou menos sincronico
A maioria das espécies precisa de muito espaco para a
copula
A maioria das espécies necessita de pouco espaco para a
copula
Ciclo de vida
Cerca de 100 dias
Cerca de 50 dias
Alimentacao
Larva predadora
Maioria das larvas sdo detritivoras
Adulto alimenta-se somente de néctar

Adulto alimenta-se de néctar e sangue

Toxorhynchites

Hematoéfagos

X

X
X

X
X

X
X

X

X
X

X

X
X

X
X

X
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar os genes transcritos no intestino médio de 7. theobaldi em classes funcionais

e compard-los com os transcritos observados nos mosquitos hematéfagos.

3.2 ESPECIFICOS

1. Identificar os genes transcritos no intestino médio de 7. theobaldi que sdo relacionados a

hematofagia.

2. Entender a condicdo autdgena observada em 7. theobaldi analisando as familias génicas

que participam da digestdo do sangue nos mosquitos hematéfagos.
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EXPRESSAO GENICA NO INTESTINO MEDIO DE FEMEAS ADULTAS DO
MOSQUITO AUTOGENO TOXORHYNCHITES THEOBALDI (DIPTERA, CULICIDAE)

RESUMO

O mosquito ndo-hematéfago 7. theobaldi pertence a um dos trés géneros de culicideos que nao
necessitam da ingestdo de sangue para reproduzir. Alimenta-se basicamente de carboidratos através
da ingestdo de néctar, que provém a energia € os nutrientes necessdrios para suas funcdes
primordiais. A digestdo ocorre principalmente no intestino médio, que também € o local principal
de interacdo com patdgenos ingeridos juntamente com o alimento. O intestino médio de T.
theobaldi difere dos culicideos hematéfagos por apresentar matriz peritréfica constitutiva, além de
possuir a regido anterior bastante desenvolvida em relagdo ao intestino médio posterior (PMG),
que € atrofiado. A andlise dos transcritos expressos no PMG, bem como a expressao diferencial
entre as regides, mostrou que elas sdo funcionalmente diferentes. Os processos de sintese,
protedlise e transporte de proteinas representam a maioria dos transcritos identificados no PMG. O
sistema imune inato envolve mecanismos regulatérios semelhantes aos demais mosquitos sendo
mais proeminente na regio posterior. A presenca de diversas classes de peptideos antimicrobianos
detectadas no PMG nos permite especular que os micro-organismos podem ser uma fonte
importante de nutrientes para esse mosquito. O metabolismo de prote¢do contra espécies reativas
de oxigénio € elevado nas diferentes regides do intestino médio devido a importancia para
manutencio da homeostase. 7. theobaldi também difere do intestino dos mosquitos hemat6fagos
em relacdo a menor diversidade e complexidade nos transcritos envolvidos nos mecanismos de
combate ao estresse oxidativo provocado pela ingestdo de sangue. Também foi observado que
diferentes vias metabdlicas provavelmente sdo utilizadas para producdo de energia e sintese de
metabdlitos importantes, o que representa uma vantagem adaptativa quando o alimento estiver
escasso. Os genes relacionados a hematofagia, principalmente pertencentes ao sistema imune e de
desintoxicacdo expressos no intestino médio de 7. theobaldi podem ser explorados para o

desenvolvimento de estratégias para combater os mosquitos vetores.
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1. INTRODUCAO

A necessidade da alimentacdo sanguinea para reproducdo tornou os mosquitos importantes
. . ~ 2 1 £ A A ~ 2
agentes de disseminacdo de patdgenos entre vertebrados *. Porém, os trés géneros nao-hemat6fagos
Malaya, Topomya e Toxorynchites ndo necessitam ingerir sangue para se reproduzir >>. O género
Toxorhynchites se destaca por ser o tinico da tribo Toxorhynchitini * que possui ampla distribuicio
P L . . , 5
geografica, sendo encontrado nas dreas tropicais e nas dreas temperadas °. As larvas de
Toxorhynchites sao predadoras, alimentando-se principalmente de invertebrados aquéticos,
incluindo larvas de mosquitos, enquanto os adultos ingerem apenas néctar e exudatos de plantas °.
A fase de larva é o periodo onde ocorre o acumulo de reservas que sdo usadas na
reproducdo. O fato da larva de Toxorhynchites ser predadora permite a ingestdo de grande

quantidade de proteinas e lipideos ’

que sdo armazenados no corpo gorduroso. Os ovos de
Toxorhynchites amadurecem de forma assincronica utilizando as reservas acumuladas na fase
imatura durante toda a fase adulta . J4 os mosquitos anautégenos e autégenos, as reservas
acumuladas na larva ®? vdo diminuindo 2 medida que véo sendo utilizadas para o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos, que ocorre de maneira geral de forma sincronica ' apés a alimentacio
sanguinea.

O intestino médio das fémeas do mosquito 7. theobaldi é diferente das fémeas dos
culicideos hematofagos. A primeira diferenca € o tamanho do AMG que € mais desenvolvido do
que a regido PMG (Fig. 1). Além disso, o0 AMG pode ser subdivido em AMGI1 e AMG2, sendo o
AMBG toracico mais préximo a cardia. O AMGI é mais grosso e com dobras na parede (Fig. 1). O
PMG ¢ atrofiado, sendo similar ao dos machos, ndo havendo dimorfismo sexual no 6rgao, diferente
do que acontece em espécies hematéfagas em que o PMG € muito desenvolvido em fémeas e
atrofiado nos machos. Além dessas diferengas, a matriz peritrofica € produzida constitutivamente
no intestino médio de 7. theobaldi, recobrindo todo o limen desse 6rgdo, ao contrario dos
culicideos hematéfagos adultos, onde a sintese da matriz ocorre apenas no momento da digestao

do sangue "1,
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Figura 1. Intestino médio de fémea adulta de T. theobaldi fixado com glutaraldeido 2,5%. O
intestino médio anterior € bastante desenvolvido e subdividido em intestino médio anterior 1 (AMG
1), localizado no térax, e intestino médio anterior 2 (AMG 2), localizado no abddmen. O intestino
médio posterior (PMG) € atrofiado. Ca: cardia; TM: tibulo de Malpighi.

A digestdo dos nutrientes varia dependendo da regido do intestino médio dos mosquitos
hematofagos. Por exemplo, a atividade das alfa-amilases, responsdvel pela digestdo dos
carboidratos, ocorre principalmente no AMG '*!4. Enquanto a secrecio de proteases e a
degradacio das proteinas € mais intensa no PMG, que € o local onde ocorre a digestdo do sangue
14,15

No presente estudo, foram avaliados os transcritos expressos no PMG de 7. theobaldi e
comparados com varios bancos de sequéncias agrupando-os em funcao dos processos metabdlicos
em que estdo envolvidos. Além disso, foi verificado a expressdo das proteinas que atuam na
digestdo, resposta imune, transporte, forma¢do da matriz peritréfica e armazenamento de energia
nos trés compartimentos do intestino médio. Também foram identificados os genes de T. theobaldi
que sdo ortdlogos com os culicideos hematéfagos, agrupando-os de acordo com as funcdes
bioldgicas desempenhadas. As sequéncias dos genes ortdlogos que sdo importantes na digestao
basearam hipoéteses filogenéticas buscando entender a histéria evolutiva desse mosquito. Esse
estudo foi o primeiro a investigar a expressdo génica do intestino médio de um mosquito nao-
hematéfago, o que serd util em futuros estudos sobre digestdo, hematofagia e evolugdo nos

culicideos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Mosquitos

Larvas de diferentes de estagios e pupas de T. theobaldi foram coletadas sob a licenga 56917-
2 do ICMBio na Mata do Paraiso, pertencente a Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa,
Minas Gerais, Brasil, situado entre as latitudes de 20°41°20°°S a 20°49°35°°S e, entre as longitudes
de 42°49°36°> W a 42°54°27°W. As larvas e pupas foram coletadas em baldes de plastico (5L)
contendo 4gua fluvial ou pluvial, colocados no solo proximo a tronco de arvores. As amostras
coletadas foram levadas para o insetdrio do Departamento de Biologia Geral/UFV e colocadas em
frascos de plastico transparente (100ml) com dgua declorada onde foram alimentadas com larvas
de diferentes estdgios de Aedes aegypti (linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes). As pupas
foram colocadas em gaiolas e apds emergirem, adultos foram alimentados com solu¢d@o de sacarose
10%. Os mosquitos foram mantidos a temperatura de 26 + 3 °C, umidade de 60-70% e ciclo de

claro/escuro de 12:12.

2.2 Extracao do RNA, preparacao da biblioteca e sequenciamento

Os PMG (Fig. 1) de oito fémeas adultas de T. theobaldi, com 7-14 dias de idade apds a
emergéncia foram dissecados e separados em dois microtubos (quatro intestinos em cada
microtubo) com utensilios descontaminados com RNAse AWAY® (Sigma-Aldrich, Buchs,
Switzerland) em solu¢dao PBS 0,1M pH 7,2 (0.1 M NacCl, 20 mM KH2PO4, and 20 mM Na2HP4)
e transferidos imediatamente para o TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), homogeneizados
e armazenados a -80°C. A seguir foi feita a extracdo de RNA total conforme orientagdes do
fabricante. As amostras de RNA foram verificadas em gel de agarose 1% desnaturante, contendo
MOPS (Sigma M1254) 1X (MOPS 20Mm; acetato de sédio SMm; EDTA 1M pH 7.0 em 4gua
DEPC 0,1%) e formaldeido 5%.

A integridade do RNA foi avaliada no bioanalizador Agilent 2100 Bioanalyser® usando
RNA 6000 Nano chip (Agilent Technologies) na Kansas State University, Kansas, Estados Unidos,
no K-State Integrated Genomics Facility (IGF) Department of Plant Pathology (KSU, Manhattan,

Kansas, USA). A quantificacdo das amostras foi feita com o aparelho Qubit 2.0 Fluorometer®
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(Thermo Fisher Scientific) e a sua pureza foi medida no espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific).

Para a preparacdo das bibliotecas de RNA-seq, foram usados 400ng de RNA total de alta
qualidade usando o kit TruSeq RNA Sample Preparation v.2 (Illumina®) seguindo as
recomendagdes do fabricante. As bibliotecas foram avaliadas com Agilent 2100 Bioanalyser
utilizando o kit Qubit dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific) para averiguar possivel
contaminacdo com DNA. A seguir as bibliotecas foram normalizadas para 10nM em volumes
iguais, 2 bibliotecas por pool. Cada pool foi sequenciado na plataforma Illumina MiSeq utilizando
um kit MiSeq reagent v3 (Illumina®), 600 ciclos, em uma execucdo do tipo paired end no IGF-

KSU.

2.3 Analises de bioinformaticas das sequéncias

Os dados brutos gerados pela plataforma [llumina MySeq foram processados usando o RTA
1.12.4.2 e CASAVA 1.8.2. As reads foram submetidas a um filtro de qualidade e somente aquelas
que contabilizaram um phred escore de 20 ou mais (que determinam as sequéncias utilizadas sao
de boa qualidade) foram usadas. Um total de 25.514.372 reads foram montadas em uma tunica
direcdo usando o software ABySS (Genome Sciences Centre, Vancouver, BC, Canada) '®!7
utilizando varios valores de kmer (k) (a cada cinco de 21-91). Como o montador ABySS pode
falhar para transcritos altamente expressos '® o montador SOAPdenovo ' foi usado, utilizando os
mesmos valores de kmer (k) usados para o montador ABySS. As montagens resultantes foram
unidas pelo BLAST iterativo e o montador cap3 *°em tinico arquivo.

As sequéncias codificantes (CDS) foram extraidas usando um pipeline automatico baseado
nas similaridades com as proteinas conhecidas ou através da obtencdo de CDS contendo um
peptideo sinal 2!, Os resultados foram organizados e mapeados em uma planilha Excel com
hyperlinks. Peptideo sinal, dominios transmembrana, sitios de clivagem para furinas e O-
glicosilagdes do tipo mucina foram determinadas com os softwares do Center for Biological
Sequence Analysis (Technical University of Denmark, Lyngby, Denmark) 2'-2*. As reads foram
mapeados usando os contigs através do BLASTn 2° com tamanho de palavra de 25, ocultando
decameros de homonucleotideos e possibilitando 0 mapeamento para até trés diferentes extensdes
de CDS (.pep, .cds e .gff3) se os valores de BLAST tiverem o mesmo valor de escore. O

mapeamento das reads foi incluido nas planilhas do excel. Também foi feita a andlise dos
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transcritos anotados através do método de normalizacio RPKM (reads por quilobase por milhdao
de reads mapeadas) ¢ para cada sequéncia codificante que foram mapeados para compor a planilha.
Além do valor do RPKM foi feita a comparagdo através da expressado relativa dos transcritos, o
“indice de expressao” foi usado e definido como o nimero reads mapeada para um determinado
CDS multiplicado por 100 e dividido pelo maior niimero reads mapeadas para um tnico CDS, que
no caso desse transcriptoma foi um valor de 676.641 mapeada para uma Unica sequéncia
codificante precursora de proteina hipotética secretada. O “RPKM relativo maximo” também foi
usado e definido como “indice de expressao”. O valor maximo (100) foi encontrado para o mesmo
CDS precursor de proteina secretada hipotética, que teve um RPKM=52.111.

As proteinas foram anotadas em classes funcionais de forma automatizada baseado em um
vocabuldrio de aproximadamente 290 palavras encontradas associadas a varios bancos de dados,
incluindo NCBI NR light, Swissprot, Gene Ontology, CDD, KEGG, KOG, Pfam, SMART,
Refseqg-invertebrates, REPBASE-RPS, RRNA e um subconjunto de sequéncias do GenBank
contendo diptera, bem como a presenca ou auséncia do peptideo sinal e dominios transmembrana.
Anotacdes manuais adicionais foram feitas conforme necessario e de acordo com dados da
literatura. Andlises de bioinformdtica detalhadas da nossa pipeline podem ser encontradas em

publicacdes anteriores 2°.

2.4 Clusterizacao das proteinas ortélogas e hipoteses filogenética

O alinhamento multiplo das sequéncias utilizadas foi conduzido por meio do algoritmo
MAFFT versdo 7 2’ com parametro método de refinamento iterativo E-INS-i e em seguida os gaps
foram retirados utilizando o programa GBLOCKS Version 0.91b, 2002 28, Apés o tratamento das
sequéncias foi utilizado o programa MrBayes versdo 3.2.2 ?° para a inferéncia Bayesiana através

da plataforma virtual CIPRES (CyberInfrastructure for Phylogenetic RESearch)

, com a opcao
de testar o melhor modelo de evolucdo de dados, posteriormente utilizado pelo programa para
completar a inferéncia filogenética através da cadeia de Markov com um milhao de geragdes.

As sequéncias de T. theobaldi homologas as de outros culicideos, Ae. aegypti, An. darlingi,
An. gambiae e C. quinquefasciatus foram usadas para o alinhamento e inferéncia bayesiana apds

andlise utilizando o site OrthoVenn 3' que clusterizou os transcritos em familias homélogas. O

orthoVenn tem como vantagens ser uma plataforma online utilizada para comparacdes do proteoma
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predito de um genoma, além de suportar o upload de sequéncias de proteinas de espécies definidas
pelo usuério. As andlises utilizando o site OrthoVenn (e-value maximo de 1E10"%, valores de
inflagdo de 2.0) permitiram a identificacdo de clusters ortélogos compartilhados entre os culicideos
Ae. aegypti, An. gambiae, An. darlingi, C. quinquafasciatus e T. theobaldi além de clusters de
genes de copia tnica (singletons). Os clusters ort6logos relacionados a alimentacdo e digestdo
foram explorados através das andlises filogenéticas permitindo aumentar o conhecimento sobre a
evolucio da hematofagia nos mosquitos. As drvores foram visualizadas no FigTree versdo 1.44 32,

As proteinas preditas homdlogas dos clusters obtidos do OrthoVeen2 foram escolhidas
devido a importancia no processo digestivo desse mosquito (listadas a seguir), concatenadas em
um tunico segmento. A hipétese filogenética foi inferida utilizando as sequéncias de todos as
proteinas ortélogas para verificar se a mesma topologia observada para Toxorhynchites
amboinenses seria recuperada em 7. theobaldi.

As proteinas preditas ortélogas com os culicideos Ae. aegypti, An. darlingi, An. gambiae €
C. quinquefasciatus que foram utilizadas sdo as seguintes: peritrofina-1, quitina sintetase 2, alfa-
amilase, proteina de reconhecimento de peptoglicano (AMP), proteina ligante de beta-1,3-glucana,
aminodcido de cadeia ramificada, receptor de lipoproteina de baixa densidade, hexamerina 1.1,
quimiotripsina 1, serino protease-semelhante a tripsina, transferrina, lipase pancredtica, proteina
quinase ativada por mitégeno 1 (MAPKKI1) e cecropina N. Essas proteinas sdo importantes no
metabolismo da digestdo, por exemplo, a peritrofina-1 e quitina sintetase 2 participam da
organizacdo e da sintese da MP, respectivamente. J4 as glucosidases alfa-amilases atuam no passo
inicial da digestdao de maltopolissacarideos. As serino proteases quimiotripina e as serino protease-
semelhante a tripsina pertencem a principal familia de peptidases envolvidas na digestio de sangue
no intestino médio dos mosquitos !. O receptor de lipoproteina de baixa densidade e a lipase
pancredtica sdo importantes no metabolismo de lipideos. A proteina de reconhecimento de
peptodoglicano, proteina ligante de beta-1,3-glucana e cecroprina N atuam na reposta imune inata
contra micro-organismos, como fungos e bactérias. A proteina MAPKKI1 participa da via de
sinaliza¢do alvo da rapamicia (TOR), uma das principais vias reguladoras da digestdo. As proteinas
hexamerina 1.1 e transferrina transportam e armazenam aminodcidos aromadticos e ferro,
respectivamente. Além de ambas armazenarem residuos que podem ser utilizados como fonte de

energia.
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2.5 Extracao de RNA e analise de qRT-PCR

O RNA total foi extraido de pools de fémeas adultas (N=3 pools de 5 individuos) das trés
regides do intestino médio separadamente (AMG1, AMG2 e PMG) de T. theobaldi, com 7-14 dias
de idade apds a emergéncia usando TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme
orientacdes do fabricante. A concentracdo do RNA total foi determinada por espectrofometro
NanoDrop Lite (Termo Scientific) e 500ng de RNA foi utilizado para reacdo de transcrigdo reversa
usando o kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen) apds tratamento com DNAse |
Amplification Grade (Invitrogen). A amplificacao foi realizada com o Eco Real Time PCR System
(Illumina™) e o GoTaq qPCR® Master Mix (Promega). A reacio de qRT-PCR consistiu na
ativacdo da enzima a 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 5s e
anelamento e extensdo a 60°C por 30s. A expressao relativa dos genes alvos (Anexo) foi calculada
através do método 22T para cada regido do intestino médio utilizando trés amostras biolégicas
independentes. A subunidade 40S da proteina ribossomal S7 foi utilizada como gene de referéncia
e o DNA gendmico da regido do PMG foi usado como calibrador interno para padronizar os
resultados da expressdo. A quantificacdo do produto amplificado de cada amostra, expresso como
Ct (Cycle threshold) foi avaliada utilizando o teste ANOV A one-way seguido pelo pelo Teste de
Tukey de multiplas comparagdes de médias usando o software GraphPad Prism 7.00 para Windows
(La Jolla, California, USA, www.graphpad.com). Todos os testes foram considerados

significativos para p< 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Descricao geral dos transcritos expressos no intestino médio posterior de 7. theobaldi

Ap6s a montagem de 25.514.372 reads contendo 5.092.653.553 bases, um total de 17.359
sequéncias codificadoras (CDS) foram montadas sendo 14.060 (81%) dessas sequéncias completas
(contendo a metionina como cédigo iniciador e uma das trés sequéncias que correspondem a um
coédon de parada). O tamanho médio delas foram de 722 nucleotideos, com 4.380 CDS com mais
de 1000 nucleotideos e N50=480 nucleotideos. Esses resultados foram semelhantes ao

33-35

transcriptoma de outros culicideos , por exemplo o transcriptoma do intestino médio de
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Anopheles albimanus, o nimero de transcritos obtidos foi de 17.764 contigs e tamanho médio dos
contigs de 970pb*. As sequéncias codificadoras (CDS) foram inseridas em cinco classes,
“secretadas”, “desconhecidas”, “elementos transponiveis”, “virus” e “housekeeping” conforme
podemos observar na tabela 2. As trés classes que contém a maioria dos transcritos foram as
secretadas, desconhecidas e maquinaria de sintese de proteinas que acumularam 27%, 22% e 22%
das reads, respectivamente, similar ao transcriptoma de outros culicideos '**>37, Entre as proteases
secretadas as mais abundantes s@o as tripsinas e as quimiotripsinas que acumularam 65% e 25%
das reads, respectivamente.

Entre os transcritos que compde a classe “secretadas”, as mucinas respondem por 12% das
reads do intestino médio posterior de 7. theobaldi. Essas glicoproteinas evitam o contato dos micro-
organismos presentes no néctar e a acao de enzimas digestiva sob o epitélio além de lubrificar a
passagem do alimento ingerido **. Virios transcritos que atuam na resposta imune tais como a
familia de inibidores de proteases, familia de antigeno 5, lectinas, dominios repetidos ricos em

39,40

leucina e serino proteases semelhantes a tripsina respondem por 2,5% das reads da classe

“secretadas”.

3.2 Identificaciao de ortologos e clusterizacao

A identificagcdo de sequéncias ort6logas € uma ferramenta ttil nos estudos evolutivos. Isso
porque ortélogos geralmente possuem similaridade com relacdo a fung¢do, estrutura, mecanismos
de ago, residuos conservados envolvidos na arquitetura do dominio entre espécies e linhagens *!-
43, As protefnas preditas de T. theobaldi foram submetidas a plataforma online OrthoVeen e
confrontadas com as proteinas dos culicideos Ae. aegypti, An. darlingi, An. gambiae e C.
quinquefasciatus. Em seguida, as sequéncias foram agrupadas em clusters classificados de acordo
com as categorias do banco de dados do GO (Gene Ontology) (Fig. 2; Tab. 1), além das proteinas
que nao formaram clusters, os singletons, que sdo as sequéncias exclusivas da espécie (Tab. 1).

As andlises dos clusters das proteinas ortélogas enriquecidas de T. theobaldi
compartilhadas com os culicideos foram mais abundantes para os processos celulares conservados
correspondente a classe traducdo (GO:0006412), seguida das classes tradugcdo de sinal
(GO:0007165) e ciclo do 4cido tricarboxilico (GO:0006099) e foram menos abundantes para as
proteinas da digestdo sendo observadas as endopeptidases quimiotripsinas (GO:0007586) (Fig. 3).
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Os culicineos Ae. aegypti, C. quinquafasciatus e T. theobaldi sao mais similares entre si do que os
anofelinos (Fig. 2), que corresponde a topologia da drvore filogenética baseada nas sequéncias das
protefnas ortélogas (Fig. 4). A filogenia proposta foi semelhante ao que Zhou et al. > obteve no
estudo utilizando sequéncias relacionadas aos quimiorreceptores de Toxorhynchites amboinensis.
No geral, 1.852 proteinas foram tnicas de 7. theobaldi e incluem proteinas envolvidas na
transposi¢cdo mediada por DNA (GO:0006313: elementos transponiveis) (Fig. 2) que tem sido
associadas ao aumento da diversidade por permitir a producdo de vérias isoformas de proteinas '8!,
Os elementos transponiveis podem ter favorecido o elevado niimero de singletons observados no
intestino médio de T. theobaldi (Tab. 1). As proteinas associadas ao metabolismo dos agucares tais

como atividades de simporte (GO:0015293), processo metabdlico da manose (GO:0006013) e

transporte de trealose (GO:0015771) também foram enriquecidas para os clusters que foram tinicos.
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Figura 2. Distribuicdo dos clusters (grupos ortélogos) dos proteomas dos culicideos Ae. aegypti,
An. darlingi, An. gambiae, C. quinquefasciatus e T. theobaldi produzidos a partir do OrthoVenn

Tabela 1. Andlise das proteinas deduzidas dos contigs de T. theobaldi comparadas com o proteoma

de Ae. aegypti, An. darlingi, An. gambiae e C. quinquefasciatus utilizando o site OrthoVenn

ESPECIES PROTEINAS CLUSTERS  SINGLETONS
Ae. Aegypti 15.783 11.199 2.223
An. darlingi 10.509 9.25 981
An. gambiae 12.506 10.372 1.199
C. quinquefasciatus 18.955 11.658 3.988
T. theobaldi 17.359 6.559 5.164
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Figura 3. Clusters ortélogos enriquecidos classificados de acordo com a nomenclatura do Gene Ontology (GO) para as espécies de

culicideos Ae. aegypti, An. darlingi, An. gambiae, C. quinquefasciatus e T. theobaldi
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Figura 4. Hipotese filogenética obtida por inferéncia Bayesiana das sequéncias ortélogas dos
culicideos Ae. aegypti, An. darlingi, An. gambiae, C. quiquefasciatus e T. theobaldi alinhadas com
MAFFT e concatenadas apods clusterizacdo pelo orthoVenn. Os valores ao lado de cada né
correspondem a probabilidade posterior de cada um utilizando o modelo de substituicdo de
aminodcidos Rtrev.
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Tabela 2. Classifica¢do funcional dos transcritos encontrados no transcriptoma do intestino médio posterior de fémeas adultas de
Toxorhynchites theobaldi.

Nimero de contigs Nimero de RPKM Média de RPKM/Contig Distribuicio de RPKM %
Asssociada com a fisilogia digestiva
Secretadas 4643 402656 86.723 35.648
Subclasses
Familia antigeno 5 7 56 8.000 0.005
Horménios 10 129 12.900 0.011
Metaloproteases 3 6 2.000 0.001
Imunidade 13 649 49.923 0.057
Lipocalin 4 16 4.000 0.001
Metabolismo lipideos 27 242 8.963 0.021
Metabolismo nuclear 21 243 11.571 0.022
Mucinas 257 61688 240.031 5.461
OBPs 7 475 67.857 0.042
Proteases 124 19080 153.871 1.689
INIBIDORES DE PROTEASES
Tiropinas 6 188 31.333 0.017
Pacifastinas 2 78 39.000 0.007
Serpinas 25 134 5.360 0.012
DUF4803 1 9 9.000 0.001
TIMP 1 8 8.000 0.001
TIL 4 19 4.750 0.002
Cistatina 1 16 16.000 0.001
Kazal 9 7212 801.333 0.638
Reprosilina 4 14 3.500 0.001
Desconhecido 4031 304299 75.490 26.940
Outras 86 8095 94.128 0.717
Metabolismo oxidativo/detoxificacdo 161 57817 35.944 0.512
Transportadores e canais 712 10341 14.524 0.916
Imunidade 258 14469 56.081 1.281
Matrix extracelular 217 13307 61.323 1.178

Armazenamento 29 2942 101.448 0.260




Continuagdo da pdgina anterior

Nimero de contigs Nimero de RPKM Média de RPKM/Contig Distribuicio de RPKM %
Associada com funciio celular
Maquinaria de sintese de proteina 380 295470 7717.553 26.158
Produto desconhecido 4611 284091 61.612 25.151
Traducio de sinal 923 14595 15.813 1.292
Metabolismo de energia 572 13673 23.904 1.210
Proteinas modificadas 372 13156 35.366 1.165
Metabolismo de aminoacidos 234 8948 38.239 0.792
Metabolismo de carboidrato 345 7750 22.464 0.686
Conservado desconhecido 662 7243 10.941 0.641
Proteina de exportacio 548 5691 10.385 0.504
Proteinas do citoesqueleto 267 5096 19.086 0.451
Metabolismo do lipideo 431 5065 11.752 0.448
Detoxificacéo 157 3533 22.503 0.313
Maquinaria de proteossoma 271 3479 12.838 0.308
Maquinaria de transcri¢io 519 2580 4.971 0.228
Metabolismo de nucleotideo 140 2451 17.507 0.217
Proteina de membrana conservada desconhecida 244 2158 8.844 0.191
Regulaciio nuclear 222 1832 8.252 0.162
Elementos transponiveis 195 1266 6.492 0.112
Metabolismo interme dirio 89 847 9.517 0.075
Fator transcricional 98 694 7.082 0.061
Produto viral 33 347 10.515 0.031
Exportacdo nuclear 26 73 2.807692 0.006
Total 17359 1129540 100
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Figura 5. Andlise da expressdo diferencial das regides do intestino médio (AMG1, AMG2 e PMG) de Toxorhynchites theobaldi foram
calculados pelo método 22T, A proteina ribosomal S7 40S constitutiva de T. theobaldi foi utilizado como gene de referéncia. Os
experimentos foram realizados em triplicata, com trés réplicas. Os niveis transcricionais foram obtidos pelo teste one-way ANOVA,
seguido de testes de Tukey de multiplas comparagdes, o nivel de significancia adotado foi de p<0.05. Os asteriscos representam
diferencas significativas *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.00001 e as barras indicam a média + desvio padrdo. As analises
foram feitas usando o software GraphPad Prism 7.00 para Windows (La Jolla, California, USA).
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4. PRINCIPAIS CLASSES FUNCIONAIS ENVOLVIDAS NA DIGESTAO
4.1 Matriz peritroéfica

A MP de T. theobaldi € permanentemente produzida pelas células do intestino médio,
formando um envoltério que reveste todo o intestino **. Nos mosquitos hematéfagos, a sintese da
MP ocorre quando o sangue é ingerido **. A quitina é um dos principais constituintes da MP sendo
sintetizada pela quitina sintetase 2 “°. Entre as CDS identificados no intestino médio de T.
theobaldi, trés correspondem a esta enzima. Essa proteina juntamente com a glucosamina-frutose-
6-fosfato aminotransferase (1 CDS) sdo consideradas as principais enzimas reguladoras da via de

sintese de quitina *.

As enzimas quitinases (10 CDS) que participam do processo de
remodelamento da MP dos mosquitos hematéfagos ¢ também estdo presente no intestino médio
de T. theobaldi .

4149 sendo

As proteinas da MP mais estudadas nos culicideos sdo as peritrofinas
identificados 5 transcritos para peritrofina 1. Dentre esses transcritos, o contig TxSigpSigP-
30727_FR4_217-393 apresenta-se completo, sendo observado 57% de similaridade com a
peritrofina 50 (AAEL002467) expressada no intestino médio de Ae. aegypti antes da alimentacao
sanguinea *°. A expressdo da peritrofina-1 ocorreu em todo intestino médio de T. theobaldi sendo
mais elevada no PMG (p<0.00001, Fig. 5). As peritrofinas sdo importantes na manuten¢do da
estabilidade e da seletividade da MP °. Dos cinco transcritos encontrados em T. theobaldi para
peritrofina 1, trés sdo ortélogos com as peritrofinas dos demais mosquitos. As sequéncias
identificadas como peritrofina 1 em 7. theobaldi apresentam estruturas simples, com um ou dois
dominios de liga¢do a quitina peritrofina-A que € o tipo de CBD (dominio de ligacdo a quitina)

mais comum, com seis residuos de cisteina interespagados (Fig. 6).
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Figura 6. Alinhamento da proteina putativa peritrofina 1 utilizando o programa ClustalW (versao

1.83) sendo identificados trés dominios de ligacdo a quitina ricos em cisteina, dominios de

peritrofina-A, contendo 6 cisteinas destacadas através do retangulo vermelho. As identificagdes
das espécies referem-se a C. quinquefasciatus, An. gambiae, Ae. aegypti, An. darlingi e T.
theobaldi, respectivamente. As indicagdes “ * ”, “ . ” e “ : ” indicam maxima identidade entre todas
as sequéncias, substitui¢do conservada e subst1tu1g€10 semi-conservada, respectivamente.

As mucinas, glicoproteinas ricas em residuos de serina, prolina e treonina, sdo componentes
da MP, e totalizam 12% dos transcritos para proteinas putativas secretadas em 7. theobaldi. As
mucinas evitam a penetracao de micro-organismos, além de prevenirem danos fisicos e quimicos,
sendo alvo de glicosidases e peptidases, tais como as metaloproteases microbianas que clivam as
mucinas associadas 2 MP de Ae. aegypti ! facilitando a infec¢iio por virus, como o virus dengue.
A metaloproteinase de matriz extracelular 1 (MMP-1, 629 reads) também foi detectada no intestino
médio de T. theobaldi, apresentando 88% de identidade com o gene AeMMP1 (AAEL005666) de
Ae. aegypti que facilita a penetracdo do virus Chikungunya 2. Essa metaloprotease é controlada

2 conforme foi

entre outros fatores pela ligacdo a inibidores teciduais de metaloproteinases
observado no intestino de Aedes aegypti ocorrendo também em 7. theobaldi (2 CDS). Também foi
observado no intestino médio de 7. theobaldi 24 transcritos para dominio de ligacdo a quitina onde
os contigs TxSigpSigP-27287_FR5_1-406 e TxSigpSigP-27286_FR2_1-405 também possuem

dominios mucina. Esses contigs possuem 44% de identidade com o gene Aamucin-5
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(AAEL006953), que é uma mucina transcrita no intestino médio de Ae. aegypti antes do repasto

sanguineo 3.

A presenga de uma MP com apenas um tipo de peritrofina (peritrofina 1) com poucos
dominios CBDs, como observado no intestino médio de 7. theobaldi, € um tipo de matriz mais
simples quando comparada a MP dos mosquitos hemat6fagos que possuem vérias peritrofinas com

numeroso dominios CBDs *3* (Fig. 7). Um ambiente rico em proteases, como ocotre apos a

1,55,56

ingestdo de sangue nos mosquitos hematoéfagos , provavelmente requer peritrofinas com

elevado nimero de CDBs para manter a integridade da MP. Na fase adulta 7. theobaldi alimenta-
se apenas de solugdes ricas em aguicares, por isso a peritrofina 1 com pouco dominios CDBs seriam
suficientes para manter a integridade funcional da MP. A hipdtese filogenética para a peritrofina 1
diferiu das sequéncias ortlogas concatenadas para os culicineos, porém a relacdo de irmao entre

T. theobaldi e A. aegypti foi firmemente suportada (Fig. 8).

Peritrofinas simples

AeAper25b AgAperl  CqAperl4  LuloPerl ~ GmPro2 LuloPer2  ppper2 DmPerl5a TtAperl
AgAperl4 LuloPer2 LuloPer3 DmPer15b
AgAper9 DmPer42
DmPer55

Peritrofinas binarias
AgICHIT
Peritrofinas complexas

AelMUC1 AgAper26 CgAper26 DmObs-H
AeAper50 AgAper50 CqPerl

Peritrofinas repetitivas
AeAper25a AgAper25a CgAper25a DmPerd4

AgAper29 DmPer48

AgAper30

AgAper34

AgAper57
I Dominio peritrofina A I Dominio peritrofina C total
I 0oninio modificado peritrofina A2 BN Dominio de ligagdo carboidrato tipo il
I Donminio peritrofina B BN pominio peritrofina D

[ Dominio peritrofina C parcial
Ag- Anopheles gambiae

Ae- Aedes aegypti

Lulo- Lutzomiya longipalpis
Dm- Drosophila melagnogaster
Tt- Toxorhynchites theobaldi

Figura 7. Peritrofinas conhecidas da matriz peritréfica de insetos da ordem Diptera. Classificacao
da peritrofina de acordo com seus dominios de ligagdo (CBDs). Peritrofinas com dominio A (PAD)
¢ o tipo de mais comum de CBD com seis residuos de cisteina interespacados. Peritrofinas com
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dominio A modificado (mPAD) possui dois residuos de cisteinas adicionais. Peritrofina com
dominio B possui 81-88 residuos interespacados com oito residuos de cisteinas. Peritrofina com
dominio C possui 121-122 residuos (PCD) interespacados com 10 residuos de cisteinas. Dominio
parcial PCDs contém entre 67-70 amino acidos. Dominios de ligacdo a carboidrato tipo III
contendo dez residuos cisteinas interpacados, similar a PCD, que comumente possuem 110-117
residuos de aminodcidos. Outra classificacdo adotada para peritrofinas baseia-se nos dominios
CBDs e dominios mucina (MDs) sendo possivel observar quatro tipos: Peritrofina simples com
um ou dominios CBD podendo conter pequenos MDs; Peritrofina bindria com dois PADs separado
por MDs; Peritrofinas complexas t€ém multiplos CBDs interspacados por MDs; Peritrofinas
repetitivas com miltiplos CBDs, que sdo relacionados e pode apresentar MDs “*37. A peritrofina
TtAperl, destacada pelo retdngulo preto, € a inica peritrofina encontrada na matriz peritréfica de
T. theobaldi.

Anopheles darlingi

()

Anopheles gambiae

Aedes aegypti

—

9!

f_,:

Toxorhynchites theobaldi

S~

Culex quinquefasciatus

0.4

Figura 8. Hipoétese filogenética obtida por inferéncia Bayesiana para as sequéncias ortélogas da
peritrofina 1 apds clusterizacio pelo site orthovenn e alinhadas com MAFFT, para as espécies Ae.
aegypti (AAEL002457), T. theobaldi (TT30727), An. darlingi (ADACO007818), An. gambiae
(AGAP006795) e C. quinquefasciatus (CP1J010654), respectivamente. Os valores ao lado de cada
né correspondem a probabilidade posterior de cada um utilizando o modelo de substituicdo de
aminodcidos WAG.

4.2 Metabolismo de carboidratos

No PMG de T. theobaldi foram observados transcritos para as vias de sintese de trealose e

1. A . ~ . f . L . d - 58,59 A 1 d .
glicogénio que sdo importantes fontes primdrias de energia . A glicose gerada por essas vias
serve de substrato para a via glicolitica devido a presenca dos transcritos relacionados ao

metabolismo intermedidrio: glicose-6-fosfatase isomerase (1.663 reads), gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase (28.545 reads) e piruvato quinase (14.702 reads). O piruvato formado na glicélise
também pode ser sintetizado de novo pela gliconeogénese pela piruvato carboxilase (806 reads) e
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (2.676 reads) conforme ocorre nas fémeas que nao hematofagas
do mosquito Wyeomyia smithii ®°. Foi detectado transcritos para outras duas vias importantes para
geracdo de energia, a via do ciclo do 4cido citrico e a via das pentoses que utilizam o piruvato como
substrato 8. Provavelmente 7. theobaldi assim como observado nas fémeas nio hematéfagas do
sabethini Wyeomyia smithii utiliza mais de uma via metabélica para geracio de energia .

Dentre as carboidrases encontradas no intestino médio de 7. theobaldi, a familia das
endohidrolases, composta principalmente pelas alfa-amilases (21%), sdo as mais numerosas. O
grande numero de glicosil hidrolases possibilita maior flexibilidade na dieta devido a agdo dessas
enzimas sobre diversos substratos principalmente amido e glicogénio ®'. A expressdo da alfa-
amilase em 7. theobaldi ocorreu em todos os compartimentos do intestino médio sendo muito mais
intensa na por¢do anterior, AMG1 e AMG2 (p<0,0001; fig. 5), o que indica que essa regido €

61,62

especializada na digestdo de carboidratos conforme observado nos mosquitos hematéfagos e

D. melanogaster . Alpha-amilase também estd presente na glandula salivar de Toxorhynchites
amboinensis *°.

Além dos transcritos para as enzimas alfa-amilase e maltase-glucoamilase, que sdo
associados a digestao inicial dos carboidratos, foram observados outros transcritos pertencentes a
familia hidrolase glicosidica tais como alfa-glucosidases (7.343 reads), alfa-galactosidase (384
reads), alfa-manosidase (7.726 reads) e beta-manosidase (10.748 reads) que participam da digestao
intermedidria e final dos carboidratos em insetos ®. Além de transcritos referentes as hidrolases
quitinoliticas beta-hexosaminidase, beta-N-acetilhexosaminidase e beta-manosidase (10.748
reads) que também degradam os residuos lisossomais resultantes da degradagao da parede celular
de fungos e bactérias conforme observado em M. domestica e D. melanogaster ®>. Também foram
detectadas lectinas ligantes de quitina que possuem um dominio ndo catalitico e um dominio CBD.
Essas proteinas foram observadas exclusivamente no intestino de larvas e adultos de insetos de

varias ordens 768

, sugerindo que apesar de ter perdido a capacidade catalitica, sdo capazes de se
ligar & MP atuando na defesa contra patégenos ingeridos na alimentagio ¢’.

O processo de glicosilagdo envolve a adi¢do enzimdtica de sacarideos a proteinas e lipideos
permitindo que atuem no reconhecimento celular e nos processos de interagdo com bactérias, virus

e microrganismos . Os oligossacarideos, provavelmente impedem a acdio das proteases e
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patdgenos no intestino médio dos culicideos, o que deve ocorrer no intestino médio de 7. theobaldi,
devido a presenca das N-acetil-glucosaminotransferases (5 CDS) e N-acetil-
galactosaminotransferases (2 CDS) que estdo presentes também nas membranas dos microvilos e

na MP do intestino médio de Ae. aegypti e Aedes stephensi "°.

4.3 Imunidade e a contribuicao a nutri¢cao

O sistema imune inato e digestivo em insetos sintetizam proteinas, lisozimas e fB-1,3-
glucanases, envolvidas na resposta imune com papeis também na digestdo ’'. A participagio dessas
enzimas em ambos 0s sistemas trazem vantagens nutricionais ao hospedeiro devido a sintese pelos
micro-organismos de produtos essenciais ou por servirem como potencial fonte de energia '>73.
Nos insetos fitéfagos, a microbiota complementa a dieta fornecendo aminoécidos essenciais,
vitaminas e esteréis ">. No PMG de 7. theobaldi foram detectados vérios transcritos relacionados
as vias metabdlicas das vitaminas do complexo B 7* tais como: pantotenato quinase (vitamina B5,
1 CDS), biotinidase (vitamina B7, 4 CDS), piridoxina (vitamina B6, 2 CDS), nicotinamida
(vitamina B3, 3 CDS ) e C1-tetrahidrofolato sintase (vitamina B9, 2 CDS). Isso sugere que a sintese
das vitaminas do complexo B no PMG de T. theobaldi pode envolver a participagdo de bactérias
conforme provavelmente ocorre com An. stephensi 152,

Os principais componentes das vias de sinalizacdo imune humoral observados nos
culicideos foram identificados no PMG de T. theobaldi incluindo transcritos relacionados a via da
Imunodeficiéncia (IMD), Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRPs), dentre os quais a
familia dos receptores Toll-like (TLRs) e Via Jak/STAT. Foram observados no PMG desse
mosquito varios efetores que ativam os Padrdes Moleculares Associados a Pat6genos (PAMPs)
encontrados na superficie dos micro-organismos, dentre eles as proteinas de reconhecimento de
peptidoglicanos (PGRPs, 22 CDS), lectinas (48 CDS), RNA dupla fita de virus (dsRNA, 4 CDS) e
proteinas ligantes de beta-1,3-glucanas (3 CDS).

As proteinas ligantes de beta-1,3-glucanas (BGPRs) sdo proteinas soluveis pertencentes a
familia 16 das hidrolases glicoliticas que apds serem secretadas no limen do intestino dos
mosquitos interagem com a parede celular dos fungos 3%, A partir dessa interacdo inicia a cascata

de profenoloxidases (PPO, 262 reads) envolvendo a participac¢do das serino proteases (10 CDS) e

inibidores de serino proteases (27 CDS) que também estdo presentes no intestino médio de 7.
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theobaldi, e que nos demais culicideos resulta na formacio de melanina **’>. Em mosquitos
hematofagos, a ativacdo de PPO também ocorre apds a ingestdo de sangue provocando aumento
da concentracdo de tirosina que € metabolizada por mecanismos diversos resultando também na
formacdo de melanina *7°,

As lectinas tipo-C sdo proteinas que permitem o reconhecimento de carboidratos por
receptores de reconhecimento de padrdes, sendo necessdrio a presenca do ion cdlcio. No PMG de
T. theobaldi, essa familia é numerosa, sendo detectados 48 transcritos >, esse ndmero foi superior
ao que foi observado no transcriptoma do intestino médio de Ae. aegypti, e provavelmente atuem
em resposta a diversidade de bactérias presentes no intestino. As lectinas tipo-C possuem motivos
especificos para se ligar a uma gama de bactérias, no entanto, devido a acao regulatéria sobre as
vias de sinalizacdo preservam as bactérias comensais da acio dos AMPs 7’.

Uma das respostas do sistema imune humoral no controle dos micro-organismos
identificado nos insetos ocorre através da acdo dos PGRPs que se encontram na membrana
plasmadtica ou no espago extracelular. No PMG de T. theobaldi, foram detectadas as classes de
transcritos para proteinas de membrana PGPR-LC de cadeia longa isoforma A e PGRP-Ic de cadeia
curta (PGRP-Ic e PGRP-Ic isoforma b e a classe de cadeia curta PGRP-S1, que provavelmente apds
serem secretados semelhante ao que foi observado em Ae. aegypti e An. gambiae ativam a via da
Imunodeficiéncia (IMD) 7>8, Em seguida, nesses mosquitos ocorre a produ¢io de peptideos
antimicrobianos (AMPs) ap6s a translocag@o do fator de transcri¢do nuclear xappB (NF-«B, 1.321

reads) para o nicleo 77?

presentes também no intestino de 7, theobaldi.

Componentes que sdo efetores do sistema imune dos mosquitos foram identificados no
PMG de T. theobaldi, incluindo os AMPs atacina, cecropina (CECA, CECA2, CECB, CECBI1 e
CECN), defensina (DEF A e DEF B) e lisozimas (LYS 3, LYSc-4 e LYSP). Os AMPs se ligam a
parede celular das bactérias provocando o seu rompimento. As cecropinas e as defensinas possuem
maior efetividade contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, respectivamente, € sdo 0s
AMPs melhor caracterizados em mosquitos **°, A cecroprina A2 possui maior expressio no PMG
de T. theobaldi (p<0,0001; Fig. 5), de forma semelhante ao observado em Ae. gambiae '*. Porém,
a supressdo da via IMD pelo fator transcricional caudal (446 reads) interrompe a producdo de
AMPs e lectinas do tipo-C em mosquitos contrabalanceando os efeitos das cecroprinas, permitindo

71

a manutencdo da microbiota '’ semelhante mecanismos pode ocorrer em 7. thebaldi. Outro

mecanismo de controle dos AMPs que possivelmente ocorre no PMG de desse mosquito é
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governado pelas amidases (1.259 reads). Essas enzimas sdo secretadas pelas células epiteliais e
clivam os peptoglicanos em formas inativas em D. melanogaster permitindo a permanéncia das
bactérias residentes %2. E provével que as bactérias residentes também contribuam para a formagio
e manutencdo da MP de T. theobldi conforme foi observado em Anopheles coluzzii, no qual a

auséncia da microbiota mostrou ser importante na sintese dos seus principais constituintes *°.

4.4 Protecoes contra o estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas constantemente devido a reducdo de
oxigénio a anion superéxido (O27) e em virtude da resposta imune contra patogenos. Porém, em
excesso, pode causar danos as biomoléculas 8Os mecanismos de defesa contra antioxidantes
envolvem a producdo de pequenas moléculas nio-enzimdticas e enzimas antioxidantes ¢, Estas
ultimas incluem as enzimas catalase (11.876 reads), superéxido dismutase (23.004 reads) e
glutationa peroxidase (5.009 reads) presentes no intestino médio de 7. theobaldi. A enzima
superoxido dismutase converte anion superdxido a peréxido de hidrogénio e a catalase converte
moléculas de peréxido de hidrogénio em dgua e oxigénio. No intestino médio de 7. theobaldi estas
duas enzimas antioxidantes sdo mais abundantes no AMG (P<0.00001; figura Fig. 5).
Provavelmente, o excesso de ROS eliminado pelas catalases contribua para a manutencdo das
bactérias comensais, conforme observado no intestino médio de D. melagmogaster .

A familia das citocromo P450 monoxigenase € a mais numerosa, totalizando 40% dos
transcritos das familias pertencentes ao metabolismo de detoxificagdo e oxidagdo do intestino
médio de T. theobaldi. Essa familia multigénica € bastante diversa possuindo 126 transcritos
distribuidos em 14 subfamilias. A inducdo a sintese de P450 ocorre em resposta ao consumo de
xenobidticos que podem estar contidos no alimento e subprodutos do metabolismo como ROS *¢,

A familia glutationa transferase € a segunda familia de oxidases com maior expressao no
PMG de T. theobaldi, classificada em funcdo da localiza¢do na célula em microssomal e citosélica,
sendo observado os transcritos glutationas-s-transferases (28 CDS), glutationas-s-transferases
microssomais (7 CDS) e glutationas sintetase (2 CDS). As oxidases tais como citocromo
glutationa-s-transferase e P450 monoxigenase evitam a proliferacio de bactérias tais como
Pseudomonas, Asaia e Acetobacter comumente presentes no néctar ou em outras fontes de

agticares naturais que sdo consumidos pelos mosquitos 3.
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As familias de proteinas de choque térmico, chaperonas moleculares, importantes em varios
processos celulares, incluindo variacdes brusca de temperturas ou estresse oxidativo, sdo
representadas por 11 trasncritos no PMG de T. theobaldi. A familia chaperona HSP70 teve sua
atividade elevada em Ae. aegypti e Ae. gambiae ap0ds o repasto sanguineo devido ao aumento da
temperatura 8. As chaperonas HPS70 sdo proteinas conservadas auxiliando na recuperaciio apds
o choque térmico em outros dipteros, como D. melagnogaster ¢ Musca domestica, mesmo em
temperaturas mais baixas .

O ferro € um micronutriente importante no desenvolvimento do ovo e necessdrio em
diversos processos celulares em mosquitos °'. Esse metal entra na dieta dos mosquitos como heme
ou ion férrico. O metabolismo do ferro € conservado nos insetos e envolve proteinas semelhantes
nos processos de armazenamento, transporte e degradacdo *. O intestino médio de 7. theobaldi
expressou transcritos para as proteinas de ligacdo ao ferro, ferritina (106.568 reads) e transferrina
(21.242 reads). A ferritina em artrépodes € composta por duas subunidades homdlogas a cadeia
leve (LCH) e pesada (HCH) ®2. A presenca de subunidades de ferritina 1 (LCH) e 2 (HCH) em T.
theobaldi sugere que essa proteinas expressadas no intestino médio sdo uma importante fonte de
armazenamento e transporte de ferro, esse metal é usado em todas células vivas como cofator de
vérias protefnas em diversos processos metabélicos **4. A ferritina funciona também como agente

919 No intestino médio de T.

antioxidante sequestrando o ferro liberado durante a digestdao
theobaldi a expressao da ferritina foi maior no PMG, provavelmente em virtude de o metabolismo
ser mais intenso nessa por¢ao do intestino (p<0,001; Fig. 5). Nos mosquitos hematéfagos, a

expressio de ferritina ocorre cosntitutivamente, sendo maior apés a digestdo do sangue 37-8891.94

a
qual libera ferro. As proteinas de transporte de ferro ferritina e transferrina ao sequestrarem esse
metal evita a utilizacdo dele na rea¢do de Fenton impedindo a gera¢do de ROS e danos ao epitélio.
Foi observado no intestino médio de 7. theobaldi dois componentes envolvidos nas principais vias
de regulagdo do ferro e do heme, o transcrito para a proteina de membrana heme oxigenasse 1(150
reads) e o receptor para o virus da leucemia felina tipo C (FLVCR, 550 reads) uma proteina
exportadora de heme, ambos apresentam expressdao elevada no intestino médio posterior de
Rhodnius proliux (Hemiptera, Triatominae) durante a digestdo do sangue *°.

Os mecanismos observados no intestino médio de 7. theobaldi para evitar os danos

causados pelo ferro/heme sdao semelhantes a outros dipteros ndo-hematéfagos, como D.

melanogaster °°. Diferente das estratégias utilizadas pelos mosquitos hematéfagos para anular ou
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diminuir os efeitos de grande quantidade de heme liberados durante a digestdo do sangue que

envolvem diversas moléculas *887:88:97.98

, conforme foi observado também na glandula salivar
desses culicideos **!%, Essas diferencas possivelmente se devem as adaptacdes que ocorreram
nesses mosquitos para a digestao do sangue e, portanto, somam-se a outras evidéncias que indicam
que o hébito hematéfago representa uma condigio derivada '°'~1%, Provavelmente os culicideos
descendem de um ancestral predador que possuia caracteristicas como mandibulas fortes,
comportamento de agressido e emboscada contra suas presas, conforme observado em 7. theobaldi
e Anopheles '3, além da presenca de enzimas digestivas para proteinas permitindo a transi¢iio para
hematofagia. No entanto, outras caracteristicas inerentes como saliva rica em anti-hemostaticos,
protefnas analgésicas e anticoagulantes ndo observados no sialoma de 7. amboinenses *,
facilitaram a penetracdo da probdscide alongada (Toxorhynchites a probdscide € curvada
ventralmente) neutralizando a resposta inflamatéria. Outra adaptacdo importante que ocorreu nos
mosquitos hematéfagos foi o gerenciamento dos novos metabolitos produzidos pelo sangue,
através da matriz peritréfica bastante espessa contendo varias peritrofinas, sendo observada apenas
um tipo de peritrofina em 7. theobaldi (Fig. 7). Além de mecanismos regulatérios complexos
observados nas células intestinais para a regulacdo da expressdo dos genes relacionados ao

ferro/heme apds a alimentagc@o sanguinea evitando ao mesmo tempo uma sobrecarga de ferro e

heme e danos oxidativos que estes ions podem causar.

4.5 Metabolismo de aminoacidos

Insetos que se alimentam de néctar, como 7. theobaldi, ingere aminodcidos essenciais e
nio-essenciais, protefnas e amino4cidos ndo-proteicos em baixas concentra¢des'®. Os aminoécidos
sdo utilizados na sintese de proteinas e lipideos importantes a sobrevivéncia e a reprodugdo. Foram
observados transcritos expressos no intestino de Toxorhynchites pertencentes ao metabolismo dos
aminoacidos considerado essenciais (alanina, leucina, lisina, metioninina, fenilanina, treonina,
triptofano e valina) e aminodcidos considerado nio-essenciais (gama amino-butirico, arginina,
asparagina, aspartato, cisteina, glutamina, glicina, prolina, serina e tirosina).

A metionina é um aminodcido obtido da dieta possivelemente é catabolizado nos
precursores utilizados na sintese de cisteina e glutationa no PMG de T. theobaldi devido a presenga

dos transcritos cistationina beta-liase/cistationina gama-sintase (2.140 reads), S-adenosil-
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homocisteina hidrolase (4.319 reads), S-adenosilmetionina sintetase (1.311 reads) e homocisteina
S-metiltransferase (345 reads) 1°1% Foi observado em D. melagnogaster e Glossina morsitans
que restricOes alimentares regulam de forma positiva a via da transulfuracdo reduzindo a
disponibilidade de metionina, o que resulta na diminuicdo da sintese de proteinas %197,

A presenga da transaminase 4-aminobutirato aminotransferase (429 reads) e glutamato
descarboxilase (2715 reads) € um indicio da ocorréncia da sintese do aminodcido nio-proteico
dcido gama amino-butirico (GABA) no intestino médio de 7. theobaldi. GABA € um inibidor de
neurotransmissao do sistema nervoso, que diminui a excitabilidade neuronal em insetos, através da

exocitose ou através de transportadores '8

, como o receptor cpij001929 gaba-a (44 reads) e
proteina associado ao receptor gama-butirico (9.144 reads).

Os amino4cidos de cadeia ramificada (BCAs) sdo obtidos da dieta sendo degradados através
das aminotransferases de cadeia longa (BCATI1) liberando metabdlitos utilizados como
sinalizadores na comunicagdo entre tecidos '%°. As BCAT1 expressadas no intestino médio de T.
theobaldi (924 reads) assim como ocorrem em outros culicideos produzem alfa-cetodcidos de
cadeia ramificada (417 reads) que provavelmente ativam a via de sinalizacdo alvo de rapamicina
(TOR) conforme observado em Ae. aegypti ''°. Essa via de sinalizacdo atua sobre diversos
processos celulares em resposta a disponibilidade de nutrientes, e foi observado no intestino de D.
melagnogaster regulando vdrios genes peptideos antimicrobianos através do fator transcricional
Forkhead, observados também no intestino médio de T. theobaldi '''. As BCATs juntamente com
outras transaminases, como aspartato aminotransferases (2.944 reads), contribuem para conectar
as diversas vias metabodlicas envolvidas no metabolismos dos aminoécidos conforme observado
em Rhodnius prolixus %. Outro importante aminoacido que é sintetizado no intestino médio de T.
theobaldi é o triptofano, essencial na formacdo das protefnas '2. Os transcritos envolvidos no

metabolismo do triptofano 13114

quinurenina aminotransferase (1.115 reads), alanina-glioxilato
aminotransferase (600 reads), quinurenina formamidase (2.281 reads) e triprofano-2,3-dioxigenase
(129 reads) estdo presentes no intestino desse culicideo.

Ap6s a digestdo das proteinas ingeridas, os aminodcidos sdo absorvidos ou oxidados no
intestino médio dos mosquitos para gerar energia conforme ji comentamos, € o excesso de
nitrogénio € excretado. Os compostos nitrogenados sdo removidos através de trés mecanismos

diferentes dependendo do habitat e da dieta dos insetos ''°. No PMG de 7. theobaldi, componentes

das vias classica e alternativa de sintese do acido urico sdo observados. O acido urico comumente
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¢ excretado sem nenhuma transformacgdo através da via cldssica nos mosquitos, sendo
imprescindivel a participacdo da enzima xantina desidrogenase (29.884 reads) nesse processo.

116 o 4cido drico pode ser metabolizado nos compostos

Porém, conforme ocorre em Ae. aegypti
nitrogenados alontoina, dcido alantdico e ureia através da via uricolitica, utilizando as enzimas
uricase (2.952 reads), alantoinase (240 reads) e alantoicase (8.609 reads), respectivamente. O
excesso de amodnia ndo excretado é fixado através da via glutamato sintase /glutamina sintetase
(8.874 reads; 5.029 reads respectivamente), utilizando as enzimas prolina oxidase (147 reads),
delta-1-pirrolina-5-carboxilato-desidrogenase (920 reads) e pirrolina-5-carboxilato redutase (430
reads) que produzem os aminodcidos glutamato e prolina, envolvidos nessa via, que estdo presentes
no PMG de T. theobaldi. A presenca de 11 CDS para transportadores de membrana para glutamato
nos permite supor que esse aminodcido pode ser transportado para a hemolinfa onde provavelmente
é convertido em prolina. A prolina é um substrato energético muito utilizado nos misculos do voo
17 0O glutamato também pode ser oxidado pelo alfa-oxoglucerato produzindo alanina via alanina
aminotransferase (4.699 reads) no intestino médio de T. theobaldi, conforme observado em An.
stephensi e Ae. aegypti "'®'"°. Ambos os processos relacionados & excrecio de metabdlitos
nitrogenados sdo coordenados em insetos hemat6fagos e sdo mais intensos em 6rgaos excretores

ap6s a ingestiio de sangue '%,

4.6 Metabolismo de proteinas

O PMG hematéfagos € o local onde a sintese de proteases e degradacdo das proteinas €
mais intensa'. As principais proteases digestivas observadas nesta regifio sio as endopeptidases e
as exopeptidases carboxipeptidases e aminopeptidases. As endopeptidases podem ser classificadas
de acordo com 0 mecanismo catalitico em serino proteases, cistéino proteases, proteases asparticas
e metaloproteases ®. As serino proteases tripsinas, quimotripsinas e serino tripsina semelhante 2
tripsina sdo moléculas pequenas que atuam no espaco endoperitréfico clivando grandes moléculas
64

As tripsina pertencentes as classse 3, 4 e 7 s@o constitutivas em fémeas de mosquitos e as
tripsinas pertencentes as classes 1 e 2 sdo induzidas ap6s a alimentacdo sanguinea '*!. No PMG de
T. theobaldi foram detectadas as tripsinas pertencentes as classes 1 (591.128 reads) e 4 (165.771

reads). Em fémeas de An. aquasalis, as tripsina das classes 1 e 4 sdo armazenadas em vesiculas na
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porcao apical do epitélio antes do repasto sanguineo sendo liberadas no limen do intestino apds o
repasto '?!. A regulagio das tripsinas no PMG de T. theobaldi deve ocorrer em resposta a presenga
do alimento no limen. As tripsinas 1 e 4 presentes no PMG T. theobaldi sao pardlogas com o0s
culicieos Ae. aegypti, An. darlingi, Ae. gambiae e C. quinquefasciatus, provavelmente devido a
duplicacdo génica que ocorreu nessas proteases. Nos mosquistos hematofagos, as duplicagdes

122,123, sendo

génicas nos genes para tripsina resultaram no aumento do nimero de cépias
observado sete clusters em An. gambiae onde o Antrypl e Antryp2 sdo expressados apds a
alimentagio sanguinea e o Antryp3, Antryp4 e Antryp7 '*! sdo constitutivamente expressados, o
que sugere a ocorréncia de duplicacio génica seguida de neofuncionalizacido das cépias derivadas.
Em C. quinquefasciatus, a diversificacdo observada nas serino proteases semelhantes a tripsina
provavelmente é o que teria permitido a esse culicideo se alimentar de diferentes hospedeiros'**. O
PMG de T. theobaldi possui 56 transcritos para proteases semelhantes a tripsina sendo a maioria
dos transcritos pardlogos com os culicideos Ae. aegypti, Ae. darlingi, Ae. gambiae e C.
quinquefasciatus razao pela qual provavelmente desempenham funcdes distintas nesse mosquito.

As quimotripsinas detectadas no PMG de T. theobaldi pertencem as classes 1, 2 e B
(isoformas BI e bi). As quimotripsinas e as tripsinas agem sobre as proteases que se encontram no
espaco endoperitréfico, conforme observado em outros mosquitos 2125, A quimotripsina 1 é
ortéloga as dos demais culideos, sendo expressada constitutivamente no intestino médio de Aedes
albopictus submetidos a dieta a base de agticares '**. As quimotripsinas 1 e 2 sdo armazenadas
como granulos de zimégenos no intestino médio de An. aquasalis, sendo detectadas apds o repasto
sanguineo devido a presenca da extremidade N-terminal precedido pelo aminodcido arginina
1,126,127

As exopeptidases aminopeptidases possuem expressao constitutiva nos tecidos epiteliais
agindo sobre a por¢@o N-terminal das proteinas e ocorrem em todo intestino médio dos mosquitos
submetidos 4 dieta a base de actcares '*. Virias classes de aminopeptidases, como as
aminopeptidases da classe N, foram detectadas no PMG de T. theobaldi (8.712 reads). Essas
aminopeptidases ocupam a por¢do apical dos microvilos do intestino dos insetos interagindo contra
as toxinas produzidas por patégenos 28, A metaloprotease metionina aminopeptidase 1 também foi
detectada no intestino médio de T. theobaldi, exopeptidase importante por remover a metionina da
por¢do N-terminal durante a sintese de vdrias proteinas apresentando expressao elevada na regido

AMG 1 (p<0.001; Fig. 5).
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As carboxipeptidases clivam os aminodcidos na regido C-terminal da cadeia de
polipeptideos. Varias classes de carboxipeptidases foram dectadas no PMG de T. thebaldi, tais
como as classes A (3.386 reads), B (43.546 reads), D (77 reads), M (159 reads), Q (1.343 reads),
prolilcarboxipeptidases (328 reads), serino carboxipeptidases (1.626 reads) e zinco
carboxipeptidases (53.621 reads).

Uma classe de proteases, as aspartases, que ndao sdo encontradas no intestino médio dos
mosquitos hematéfagos, mas que sdo importantes na digestdao do sangue nos triatomineos também
foi detectada no PMG de T. theobaldi. Essas proteases possuem dois residuos de dcido aspdrtico
no sitio catalitico . Duas classes de aspartases, as catepsinas B (17.594 reads) e 1 (8.371 reads)
foram detectadas no PMG de T. theobaldi. O recrutamento das catepsinas D em M. domestica e D.
melagnogaster é atribuido 2 dieta rica em bactérias '*. Além das aspartases, as cisteino proteases
que também ndo sdo encontradas no intestino dos mosquitos hematéfagos foram observadas no
PMG de T. theobaldi, cisteinas CG12163 (1.772 reads) e TIN-g (1.489 reads), ao contrario do que
ocorre nos mosquitos hematéfagos que a digestao € realizada principalmente pelas serino proteases
1129

A partir da observacdo das proteases envolvidas na digestdo de T. theobaldi, é possivel
perceber duas caracteristicas presentes nos insetos hemat6fagos mantidas nesse mosquito. A
utilizacdo das aspartases-cisteinas proteases, como ocorre em insetos mais distantes

evolutivamente, como é o caso dos triatomineos 130132

, € a utiliza¢do predominante das enzimas
serino protease, principalmente as tripsinas, como ocorre nos culicideos 2131133 Conforme, jd
discutido anteriormente, existem fortes evidéncias que o mosquito 7. theobaldi também utiliza as
bactérias presentes no alimento para complementar a dieta, provavelmente as catepsinas
lisossomais realizam a digestdo inicial desses micro-organismos. Apesar de nos mosquitos essa
funcdo ndo ter sido ainda descrita formalmente, as bactérias podem estar envolvidas em alguns

processos metabdlicos, como provavelmente ocorra com o mosquito An. stephensi que obtém

vitaminas através das bactérias Asaia bogorensis.

4.7 Inibidores de proteases

Os inibidores de proteases secretados no intestino médio de insetos auxiliam no controle da

atividade das proteases utilizadas na digestdo dos alimentos e dos patégenos nele contidos '**. As
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proteases podem ser sintezidas e armazenadas inativas, como € o caso das tripsinas. Também se
ligam a inibidores para impedir que sejam degradadas ou tenham limitado suas atividades limitadas
135 Os transcritos para inibidores de proteases no PMG de T. theobaldi (49 CDS) foram
identificados e revisados, como sendo pertencentes as familias das serpinas, cistatinas, DUF4803,
pacifastinas, tiroglobulinas tipo I, TIL, TIMPs e Kazal.

A familia das serpinas € a mais abundante em eucariotos e assim como observado em outros
culicideos, numerosas serpinas (25 CDS) foram observadas no intestino de 7. theobaldi. Esses
inibidores de serino proteases desempenham diversas func¢des e estdo presentes em varios 6rgaos
dos insetos, incluindo as glandulas salivares e o intestino médio. A expressao das serpinas aumenta
apés o repasto sanguineo nos mosquitos hematéfagos, sendo comumente associada a acdo
antibacteriana para proteger o individuo de bactérias presentes no alimento '*°. Os inibidores de
proteases com dominio Kazal (123.954 reads) € o segundo grupo com maior niimero de transcritos
observados no PMG de T. theobaldi relacionados a defesa contra microrganismos nos culicideos
136,137

Nos mosquitos, como C. quinquefasciatus, ocorreu expansdo do numero de genes
pertencentes a familia serino-proteases semelhantes a tripsina, que auxiliam na digestdo dos
componentes do sangue '?*. Essas serino-proteases também aumentam a expressao apds o repasto
sanguineo nos mosquitos hemat6fagos, fato também considerado uma evolugdo adaptativa que
favoreceu a digestdo do sangue nesses insetos impulsionado pela aquisi¢do de caracteristicas
hematéfagas '2%. As serino-proteases semelhantes 2 tripsina observadas no intestino médio de 7.
theobaldi pertencem a familia com dominio catalitico para tripsina atuando em processos essenciais
aos culicideos, como digestdo do alimento e resposta imune '?2. Essa familia possui transcritos
homoélogos aos demais culicideos em 7. theobaldi sendo secretada em todo intestino médio
apresentando maior expressao no PMG (p<0.0001, Fig. 5). A digestdo das proteinas e micro-
organismos, principalmente no PMG pode ser uma fonte de energia e aminodcidos para T.
theobaldi e ¢ um tema a ser explorado no futuro, uma vez que a dieta desse mosquito, como ocorre
em outros fitéfagos, provavelmente possui contetido proteico reduzido. A escassez de nitrogénio é
um fator limitante na nutri¢do de muitos insetos como 7. theobaldi e, portanto, requer uso eficiente
das proteases hidroliticas, o que provavelmente s6 foi possivel gracas a presenca de inibidores de

protefnas e de mecanismos regulatérios do pH 64131:132,
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4.8 Metabolismo das proteinas de reserva

A expressdo de genes codificadores de proteinas que armazenam nutrientes, assim como
aqueles que atuam no controle da nutricdo e transporte de metabdlitos em insetos tem sido objeto
de investigacdo. Entre as classes de proteinas de armazenamento observadas estdo a ferritina e a
transferrina ja discutidas anteriormente. Além das proteinas de armazenamento e transporte de
lipideos, as lipoforinas, que serdo discutidas adiante.

A proteina hexamerina constitui uma fonte de aminodcidos arométicos que sdo importantes
na vitelogénese 138 ° As hexamerinas sio classificadas em larval serum protein 1 (LSP-1) e larval
serum protein 2 (LSP-2) de acordo com a quantidade de aminodcidos aromadticos tirosina,
fenilanina e metionina armazenados °. A hexamerina (5 CDS) presente em 7. theobaldi pertence a
classe LSP-1 apresentando uma porcentagem elevada de fenilanina e tirosina °, além de possuir
caracteristicas estruturais de dipteros que divergiram no inicio da evolucdo da Ordem Diptera '*°.
Virios transcritos envolvidos no metabolismo da tirosina participam da via de sinalizacdo das
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK), como as proteinas tirosina fosfatase (8 CDS).
Apesar do desconhecimento da fun¢do das hexamerinas no PMG dos mosquitos adultos, a
expressdo nos culicideos ocorre em ambos os sexos e as hexamerinas da classe LSP-1 pode ser
uma fonte de energia a ser utilizada durante o voo ¥,

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) € importante na regulacdo de processos
catabélicos e anabdlicos de ATP '*°. A subunidade catalitica gama (619 reads) de T. theobaldi é
ortéloga aos culicideos apresentando 87% de identidade com Ae. aegypti de acordo com banco de
dados NCBI ndo redundantes. Os niveis de AMPK sofrem alteracdo de acordo com as necessidades
nutricionais dos insetos sendo observados aumento da expressdo para prover ATP 40,

O transportador slimfast (855 reads) foi identificado em Ae. aegypti como um transportador
que possui a fungdo de transportador e receptor de aminodcidos entre o intestino € o corpo
gorduroso durante a reproducdo '#!. Esse tranceptor, conforme foi denominado devido a dupla
funcdo que exerce, estd presente no PMG de T. theobaldi e é homodlogo aos outros culicideos.
Apesar disso, ndo podemos afirmar se ocorre o transporte de aminodcidos até a hemolinfa para

estimular a oogénese em Toxorhynchites, como ocorre nos mosquitos hematéfagos #1142
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4.9 Hormonios

O sistema digestivo dos insetos é coordenado pelos neuropeptideos que sdo produzidos
pelas células enteroenddcrinas sendo liberados para o espaco intracelular '#*!44. Os transcritos para
os neuropeptideos presentes no intestino médio de 7. theobaldi, semelhante ao que foi observado
em Ae. aegypti, provavelmente exercem sua acdo apods se ligarem aos receptores de membrana
acoplados a proteina G (13 CDS) e receptor de tirosina (2 CDS) 4314 Transcritos relacionados ao
metabolismo de hormonios tais como hormonio diurético, proteinas de ligacao ao horménio juvenil
da hemolinfa (hJHBP), proteinas induzidas pelo hormonio juvenil, neuropeptideo F, proteina 31
semelhante ao neuropetideo e hormonio de dispersdao de pigmentos identificados baseados na
similaridade com o horménio de dispersdo de pigmentos dos crusticeos 43 foram detectados no
PMG de T. theobaldi. Os neuropeptidios F sdo membros da familia de neuropeptidios NPY que
modulam a alimentacdo, o metabolismo, a reproducio e a reposta ao estresse '*. Transcritos para
esses neuropeptidios (1.985 reads) detectados no PMG de T. theobaldi sdo pardlogos aos demais
mosquitos e provavelmente modulam a ingestdo do alimento, como ocorre em D. melanogaster 'S,
Alteracgdes na via do neuropeptideo F em Ae. aegypti resultaram em altera¢cdes no comportamento
de busca do hospedeiro e digestdo do sangue 4. J4 os hormonios diuréticos (196 reads) estimulam
a excrecdo de 4dgua do néctar e os hormonios de dispersdo de pigmentos (1.497) regulam o
comportamento dos insetos 4147148

O hormdnio juvenil (HJ) regula a reproducdo e o desenvolvimento dos insetos '¥°. A sintese
do HJ € regulada pelo estado nutricional, sendo estimulada ou reprimida devido a secre¢do de
horménios, como o neuropeptidio F '°. Virios transcritos que codificam para enzimas
requeridas para a biossintesse, metabolismo e sinalizagdo do HJ, incluindo 4cido farnesoico O-
metiltransferase (17.903 reads), proteinas semelhante ao dcido farnesoico O-metiltransferase
(32.553 reads), epoxido hidrolase do HJ (6.710 reads), proteina induzida pelo HJ (30.790 reads) e
proteina de ligacdo ao HJ da hemolinfa-hJHBP (4.565 reads) foram detectadas no PMG de T.
theobaldi. Os transcritos relacionados aos passos finais da sintese do HJ, do acido farnesoico O-
metil transferase e epoxido hidrolase, aumentam a express@ao em mosquitos hematéfagos apds a
alimentagio sanguinea '*°.

Uma nova classe de JHBP, pertencente a familia das proteinas ligadoras a odores — OBP

(denominadas de proteina de ligacdo ao HJ de mosquito ou mJHBP), foi caracterizada em A.

52



aegypti !, A protefna mJHPB pode atuar na alimentagio, acasalamento e desenvolvimento do ovo
151" sendo detectado dois CDS em 7. theobaldi, com 59% (AAELO008620) de identidade com Ae.
aegypti de acordo com o banco de dados NCBI ndo redundante. A mJHBP € caracterizada como
familia D7 forma longa nos bancos de dados de sequéncias. Nos mosquitos hemat6fagos, a proteina
D7 longa estd presente na saliva, auxiliando no rompimento das barreiras impostas pelo hospedeiro

para aquisicio de sangue !*2

. Esta proteina provavelmente sofreu duplicacdo passando a
desempenhar outras fungdes até o momento desconhecidas, como deve ocorrer com as proteinas

parédlogas observadam em T. theobaldi e em D. melagnogaster, onde também foi observada '°!.

4.10 Metabolismo de lipideos

O metabolismo dos lipideos € essencial na vida dos insetos devido ao papel dos seus
constituintes na formagdo das membranas celulares, na sinalizacdo celular, além de serem
considerados a principal fonte de armazenamento de energia para o voo e reprodugio >3, Apesar
disso, a principal fonte de nutrientes dos mosquitos adultos, como 7. theobaldi é o néctar com
pouca quantidade de lipideos '>*.

O triacilglicerol é um dos principais lipideos da dieta dos mosquitos e juntamente com 0s
fosfolipideos sdo hidrolisados a 4cidos graxos livres, cujo transporte e absor¢do ocorre nos
enterécitos com o auxilio das proteinas de transporte '® como a proteina ligante de 4cido graxo
detectada em 7. theobaldi. Em seguida eles sdo esterificados pela enzima Acil-CoA sintetase (28
CDS) para a formagdo de lipideos mais complexos %. A digestdo desses lipideos requer a
participacdo de diversas enzimas tais como lipase-esterase (4.705 reads), lipase pancredatica (6.677
reads) e esfingomielinase acida-fosfatase PHMS (7.437 reads) que sdo secretadas. A lipase
pancredtica age inicialmente na interface 4gua-éster de forma semelhante a triacilglicerol lipase '3
hidrolisando os lipideos provenientes da dieta no limem intestinal, os produtos da degradacdo
monoacilglicerol e dcidos graxos livres liberados sdo absorvidos pelo epitélio intestinal 5157, A
expressao das lipases pancredticas no intestino de 7. theobaldi foram maiores no PMG, uma vez
que a atividade dessas enzimas é favorecida por pH bdsico **!*7 (p<0.00001; fig. 5). Nos mosquitos
hemat6fagos os aminodcidos e lipideos liberados apds a degradacdo do sangue servem como

) 55,88

precursores para a sintese de lipideos, como os triacilgliceréis (TAGs , que podem ser

transportados pelas lipoforinas para outros tecidos, como o corpo gorduroso 5133,
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O triacilglicerol € um dos principais componentes das goticulas lipidicas que constituem
sitios de armazenamento de lipideos neutros (triglicerdis, diacilglicerdis, colesterol e acidos
graxos). As goticulas de lipideos sdo importantes na manuten¢do da homeostase dos lipideos e na
resposta imune contra virus e bactérias 158 No intestino de T. theobaldi, foram detectadas
perilipinas 1 (3,592 reads) e perilipinas 2 (448 reads), uma classe de proteinas de revestimento das

158,159

goticulas de lipideos que estdo presentes no epitélio intestinal de T. theobaldi. Além dessas

enzimas, outros membros da via da B-oxidacdo 60161

, como 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase,
enoil-CoA hidratase, carnitina O-aciltransferase foram detectados no PMG de T. theobaldi.
Portanto, podemos afirmar que 7. theobaldi também utiliza essa via para obtencao de energia.

O PMG de T. theobaldi apresenta abundincia de transcritos para lipoproteinas,
correspondentes as apoliproteinas II (62 reads) e III (2.101 reads), que atuam no transporte de
lipideos e servem como fonte de energia. A apoliproteina III, importante fonte de energia durante
0 voo e estimulante do sistema imune, também pode estar presente na estrutura das lipoforinas ',
As lipoforinas sdo lipoproteinas classificadas de acordo com a composi¢do dos seus lipideos:
HDLp (lipoforina de alta densidade), VDLp (lipoforina de densidade muito alta) e LDLp
(lipoforina de baixa densidade) '°3. Além das apolipoproteinas, o receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDLR - 331 reads) e transcritos para regiao terminal das lipoproteinas (5 CDS) também
foram detectados no PMG de T. theobaldi. A presenca de transcritos para o receptor LDL € um
indicio de que os lipideos também podem ser transportados para a hemolinfa, podendo servir como
fonte de energia durante o voo '**. Transcritos para outro receptor que também participa no
transporte de lipideos para a hemolinfa € o complexo F1FO (ATP sintetase), que é formado por
duas subunidades. As subunidades do complexo F1F0 alfa (12.584 reads) e beta (5.382 reads)
foram detectadas no intestino médio de 7. theobaldi e atuam provavelmente como receptores de
lipoproteinas como ocorre no intestino médio do hemiptero Panstrogylus megistus 6.

Os insetos ndo capazes de sintetizar esterdis obtendo-os através da alimentagdo °!. Os
esterdis sao precursores de hormonios esteroides e atuam como reguladores do desenvolvimento
164 No caso de 7. theobaldi, na fase de larva (carnivora) a quantidade de esterol adquirida é superior
a fase adulta (fitéfago), que ocorre em pequenas quantidades sob a forma de ésteres de acidos
graxos a partir do néctar ingerido *!®*, Virias proteinas que sdo essenciais no processo de

absor¢io e transporte de esterdis '°*16%1 foram detectadas no PMG de T. theobaldi, dentre elas a

triglicerideo lipase-colesterol esterase, NPC (proteina da doenca Niemann-Pick C), proteinas
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contendo o dominio STARI1 (proteina regulatéria de esteroidogenese aguda) que transporta
colesterol, proteina com dominio de captura do colesterol, proteina carreadora de esterol (SPC-2)
e proteina transportadora da familia ABCA tipo 1. A presenca de 17 p-hidroxiesteroide
desidrogenase provavelmente indica que o colesterol armazenado pode ser metabolizado em outros

9 e é considerado um dos

esterdis . Nos mosquitos hematéfagos o colesterol é obtido do sangue !
nutrientes essenciais para a sintese do hormdnio ecdsona, importante no desenvolvimento do ovério
167 A presenca de transcritos para receptor de lipoforina de baixa densidade (LDL) que se liga &
LDLp pode ser fonte de colesterol para 7. theobaldi, como observado no carrapato Ixode ricinus
168

Outros transcritos que participam do metabolismo de lipideos também foram detectados no
PMG de T. theobaldi, como as desaturases (delta-6-dcido graxo/delta-8-esfingolipideo, 32.024
reads), essenciais para o bom funcionamento das membranas biolégicas. Também foram
identificadas proteinas de transferéncia de fosfolipideos (PL-TPs), tais como as proteinas de
transferéncia do fosfoinositol (32 CDS) que participam da regulacdo do metabolismo dos
fosfoinositideos e do trafico de membranas %, além dos fosfolipideos que atuam na via Kennedy
170 sn-12 diacilglicerol etanolamina - colinefosfotranferases (11 CDS, 3.117 reads) e a proteina de
ligacdo a fosfatiletalonamina (1.446 reads), que participam no processo de sintese de
fosfatidilcolina e fosfatidiletalonamina, respectivamente. Esse ultimo fosfolipidios € um dos

componentes mais importantes para a preservacdo da integridade da membrana plasmatica

produzido por essa via '7°.

4.11 Transportadores e canais

O grande nimero de transcritos para transportadores e canais (totalizando 712 CDS)
expressos no PMG de T. theobaldi condiz com um intenso processo de transporte de nutrientes e
dgua, e de regulacdo do equilibrio do pH e sais. As classes mais abundantes pertencem aos
transportadores tipo ABC, transportadores de aminodcidos, transportadores de monocarboxilato,
transportadores de anions/prétons organicos, permeases pertencentes a superfamilia dos principais
facilitadores, transportadores de fosfato dependente de sddio, familia de carreadores de solutos
(subfamilias 2, 25, 35 e 39), transportadores de actcares, transportadores de sulfato, ATPases

vacuolares, transportadores de Zn/Zn>* e aquaporinas. Foram observados transcritos para
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transportadores multivitaminicos dependente de sédio e transcritos simporte multivitamico/mio-
inositol/iodeto de sédio que participam do transporte de vitaminas do complexo B 2. Os
transportadores de aminodcidos, pertencentes a superfamilia de carreadores de soluto (SLC),
composta por duas subfamilias SCL6 e SCL7 também foram detectados no PMG de T. theobaldi.
A subfamilia SLC6-NSS (neurotransmissor de sédio por simporte) transporta aminoacidos
essenciais que intermediam a sinaliza¢io neuro-humoral e neuroquimica '’!. J4 a subfamilia SLC7-
CAT (transportadores de aminodcidos cationicos-CAT) sdo permeases que intermediam o
transporte catidonico por facilitar a difusdo passiva e/ou permuta com alta afinidade pelos
aminodcidos positivamente carregados como lisina !’>. No PMG de 7. theobaldi foram encontrados
quatro CDS para SLC7-CAT, dois desses sdo transportadores Slimfast com alta afinidade para
aminodcidos catidonicos e neutros que combinam as fun¢des de transportadores e receptores de
aminodcidos regulados através da via TOR 41172,

Conforme ja mencionado anteriormente, a excre¢do dos compostos nitrogenados em 7.
theobaldi provavelmente envolve a via uricolitica que € a forma mais comum em insetos terrestres.
Porém, além dos transportadores de xantina/4cido trico (8.247 reads) envolvidos no metabolismo
de purinas e formacgdo de 4cido urico para excre¢do, transportadores de amonia e transportadores
ATPase N*/K* foram identificados. As ATPAses Na*/K* subunidades o (16.152 reads) e 1 (8.849
reads) em A. aegypti sdo expressadas em 6rgdos que excretam amonia, como o PMG '"*!17* No
entanto, o nimero de transcritos desses transportadores, incluindo a proteina transmembrana
ATPAse Na*/K* subunidade B1 (109 reads) possui vérios transcritos no PMG de T. theobaldi,
sugerindo que no PMG de T. theobaldi pode ocorrer o sequestro e utilizagdo da amodnia na sintese
de glutamina e prolina, seguidos da excre¢do de amonia, dcido trico e ureia, conforme discutido

anteriormente.

5. CONCLUSOES

O intestino médio de T. theobaldi possui trés subdivisdes anatdmicas onde as regides
anteriores (AMGI1 e AMG?2) se especializaram na digestdo de carboidratos devido a expressado
relativa da alfa-amilase ser muito superior ao PMG. Além do AMG, o PMG também participa do
metabolismo dos carboidratos, pois vdrios transcritos relacionados as vias metabdlicas destes
nutrientes foram identificados no PMG. A maior expressdo de proteinas que neutralizam as

espécies reativas de oxigénio, como superdxido dismutase e catalase no AMG, indica que esta
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regido auxilia na manuten¢do da homeostase, preservando bactérias comensais que possam estar
presentes.

O PMG de T. theobaldi € o local onde a expressao de proteases € maior, o que também foi
observado no intestino dos mosquitos hematofagos e em D. melanogaster. O nimero elevado de
transcritos para transportadores de aminoécidos e proteinas indica que o processo de sintese e
degradacdo € intenso nessa regido. A deteccio de transcritos para catepsinas lisossomais e varios
peptideos antimicrobianos € um indicio de que os micro-organismos podem ser utilizados para
suplementar a dieta de T. theobaldi, principalmente com aminodcidos e lipideos, devido a baixa
concentracdo desses nutrientes no néctar e exudatos ingeridos por esse mosquito.

A independéncia do sangue para a reproducdo/producdo de ovos em T. theobaldi
provavelmente € possivel pelo fato de sua larva ser predadora e conseguir acumular grande
quantidade de lipideos e proteinas, utilizadas para o desenvolvimento dos foliculos ovarianos do
adulto. A condi¢do autdgena de T. theobaldi provavelmente foi herdada do ancestral ndo
hematéfago devido a presenca de caracteristicas comportamentais (larva predadora voraz),
fisioldgicas tais como presenca de MP constitutiva, além de diversas proteases incluindo as
catepsinas lisossomais, lipases e carboidrases que garantem o melhor aproveitamento dos
nutrientes e morfologicas (adulto possui probdscide curvada para baixo). Outra evidéncia que
suporta essa hipétese € a menor diversidade de transcritos envolvidos na neutralizacdo do
ferro/heme no PMG de T. theobaldi em relacdo aos mosquitos hematofagos. As diferencas

observadas nesse mosquito fazem dele um modelo muito interessante para entender os mecanismos

que permitiram o sucesso dos mosquitos hemat6fagos para a alimentag@o sanguinea.
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ANEXO

Primers utilizados na reacao qRT-PCR

Proteina

Alfa-amilase

Ferritina

Peritrofina 1

Metionina aminopeptidade
Tripsina

Catalase

Cecroprina A2

Superdxido dismutase
Triacilglicerol lipase

408 Proteina ribossosal S7

Foward
CAGCTCATTTGCTGGTTTCA
TTGCTGCTCTCCTCCGTTTT
CGATCCGTTGATTGCCGTTC
AATACCGGATATGAGGCCGC
CACTGGTTTGCCCGATACCT
TCGCCAACCATCTGAGCAAT
GCTGAAGAAACTCGGCAAGA
CTGAAAGCAGGCAACCATGG

ATCTGCCGATTTCTATCCGA

CGGAGGTTTCTGAGCTGGAA

Reverse
CTTGCTGGCTGTTTGTTCAG
CCCAGGCTTTGTCGGAGATT
CCACTAGCTGACCCCAACTG
ATCGCCATGAAATCCACGGT
ATACCTTCTTGTCCGCAGCC
CTTCGGACAGTTGACGTCCA
CCGATCGCTTTATAACCAGC
TTGCCGTGTGGGTTGAAATG
ACGAACAATTTCCAGGAACG

CGCAGATGGATTGGTGACCT
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Culex sp.

llustracao das fémeas dos culicideos Culex sp., Ae. aegypti e T. haemorrhoidalis onde é possivel observar a diferenga de tamanho entre
Toxorhynchites e os demais mosquitos, razao pela qual ele recebeu o nome de mosquito elefante. Fonte: Cesar Favacho
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