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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € um inseto holometdbolo, cujo ciclo de vida
depende que fémeas facam repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, a fim
de iniciar a producéo de ovos. Durante o repasto, 0 mosquito entra em contanto com
patdgenos, como Dengue e Zika, transmitindo-os em alimentacfes subsequentes a
individuos sadios. A fémea € incapaz derealizar o repasto apos a saida da agua,
mesmo sendo a fase adulta do inseto, j& queantes é preciso o desenvolvimento de
tecidos reprodutivos, sensoriais e de reserva, por exemplo. Este desenvolvimento
esta atrelado ao consumo de carboidratos apds a saida da 4gua, que além de gerar
acumulo de reservas energéticas que serdo utilizadas para sintese de proteinas do
vitelo apGs o repasto sanguineo, induz a producdo adequada do hormonio juvenil que
induzira as adaptacfes bioquimicas e moleculares adequadas ao periodo. Este
periodo adaptativo € conhecido comoprevitelogénico e, sem ele, a fémea encontra
dificuldades para realizar a alimentagcdocom sangue e durante o periodo vitelogénico.
Entender o funcionamento dos eventosde sinaliza¢do do periodo previtelogénico pode
ajudar no desenvolvimento de estratégias de controle vetorial. E uma vez que a via
de insulina € muito importante para este momento, NOSSO grupo se interessou em
estudar o ortélogo da proteina tirosina fosfatase (PTP) LAR em A. aegypti (AeLAR) na
regulacdo da via desta via, uma relacdo de regulacdo had muito conhecida em
mamiferos, mas pouco explorada em invertebrados. Assim, este trabalho teve como
principal objetivo silenciar a PTP AeLAR no periodo previtelogénico e observar
possiveis efeitos metabdlicos e fisiolégicos no mosquito, bem como as consequéncias
apos a alimentacdo com sangue. Observou-se que a PTP AeLAR é reprimida na
restricdo caldrica e que seu silenciamento regula a transcricdo do peptideo insulinico
2 (ILP2) e das fosfatases Corkscrew (CSW) e PTP1B, além de induzir o acumulo de
glicogénio, sem afetaras reservas lipidicas. Os reflexos destas modificacdes se
traduziram no aumento a resisténcia ao jejum, alteracbes da capacidade de
locomocéo/voo e na percepcao do hospedeiro vertebrado. Apds o repasto sanguineo,
houve reducdo da postura de ovos, mas sem prejuizo a eclosdo. Concluiu-se que a
PTP AeLAR é importante agente na sinalizacdo de vias que regulam o metabolismo
energético no periodo previtelogénico, de modo que a sua expressdo inadequada
afeta diversos aspectos fisiologicos do mosquito, tornando evidente o potencial de
contribuicdo que esta enzima possui no estudo de estratégias de controle vetorial.
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ABSTRACT

Aedes aegypti mosquito is a holometabolous insect, whose life cycle depends
on females feed on blood from a vertebrate host to initiate egg production, the new
offspring. Mosquito can get infected with pathogens during blood meal, such as Dengue
and Zika, transmitting them in subsequent feedings to healthy individuals. However, the
female is not able to feed after leaving the water, even though it is the adult phase of
the insect. Before that, the mosquito needs to develop its reproductive, sensorial, and
reserve tissues, for example. This development is linked to the consumption of
carbohydrates after leaving the water, which in addition to generating the necessary
energy reserves that will be used for the synthesis of proteins for the eggs after blood
meal, it induces the adequate production of the hormone that will induce the appropriate
biochemical and molecular adaptations for this period, the juvenile hormone. This
adaptive period is known as previtellogenic and, without it, the females do not feed on
blood properly and face an impaired vitellogenic period. Understanding the signaling
events of this period can help in the development of vector control strategies. Our group
was interested in studying the ortholog of Protein Tyrosine Phosphatase (PTP) LAR in
A. aegypti (AeLAR), given the importance described in vertebrates and invertebrates in
the regulation of the insulin pathway, an important pathway during the previtellogenic
period. Thus, the main objective of this work was to knockdown the AeLAR gene in the
previtellogenic period and observe defects on mosquito metabolism and physiology,
and the consequences after blood feeding. It was observed that AeLAR is regulated in
caloric restriction, that its knockdown regulates the insulin-like peptide 2 (ILP2), CSW
and PTP1B transcription, inducing glycogen accumulation, without affecting lipid
reserves. Parallel to this, there was an increase in resistance to fasting, changes in
locomotion/flight activity, and in the search for the vertebrate host. After the blood meal,
there was a reduction in the number of eggs laid, but without prejudice to their hatching.
We concluded that the AeLAR is important to the previtellogenic period, acting as a
regulatory gene in energy metabolism, and its transcriptional impairment affects many
physiological aspects that are relevant to the study of vectorial capacity. The deepening
of the study of this PTP has important contributions for development and/or

improvement of vector control strategies.
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1. Introducéo
1.1. O mosquito Aedes aegypti: habitat e ciclo de vida

Aedes aegypti (Figura 1) (filo Arthropoda, subfilo Hexapoda, classe Insecta,
ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, género
Aedes, subgénero Stegomyia) é um inseto vetor de diferentes virus de importancia
médica. Encontra-se principalmente entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul, que
correspondem as zonas tropicais e subtropicais do globo. E oriundo da Africa
Subsaariana e sua disseminac¢éo pelos continentes se deu através do transporte de
larvas em lastros de navios que faziam o comércio entre os séculos XV e XVII
(BARATA et al., 2001).

01543224 @ Solvin Zankl / naturepl.com

Figura 1. Foto de fémea (esquerda) e macho (direita) do mosquito A. aegypti. Fonte: BERNHARD
NOCHT INSTITUTE FOR TROPICAL MEDICINE (BNI), 2016.

O mosquito € holometabolo e possui quatro estagios de desenvolvimento:
ovo, larva (aquatica, |éntica, com quatro estagios de desenvolvimento — L1 a L4), pupa
e o inseto adulto (Figura 2) (NASCI; MILLER, 1996). A oviposi¢cdo acontece apos a
alimentacdo no hospedeiro vertebrado, preferencialmente humano, e a fémea
deposita seus ovos em substratos que acumulem &gua, preferencialmente em
criadouros artificias (latas, pneus, vasos de plantas etc) (CONSOLI; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1998). Originalmente, o ancestral deste mosquito depositava ovos em
bromélias e internddios de bambus e a fonte sanguinea era proveniente de animais

nao humanos (LOUNIBOS, 1981). Uma vez que mosquitos e humanos passaram a



dividir o mesmo nicho, o inseto se adaptou a convivéncia, de modo que as fontes de
alimentacao e oviposi¢cdo também mudaram (POWELL; TABACHNICK, 2013).

Egg maturation di
3 Blood fee ing Female imago
b Mating
Blood-fed female |
Male imago
Egg-laying (
g Larval stages z
g g08 3ed ath Pupae

Emergence

o

Hatching \(‘
b Molt Metamorphosts

\ i

Figura 2. Estagios de desenvolvimento do mosquito A. aegypti. Figura representa os estadios de
ovo (Hatching), Larvas (Larval stages), pupa (Pupae) e mosquitos adultos (Female/Male imago). Fonte:
PRUD’'HOMME et al., 2017.

A oviposicao € feita em &guas ndo turbulentas, porque as larvas sao
incapazes de sobreviver se submetidas a turbuléncia (NASCI; MILLER, 1996). Apés
a oviposicao e exposicdo dos ovos a agua, os ovos eclodem e as larvas submergem
no ambiente aquatico, onde passam 0s proximos 7-8 dias alimentando-se de
microrganismos, detritos e invertebrados, vivos ou mortos. Durante este momento, as
larvas acumulam nutrientes que sustentardo as mudancas de estagios.

Depois dos 7-8 dias, as larvas assumem o estagio de pupa e param de se
alimentar. Os mosquitos podem permanecer nesta fase por até dois dias, esperando
as devidas condicbes para emergir em mosquito adulto. Assim, quando a
metamorfose estd completa e as condigbes sdo adequadas, o adulto aumenta a
pressdo interna na pupa puxando o ar de fora, que passa atraves dos trompetes
respiratorios (Figura 3), e a cuticula da pupa se rompe ao logo de linhas de quebra,
liberando assim o estagio adulto do mosquito (NASCI; MILLER, 1996).



Figura 3. llustracdo detalhando os 6rgdos do mosquito no estadio de pupa. O mosquito encontra-
se em processo de muda, onde os 6rgdos larvais sdo degenerados e substituidos com 6rgéos adultos.
Neste processo, 0 mosquito ndo se alimenta e apenas respira pelo trompete respiratorio (destacado na
caixa vermelha), 6rgdo localizado no topo do cefalotérax. Adaptado de: <medicina-y-
tecnologia.blogspot.com>.

Na fase adulta, macho e fémea apresentam dimorfismo sexual. Sdo exemplos
de caracteristicas que os diferenciam: a forma do aparelho reprodutor, a maior
guantidade de cerdas nas antenas e tamanho dos palpos maxilares em machos, além
do tamanho do corpo, onde a fémea é maior. O tamanho da fémea esta relacionado
ao fato desta produzir os ovos a serem depositados. A fase adulta pode ser facilmente
identificada pelo desenho no formato de lira no dorso do térax em qualquer um dos
géneros (Figura 4) (NASCI; MILLER, 1996).
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Figura 4. Comparacéo entre A. aegypti macho e fémea, destacando os aspectos de dimorfismo
sexual. O esquema mostra macho e fémea da espécie, onde é possivel ver no térax o desenho de lira
gue identifica a espécie. A figura ainda destaca (setas vermelhas) alguns fenétipos que caracterizam o
dimorfismo sexual, como forma do aparelho reprodutor, tamanho dos palpos maxilares e o volume de
cerdas nas antenas (de baixo para cima). Adaptado de: <dengue.cecom.unicamp.br>.



A alimentacédo também sera diferente para machos e fémeas na fase adulta.
Imediatamente apds a emergéncia, machos e fémeas se alimentam apenas de néctar
e de fluidos adocicados, porém, as fémeas mantém a exclusividade desta dieta
apenas por um periodo de aproximadamente trés dias, enquanto passam por
adaptacdes fisioldgicas e moleculares, até tornarem-se aptas a realizar o repasto
sanguineo. Estas adaptagBes incluem o enrijecimento do exoesqueleto e
amadurecimento de 6rgdos sensoriais e de reserva. A alimentacdo com sangue
determina o fim do periodo previtelogénico e inicia o periodo vitelogénico, que visa a
obtencdo e mobilizacdo de nutrientes para sintese do vitelo, que sera destinado ao
ovario, resultando na producéo dos ovos (LEHANE, 2005; NASCI; MILLER, 1996).

Durante o repasto, 0 mosquito pode se contaminar com diferentes patégenos
e transmiti-los nas alimentacfes subsequentes, o que o caracteriza como vetor. Sua
capacidade de transmitir um determinado patégeno € diretamente influenciado pela
densidade da populacdo de vetor, sua capacidade de localizar e realizar o repasto
sanguineo, adaptacdo ao ambiente, a longevidade na natureza e o tempo que o
patégeno leva entre a chegar ao mosquito até estar apto a ser transmitido em um
préoximo repasto (Figura 5). A trajetdria evolutiva do mosquito A. aegypti culminou em
torna-lo um vetor competente que atualmente oferece risco a milhares de pessoas ao
redor do globo (BARATA et al., 2001).
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Figura 5. Equacdo que define a capacidade vetorial de um organismo. A equacgao acima representa
os elementos que sdo levados em consideracao acerca da capacidade de um organismo ser melhor ou
pior vetor, como densidade populacional do animal (m), a probabilidade do repasto (a?), a competéncia
em relacdo ao patégeno (VC), a probabilidade de sobrevivéncia (P) e o tempo que o patégeno leva
para se desenvolver no hospedeiro definitivo ("). Fonte: RUCKERT; EBEL, 2018



1.2. Importancia do mosquito A. aegypti como vetor

Como ja citado, o mosquito A. aegypti € capaz de transmitir diversas
arboviroses. Dentre os principais patégenos se encontram os virus da Febre Amarela,
Dengue, Chikungunya e Zika, cuja importancia epidemiolégica existente esta
relacionada aos problemas de morbidade e letalidade associadas as doencas, a
auséncia de vacinais eficientes para a maioria das arboviroses e a presenca de cepas
mais virulentas, oriundas de diferentes regides (Figura 6) (BARATA et al.,, 2001;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2017).

Figura 6. Mapa da origem dos genétipos de arbovirus transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti
no Brasil. Fonte: RODRIGUES-ALVES et al., 2020.

O virus da febre amarela (familia Flaviviridae e género Flavivirus) é
historicamente o mais conhecido. Apés a picada do mosquito contaminado, estima-se
que cerca de 15 a 50% das pessoas infectadas desenvolvam a doenga, que se inicia
com uma febre abrupta, calafrios e dor de cabeca. No entanto, 57 a 85% das pessoas
afetadas conseguem combater a infeccdo (PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA,
2014). No inicio do século XX, com o desenvolvimento de vacinas eficazes e as
campanhas de erradicacdo do mosquito em zonas urbanas do Caribe e América
Latina, a febre amarela urbana p6de ser erradicada (BRASIL, 2004).

Entretanto, o virus Dengue (familia Flaviviridae e género Flavivirus) acabou

assumindo o nicho que surgira e, atualmente, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas ao



longo das regides tropicais e subtropicais se encontram em risco (GUZMAN et al.,
2010). As infeccBes por dengue apresentam dois grandes quadros patologicos: o
primeiro, mais brando e mais frequente, que se desenvolve como uma febre aguda
devido a um complexo conjunto de respostas imune, mas que se vai em
aproximadamente 7 dias; e uma segunda, mais severa, que pode se manifestar como
febre hemorragica, ou como Sindrome do Choque Dengue, podendo ser fatal
(IDREES; ASHFAQ, 2012).

O virus da febre Chikungunya (familia Togaviridae, género Alphavirus)
pertence ao complexo soroldgico da Floresta Semliki e seu home significa “aquele que
se dobra”, referindo-se ao efeito da artralgia incapacitante. Além disso, a infec¢céo
causa febre, mialgia, nausea, vbmito, dor de cabeca, conjuntivite, dor retrobulbar,
fotofobia e em raras ocasides manifestagces hemorragicas. O virus ja era conhecido
desde 1950, mas devido a processos migratérios e o surgimento de uma linhagem
asiatica mais virulenta, a doenca ganhou destaque e ja podia ser encontrada em todos
os continentes (PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA, 2014; WEAVER; LECUIT,
2015).

Ja virus Zika (familia Flaviviridae e género Flavivirus), que ndo apenas €&
transmitido pelo vetor durante o repasto, mas também por transmissdo vertical no
hospedeiro vertebrado, sexualmente e através de transfusées de sangue, manifesta
algum tipo de sintoma em apenas 20-25% dos doentes, que pode incluir febre, mialgia,
prurido, dor nos olhos e exantemas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC), 2019). Entretanto, o problema que mais preocupou as
populac6es que vivem nas areas de risco foi a associacdo entre o Zika virus e
possiveis danos ao sistema nervoso central de fetos. Houve diversos registros no
Brasil, Polinésia Francesa e alguns outros paises de casos de microcefalia,
artrogripose e hidropisia fetal associados a infec¢ao por este virus. Os eventos nédo
foram raros, principalmente no Brasil, onde problemas fetais ja vinham sendo
relatados, principalmente até o terceiro trimestre da gestacdo (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2019).

Estas doencas, no entanto, ndo sado transmitidas imediatamente apés a saida
do mosquito da agua. Como destacado anteriormente, no periodo apds a emergéncia
as fémeas da espécie tém pouca atracdo pelo hospedeiro vertebrado e ainda nao

realizam o repasto sanguineo (FOSTER, 1995), mostrando preferéncia pelo consumo
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de néctar e fluidos adocicados (LEHANE, 2005). Ou seja, entender mais sobre a
biologia do mosquito momento pode elucidar novas ferramentas de combate a

transmissao de arboviroses.

1.3. Aregulacdo hormonal no periodo previtelogénico, a importancia do
corpo gorduroso e o papel do metabolismo na capacidade vetorial

O horménio juvenil (JH, do inglés Juvenile Hormone), principal horménio do
periodo previtelogénico (LEHANE, 2005), tem importante papel nha metamorfose do

mosquito para fase adulta e no processo de maturagdo sexual, por exemplo. Sua

sintese e secrecao se dd em um par de glandulas enddcrinas conectadas ao cérebro,
a corpora allata (Figura 7) (NORIEGA, 2004).

Figura 7. Desenho anatébmico da parte anterior do mosquito Aedes aegypti, destacando o
sistema nervoso estomatogastrico e 6rgdos enddcrinos. Na parte anterior, proximo ao cérebro (br),
encontram-se os 6rgaos enddcrinos como a corpora allata (crp.al) e a corpora cardiaca (crp.card).
Adaptado de: JOBLING B, 1987.

Entre 24 e 56h apds a emergéncia, a concentracdo de JH atinge seu pico e
se mantém alto até que o mosquito realize o repasto sanguineo (ZHAO et al., 2016).
A sinalizacdo para que ocorra a sintese do horménio depende da ativagéo da via de
insulina (ISP, do inglés Insulin Signaling Pathway), que vai ser estimulada em resposta
ao aumento de peptideos similares a insulina (ILP, do inglés Insulin Like Peptides) na
circulacdo, decorrente da chegada de carboidratos provenientes da alimentacao
(Figura 8). A pouca obtencdo de carboidratos impacta a sintese de JH, causando
prejuizos gonadotroficos (FEYEREISEN; FARNSWORTH, 1987; NORIEGA, 2004;
PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 2014)
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Figura 8. Sintese de Horménio Juvenil (JH) apds aemergéncianapresenca, ou ndo, de sacarose.
(A) producédo de JH dias apds emergéncia em fentomol por par da glandula Corpora Allata por hora
(fmol/par CA/h). (B) sintese de JH 4 dias apds emergéncia ha presenca e na auséncia de sacarose em
fmol/par CA/h. Adaptado de: PEREZ-HEDO M, RIVERA-PEREZ & NORIEGA FG, 2014; NORIEGA FG,
2004.

A atrofia dos tecidos reprodutivos € um problema caracteristico associado a
baixa producdo de JH (NORIEGA, 2004), mas destaca-se também o0s prejuizos
causados pela maturacdo inadequada do corpo gorduroso, tecido de reserva e
enddcrino analogo ao figado e tecido adiposo de vertebrados (HOU et al., 2015;
SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019). Durante o periodo previtelogénico, o JH atua
sobre o corpo gorduroso regulando a expressao de enzimas-chave do metabolismo
de carboidratos e lipideos, induzindo o acumulo de glicogénio e lipideos, fontes
energéticas para a sintese de ovos ap6és o repasto sanguineo (Figura 9) (HOU et al.,
2015; LING; RAIKHEL, 2021).
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Figura 9. Acumulo e remanejamento de reservas no periodo pos-emergéncia e apds a
alimentagdo com sangue. (A - superior) Niveis de glicogénio até 72h ap6s a emergéncia quantificados
enzimaticamente (gréafico), ou corando o tecido por Periodic acid—Schiff (PAS) (painéis). (A - inferiror)
Niveis de glicogénio até 72h apds o repasto (PBM). (B - superior) Niveis de Triacilglicerol (TAG) até
72h apds emergéncia quantificado enzimaticamente. (B - inferior) Niveis de Triacilglicerol (TAG) até
72h apés o repasto (PBM). Adaptado de: HOU et al., 2015.

Durante as primeiras 24h de vida do mosquito adulto ha estimulo para a
transcricdo geral de enzimas do metabolismo de carboidratos no corpo gorduroso. No
terceiro dia de vida destes mosquitos, enzimas envolvidas com degradacdo e
oxidacao de glicose, como glicogénio fosforilase e trealose-6-fosfato fosfatase, bem
como metabdlitos intermediarios da via glicolitica, como Glicose-6-fosfato e Piruvato,
encontram-se a niveis significativamente baixos, enquanto algumas enzimas de
sintese, como glicogénio sintase e trealose-6-fofato sintase, tém apenas um declinio
moderado. Ao mesmo tempo, as concentracdes de acucares circulantes aumentam
desde a emergéncia até o terceiro dia (HOU et al., 2015). Da mesma maneira,
enquanto enzimas da degradacdo de lipideos aparecem reprimidas desde a
emergéncia, mantendo-se assim até o terceiro dia de vida dos mosquitos, enzimas de
biossintese lipidica, como as FAS (do inglés, Fatty acid synthase), aparecem mais
expressas nas primeiras horas de vida do mosquito e sofrem apenas uma moderada
gueda em sua expressao até o terceiro dia apos a emergéncia (WANG et al., 2017).
Estes fatores levaram a concluir que a influéncia de JH no periodo previtelogénico
induz a manutencao da sintese e acumulo de reservas. (HOU et al., 2015).

Esta regulacdo metabdlica no periodo previtelogénico influéncia de maneira
direta ou indireta diferentes aspectos da capacitagcdo vetorial, ja que influenciam a

maior ou menor taxa de picadas, a continuidade do ciclo gonotréfico, bem como a
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maior ou menor densidade populacional, além de influenciar no aumento ou
diminuicdo da sobrevida do vetor (AIMAN et al., 2016; BRIEGEL; KNUSEL;
TIMMERMANN, 2001; GARRETT-JONES; GRAB, 1964). E uma vez que todos estes
aspectos estdo interligados pela ativacédo da via de insulina (MORRIS et al., 2012),
gque também regula a expressdo do “maquinario” molecular importante para a
adaptacao do mosquito no periodo vitelogénico (HOU et al., 2015), faz-se necessario
entender mais de sua regulagéo durante o periodo previtelogénico, principalmente nos

tecidos que séo centrais neste controle, como o corpo gorduroso.

1.4. A viadeinsulina

A via de insulina est4 presente em todos os animais e seu funcionamento
também € bastante conservado. Ela coordena respostas que variam desde a
manutencado de reservas energéticas, até a regulacdo da longevidade, por exemplo.
De maneira geral, a ativacdo desta via se inicia quando algum estimulo externo induz
a liberacdo do horménio insulina pelo respectivo érgdo enddcrino, que cai na
circulacdo e viaja até encontrar seu receptor, o receptor de insulina (IR, do inglés
Insulin Receptor). Ao se ligarem, o receptor sofre mudancas conformacionais, que
resultam em alteracbes pos-traducionais, ativando uma cascata de sinalizacdo
intracelular, que culmina em mudancas no perfil metabdlico e transcricional da célula-
alvo (NELSON; COX, 2008).

O receptor de insulina € um heterotetramero composto por duas subunidades
a e B idénticas e pertence a familia de receptores tirosina cinase. As subunidades a
ficam dispostas para 0 meio extracelular, enquanto as 3 estdo imersas na membrana
celular e na porcéo citosolica. As subunidades a possuem o dominio de ligagdo a
insulina, enquanto as subunidades 3 detém a atividade cinase, que utiliza de ATP para
fosforilar os respectivos alvos em residuos de tirosina, o que inclui a propria regido
carboxiterminal da subunidade 3 (NELSON; COX, 2008).

Quando o receptor reconhece seu ligante, a mudanca conformacional
induzida pela interagdo permite que uma subunidade B fosforile a outra subunidade
em trés residuos de tirosina, forcando uma segunda mudanca conformacional nesta
subunidade, que expde o sitio de ligacdo aos substratos que serdo recrutados. O
primeiro deles é o substrato do receptor de insulina (IRS, do inglés Insulin Receptor

Substrate), que interage com o respectivo dominio de ligacdo e é fosforilado pelo IR
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em diversos residuos de tirosina, tornando-se um ponto de nucleacdo para um
complexo de proteinas que continuard a cascata de transducéo de sinal (NELSON;
COX, 2008).

Uma vez iniciada, a cascata de sinalizacdo ativa duas vias principais: a via
das MAPK (do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase) e a via da PI3K (do inglés
Phosphatidylinositol-3-Kinase), responsaveis por regular os processos metabdlicos,
de proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia, por exemplo (AKSAMITIENE;
KIYATKIN; KHOLODENKO, 2012; NELSON; COX, 2008), que governam as respostas
metabdlicas citadas inicialmente. Apesar de haver diferencas em alguns pontos, boa
parte deste funcionamento se mantém conservado entre mamiferos e insetos, como

mostra a Figura 10.
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Figura 10. Via de insulina em Mamiferos e Drosophila. Figura mostra (A) as similaridades e
diferencas entre a via PI3K de mamiferos e Drosophila (flies) e (B) e as cascatas de transducéo
decorrentes da ativacdo da via de insulina (MAPK e PI3K/AKT), bem como as respostas decorrentes
da ativacdo da via. IGF1: Insulin Growth Factor 1; IRS: Insulin Receptor Substrate; PI3K:
Phosphatidylinositol 3-kinase; PIP3: Phosphatidylinositol 3,4,5-Triphosphate; PTEN: Phosphatase and
Tensin homologue; AKT: Serine/Threonine Kinase 1; LKB1: Liver Kinase B1l; AMPK: AMP-activated
protein Kinase; TSC:Tuberous Sclerosis Complex; Rheb: Ras homolog enriched in brain; Sesn3: Sestrin
3; FOXO: forkhead box O; mTORC1: mammalian Target of Rapamycin Complex 1; S6K: Ribosomal
protein S6 kinase; 4E-BPs: Eukaryotic initiation factor 4E Biding Proteins; DILPs: Drosophila Insulin Like
Peptides; InR: Insulin Receptor; SOS: Son of Sevenless; MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase;
Mek1/2: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1/2; PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphate;
PDK: Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase; GSK3B: Glycogen Synthase Kinase-3 (; NFkB:
nuclear factor kappa B. Adaptado de: HAY N, 2011; SEMANIUK et al., 2020.

Como indicado, esta cascata é ativada pela insulina, uma proteina pequena
com duas cadeias polipeptidicas A e B, ligadas por pontes dissulfeto. Em mamiferos

o0 polipeptideo é sintetizado no pancreas na forma de cadeia Unica como pré-

proinsulina, que passara por um processamento proteolitico para ser armazenado em
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vesiculas na forma de proinsulina, que € entéo liberada na circulacéo na forma madura
do horménio. Em humanos ha uma insulina e uma série de peptideos similares, que
apresentam uma variedade de fungbes em diferentes tecidos, tanto no
desenvolvimento, quanto na fase adulta do organismo (NASSEL; BROECK, 2016;
NELSON; COX, 2008).

Insetos ndo possuem insulina, apenas peptideos similares a insulina (ILPs)
que sdo assim chamados dada sua similaridade com a propria insulina, especialmente
guanto ao numero e posi¢coes das cisteinas presentes, e na disposi¢cao do precursor
pre-proinsulina, que podera ser processado até a forma de duas cadeias A e B na
forma madura. Os ILPs variam quanto a regido de sintese, fun¢éo e nimero, segundo
a espécie do invertebrado (NASSEL; BROECK, 2016). Em relac&o a fungéo, cada ILP
possui um impacto distinto no metabolismo, ja que alguns podem atuar como a proépria
insulina humana, ou como IGFs (do inglés, Insulin Growth Factor), que também se
ligam a receptores Tirosina cinase, ou ainda Relaxinas, que se ligam a receptores
acoplados a proteina G (CHOWANSKI et al., 2021). O entendimento da regulagéo e
acao dos ILPs tem sido importante para entender o papel que a ISP exerce em

invertebrados.

1.4.1. ILPs — Regulacao e acdo metabdlica

Em insetos, a produgcao e secregao de ILPs foi inicialmente estudada na
mariposa Bombix mori, onde identificaram-se quatro pares de MNCs (do inglés, Medial
Neurosecretory Cells) no cérebro com fibras localizadas periféricas a corpora allata
(CA), capazes de secretar estes peptideos. Estas células passaram entdo a serem
chamadas de IPCs (do inglés, Insulin Producing Cells). Atualmente sabe-se que as
IPCs nao estéo restritas ao SNC e podem estar presentes em outros 6rgaos, como
Intestino e Corpo Gorduroso (CHOWANSKI et al., 2021).

O mosquito A. aegypti possui oito ILPs descritos (AelLPs) (RIEHLE et al.,
2006), dos quais sete possuem uma forma propeptidica, mas todos possuem seis
residuos de cisteinas que unem as cadeias A e B (SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS,
2019). A expresséo destes AelLPs acontece majoritariamente na cabeca (AelLP1, -3,
-4, -7 e -8), mas também incluem ovario e corpo gorduroso (AelLP2, -5 e -6) (LING;
RAIKHEL, 2021).
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Figura 11. Resumo das fun¢fes conhecidas dos ILPs de A. aegypti e seus locais de sintese. A
figura apresenta de forma resumida a a¢@o conhecida dos ILPs do mosquito, bem como seus locais de
sintese. Hemolinfa (hemoliymph); Corpo Gorduroso (Fat Body); Intestino (Midgut); Ovérios (Ovaries).
AalLP (Aedes aegypti ILP). Fonte: SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019; WEN et al., 2010.

A regulacéo transcricional dos AelLPs ainda néo esta totalmente elucidada,
mas se sabe que o JH e a 20E (do inglés, 20-hydroxyecdysone) possuem receptores
nucleares que se ligam a regibes promotoras para inducdo ou repressdo da
transcricdo dos AelLPs, regulando assim processos de metamorfose e
desenvolvimento, ou as altera¢cbes metabdlicas necessarias anteriores e posteriores
ao repasto sanguineo. A ativacdo do receptor Met pelo JH em A. aegypti induz a
transcricdo dos AelLP2, -6 e -7 e repressao dos AelLP1, -3, -4 e -5. A ativacao do
heterodimero EcR (do inglés, ecdysone receptor) e USP (do inglés, Ultraspiracle) pelo
20E induz a transcricao dos AelLP1, -3, -4, -5 e -8 e reprime 0s AelLP2, -6 e -7 (LING;
RAIKHEL, 2021). Os AalLP1, -3 e -8 sédo transcritos de forma policistronica e os ILP7
e -8 estdo sujeitos a regulados de microRNAs (SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS,
2019).

Em outros modelos, vias como a da PI3K/AKT também j& se mostraram
importantes na regulacdo transcricional de ILPs. Em moscas, mostrou-se que a
ativacdo do fator transcricional FOXO (do inglés, Forkhead/winged helix box gene,
group O), regulado por esta via, diminui 0s niveis de transcritos de ILPs nos IPCs.
Uma vez que a ativacdo de FOXO depende do grau de ativacdo da propria via de
insulina na IPC, especula-se que a manutencao da transcricao de ILPs pelas IPCs
possa ser autdcrina (ALFA; KIM, 2016).

Além disso, o balanc¢o nutricional também é capaz de regular a transcri¢cao de
ILPs. Larvas de mosquitos mantidas desde a eclosdo com racdes de diferentes

composic¢des nutricionais apresentam variagfes nos niveis transcricionais de AelLPs,
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tanto em larvas tardias (L4), quanto em adultos (POORAIIOUBY et al., 2018). Em
Drosophila, sabe-se que a expressao dos dILPs 3 e 5 sao reduzidos pela privacao de
nutrientes, ao passo que altas concentracdes de agucar induzem a transcricdo dos
dILPs 3, 5 e 2. Seria esperado que o fator de transcricdo sensivel a glicose, Mondo-
MIx, ortélogo ao fator transcricional de mamiferos ChREBP (do inglés, Carbohydrate
response element binding protein), fosse o responsavel pela transcri¢cdo destes dILPs,
mas observou-se que apenas o dILP3 responde a sinalizagcdo de Mondo-MIx (ALFA,;
KIM, 2016).

No que diz respeito a secrecdo, mamiferos tém como principal estimulo o
aumento na concentracao de glicose na circulacdo, que é percebido pelas células
do pancreas, que internaliza e metaboliza a glicose, aumentando assim a
concentracdo citoplasmatica de ATP. Altas concentractes de ATP inibem canais de
Potassio, resultando na despolarizacdo da membrana celular, que induz a abertura
dos canais de Calcio e o influxo de ions para a célula. O aumento nas concentracoes
de Calcio induz mudancas conformacionais no citoesqueleto, que movimentam as
vesiculas que armazenam a insulina, permitindo a exocitose do peptideo, como
mostra a Figura 12 (NASSEL; BROECK, 2016; NELSON; COX, 2008).

1)/ Cloose Transportador de

Glicose GLUT2

Célula Beta do Pancreas
Glicose

Hexccinase vV
(Glicozinase)

Glicose B-fosfato
glicolise Nucleo
V TCA

Fosforilagdo
Oxidativa

@) IATPI

K* <
K \ ) ¢
Canal de K’_ C " ! Grénulos de 4 5
sensivel a ATP Inusuling

Secrecdo
de Insulina

’ Canal de Ca'’
cespolarizagia Voltagem dependente

Figura 12. Esquema representando o processo de liberacdo de insulina pelas células B do
pancreas. A figura representa as etapas para liberacdo da insulina armazenada em granulos no citosol
das células B do Pancreas, que se inicia (1) na entrada de Glicose na célula e sua metabolizacdo para
aumento das concentracdes de ATP; (2) O aumento nas concentracfes de ATP inibe os canais de
Potéssio, que (3) causam despolarizacdo na membrana, estimulando a abertura dos canais de Calcio.
(4) O influxo de Calcio permite o rearranjo do citoesqueleto para que as vesiculas contendo a pro-

14



insulina sejam secretadas. TCA: Tricarboxylic Acid Cycle; ATP: Adenosine TriPhosphate. Fonte:
NELSON; COX, 2008.

Este mesmo funcionamento parece estar conservado em insetos. Tanto em
B. mori, quanto em D. melanogaster, a presenca de glicose induz a liberacéo de ILPs.
Esta glicose é capaz de alterar o potencial de membrana das IPCs e induz o aumento
no influxo de Célcio nestas células (KRENEISZ et al., 2010; MASUMURA et al., 2000),
permitindo assim a liberacéo das vesiculas contendo ILPs. Entretanto, uma vez que
diferentes ILPs possuem func¢Bes distintas sobre o metabolismo energético, a
liberacdo destes peptideos também esta ligada a estimulos provenientes de outros
tecidos, como intestino e corpo gorduroso, quanto estes percebem a chegada de
nutrientes (GEMINARD; RULIFSON; LEOPOLD, 2009).

Em A. aegypti, a funcéo de alguns ILPs ja foi estudada. A injecéo do peptideo
sintético de AelLP3 em mosquitos decapitados apds a alimentacdo com acucar
induziu aumento nos estoques de glicogénio e lipideos de maneira dose dependente,
reduzindo os niveis do principal agUcar circulante, a trealose, um dissacarideo que é
sintetizado no corpo gorduroso a partir dos acucares absorvidos na alimentacédo, para
que posteriormente seja liberado na hemolinfa. Perturbacbes nas reservas
energéticas também foram observas em mosquitos mutantes expressando AalLP7 e
-8 ndo funcionais. Mutantes para o AalLP7 mostram aumento dramatico das reservas
de lipideos no corpo gorduroso e uma reducdo dos estoques de glicogénio e, de
maneira oposta, os mutantes para AalLP8 apresentam reducdo nos estoques de
lipideos e aumento das reservas de glicogénio (SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS,
2019).

Em relacdo ao repasto sanguineo, sabe-se que o AalLP3 atua no intestino
ativando a producdo e secrecdo de tripsinas, garantindo o prosseguimento da
digestéo, além de induzir na hemolinfa a proliferacdo de hemdcitos, células do sistema
imune inato de insetos, como possivel defesa a chegada de patdégenos provenientes
da alimentacdo. Observou-se também que a injecdo do peptideo sintético de AelLP3
induziu no ovario a producdo de ecdiosteroides, que agem sobre o corpo gorduroso
em conjunto ao proprio AelLP3 para dar inicio ao processo de sintese das proteinas
do vitelo. Administracdes do peptideo sintético de AalLP4 também foram capazes de
induzir o estimulo de ecdiosterdides, mas em concentragdes até 5 vezes maiores se

comparado ao AalLP3, sem alterar as reservas metabolicas. Mosquitos mutantes para
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os AelLP7 e -8 apresentaram apenas desenvolvimento parcial dos foliculos ovarianos
apos a alimentacao com sangue (SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019).

E apesar da importancia que estas informagcdes possuem para o estudo da
ISP, ainda se fazem necessarias abordagens complementares, principalmente devido
a dificuldade de estudar os ILPs separadamente. O baixo grau de conservacao
evolutivo entre ILPs dificulta a inferéncia de funcao entre modelos (SHARMA; NUSS;
GULIA-NUSS, 2019), sem contar que 0s mecanismos regulatérios descritos
anteriormente ndo atuam sobre os ILPs individualmente e promovem uma respostas
compensatoérias por parte de outros peptideos, mascarando assim os efeitos da
auséncia do ILPs de interesse (SEMANIUK et al.,, 2021). E por conta destas
regulacdes e papeis variados nos diferentes contextos alimentares do mosquito, que
o estudo de diferentes aspectos importantes para o vetor, como forrageamento,
copula, ciclo circadiano, longevidade etc, torna-se ainda mais complexo e demandam

de outras abordagens.

1.4.2. Papel davia de insulina na capacidade vetorial

Visando estudar o papel que a via de insulina possui no organismo, uma das
estratégias tornou-se interferir na atividade de proteinas reguladoras, ou de proteinas-
chave da via, aumentando, ou diminuindo as acdes reguladoras sobre a via,
reprimindo-a, ou mantendo-a ativa. Este conceito se baseia no estudo de “nds criticos”
e as principais abordagens tém se concentrado sobre a as proteinas AKT/PKB, PI3K
e sobre o proprio receptor de insulina (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006).

Abordagens como esta ja foram utilizadas em outros organismos e mostram
o papel regulatério que a via de insulina possui sobre processos como longevidade,
reproducao e refratoriedade a patégenos (CORBY-HARRIS et al., 2010; HAUCK et
al., 2013; TOIVONEN; PARTRIDGE, 2009). Em modelo de Anopheles stephensi
transgénico, a expressao de AKT miristoilada no intestino médio, mantendo a via de
insulina constitutivamente ativa, modula negativamente a longevidade apds a
alimentacdo com sangue infectado com Plasmodium falciparum, ao mesmo tempo
gue reprime a replicacao do protozoario (CORBY-HARRIS et al., 2010).

Entretanto, esta mesma abordagem em outro tecido mostrou que este efeito

nao é consistente. Em A. aegypti e A. stephensi, observou-se que a expressao de AKT
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miristoilada no corpo gorduroso de mosquitos que se alimentam com sangue, ao
contrario do que foi visto no intestino e do que se observou em outros modelos,
aumenta o tempo de vida destes insetos, em comparacdo a mosquitos n&o
transgénicos (ARIK et al., 2015; HWANGBO et al., 2004). E em ambas as abordagens
a transgénese nao afetou a oviposicdo (ARIK et al., 2015; CORBY-HARRIS et al.,
2010), mesmo que a via de insulina seja fundamental para o processo de ovogénese
(SHARMA,; NUSS; GULIA-NUSS, 2019).

A supressédo génica do IR no mosquito A. aegypti tem sido utilizada como
forma de estudar sua relacdo com a bactéria Wolbachia. Apesar da implementacao
bem-sucedida da bactéria no controle de arboviroses, ainda n&o estéo claros todos os
mecanismos moleculares que coordenam o estabelecimento da bactéria no mosquito,
ou de que maneira esta contribui para reducdo da replicacdo de determinados virus
no vetor, mas se sabe que ha relacdo com a via de insulina (TERRADAS; MCGRAW,
2017) e com a manipulacdo do metabolismo energético do hospedeiro, como € o caso
do metabolismo de lipideos (CARAGATA et al., 2013). Viu-se que, em A. aegypti, a
bactéria € capaz de reprimir a ativagdo da via de insulina, de modo que a inibicdo
guimica da atividade cinase do receptor, bem como a diminuicdo da expressao do
MIR via RNAI, corroboram a hipétese de que a replicacdo dos virus DENV e ZIKV
dependem do grau de ativacdo da via, como ja havia sido observado em células de
mamiferos (HAQSHENAS et al., 2019; KUMAR et al., 2016).

Outras evidéncias mais indiretas reiteram a importancia de processos
coordenadas pela atividade da via de insulina no estudo da capacidade vetorial. Por
exemplo, mosquitos da espécie Wyeomyia smihizi, cuja populacdo é composta por
individuos que se alimentam de sangue e individuos que ndo se alimentam de sangue,
apresentam a expressao do gene de fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK, do
inglés Phosphoenol Pyruvate Carboxykinasei) diferencialmente expressa entre estes
individuos, onde a maior expressédo deste gene em mosquitos que nao realizam o
repasto indica que o metabolismo gliconeogénico é especialmente importante para o
habito hematofagico (BRADSHAW et al., 2018).

A PEPCK ¢ a principal enzima que regula o processo de sintese de novo de
glicose, chamada gliconeogénese, catalisando a conversdo de oxaloacetato a
fosfoenolpiruvato. Este processo pode ocorrer no citoplasma, mediado pela isoforma

citoplasmatica da enzima (PEPCK-C), ou na matriz mitocondrial mediante acéo da
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isoforma mitocondrial (PEPCK-M) (CHATTERJEE; PERRIMON, 2021). A isoforma
citoplasmatica é regulada pela atividade da via de insulina, ja que a via de PI3K,
quando ativa a proteina PKB (do inglés Protein Kinase B), também chamada de AKT,
regula negativamente o fator transcricional responsavel pela transcricdo da PEPCK-
C, FOXO (do inglés Fork head box O).

Outro exemplo importante de via biolégica que regula diferentes aspectos da
capacidade vetorial, cuja propria regulacdo dependente da atividade da via de insulina
é ciclo circadiano (YAMAGUCHI et al., 2022). O relogio circadiano coordena diversos
aspectos fisioldgicos de organismos eucariéticos mediante inducdo e repressao de
eventos de transcricdo e traducdo em periodos de 24h (SHETTY et al., 2022). Os
principais genes envolvidos neste ciclo sdo os fatores transcricionais Clock (CIk) e
Cycle (cyc), que regulam a propria atividade transcrevendo seus repressores
transcricionais. Dentre eles, encontram-se os genes Period (per) e Timeless (tim), que
guando expressos se dimerizam no citoplasma, migram para o nucleo e reprimem a
acédo de cyc e Clk (MEIRELES-FILHO; KYRIACOU, 2013). A fotoliase Cryptochrome
1 (cryl) atua mantendo o ciclo ativo induzindo a degradacgé&o de tim, enquanto cry2 se
complexa a per e tim para reprimir a atividade transcricional de cyc e CIk. Entretanto,
diferente de cryl, o gene de cry2 esta restrito a alguns grupos de insetos e é
importante na regulacéo de padrdes de comportamento a nivel de espécie, como visto
para A. aegypti e Culex quinquefasciatus (GENTILE et al., 2009; SHETTY etal., 2022).

Em A. aegypti, sabe-se que o ciclo circadiano regula a resposta olfatoria a
odores humanos, a atividade locomotora e a taxa de reproducéo, em contra partida, a
alimentacdo com sangue regula a expressao de genes do reldgio, evidenciando a
relacao entre o habito hematofagico e a regulacao circadiana. Ao mesmo tempo, em
insetos, a atividade do ciclo circadiano depende da atividade da via de insulina e da
regulacdo que proteinas desta via, como AKT e GSK (do inglés, Glycogen Synthase
Kinase), exercem sobre as proteinas de relégio (YAMAGUCHI et al., 2022).

De todo modo, as estratégias para o estudo desta via precisam de bastante
redundancia para confirmar a veracidade de um determinado evento. Apesar da
grande conservacao evolutiva, nem todos os mecanismos de sinalizagdo estéo
completamente conservados (HAQSHENAS et al., 2019) e os efeitos regulatorios
podem variar entre determinados tecidos, que nao respondem da mesma maneira que

outros mediante um mesmo estimulo, como mencionado anteriormente (ARIK et al.,
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2015), o que pode estar atrelado ao fato de que a via de insulina apresenta variacoes
de regulacao locais, mediante diferentes tipos de estresse, como mostra a Figura 13
(YE, 2007).
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Figura 13. Esquema representando os diferentes eventos regulatérios sobre o receptor de
Insulina (Insulin Receptor) e seu substrato (IRS) mediante diferentes tipos de sinalizacéo. (A)
Figura exemplifica a quantidade de diferentes proteinas capazes de modificar o receptor de insulina,
ou seu substrato, através da adi¢do, ou remoc¢do de residuos de fosfato de diferentes aminoécidos-
chave. (B) Esquema mostra como o estrese no reticulo endoplasmatico é capaz de induzir a ativagao
de proteinas que podem modificar o receptor de insulina e/ou seu substrato. (C) Figura mostra como
outro tipo de estresse é capaz de induzir outros grupos de proteinas a modificarem o receptor de
insulina e/ou seu substrato. Ins: Insulin; IRS: Insulin Receptor Substrate; PKC: Protein Kinase C;
PTP1B: Protein Tyrosine Phosphatase 1B; SOCS: Suppressor of Cytokine Signalling; pS: phospho-
Serin; PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase; AKT: Serine/Threonine Kinase 1; IkB: : Inhibitor of nuclear
factor kappa B; IKK: IkB kinase; IKK@: lIkappa B kinase 3; TNF: Tumor Necrosis Factor; TRAF-2: TNF
Receptor Associated Factor 2; IRE: Iron-Responsive Element; JNK: c-Jun N-terminal kinase; ATF-6:
Activating Transcription Factor 6; PERK: Protein kinase R (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase;
IL: Interleucine; DGA: Diacylglycerol; ROS: Reactive Oxygen Species; PP2A: Protein Phosphatase 2A.
Adaptado de: (GUTIERREZ—RODELO; ROURA-GUIBERNA; OLIVARES-REYES, 2017).

Desta maneira, outra forma de explorar a importancia que esta via possui para
o0 vetor é através do estudo das regulacdes que a via possui no mosquito. E porque a
regulacdo da ISP esta baseada em alteracdes das dinamicas de fosforilacdo e

desfosforilacdo, especialmente em residuos de tirosina, faz-se relevante estudar as
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proteinas que compdem esta dinamica, as proteinas cinases e fosfatases de tirosina
(ALONSO et al., 2004; HAN; YE; ZOU, 2008; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN,
2006). No que diz respeito ao periodo pds-emergéncia do mosquito, por exemplo, €
sabido que apos a saida do inseto adulto da agua e até o sexto dia de vida, machos
e fémeas passam por modificacGes significativas em seus perfis de fosforilacdo em
tirosina (JABLONKA et al., 2011).

1.5. Fosforilacdo em Tirosina e sua importancia

As proteinas que compdem a dinamica completa de fosforilagdo em tirosina,
como outras dinamicas, sdo proteinas cinases (PTKs, do inglés Protein Tyrosine
Kinase), capazes de fosforilar residuos de tirosina; proteinas com dominios de ligacao
capazes de reconhecer os residuos fosforilados; e proteinas fosfatases (PTPs, do
inglés Protein Tyrosine Phosphatase), capazes de remover a modificagao inicial.
Como é possivel observar na Figura 14 a ligacdo fosfoester de tirosina € a mesma
para serina, treonina e tirosina, mas fisicamente existe uma distancia consideravel
entre a hidroxila fosforilada para a estrutura principal da proteina, uma vez que a
fosforilacdo € feita no anel fendlico do aminoacido. Evolutivamente, isto possibilitou o
estabelecimento de uma press@o seletiva por sitios de ligagdo que s&o mais
profundos, cuja interagao € mediada por hidrofobicidade, ou interagdes do tipo 11, que
residuos de serina e treonina ndo sdo capazes de estabelecer (HUNTER, 2014). Sua
relevancia estaria ainda atrelada a formacao de um sistema ortogonal de transduc¢ao
de sinal, ou seja, auséncia, ou pouca interferéncia de um sinal pré-existente, como as
fosforilacbes em serina/treonina (TONG; WANG; SU, 2017).

Figure 3.9 Cell Signaling (© Garland Sclence 2015)
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Figura 14. Estrutura quimica dos principais aminoacidos fosforilados. A figura mostra a estrutura
guimica dos fosfoesteres de serina, treonina e tirosina, mostrando a distancia que a ligagao fosfato no
residuo possui em relagdo a cadeia principal (cinza). Acima do nome encontra-se a estrutura principal,
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em seguida, a mesma estrutura fosforilada, onde o radical fosfato esta destacado em vermelho. Fonte:
<quizlet.com/497242974/mcmb-31-cell-signaling-ii-flash-cards/>.

E com a descoberta que o desbalanco dos niveis de fosfotirosina esta
relacionado ao desenvolvimento de doencas metabdlicas e neurologicas, como
diabetes, Alzheimer e cancer, rapidamente o estudo sobre proteinas tirosina cinase e
fosfatase foi impulsionado, visando a descoberta de inibidores aplicaveis em novas
terapias (HUNTER, 2014). Atualmente, muitas proteinas cinases e fosfatases de
tirosina sdo estudadas e possuem drogas especificas para tratamento de doencas
gue estao relacionadas ao respectivo mau-funcionamento.

As PTKs ainda representam a maioria destes estudos, dentre outros motivos,
devido a natureza historica dos eventos de descoberta, ja que a primeira PTP so foi
clonada e purificada 10 anos depois da primeira PTK (CHARBONNEAU et al., 1989;
GUAN et al., 1990; KOHN, 2020; SMOLY et al., 2017). Contudo, cada vez mais as
PTPs mostram a sua relevancia no ambiente celular e estuda-las torna-se uma
importante oportunidade de entender mais sobre outras doencas, como aquelas
negligenciadas (KOHN, 2020).

1.5.1. Proteinas Tirosinas Fosfatases (PTPs) e seu estudo em mosquitos

Por definicdo, as PTPs englobam todas as enzimas capazes de hidrolisar
ligacdes fosfato presentes em residuos de tirosina (ALONSO; PULIDO, 2016), mas
como mencionado anteriormente, devido a sua origem evolutiva, ha PTPs capazes de
desfosforilar ndo apenas, mas também tirosina (ALONSO; PULIDO, 2016;
MOORHEAD et al., 2009). Como mostra a Figura 15, as PTPs estdo separadas em
trés grandes familias, divididas com base no aminoacido responsavel pelo atague
nucleofilico durante o processo de remocdo do ion fosfato. Na familia 1 a
desfosforilacdo € coordenada pela cisteina do motivo catalitico CXXXXXR; a familia 2
contém os integrantes das Dehalogenases Haloacidas, onde a catélise depende do
aspartato do motivo DXDX(V/T); por fim, a familia 3 € composta por membros da
superfamilia das Histidina Fosfatases, divididas entre os ramos das Fosfoglicerato
Mutase e das Fosfatases Acidas, que dependem da histidina de seu motivo
RHGXRXP para catdlise (ALONSO; PULIDO, 2016).
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Class| Subclass | Classic pTyr, PIPs
Subclass Il VH1-like pTyr, pSer, pThr, PIPs, Other

Subclass Il SACs PIPs
Subclass IV PALD1 2 = unknown substrate
Subclass V. INPP4s PIPs

Subclass VI TMEMS5Ss PIPs

Class I LMW-PTP  pTyr
Ssu72 pSer
pTyr, pThr
HAD EYAs pTyr, pSer
PGM UBASH3s pTyr
Acid phosphatases ACPs pTyr, pSer, pThr, Other

Figura 15. Classificacdo das Proteinas Tirosina Fosfatases (PTPs). A figura mostra os diferentes
niveis hierarquicos de classificacdo das PTPs. As diferentes cores representam as familias, que ainda
sdo divididas em classe e subclasse, cujos homes encontram-se ao lado. Na caixa laranja estdo
representados os substratos preferenciais de cada subclasse, sejam fosfo-Tirosina (pTyr), fosfo-Serina,
fosfo-Treonina (pThr), fosfatidilinositideos (PIPs), ou outros/desconhecidos. Fonte: ALONSO, 2016.

No que diz respeito a regulacdo da dinamica de fosforilacdo, as fosfatases
apresentam um menor niumero de genes e maior expressao, em relacdo as cinases,
e ndo apresentam uma hierarquia de sinalizacdo, ou seja, ndo costumam afetar
diretamente outras fosfatases, mesmo que também sejam reguladas por fosforilacéo.
E uma vez que as PTPs possuem uma arquitetura bastante conservada, mais de uma
enzima é capaz de regular um mesmo evento. Isto quer dizer que uma mesma PTP
possui diferentes alvos, ou um mesmo alvo pode ser desfosforilado por diferentes
fosfatases. Esta forma de acdo pressupde uma regulacdo espaco-temporal deste
sistema, evitando a permanéncia da fosforilacdo em diferentes alvos que estejam em
regides diferentes da célula (BARR; KNAPP, 2010; SMOLY et al., 2017).

Atualmente, muito do que se sabe sobre o papel destas enzimas € proveniente
de informacdes relacionadas a mutagcdes em mamiferos. Estudos em camundongos
observando a perda de funcao também vém sendo utilizado para este propadsito, tendo
elucidado muito sobre a importancia destas proteinas na saude humana
(HATZIHRISTIDIS et al., 2015). E uma vez que as PTPs possuem funcéo bastante
conservada, as informacdes geradas puderam ser transpostas para modelos mais
simples, ajudando no desenvolvimento de novos tratamentos, ou formas de prevengéo
de doencas que afetam humanos (HATZIHRISTIDIS et al., 2015).

Em mosquitos, até o presente momento, o papel destas enzimas vém sendo
estudado no contexto de entender a regulacéo da via de insulina e como ela afeta a
capacidade que o inseto possui de se reproduzir e de transmitir patégenos (GU;
CHEN; LIN, 2021; RUZZI et al., 2020; XU et al., 2020). Por exemplo, com a
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caracterizacdo da PTEN (do inglés, Phosphatase and Tensin homolog), enzima que
reprime a ISP, mostrou-se em A. aegypti através de supressao génica que a reducéo
de sua transcricao induz aumento na producao de ovos. Mais tarde, em Anopheles
stephensi, ao induzir o aumento na expressao desta mesma enzima, notou-se o
aumento no tempo de vida e maior refratoriedade ao protozoario causador da malaria,
Plasmodium falciparum. Em outro estudo, caracterizou a PTP1B de A. aegypti, enzima
gue desfosforila o IR, mostrando que a reducéo de sua transcrigdo causa reducdo do
namero de ovos (ARIK et al., 2009; HAUCK et al., 2013; MORETTI et al., 2014;
RIEHLE; BROWN, 2007).

Recentemente, a PTP LAR (do inglés, Leukocyte common antigen-related) e
sua relacdo com a ISP foi descrita pela primeira vez em D. melanogaster (KAUR et
al., 2019). Em mamiferos sua relacdo com o ISP ja havia sido bastante explorada
(ZABOLOTNY et al., 2001), mas em insetos a PTP era conhecida apenas pelo papel
gue possui regulando o desenvolvimento de alguns tecidos, principalmente o SNC
(HATZIHRISTIDIS et al., 2015). Assim, estuda-la em mosquitos pode fornecer melhor
entendimento da biologia destes insetos e somar aos dados ja existentes sobre as
PTPs, a regulacéo da ISP e seu possivel uso desta via como ferramenta no controle

de vetores.

1.5.2. Proteina Tirosina Fosfatase LAR: sinalizacdo e regulacdo do
metabolismo energético

A PTP LAR é uma fosfatase Classica da Familia 1, Subclasse | (Figura 15) e
do tipo receptora. Dentre as oito classes de PTPs receptoras — R1/R6, R2A, R2B, R3,
R4, R5, R7 e R8 —a PTP LAR pertence a classe R2A, caracterizada pela presenca de
dominios Imunoglobulina e Fibronectina tipo Il na sua porcdo extracelular,
responsavel por reconhecer estimulos externos, enquanto sua por¢ao citoplasmatica
possui dois dominios PTP, D1 e D2, que transmitem os estimulos recebidos mediante
desfosforilacdes de proteinas-alvo. O dominio D1 N-terminal é cataliticamente ativo,
ao passo que o dominio D2 possui descrita apenas fungéo regulatéria, ligando-se ao
dominio D1 para controlar sua atividade (Figura 16) (XU; FISHER, 2012).
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Figura 16. Representacdo da arquitetura e regulacdo da PTP LAR. A figura representa a arquitetura
da PTP LAR, destacando os dominios de Imunoglobulina (Ig) e Fibronectina Il (FNIIl) na porgao
extracelular, acima da membrana plasméatica (PM), enquanto abaixo da PM se encontram os dominios
PTP D1 e D2. A PTP é representada na forma inibida, regulada pelo dominio D2 de outra PTP LAR,
até que reconhece o substrato e muda sua conformacéo para forma ativa, expondo o dominio D1.
Fonte: WALLACE MJ et al., 1998.

Os diferentes efeitos decorrentes das interacdes entre o dominio extracelular
desta PTP e outras moléculas da matriz extracelular ja foram estudas em
invertebrados. Por exemplo, em Drosophila, sabe-se que a interacdo da porcéo
extracelular com proteoglicanos promove a formacao de jungées neuromusculares, ao
passo que a ligacdo de ancoras GPI suprime a morfogénese sinaptica (XU; FISHER,
2012). Estas respostas estdo associadas a mudancas na dinamica celular promovidas
pela acdo da fosfatase, que atua coordenando vias relacionadas a adeséo célula-
célula e dinamica de rearranjo do citoesqueleto, desfosforilando alvos como a proteina
Ena, substrato da tirosina cinase Abl (CHAGNON; UETANI; TREMBLAY, 2004).

Estas modificacbes também podem estar relacionadas aos outros alvos desta
PTP, que incluem outras PTKs que se autofosforilam, como o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR, do inglés Epidermal Growth Factor Receptor), o fator
de crescimento de hepatdcitos (HGFR, do inglés Hepatocyte Growth Factor Receptor)
e 0 préprio receptor de insulina, como observado em mamiferos (XU; FISHER, 2012).
Por este motivo, o papel que a PTP exerce sobre o metabolismo energético comecou
a ser investigado em mamiferos, ja que a PTP LAR também se concentra em tecidos
com alta sensibilidade a insulina. Demonstrou-se que a ativagdo da PTP LAR era
capaz de reduzir ndo apenas a fosforilacdo do receptor de insulina, mas também de
seu substrato, IRS. Além disso, observou-se que a desfosforilagdo também ocorria
nas vesiculas que reciclavam os IR, uma vez que translocavam junto a PTP. Por fim,

a interacao fisica entre IR e a fosfatase foi comprovada a partir de abordagens de
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imunoprecipitacdo, reforcando o potencial da PTP LAR como um regulador negativo
da via (AHMAD; GOLDSTEIN, 1997).

Mais tarde, outros experimentos exploraram a relacéo entre a PTP LAR, 0 IR
e 0 metabolismo energético mais detalhadamente. Camundongos transgénicos que
nao expressavam a PTP LAR apresentavam menor producdo de insulina no jejum e
tendéncias de aumento de fosforilagdo no IR e no IRS, o que seria esperado para
auséncia de um regulador negativo do receptor. No entanto, as evidéncias de que a
administracdo de insulina ndo alterava a estocagem de glicose, ou producédo de
glicose hepdtica, além de acarretar em menor ativacdo da PI3K em relacdo aos
animais controle, tornou incerto o papel da fosfatase como reguladora negativa da via
(REN et al., 1998).

A fim de simplificar os experimentos a modelos mais objetivos de doenca
metabdlica, camundongos superexpressando a PTP LAR no musculo esquelético
foram desenvolvidos e seus estudos mostraram varios fenétipos de resisténcia a
insulina, como hiperinsulinemia, diminuicdo na captacdo de glicose e sintese de
glicogénio. Entretanto, ndo foram observadas alteracdes dos niveis de fosforilacdo de
IR, ou IRS1, mas reducéo da fosforilacdo em IRS2, levando a concluir que a PTP LAR
possui um papel na sinalizacdo da via regulando a sinalizacdo através da
desfosforilacdo de IRS2 (ZABOLOTNY et al., 2001).

Em Drosophila, o papel da PTP LAR na regulacdo da via de insulina foi
estudado para entender o processo proliferativo de células hematopoiéticas. Assim,
observou-se que larvas incapazes de expressar a fosfatase apresentavam maior
atividade da via de insulina, o que estava relacionado ao aumento da proliferacéo e
diferenciacéo celular no nicho hematopoiético. No modelo, mostrou-se que o aumento
na ativacdo da IRS induziu o aumento na producdo de ROS, que é importante para
ativacao de vias proliferativas (KAUR et al., 2019).

De toda forma, a regulacdo que a PTP LAR exerce sobre a via de insulina em
insetos foi observada pontualmente no contexto hematopoiético e ndo se sabe se a
PTP é importante em outros contextos, nem se esta regulagdo se aplica a outros
organismos, como o0 mosquito. Pensando no aperfeicoamento de estratégias de
combate vetorial e sabendo a importancia que a via de insulina possui para estes
animais, este trabalho tenta mostrar uma possivel relagdo entre a PTP LAR do

mosquito A. aegypti (AeLAR), a via de insulina e 0 metabolismo energético, bem como
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a relevancia desta sinalizacdo no contexto da capacidade vetorial. Se esta PTP
mantém seu papel como regulador negativo da via, espera-se que alteracdes em sua
expressdo aumente a atividade da via, alterando o metabolismo energético dos
mosquitos, bem como o fitness dos insetos, trazendo assim novas evidéncias sobre a
importancia que a via de insulina possui para regulacdo de aspectos metabdlicos e

fisioldgicos do mosquito que sejam relevantes no estudo da capacidade vetorial.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo estudar a relacdo de AeLAR com o
metabolismo energético e a via de insulina no periodo previtelogénico, bem como seus

efeitos na fisiologia do mosquito e nos eventos que sucedem o repasto sanguineo.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar como a modulacao cal6rica no periodo previtelogénico afeta a transcricdo de
AelLAR;

- Reduzir a expressao da PTP AaLAR ap0s a emergéncia e avaliar no corpo gorduroso
0 impacto na resposta hormonal e sobre acumulo de reservas energéticas;

- Mostrar no corpo gorduroso os efeitos do silenciamento na sinalizacdo da via de
insulina, avaliando no perfil de fosforilacdo da proteina AKT e o perfil transcricional
dos genes de PEPCK (do inglés Phosphoenolpyruvate Carboxykinase);

- Avaliar o impacto do silenciamento na fisiologia do mosquito, observando: resisténcia
ao jejum, locomocao, busca pelo hospedeiro vertebrado;

- Avaliar os efeitos do silenciamento nos eventos subsequentes ao repasto sanguineo,

como a producéo e a viabilidade dos ovos postos.

3. Metodologia

3.1. Conduta ética
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Todos os experimentos com animais foram conduzindo seguindo as diretrizes
institucionais do comité de cuidado e uso (Comité de avaliagdo de uso de animais
para pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro, CAUAP-UFRJ) e o guia
do NIH para cuidado e uso de animais de laboratério (ISBN 0-309-05377-3). Os
protocolos foram aprovados pelo CAUAP-UFRJ sob o registro IBQM067-05/16. O

cuidado com os animais esteve a encargo dos técnicos responséaveis pelos coelhos.

3.2. Criacdo de mosquitos

A linhagem Liverpool black eye de Aedes aegypti foi mantida no insetario da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, sob o ciclo de 12h:12h luz:escuro a
28°C e umidade entre 60-80%. Larvas eram alimentadas com racdo de cachorro
(Pedigree adulto racas pequenas) e mosquitos adultos eram mantidos em gaiolas de
plastico, dispondo de algod6es embebidos em solucdo de sacarose 10% (agucar
cristal Unido) ad libtum. Para manutencao da colonia, a alimentagcdo com sangue era

administrada através da orelha de coelho por contato direto com a gaiolas.

3.3. Armazenamento, extracdo de RNA e andlise por qPCR

Cabeca, corpo gorduroso, intestino médio e ovarios de mosquitos foram
triturados com auxilio de pistilos plasticos em tubos plasticos de 1,5 mL (Eppendorf)
livres de RNAse e DNAse com reagente Trizol (Life Technologies) e, em seguida,
armazenados a -80 °C para preservar o acido nucleico até o inicio do processo de
extracdo de RNA. Para mosquito total e cabeca utilizou-se uma quantidade de 500
uL de reagente e 300 uL para demais tecidos. Todas as centrifugacdes foram feitas
a 14.000 x g por 10 minutos em centrifuga (Thermo - MEGAFUGE 40R) refrigerada
a4 °C.

Para iniciar o processo de extragao, as amostras foram descongeladas e uma
parte de cloroformio (Merck) foi adicionada para cada 5 partes de Trizol. As amostras
foram entdo gentilmente misturadas e ficaram em repouso até completa separagao
de fases. Em seguida, os tubos foram centrifugados e a fase aquosa das amostras
transferida para novos tubos, que recebeu mesmo volume de isopropanol (Merck).

Os tubos foram gentilmente agitados para garantir a homogeneidade e a solucéo foi
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novamente centrifugada.

Ao fim da centrifugagéo, descartou-se o sobrenadante e ao acido nucleico
precipitado no fundo do tubo foi adicionado uma solugéo 70% de etanol (Merck) e o
tubo foi novamente centrifugado. O etanol foi descartado e substituido por etanol
absoluto (Merck) para nova centrifugacdo. Ao final, as amostras foram deixadas para
secar a temperatura ambiente e o &cido nucleio seco foi ressuspendido em agua MiliQ
autoclavada.

A concentracdo de RNA das amostras foi inferida em nanoDrop-3300
(Thermo Scientific) e 1 ug de RNA foi tratado com DNAse | (Fermentas), segundo a
recomendacdo do fabricante. Apds o tratamento, as amostras foram utilizadas como
molde para sintese de cDNA com kit cDNA High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems), também seguindo as instrucfes do fabricante. As
amostras de cDNA sintetizadas foram armazenadas a -20 °C até o uso.

As andlises de gPCR utilizando as amostras de cDNA foram feitas no
equipamento StepOnePlus Real Time PCR (Applied Biosystems) utilizando o kit Hot
FIREPol Evagreen gPCR Mix Plus (Solis Biodyne) utilizando a rotina: 95 °C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 10 segundos e 60 °C por 1 minuto,
acrescido de uma etapa de desnaturacdo. Os iniciadores dos genes que foram
amplificados pela reacdo de qPCR estéao dispostos no Tabela 1, tendo como genes
de controle os Fatores de Iniciagdo Eucaridticos (elF, do inglés Eukaryotic Initiation
Factor) 1a e 3j.

Tabela 1. Sequénciados oligonucleotideos iniciadores paraamplificacdo dos respectivos genes.
Gene Sequéncia 5' -> 3'

AAEL005284 |F: GTAACT ATATGG TGC AAA CC
(AeLAR) R: GAT TGT GGA GACTTC TAG C
AAEL001919 |F: GGC GAA GAG CAC AAATTG
(PTP1B) R: ATC GGAACG TCCTTT TGC
AAEL008528 |F: GGT CCAATT TGT GTC CAC
(CsSw) R: ATC TCG CAG TCC AGA CC
AAEL000937 |F: TCAAACAGGACCTGGACGAG
(ILP2) R: GCGACGATAGGACTCCACTG
AAEL008126 |F: GGATCGGTGATCGCTGTGG
(FAS2) R: TCGAAAGCAGGTGCCTTAGG
AAEL004378 |F: GGTGTCAAGCGATTGTGTCA
(elF1a) R: AAGCCGATGAGGATGATGTC
AAEL012279 |F: GGACGAGCTTGAGGAGAAAA
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(elF3j) R: CGCTCAGCTTCTTCTTGCTT

AAEL000080 |F: CCCAAGTCGCAAAACGTGATCC
(PEPCK_C) R: GATGGTGCCTTGGGCCTGTAGAG
AAEL000025) |F: TTCCGTAGCGGACAACCAAATCC
(PEPCK_M) R: AGCGTGAAGAGTATTAATCAGGGTAGCA
AAEL011967 |F: ACTTGCCGGTGCTGAAGAACT
(CRY2) R: CGATGATACACTTGGCCGTGCG
AAEL002049 |F: CCGACCAGGAGCTGAAAATG
(CYC) R: GACCTAGCAAATCACCCTGTG
AAEL022593 |F: ACGCAGCATAGTTCAAAATC
(CLCK) R: CATCATCTGCTGCTGGAGTA
AAEL019461 |F: ATCGAACAACTTTGGGAGC
(TIM) R: CGATCCCGTAAAACCTGTATG
AAEL008141 |F: CGTTGAAAAGTCTCAATCAACCT
(PER) R: GCTGAGTGAAAGCTTCGCCG

3.4. Sintese, verificacdo da concentracdo e injecdo da dupla fita de RNA
(dsRNA) dos genes LacZ e AeLAR

Inicialmente, dispondo dos iniciadores descritos na Tabela 2, os moldes para
sintese dos dsRNAs referentes aos genes AeLAR e LacZ acrescidos de sequéncia T7
foram sintetizados utilizando, ou o cDNA produzido anteriormente, ou o vetor II-TOPO
contendo o gene LacZ, respectivamente. Para tal, utilizou-se o reagente Master Mix
(Fermentas) na rotina de 95 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95° por 30
segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e finalmente 72 °C por 10

minutos.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores usados para sintese de dsRNA.
Sequéncia de iniciadores F (Forward) e R (Reverse) dos genes indicados, contendo a por¢do T7 para
sintese do dsRNA.

Gene Sequéncia 5' -> 3'
F: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGG TGG CTG
CCTTGACT
AAELO05284 com T7 1o "F7 A TAC GAC TCA CTA TAG GGG GGG TCT GGA
ATC TTA CAA CG
F: GTA AAACGA CGG CCA GT
LacZ com T7 R: CTC GAG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGG

AAA CAG CTATGAC
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG
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Uma vez sintetizados, oito microlitros do molde foram incubados no kit de
sintese de dsRNA MEGAscript RNAI kit (Ambion) segundo especificacdo do fabricante
por 16h a 37 °C. ApoOs a sintese, o produto dsRNA foi precipitado com 2 Volumes de
Isopropanol (Merck) e 0,3 Volumes de Acetato de Sédio 3 M pH 4,2 e deixado a -80
°C por 10 minutos. Em seguida, o precipitado foi centrifugado a 14.000 G por 10
minutos, o sobrenadante descartado e ao precipitado adicionou-se 500 uL de etanol
70% (Merck) para nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. Uma vez mais o
sobrenadante foi descartado e o precipitado novamente centrifugado em 500 uL de
etanol absoluto. Depois que o0 sobrenadante foi descartado pela ultima vez, o
precipitado foi ressuspendido em 15 uL de agua MiliQ autoclavada.

Para averiguar a concentrargdo, um microlitro das solucdes de dsRNAs
dsLacZ e dsAeLAR foram diluidos 600 vezes e 5 uL do diluido aplicados em gel de
agarose (Invitrogen) 2,5% para eletroforese em cuba Bio-Rad a 70 V e 400 mA por 1h
20 minutos em tampédo TAE (do inglés, Tris-Acetate-EDTA). As bandas resultantes,
juntamente as bandas de concentracdo conhecida do peso molecular GeneRuler
100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientifc) foram avaliadas no programa ImageJ. As
densitometrias das bandas de concentracdo conhecida foram utilizadas como curva
padrdo para estimar a concentracdo das bandas de dsRNA a partir da comparacao de
densitometrias. ApGs ajuste, quando necessario, as solu¢des foram mantidas a -20 °C
até o uso.

Para injecéo foram utilizados mosquitos que emergiram em um periodo de até
5h. Os mosquitos foram mantidos em gelo para adormecer e com auxilio de
estereoscopio duas injecdes de 69 nL foram feitas no térax de mosquitos fémeas com
microinjetor Nanoject 1l (Drummond Scientific). Os mosquitos injetados foram
mantidos no insetario em gaiolas de plastico, dispondo apenas de sacarose até o
momento que foram necessarios aos experimentos. Em todas as gaiolas havia 1
macho para cada 5 fémeas injetadas. Quando necessario, os machos foram

removidos do convivio com as fémeas.

3.5.  Western Blotting para determinacéo do perfil de fosforilacdo de AKT

O corpo gorduroso de mosquitos com 3 e 5 dias apos a injecao foi dissecado
e armazenado em tubos 1,5 mL do tipo Eppendorf, segundo o respectivo tipo de
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injecdo. Cada tubo recebeu 2,5 uL de tampao homogenato (Tris-HCI 20 mM frio de
pH 7,4, Triton X-100 0,1% e Cloreto de Sédio 200 mM, complementado com PAO
(Oxido de Fenilarsina, do inglés Phenylarsine Oxide) 1 mM, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1
mM, PMSF 1mM, Ortovanadato de Sédio 1 mM, Fluoreto de Sédio 10 mM, azida
sbdica 0,2 mg/ml e coquetel inibidor de proteases P 8340 Sigma) por tecido e o
contetdo foi triturado com auxilio de pistilo plastico. O homogeneizado foi
armazenado a -20 °C até o momento da extracao.

Para extracdo, o material congelado foi descongelado, mantido em banho
sonicador (USC 700 unique) por 10 minutos e inicialmente centrifugado a 6.000 x g.
O sobrenadante foi coletado e reservado em gelo, enquanto os restos de tecido foram
centrifugados novamente a 14000 x g por 10 minutos, a fim de recuperar amostra
retida no tecido. Os sobrenadantes foram unificados e o concentracdo proteica
estimada pela técnica de LOWRY et al., (1951), comparando as absorbancias das
respectivas amostras as da curva padrdao de BSA (Sigma) a partir de leitura em
espectrofotometro (Spectramax M3) no comprimento de onda de 660 nm.

Cerca de 40 ug de proteinas foram aliquotados e misturados com tampéao de
lise (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 2% SDS, 0.01% azul de bromofenol e
5% 2-mercaptoetanol) e aquecidos em banho seco (Labnet Accublock) por 10
minutos a 99°C. O material foi aplicado em gel de Acrilamida e Bis-Acrilamida 10%
com SDS (0,75 mm) para eletroforese (Laemmli, 1970). Ao final da eletroforese o gel
foi deixado para repousar em tampao de transferéncia (Glicina 39 mM e Tris 48 mM)
a 4 °C por 30 minutos e uma membrana de PVDF (Amersham) ativada em Metanol
(Merck) e também foi deixada em tamp&o de transferéncia por 15 minutos em orbital
(Gosharker SK180 pro) a temperatura ambiente. Ao final da incubacgéo as proteinas
do gel foram transferidas para membranas PVDF em rotina semi-seca usando o
equipamento Trans-Blot (Bio-Rad) a 10 V, 400 mA e 33 minutos.

Ao final da transferéncia, a membrana foi mantida em tamp&o de bloqueio
TBS-T (do inglés, Tris-buffered saline - Tween 20 0,1%) com albumina 5% por 5 horas
a 4 °C sob agitacao constante. Em seguida, a membrana foi incubada com solucao
de bloqueio contendo anticorpo IgG policlonal de coelho anti-fosfoAKT (Serina 505,
Cell Signaling) na diluigdo 1:1000, ou IgG policlonal anti-AKT pan (Cell Signaling) na
diluicdo 1:1000, ambos por 16 h a 4 °C sob agitacdo constante. Ao final, lavou-se a

membrana 3 vezes com TBS-T por 5 minutos e incubou-se a membrana com
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anticorpo IgG monoclonal de bode anti-IlgG de Coelho conjugado a horseradish
peroxidase (Cell Signaling), na diluicdo 1:10000, por 2 horas. Depois de trés lavagens
com TBS-T por 5 minutos e outras trés lavagens com TBS por 5 minutos, a membrana
foi incubada com a solucao de revelacéo do kit de quimiluminescéncia (Milipore) por
1 minuto e revelada em escaner C-Digit.

ApGs a revelagdo, a membrana foi lavada 2 vezes em NaOH 0,1 M por 5
minutos, entdo a solugéo foi removida e as membranas lavadas com agua destilada
uma vez e outras trés vezes com TBS-T por 5 minutos. Em seguida, as membranas
sao incubadas com anticorpo IgG monoclonal anti-alfaTubulina (Sigma) na diluicao
1:1000 em TBST albumina 5% por duas horas em temperatura ambiente, seguido de
3 lavagens com TBS-T por 5 minutos e nova incubacgéo com IgG de bode anti-IgG de
camundongo conjugado a horseradish peroxidase (GE-Healthcare), diluido 5000
vezes, por uma hora. Entdo, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-T por 5
minutos e outras 3 vezes com TBS, também por 5 minutos, e novamente a membrana
foi incubada com a solucao de revelacdo do kit de quimiluminescéncia por 1 minuto

e revelada em escéaner C-Digit.

3.6. Quantificacdo de Glicogénio

Para dosagem de glicogénio, os respectivos homogenatos extraidos do corpo
gorduroso foram incubados em placa de 96 pocos com tampéao contendo, ou nao, 1
unidade de a-amyloglucosidase (Sigma Chemicals) por 4 horas a 40 °C. A quantidade
de glicose livre em todos os pocos foi avaliada utilizando kit de glicose oxidada
(Labtest Ref.133). A reacdo de oxidacao da glicose foi lida em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 510 nm. Os valores de glicose livre gerados nos pocos que
foram incubadas, ou ndo, com a enzima foram subtraidos para determinar os valores
de glicogénio das amostras e estes valores comparados a curva padrao de glicogénio.
As concentracdes de glicogénio das amostras foram normalizadas pela quantidade de

proteina por microlitro de cada amostra.
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3.7. Quantificacdo de Triacilglicerol

O homogenato do corpo gorduroso também foi usado para quantificar
triacilglicerol utilizando o kit Triglicérides 120 (Doles), utilizando placa de 96 pocos,
onde o extrato foi deixado reagindo segundo as recomendacdes do fabricante a 37 °C
por 10 minutos. A reagao foi lida em espectrofotometro a 510 nm e os valores
absolutos de triacilglicerol foram obtidos a partir da comparacdo com uma curva
padrao de reagente solucao padréo presente no kit. As concentracdes de triacilglicerol
foram entdo normalizadas pela concentracdo de proteina por microlitro de cada

amostra.

3.8. Ensaio de tolerancia ao Jejum

Grupos de aproximadamente 25 fémeas injetadas com dsLacZ ou dsAeLAR
foram mantidas com os machos nas condi¢des do insetario por 5 dias apés a injecao
dispondo de sacarose 10% ad libtum. No quinto dia, a sacarose foi substituida por
agua e quaisquer mosquitos mortos foram removidos das gaiolas. Deste momento em
diante, as fémeas mortas foram removidas diariamente até o que ndo houvesse mais

mOosquitos Vivos.

3.9. Determinacéo da atividade locomotora e circadiana

Apos injecdo com dsLacZ ou dsAelLAR, os mosquitos descansaram nho
insetario da UFRJ por aproximadamente 24h, para entdo serem levados a FIOCRUZ
(Fundacdo Oswaldo Cruz). Os mosquitos foram anestesiados em gelo e
individualmente introduzidos em tubos cilindricos (25 x 150 mm) dispondo em uma
das extremidades um chumaco de algoddo embebido em sacarose, a fonte de
alimento durante toda duracdo do experimento. Os tubos foram introduzidos em
monitores de atividade com sensores infravermelho (Trikinetics LAM25, Waltham, MA,
USA) e vedados com protetores emborrachados. Os monitores foram mantidos em
sala com regime 12:12 h luz:escuro com luz entre 7:30 e 19:29, a 28°C. Durante os
experimentos, todas as vezes que 0 inseto cruzou o sensor infravermelho uma
unidade de movimento foi computada. A atividade diaria foi registrada a cada 5
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minutos utilizando o DAMSystem3 software (www.trikinetics.com) e os dados foram

analisados como descrito em ARARIPE et al., 2018

3.10. Ensaio de busca por hospedeiro vertebrado

O ensaio de busca de hospedeiro vertebrado foi adaptado de DE CARVALHO
et al., 2021. Brevemente, dez mosquitos fémeas, injetadas com dsLacZ, ou dsAeLAR
eram sugados de dentro das respectivas gaiolas e transferidas para uma gaiola de
acrilico, de dimensfes 16 x 16 x 16 cm, coberta por um pedaco de tecido de tela. A
gaiola possui uma diviséria que compartimentaliza cada grupo em metade do volume
da gaiola. Apds 15 minutos de aclimatacdo, o comportamento dos mosquitos de pouso
na tela foi gravado por 5 minutos com uma camera Cyber Shot. Em seguida, o braco
direito de um voluntario humano foi disponibilizado sobre a tela a uma distancia de
aproximadamente 2 cm, para evitar o contato entre 0s mosquitos e os voluntarios. O
comportamento de pouso dos mosquitos também foi gravado por 5 minutos.

Todo o processo foi feito no insetario entre 16:00h e 18:00h. Os mosquitos
foram testados 3, 4 e 5 dias ap0s injecdo e 0 experimento repetido com trés voluntarios
diferentes (dois homens e uma mulher entre 20 e 30 anos). O braco dos voluntarios
foi isolado com isopor para evitar a chegada de possiveis interferéncias externas. Os
pousos foram contados manualmente a partir da visualiza¢do dos videos, pausando
a cada segundo, e o numero absoluto de pousos em cada experimento, na auséncia

e na presenca do bracgo, foi registrado.

3.11. Ensaios de alimentacdo com sangue, digestdo, oviposicdo e
viabilidade dos ovos

Trés dias apos a injecdo, as gaiolas contendo os mosquitos injetados com
dsLacZ e dsAelLar foram expostas a uma das orelhas do coelho ao mesmo tempo por
30 minutos, observando a alimentacao das fémeas. Os mosquitos ndo foram deixados
em jejum. Apds a alimentagdo, os mosquitos foram imediatamente anestesiados em
gelo e aqueles que conseguiram se alimentar, independentemente da quantidade,

foram contados e a proporcéo entre alimentados e numero de mosquitos total foi feita.
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Neste processo, 0s mosquitos ndo engorgitados sdo removidos e 0s intestinos
de seis mosquitos totalmente engorgitados foram dissecados intactos e, dois a dois,
0s intestinos foram armazenados em tubos de 1,5 mL tipo Eppendorf e
homogeneizados em 20 uL de tampao homogenato por tecido com auxilio de pistilo
plastico e finalmente armazenados a -20°C. Os mosquitos restantes foram devolvidos
ao insetario e passado 24h apos a alimentagcdo outros seis intestinos de mosquitos
foram dissecados e homogeneizados como descrito anteriormente.

Os intestinos homogeneizados foram descongelados, sonicados por 10
minutos, centrifugados a 6000 G por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado para
dosagem de proteina pelo método de LOWRY et al. (1951), lido a 660 nm em
espectrofotometro, e os dados de absorbancia comparados com os da curva padréo
de BSA para estimar a quantidade de sangue ingerido e restante, apds as 24h de
disgestéao.

Os mosquitos restantes foram mantidos no insetario nas respectivas gaiolas
por mais 72h com sacarose 10% para completar o ciclo gonotrofico, quando foram
individualmente alocados em copos de papel de 450 mL contendo algodao embebido
em sacarose 10% e um copo de plastico de 50 ml com agua destilada e um pedaco
de papel de filtro, visando a oviposi¢cdo dos mosquitos, onde foram mantidos por 48h.
Ao final deste tempo, 0s ovos postos foram contados e as fémeas tiveram seus ovarios
dissecados para avaliar a possivel presenca de ovariolos em seus Uteros.

Os ovos ovipostos foram deixados para secar por 72-96h nas condi¢des do
insetario, para garantir a embriogénese completa. Quando secaram, pedacos do papel
de filtro contendo 30 ovos foram postos individualmente em uma solucéo de 0,3% de
extrato de levedura (Sigma) por 24h para que eclodissem. O numero de larvas
presentes na solucdo foi contado e o sucesso de eclosdo representado
percentualmente em relacdo ao numero total de ovos presentes e os dados

comparados entre 0os grupos dsLacZ e dsAelLar.

3.12. Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos, pelo menos, em triplicata biol6égica com
duplicata técnica. Os graficos mostram as médias dos dados com 0s respectivos
erros padrdo. Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 7.00

(www.graphpad.com) através dos testes t-student e 2way ANOVA, quando aplicavel.
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4. Resultados

4.1. Efeito da modulacdo caldrica sobre a PTP AeLAR no periodo
previtelogénico

Mosquitos adultos foram coletados nas primeiras 5h de vida e separados em
dois grupos, um deles mantido a dieta controle de sacarose (10%) e o outro mantido
sob restricao calorica (1%). Os mosquitos foram submetidos a esta condicédo durante
os trés dias que se seguiram apds a emergéncia e, ao final, o corpo gorduroso de
fémeas de cada grupo foi coletado para comparar a transcricdo da AeLAR em cada
regime. Incluiu-se a analise transcricional das duas outras principais PTPs
reguladoras da via de insulina, PTP1B e CSW (TSOU; BENCE, 2013), para avaliar
comparativamente se ha impactos diferentes entre os genes destas proteinas tirosina
fosfatase, e do gene de ILP2, uma das insulinas reguladas pelo principal hormonio
regulador deste periodo, o JH (LING; RAIKHEL, 2021). Como € possivel observar na
Figura 17, a restricdo caldrica ndo altera a expressao das fosfatases PTP1B e CSW,

mas reprime a expressao da PTP AeLAR e induz aumento na expresséao da ILP2.
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Figura 17. Transcricéo relativa de genes de PTPs e ILP2 no corpo gorduroso de fémeas adultas
em regime de restricdo calérica 3 dias ap6s a emergéncia. A figura (A) apresenta a transcricdo dos
genes de PTP1B, CSW, AeLAR em dieta de sacarose 1% em relacdo a expressdo de genes em
mosquitos mantidos em dieta de sacarose 10%. (B) Transcricdo relativa de ILP2 em mosquitos
mantidos em dieta de sacarose 1% em relagdo a expressao de genes em mosquitos mantidos em dieta
de sacarose 10%. Os dados foram submetidos a comparacfes de teste t-student. * p < 0.05; *** p <
0.001. N = 3. Média + SEM.
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4.2. Avaliacdo dos efeitos do silenciamento génico da PTP AeLAR no
metabolismo energético e na via de insulina durante o periodo
previtelogénico

Inicialmente, tendo observado que os niveis transcricionais da PTP AeLAR e
do gene ILP2 se alteraram inversamente mediante o estresse nutricional, avaliou-se
a existéncia da possivel relacéo regulatoria da PTP para com o ILP2. Como resultado,
observou-se que o silenciamento induziu a transcricdo de ILP2 no corpo gorduroso 3
dpi (Figuras 18A e 18B), similar ao observado anteriormente na condi¢cao de estresse
nutricional. Estendeu-se a analise até o quinto dia apds a injecdo, quando observou-
se que o gene de ILP2 j& ndo estava mais diferencialmente transcrito, mesmo que o
silenciamento tenha perdurado (Figuras 18A e 18B).
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Figura 18. Avaliac&o da transcricdo dos genes AeLAR e ILP2 no corpo gorduroso de fémeas
adultas em dieta de sacarose 10%. As figuras (A) e (B) apresentam os efeitos na transcricdo de
AeLAR e ILP2 apos 3 e 5 dias de injecao da dupla fita de RNA (dsRNA) para AeLAR (dsAeLAR), em
relacdo transcricdo nos grupos injetados com dsLacZ, respectivamente.. Os dados foram submetidos
a comparag0es de teste t-student. **** p < 0.0001; * p < 0.05. N = 4. Média + SEM.

Novamente analisou-se a expressdo dos genes das outras fosfatases,
também dentro da janela de observagdo mais longa. Como mostra a Figura 19, de
fato existe um efeito do silenciamento da AeLAR sobre as PTP1B e CSW, onde a
PTP1B se encontra mais reprimida 3 dpi (Figura 19A), enquanto no quinto dia ambas

aparecem reprimidas (Figura 19A e 19B).
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Figura 19. Avaliacdo da transcri¢cdo dos genes de PTP1B e CSW no corpo gorduroso de fémeas
adultas em dieta de sacarose 10%. As figuras (A) e (B) apresentam os efeitos na transcricdo de
PTP1B e CSW apds 3 e 5 dias de injecdo de dsAelLAR, em relacdo transcricdo nos grupos injetados
com dsLacZ, respectivamente. Os dados foram submetidos a comparacgfes de teste t-student. * p <
0.05 e ** p < 0.01. N = 4. Média + SEM.

Para avaliar o efeito do silenciamento sobre a via de insulina, 0s mosquitos
silenciados tiveram o perfil de fosforilagdo da cinase AKT/PKB, bem como o perfil
transcricional das PEPCK citoplasmatica (PEPCK_C) e mitocondrial (PEPCK_M)
avaliados no corpo gorduroso, trés e cinco dias apoés a injecdo. No terceiro dia apés a
injecao, quando a transcrigéo das fosfatases AeLAR e PTP1B encontra-se reprimida,
a AKT se mostra mais fosforilada, quando comparada ao grupo dsLacZ (Figuras 20A
e 20B). De maneira antagbnica ao esperado, PEPCK_C aparece mais expressa em
relacdo ao grupo controle (Figuras 20E e 20G), tal qual a PEPCK_M (Figuras 20F e
20H). No quinto dia, a fosforilagdo de AKT no grupo silenciado se tornara equivalente
ao grupo controle (Figuras 20C e 20D), enquanto PEPCK_C e PEPCK_M ja nédo estao
diferencialmente mais transcritos em relacdo ao grupo controle (Figuras 20E até
20H).
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Figura 20. Avaliacdo dos efeitos moleculares e bioquimicos do silenciamento de AeLAR na
expressdo de AKT fosforilada e na transcri¢cdo de PEPCK no corpo gorduroso de fémeas adultas
em dieta de sacarose 10%. A Figura (A) representa o Western Blotting de AKT fosforilada (pAKT) com
respectiva tubulina (aTUB) e AKT total (AKTpan) com a respectiva tubulina, trés dias apos a inje¢cdo de
dsLacZ (Z) e dsAeLAR (L). (B) Andlise da relagcao de densitometria de pAKT e AKTpan dos grupos
injetados com dsAeLAR em relagéo aos respectivos grupos injetados com dsLacZ referente a figura
(E). (C) Western Blotting de AKT fosforilada (pAKT) com respectiva tubulina (aTUB) e AKT total
(AKTpan) com arespectiva tubulina, cinco dias ap0s a injecéo de dsLacZ (Z) e dsAeLAR (L). (D) Analise
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da relacdo de densitometria de pAKT e AKTpan dos grupos injetados com dsAeLAR em relacéo aos
respectivos grupos injetados com dsLacZ referente a figura (G). Os valores em KDa nas figuras (A) e
(C) indicam o peso aproximado referente a cada proteina revelada. pAKT e AKTpan foram revelados
em membranas separadas e, para cada, ha a tubulina revelada na respectiva membrana. A anélise das
figuras (B) e (D) corresponde a normalizacdo da densitometria da pAKT ou AKTpan pela densitometria
da respectiva tubulina e, em seguida, a densitometria normalizada de pAKT foi dividida pela
densitometria normalizada de AKTpan. As figuras (A) e (B) apresentam os efeitos na transcricdo de
PEPCK_C e PEPCK_M apds 3 e 5 dias de injecdo de dsAeLAR, em relacdo transcricdo nos grupos
injetados com dsLacZz, respectivamente. (C) e (D) representam a transcri¢cdo total dos genes PEPCK_C
e PEPCK_M no terceiro e quinto dia apés as injecdes de dsAeLAR e dsLacZ. Os dados foram
submetidos a comparacdes de teste t-student. **** p < 0.0001; ** p < 0.01. As figuras de gPCR séo
resultado da analise de 4 experimentos independentes. As figuras de densitometria de Western Blotting
séo resultado da analise de 3 experimentos independentes. Média + SEM.

Concomitante, ao avaliar-se os niveis de glicogénio e Triacilglicerol (TAG) 3 e
5 dpi, como pode ser visto na Figura 21, observou-se que no terceiro dia as
concentracdes de glicogénio e TAG permanecem inalteradas (Figuras 21A e 21B),
enguanto no quinto dia a concentracao de glicogénio do grupo injetado com dsAeLAR
€ maior, ndo apenas em relacdo ao terceiro dia, mas também em relacdo ao grupo
controle no quinto dia (Figura 21A e S1). No quinto dia, as concentracdes de TAG
permanecem inalteradas entre os grupos injetados, mas houve aumento nas
concentracfes de TAG observadas entre 3 e 5 dpi no grupo controle (Figura 21B).
Apesar de ndo ser estatistico, 0 grupo injetado com dsAeLAR segue a mesma
tendéncia. Avaliou-se a transcricdo do gene de Acido Graxo Sintase 2 (FAS 2, do
inglés Fatty acid synthase 2) para relacionar possiveis causas de auséncia de
mudancas das reservas de TAG entre 0s grupos, mas nos dois momentos observados

a FAS2 encontrava-se aparentemente reprimida (Figura S2).
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Figura 21. Efeito do silenciamento de AeLAR no acumulo de Glicogénio e TAG no corpo
gorduroso de fémeas adultas alimentadas com sacarose 10%. (A) Concentra¢cbes totais de
glicogénio normalizada pela proteina do tecido em grupos injetados com dsLacZ e dsAelLAR, trés e
cinco dias apos a injegcdo (N = 9; 2way-ANOVA com pos-teste de Tukey). (B) Concentragfes totais de
TAG normalizada pela proteina do tecido em grupos injetados com dsLacZ e dsAelLAR, trés e cinco
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dias ap6s a injecao (N = 3; teste 2way-ANOVA com pds-teste de Tukey). * p < 0.05. Média =+ SEM.

Para entender melhor a natureza do acumulo de glicogénio observado
anteriormente, decidiu-se repetir a analise em mosquitos mantidos em dietas de
restricdo caldrica. E como pode ser visto na Figura 22, o resultado anterior se repete
qguanto as reservas de glicogénio, enquanto as reservas de TAG nao se mostraram

alteradas, nem entre os injetados, ou entre o decorrer dos dias observados.
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Figura 22. Efeito do silenciamento de AeLAR no acumulo de Glicogénio e TAG no corpo
gorduroso de fémeas adultas alimentadas com sacarose 1%. (A) Concentracbes totais de
Glicogénio normalizada pela proteina do tecido em grupos injetados com dsLacZ e dsAelLAR, trés e
cinco dias ap6s a injecéo (teste 2way-ANOVA com pés-teste de Tukey). (B) Concentragfes totais de
TAG normalizada pela proteina do tecido em grupos injetados com dsLacZ e dsAelLAR, trés e cinco
dias apés a injecdo (teste 2way-ANOVA com pés-teste de Tukey). * p < 0.05. N = 5. Média + SEM.

4.3. Efeito do silenciamento de AeLAR na fisiologia do mosquito e ap6s

a alimentacdo com sangue

Tendo em vista 0 acumulo de reservas, decidiu-se iniciar a avalicdo dos
efeitos do silenciamento na fisiologia dos mosquitos analisando a sobrevida em jejum.
Assim, a partir do quinto dia os mosquitos foram mantidos apenas com agua e a
sobrevivéncia avaliada. A Figura 23 mostra que ambos 0s grupos sobrevivem até 7
dias apés a remocdo da sacarose, porém, ha significativamente mais mosquitos
silenciados para a PTP AeLAR vivos no terceiro dia do inicio da restricao calorica que
mosquitos controle indicando que o tempo médio de tolerancia ao jejum dos mosquitos

silenciados é maior
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Figura 23. Avaliacdo de tolerancia ao jejum em mosquitos a partir do quinto diade silenciamento.
A figura mostra o perfil de sobrevivéncia de mosquitos a partir do quinto dia de silenciamento. Os grupos
foram mantidos com sacarose 10% durante este tempo, que foi entdo substituida por agua. ** p < 0.001.
Os dados foram submetidos a comparagdes de Log-rank (Mantel-Cox) e Gehan-Breslow-Wilcoxon. N
= 5; dsLacZ = 1189; dsAeLAR =110%. Média + SEM.

Em seguida, avaliou-se o deslocamento/voo destes mosquitos em um regime
de 12h:12h de luz:escuro. A partir desta andlise, observou-se que até o terceiro dia 0s
mosquitos silenciados para a fosfatase possuem sua atividade de locomogao/voo
diurna e no ponto de Zeitgeber Time (ZT) 12 (apagar de luzes) significativamente
reduzidas, enquanto o resto atividade noturna € maior. A partir do quarto dia apos a
injecao, toda atividade torna-se menor nos animais silenciados, havendo ainda neste
mesmo grupo uma estagnacdo momentanea da atividade diurna entre os dias 4 e 5
dpi (Figuras 24 e S3B). Também chama a atencdo que, a partir do quinto dia de
injecdo, 0s mosquitos silenciados apresentam uma diferenca de atividade
pronunciada entre o ZT7 e ZT11, (Figuras 24 e S3A).
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Apesar das alteracdes locomotoras gerais, o fato de que a diferenca
observada entre ZT7 e 0 ZT11 e 0 aumento nas reservas de glicogénio ocorreram 5
dpi levantaram o questionamento de que 0S mosquitos silenciados estariam
apresentando um comportamento hiperfagico, para suprir uma possivel demanda de
carboidratos aumentada, gerando entédo as alteraces comportamentais observadas,
por permanecerem no algoddo embebido em sacarose. Para atacar este ponto, 0s
mosquitos injetados foram novamente submetidos a analise comportamental, mas sob
restricdo caldrica, estimulando assim a hiperfagia (DESHPANDE et al., 2014), a fim
de comparar o padrdo de comportamento dos grupos entre as dietas.

Inicialmente, como € possivel observar nas Figuras S3A e S4A, o
comportamento total dos grupos injetados e sob restricdo cal6rica é bem menor,
entretanto, como é possivel observar nas Figuras 25 e S4B, o grupo silenciado
apresenta um padrao comportamental diario completamente diferente sob restricdo
caldrica, sugerindo que o silenciamento também afeta a atividade locomotora. Foram
vistas atividades diurna e noturna maiores que a do grupo injetado com dsLacZ (2
dpi), ou maior atividade diurna e menor noturna (3 dpi), ou ainda menor atividade
diurna e maior noturna (4 e 5 dpi) e finalmente menores atividades diurna e noturna
(6 e 7 dpi) (Figura S4). Ainda assim, a partir do quarto dia ap0s a injecao, a atividade
entre 0 ZT10 e ZT12 comecga a ficar pronunciadamente menor no grupo silenciando e
se mantém até o final da observacéao, similar ao observado para os grupos sob dieta

controle (Figuras 24 e 25).
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Esta alteracdo comportamental caracteristica proxima ao ZT12, o momento
que antecede o apagar de luzes, indica desregulacéo nos genes de reldgio circadiano,
0 que também poderia afetar a atividade locomotora/voo (HARDIN, 2005). Assim, a
transcricdo dos genes circadianos foi investigada em mosquitos injetados, para
determinar o possivel efeito do silenciamento sobre os genes de relégio. E mesmo
que a regulacdo circadiana esteja distribuida em diferentes regi6es do corpo
(HARDIN, 2005), uma vez que o foco estava na percepcao de luz, avaliou-se apenas
a cabeca dos mosquitos 5 dpi. Como mostra a Figura 26, dos 5 genes analisados, 0

silenciamento na cabeca reprime a transcri¢cdo de cry2 e cyc.

W dsLacZ
[ B dsAelLAR

| '

-
o

-
hred

o
o

Expressao relativa a elF1a e elF3j

0.0 AeLar CRY2 CYC CLCK TIM PER

Figura 26. Transcricao relativa da PTP AeLAR e de genes circadianos ha cabeca de mosquitos
alimentados com sacarose 10% 5 dpi. O grafico mostra a transcricdo de AeLAR, CRY2
(Cryptochrome 2), CYC (Cycle), CLK (Clock), TIM (Timeless) e PER (Period) na cabeca de mosquitos
injetados com dsAeLAR em relacdo a dos mosquitos injetados com dsLacZ. Os dados foram
submetidos a comparacgdes de teste t-student. * p < 0.05. N= 4. Média + SEM.

De toda forma, dado a altera¢do na locomocéao/voo destes mosquitos, decidiu-
se avaliar se o silenciamento da PTP AeLAR traria impacto significativo na procura do
vetor pelo hospedeiro vertebrado. Para isso, nos dias trés, quatro e cinco apos a
injecdo, correspondentes a janela de tempo em que a alteragdo comportamental
observada se consolida, comparou-se 0 nimero de voos que 0s mosquitos silenciados
fizeram na auséncia e na presenca de voluntarios humanos, sem que 0S mosquitos
pudessem pica-los de fato, para avaliar se haveria prejuizos praticos decorrentes do

silenciamento.
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E como é possivel observar na Figura 27, mesmo que nos dois grupos a
atividade de voo na auséncia e na presenca do voluntario aumente durante os dias
observados, a exposicéo a pista sensorial parece ser percebida de forma significativa
apenas pelo grupo controle, ja que este foi 0 Unico que apresentou aumento constante
do nimero de voos em dire¢do ao braco no tempo estipulado, quando comparado o
namero de voos durante 0 mesmo tempo, mas sem exposi¢cao do voluntério, durante

a janela de dias observada.
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Figura 27. Ensaio de avidez em mosquitos entre 3 e 5 dpi. A figura mostra a contagem de todos os
pousos dados em 5 minutos de observacdo pelo grupo de 10 fémeas injetadas com dsLacZ (A), ou
dsAelLAR (B), na auséncia, ou presenca do antebraco de um voluntario. Cada ponto representa o
namero total de voos em cada observacéo, no respectivo dia. O experimento foi conduzido do terceiro
ao quinto dia apo6s a injecao. **** p < 0.0001. Os dados foram submetidos ao teste 2way ANOVA com
pos-teste de Sidak. N = 9. Média = SEM.

Para concluir a relacdo de analises feitas que avaliam alguns aspectos do
fitness do mosquito relevantes a capacidade vetorial, decidiu-se investigar os
possiveis impactos do silenciamento nos eventos relacionados ao periodo
vitelogénico. No que diz respeito a alimentacdo com sangue, como € possivel ver na
Figura 28A, a proporcdo de fémeas alimentadas tende a ser menor no grupo
silenciado que no grupo controle. Das fémeas alimentadas, observou-se a quantidade
de sangue ingerido pelas fémeas que se alimentaram completamente e digerido nas
24h pos-alimentacdo com sangue (PBM, do inglés post-blood meal) ndo foi diferente
entre os grupos (Figura 28B), mesmo que o silenciamento tenha ocorrido no intestino
(Figura S5). Entretanto, avaliando a oviposi¢ao, constatou-se que o grupo silenciado
ovipds menos que o grupo controle (Figura 28C), ainda que a taxa de ecloséo

avaliada tenha sido a mesma (Figura 28D)

47



>
w

0.0836

-
=3
o

N oW
BN

bt
~
w
-

e o

0.510

iy [ dsLacZ
B dsAelar

e
[
[

: ==

Proporgio de mosquitos engorgitados (30 min)
o
@
o

Proteinalintestino alimentado (ug)
[=2]

0.00

(=4

dsLacZ dsAelar 00h PBM (3dpi) 24h PBM (4dpi)

O
O

-
14,
o

1.5

-
o
o
[ ]

Ovos postos/mosquito
(4]
=]
3
3e°
o. °
©
% o
" e
]
X L]
oY
[]
al%
[]
Proporgéo de eclosdo de 30 ovos/fémea
o
wn

1.0

dsLacZ dsAelar i dsLacZ dsAelar

Figura 28. Avaliacdo do efeito do silenciamento de AeLAR no repasto sanguineo, ingestdo e
digestdo de sangue, oviposicao e eclosédo de ovos. (A) Figura mostra a proporcédo de fémeas que
se alimentaram com sangue em relacdo ao total das respectivas gaiolas injetadas com dsLacZ ou
dsAeLAR em 30 minutos que Ihes foram oferecidas concomitantemente a orelha de coelho 3 dpi (N =5;
Média + SEM). Média (B) Quantidades totais de Proteina no intestino de fémeas totalmente
alimentadas, que foram injetadas com dsAeLAR ou dsLacZ, imediatamente apds a alimentacéo (00h
PBM), ou 24h apds a alimentacédo (24h PBM) (N = 5; Média + SEM). (C) Quantidade de ovos postos
por grupos de mosquitos injetados com dsLacZ ou dsAeLAR (6dpi) (N= 4; dsLacZ = 37%; dsAeLAR =
369; Média + SD). (D) Avaliagéo da proporcao de ecloséo de 30 ovos postos por cada fémea injetada
com dsLacZ ou dsAeLAR (9dpi) (N= 3; dsLacZ = 28%; dsAeLAR = 279; Média + SD). Até o momento
da alimentagéo e apos a alimentagéo, os mosquitos foram mantidos em regime de sacarose 10%. As
comparacdes foram submetidas ao teste t-student. * p < 0.05.

Sabendo que o sangue modula positivamente a transcricao de ILP2 no ovario
(LING; RAIKHEL, 2021), avaliou-se a transcricdo do gene apds a injecdo. Como é
possivel ver na Figura 29A, houve uma repressao significativa da transcricéo de ILP2
no ovario, mesmo que a injecdo nao tenha induzido repressédo da transcricdo de
AeLAR no oOrgéao. Investigou-se também o possivel papel do corpo gorduroso neste
contexto, ja que a producao de ovos depende da expressao de vitelogenina no tecido
(NASCI; MILLER, 1996). Como mostra a Figura 29B, o silenciamento 24h apés a

alimentacao induz um aumento na transcri¢cao de vitelogenina.
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Figura 29. Efeito do silenciamento de AeLAR na expresséo de ILP2 e VT no ovério e no corpo
gorduroso 24h apés a alimentagdo com sangue (24h PBM/4dpi). A figura (A) mostra a transcricao
relativa dos genes de AeLAR e ILP2 nos ovarios de mosquitos injetados com dsAeLAR em relacdo aos
que foram injetados com dsLacZ. A figura (B) mostra a transcri¢éo relativa de AeLAR e Vitelogenina
(VT) no corpo gorduroso de mosquitos, que foram injetados com dsLacZ, ou dsAeLAR. Os dados foram
submetidas ao teste t-student.* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. N = 3.

5. Discussao

5.1. Relacdo entre AeLAR, a via de insulina (ISP) e as reservas de
energéticas do mosquito no periodo pervitelogénico

Para iniciar a avaliacdo da relacdo entre a PTP AeLAR e eventos
coordenados pela via de insulina, sabendo que baixas concentracdes de carboidratos
ingeridas durante o periodo previtelogénico induzem modificacbes moleculares
adaptativas na ISP de mosquitos, adequando assim a producao de JH as demandas
metabdlicas (PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 2014), avaliou-se o efeito
da restri¢c@o caldrica na expresséo da PTP AeLAR. A restricdo pressupde ndo apenas
a reducdo das concentracdes de JH, mas também impede a sintese de reservas
energéticas, como glicogénio e TAG, para além das que o mosquito tras consigo apos
a emergéncia, as reservas tenerais (BRIEGEL; KNUSEL; TIMMERMANN, 2001;
PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 2014). Foram incluidas também outras
duas PTPs importantes na regulacéo da ISP de insetos, PTP1B e CSW (RUZZl et al.,
2020; WU et al., 2011), para melhor discutir possiveis papeis regulatorios e
compensatorios exercidos por estas fosfatases na adaptacdo a restricdo calorica
(SMOLY et al., 2017).

Neste cenario, a repressao transcricional exclusiva de AeLAR (Figura 17A)

testifica que esta enzima possui destaque no processo de adaptacdo metabolica a

49



baixas concentracdes de carboidratos, e que sua repressao pode estar relacionada
ao aumento da sensibilidade da ISP. Em mamiferos, a repressdo de PTPs em
situacdo de restricdo calorica j& havia sido descrita, como forma de aumentar a
sensibilidade da ISP, preparando assim o organismo para eventual chegada de
nutrientes (HALE; TER STEEGE; DEN HERTOG, 2017). Aumentar a sensibilidade
da ISP em condi¢Bes de restricdo calorica é algo que ja foi observado em mosca e
mosquito (LAMMING; ANDERSON, 2014; PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ;
NORIEGA, 2014).

Em Drosophila, observou-se que o sistema hormonal de ILPs responde as
flutuagBes caldricas (ALFA; KIM, 2016). Portanto, como controle do processo de
adaptacdo metabdlica que seria esperado frente a restricdo caldrica, decidiu-se
observar a transcricdo de um dos ILPs, o ILP2, entre os grupos de mosquitos
submetidos as respectivas dietas, tendo em vista a problematica do estudo destas
insulinas (SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019). No corpo gorduroso sao transcritos
os ILP2, -5 e -6, dentre os 8 que o mosquito possui, dos quais o ILP2 foi escolhido
por ser positivamente modulado por JH. O ILP6 é um possivel IGF que possui uma
regulacdo complexa e afeta o metabolismo energético indiretamente através da
modulacado dos ILP2, -4 e -5, mecanismo pouco explorado (LING; RAIKHEL, 2018;
SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019). Em relacdo ao ILP5, sua anélise mostrou
que possui um perfil antagbnica ao ILP2 sobre o metabolismo, além de um
mecanismo de repressao por JH (LING; RAIKHEL, 2018), de modo que decidiu-se
nao explora-lo neste trabalho dado eventuais problemas de deteccédo. O ILP1 néo
tem efeito metabdlico conhecido, enquanto os ILP4, -7 e -8, apesar do efeito que
possuem, sao especificos da cabeca e do ovério, tecidos onde 0 dsRNA surtiu pouco,
ou nenhum efeito (Figuras 29 e S6)(SHARMA; NUSS; GULIA-NUSS, 2019). Ja o
ILP3, além de ser especifico da cabeca, é possivel que ndo seja afetado por
modulacdes caldricas, como seu analogo em Drosophila, o dILP2 (ALFA; KIM, 2016;
MIN et al., 2008).

Como observado na Figura 17B, o mosquito responde a restricdo calorica e
a transcricdo de ILP2 é maior em mosquitos alimentados com sacarose 1% que
mosquitos na dieta controle. Como o ILP2 foi descrito como regulado positivamente
pelo receptor de hormdnio juvenil (LING; RAIKHEL, 2018), € conflitante que esteja

mais transcrito em dietas de restricdo caldrica, que reduzem os titulos de JH
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(NORIEGA, 2014). Seria esperado uma repressao transcricional de genes-alvo, como
0 proprio ILP2. No entanto, o aumento de ILP2 na restricdo caldrica pode ser um
fendmeno similar ao que foi observado em Drosophila (ANTOSH et al., 2011), que
induziu aumento na transcri¢do, tanto de genes ativados, quanto dos reprimidos por
JH, indicando que dentre as possibilidades de regulacdo deste gene, por exemplo, a
ativacao por JH néo seja o Unico mecanismo regulatorio.

No mosquito, Kr-h1 (do inglés, Kruppel homolog 1) é o fator transcricional que
interage com o promotor do gene de ILP2, cuja transcricdo pode ser induzida em
resposta a ligacdo de JH ao seu receptor e fator transcricional Met (do inglés,
Methoprene-tolerant) (LING; RAIKHEL, 2021). Ao mesmo tempo, 0 receptor de
serotonina 5HT2B (do inglés, 5-hydroxytryptamine receptor, type 2B) também é
capaz de induzir a transcricdo de ILP2 apds o repasto sanguineo, quando as
concentragfes de serotonina aumentam, ao passo que as concentracdes de JH séo
mais baixas (LING; RAIKHEL, 2018). A transcricdo de ILP2 no mosquito também
pode ser induzida por ILP6, que como mencionado anteriormente, € um provavel IGF
expresso no corpo gorduroso de A. aegypti (LING; RAIKHEL, 2018; SHARMA; NUSS;
GULIA-NUSS, 2019). No mosquito, a transcricdo deste IGF-like é regulada por Kr-h1l
e Ae5HT2B, mas em Drosophila, observou-se que o fator transcricional FOXO é
capaz de induzir a transcricdo do IGF-like dILP6 no corpo gorduroso, a fim de
controlar a liberacdo de outros ILPs no SNC durante o déficit nutricional (KANG et al.,
2017; LING; RAIKHEL, 2018, 2021), de modo que se o sistema também se conserva
em mosquitos, implica que a ativacdo de FOXO também poderia induzir ILP2. E
apesar de incerto o motivo pelo qual ha aumento de AelLP2 durante a restricao
calérica, mais experimentos sdo necessarios para estabelecer as diferencas
regulatorias de ILPs mediantes as diversas condi¢cdes nutricionais.

Ainda assim, tendo em mente que AeLAR é parte do processo de adaptacéo
metabdlica em resposta as demandas energéticas, iniciou-se a investigacdo do
possivel papel que a PTP AeLAR exerce no periodo previtelogénico de mosquitos
sob dieta controle, onde ha maior producdo de JH e transcricdo da PTP. Observou-
se o periodo de 3 a 5 dias apGs a emergéncia, para entender melhor o papel biol6gico
desta PTP. E similar ao observado na restricao calorica, que mostrou uma regulacao
simultdnea entre os genes de AeLAR e ILP2, o silenciamento génico de AeLAR

induziu a transcri¢cdo de ILP2 no terceiro dia pos-injecdo (dpi), mas ndo no quinto dia
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(Figuras 18A e 18B), levantando a duvida se o silenciamento aumentou a liberacéo
de JH, por exemplo, ou se induziu um estado de restricao calérica.

Além disso, como o silenciamento se manteve estavel até o quinto dia apos
a injecdo (Figuras 18A), suspeitou-se que o desaparecimento da diferenca na
transcricdo de ILP2 estaria relacionada a regulacdes intermediarias entre 3 e 5 dpi.
Assim, decidiu-se avaliar se a PTP1B, ou a CSW sofreram alguma modulacao, apés
o silenciamento de AeLAR. Como visto na Figura 19, a transcricdo de PTP1B
aparece reprimida ja no terceiro dia ap0s a injecdo de dsAeLAR e se mantém até o
quinto dia (Figura 19A), enquanto a fosfatase CSW é reprimida no quinto dia apos a
injecao (Figura 18B), ambos resultados que se mostraram diferentes do que se
esperaria de uma compensacao de fungéo por parte destas enzimas (SMOLY et al.,
2017).

N&o sdo esperados efeitos inespecificos de silenciamento apoés a injecédo de
dsAelLAR, j4 que o alvo da dupla-fita de RNA é especificamente a regido de
fibronectina 3 da porgdo extracelular da PTP AeLAR, dominio ausente nas outras
PTPs. Além disso, alinhamentos locais entre a sequéncia da PTP AeLAR/sequéncia
molde para sintese do dsRNA e as outras PTPs ndo mostraram sequer similaridade,
dificultando ainda mais a possibilidade de o mesmo tratamento ter surtido efeito sobre
as duas PTPs. Isto leva a crer que, em mosquitos, o silenciamento da PTP AeLAR
de fato reprima a transcricdo da PTP1B 3 e 5dpi, e de CSW no quinto dia. Em
mamiferos, dados de Western Blotting com cultura de células mostram que o
silenciamento da LAR nao afetou a expressdo da PTP1B 48h apds o silenciamento
génico, ou a CSW apos 15h (KULAS et al., 1995; MANDER; HODGKINSON; SALE,
2005), sendo esta a primeira vez que este evento € observado.

De todas as formas, a repressdo de pelo menos trés PTPs reguladoras da
ISP apoés injecdo de dsAeLAR chama a atencéo, ja que a regulacédo da via estaria
possivelmente comprometida (KAUR et al., 2019; RUZZI et al., 2020; WU et al.,
2011). Como nao foi possivel avaliar os efeitos do silenciamento na liberagéo de JH,
decidiu-se avaliar a que nivel a ISP foi afetada, jaA que uma suposta interferéncia nos
niveis de fosforilacdo do receptor de insulina mostraria seus efeitos sobre as vias
abaixo na regulacdo, como a via da PI3K. Alteracbes na via de PI3K influenciam
diretamente nos niveis de AKT fosforilada, de modo que quanto maior o grau de

fosforilacdo, infere-se que h& maior atividade da via de insulina e vice-versa. Ja
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alteracbes no grau de atividade de AKT, reflete-se na transcricdo dos genes
gliconeogénicos, como a PEPCK. A PEPCK citoplasmética (PEPCK_C) é uma das
isoformas deste gene, que é regulada diretamente por esta via e diminui, ou aumenta
sua transcricAo em resposta a maior, ou menor grau de ativacdo de ISP,
respectivamente. Ja a isoforma de PEPCK mitocondrial (PEPCK_M) foi analisada,
porque, em moscas, esta atrelada a processos de adaptacdo metabdlica assim como
PEPCK_C, mas também porque em mamiferos sua expressdo acompanha
desbalancos hormonais, como da insulina (CHATTERJEE; PERRIMON, 2021;
EVELAND et al., 2016; STARK; KIBBEY, 2014).

O aumento das quantidades AKT fosforilada 3dpi (Figuras 20A e 20B)
corrobora que houve alteracdo na ativacdo da atividade da via de insulina, além de
sugerir que houve aumento da atividade desta via, possivelmente pela reducdo na
expressdo de duas PTPs, a PTP AeLAR e a PTP1B, no mesmo periodo. O
desaparecimento deste efeito no quinto dia (Figuras 20C e 20D) pode ser resultado
de um processo de adaptacdes metabdlicas para manutencao da homeostase, como
exemplificado pelo perfil transcricional dos genes de PEPCK, que inicialmente se
encontram mais transcritos no terceiro dia, mas a diferenca em relacdo ao grupo
controle desaparece porque a transcricdo no grupo controle alcanca 0s niveis
transcricionais dos grupos silenciados, e ndo porque ha reducéo na transcricao das
PEPCKSs no grupo silenciado (Figuras 20E e 20F). Entretanto, é importante ressaltar
gue os niveis transcricionais de ambos os genes de PEPCK encontravam-se
elevados no grupo 3 dpi, diferente do que seria esperado no mecanismo classico de
funcionamento da ISP (CHATTERJEE; PERRIMON, 2021).

Assim, caso 0 aumento nas concentracbes de pAKT no grupo silenciado
esteja relacionado a repressao das fosfatases repressoras da ISP, AeLAR e PTP1B,
gue resultou em aumento na atividade da via, tal qual observado em Drosophila
(KAUR et al., 2019; WU et al., 2011), também seria esperado que FOXO, alvo da
atividade cinase de AKT, tivesse menor atividade nuclear, que se refletiria em uma
menor transcricdo de PEPCKs (CHATTERJEE; PERRIMON, 2021), ndo o oposto.
Entretanto, o aumento transcricional da PEPCK_C observado no grupo silenciado,
por exemplo (Figuras 20G), nao parece dramaticamente alto e pode ser
consequéncia da atividade colateral de vias paralelas. Em mamiferos, por exemplo,

a continua atividade de ISP é capaz de alterar o balanco redox nas células, que é
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percebido por proteinas como JNK (do inglés, Janus Kinase), que estimulam a
atividade transcricional de FOXO para controlar o desbalangco redox e,
colateralmente, induzem a transcricdo de PEPCK (KUMASHIRO et al., 2008). Em
Drosophila, os efeitos de aumento na proliferacdo de células hematopoiéticas
observados apés o silenciamento de LAR foram consequéncia do aumento na
producdo de ROS e a maior atividade da via de JNK (KAUR et al., 2019)

Entretanto, mesmo que durante 5 dias ap0s a injecao os niveis de AeLAR e
PTP1B encontrem-se baixos (Figuras 18A e 19A), ndo € esperado que a ISP
permaneca constantemente ativa e a reducdo na transcricdo de CSW observada
(Figuras 19B) pode participar dos eventos de autoregulacdo da via (YE, 2007). A
CSW possui um papel complexo na regulacé@o da via de insulina, ja que sua atividade
pode variar segundo o estimulo, ativando, ou reprimindo a ISP. Em fibroblastos
mutantes para CSW a atividade da PI3K é maior mediante o estimulo com EGF (do
inglés, Epidermal Growth Factor) e menor quando as células sdo estimuladas com
PDGF (do inglés, Platelet-Derived Growth Factor), ou IGF-1 (do inglés, Insulin-like
Growth Factor 1) (ZHANG et al., 2002). Em Drosophila, mutantes para a CSW
apresentavam menores quantidades de pAKT no intestino, mas quando o
silenciamento foi feito no corpo gorduroso, ou mesmo no SNC, as reservas de TAG
aumentam no corpo gorduroso (RUZZI et al., 2020). Assim, € possivel que 3 dpi a
repressdo de AeLAR e PTP1B tenha causado aumento na atividade de ISP, aumento
no estresse oxidativo e, paralelamente, aumento na atividade nuclear de FOXO, que
se refletiu sobre a transcricdo dos genes PEPCK e ainda de ILP2 se a regulacéo de
FOXO de fato existir. J& no quinto dia, como forma de controlar a atividade de ISP, a
transcricdo de CSW foi reprimida, levando a reducdo da atividade da ISP,
equiparando o metabolismo do grupo silenciado ao do grupo controle, reduzindo as
diferencas observadas 3 dpi.

De toda forma, uma vez que o silenciamento alterou a dindmica da ISP,
decidiu-se avaliar as consequéncias sobre as reservas de glicogénio e TAG
acumuladas pelo mosquito. Os experimentos mostraram que a PTP AeLAR
desempenha papel importante na regulacdo das reservas de glicogénio, que se
mostraram significativamente aumentadas 5 dpi (Figura 22A e S1), evento que foi
corroborado pela observacdo do mesmo aumento em mosquito sob restricdo caldrica

(Figura 23A), mesmo que nesta dieta as concentracdes de glicogénio e TAG tendam
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apenas a se manterem constantes, ou seja, hdo ha perda ou acumulo (BRIEGEL,;
KNUSEL; TIMMERMANN, 2001).

Em relacdo a auséncia de variacao das reservas de TAG, nao apenas entre
controle e silenciado, mas também entre o terceiro e quinto dia apos a injecdo no
grupo silenciado (Figura 22B), € importante ressaltar que o silenciamento reprime a
transcricdo do gene de &cido graxo sintase 2 (FAS2, do inglés Fatty Acid Synthase
2), enzima de sintese lipidica (Figura S2). Fisiologicamente, o pico transcricional de
FAS2 no mosquito se apresenta em até 24h apdés a emergéncia até que sua
transcricdo € rapidamente reprimida, mas o0 corpo gorduroso continua a acumular
TAG (WANG et al., 2017). Apos o silenciamento, entretanto, é possivel que o efeito
da represséo transcricional extra de FAS2 nao esteja necessariamente refletido
dentro da janela de tempo observada, contudo, analises em pontos posteriores a 5
dpi podem mostrar possiveis consequéncias desta repressao e evidenciar que as
concentracfes de TAG no mosquito silenciado, na verdade, tendam a serem menores
que o controle com o decorrer do tempo.

J& o0 aumento observado nos estoque de glicogénio entre 3 e 5 dpi pode estar
atrelada a manutencao da repressdo de PTP1B durante este periodo, causada pelo
silenciamento de AeLAR, uma vez que a diminui¢do da transcricdo de PTP1B, além
de estar associada ao aumento da atividade da ISP, também est4 associada a
regulacdo do metabolismo de trealose, como observado no besouro Tribolium
castaneum, onde o silenciamento desta PTP induziu aumento nas reservas de
glicogénio (WU et al., 2011; XU et al., 2020).

Em insetos, a glicose ndo é o principal acucar circulante, mas a trealose. A
glicose é absorvida no intestino e levada ao corpo gorduroso, onde pode ser
metabolizada pela via glicolitica para manutencdo energética, para sintese de
trealose para exportacdo, ou ainda para sintese de glicogénio e armazenamento. O
glicogénio armazenado no corpo gorduroso também sera degradado para formar
mais trealose, que sera liberado na circulacdo (BECKER et al., 1996). No besouro,
observou-se um acumulo de trealose 48h apds o silenciamento de PTP1B, mas
reducdo de seu contetdo 72h apés o silenciamento. Concomitante a reducdo de
trealose, observou-se aumento na expresséao de enzimas de degradacao de trealose,
assim como do conteudo de glicose e glicogénio, sugerindo que houve degradacao

de trealose a glicose e subsequente converséo a glicogénio. Esta ideia foi reforcada,
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porque o silenciamento da PTP1B no besouro também reduziu a atividade da enzima
PK (do inglés Pyruvate Kinase), responsavel pela formacgé&o de Piruvato e Ultima etapa
da glicolise, indicando que a via glicolitica estaria estagnada, permitindo acamulo de
intermediarios, estimulando assim a sintese de glicogénio (XU et al., 2020).

A hipotese de que o acumulo de glicogénio possa estar atrelado a
desregulacéo da expressao da PTP1B apds o silenciamento de AeLAR n&o € a Unica
possibilidade, no entanto. Por exemplo, 0 aumento no consumo de sacarose,
hiperfagia, ndo foi avaliado diretamente neste trabalho, mas ndo necessariamente ha
uma relacdo entre a hiperfagia e o aumento dos estoques de glicogénio, como foi
observado em moscas (DOCHERTY et al., 2015). Outra possibilidade para além das
alteracdes na atividade da via de insulina é que a repressao de PTP1B poderia estar
envolvida na desregulacdo do metabolismo energético, porque esta fosfatase € capaz
de regular a via analoga a via de leptina em mamiferos, afetando assim a percepc¢éao
do mosquito acerca das proprias reservas nutricionais, induzindo a liberacéo de ILPs
e 0 acumulo de glicogénio. Em moscas, o silenciamento do ativador desta via, Upd2
(do inglés, Unpaired 2), causou reducdo no armazenamento de TAG no corpo
gorduroso, além de induzir aumento na circulacéo de acucares na hemolinfa, embora
nao tenha sido significativo (RAJAN; PERRIMON, 2012).

E possivel explorar ainda a rela¢do entre a maior ativacéo da ISP e possiveis
alteracdes do balanco redox quando a ISP esta mais ativa, sugerido pelo aumento
transcricional dos genes de PEPCKs (Figura 20E e 20F), no contexto de acumulo de
glicogénio. Trabalhos com Drosophila mostram que, similar ao que ocorre em
mamiferos (KUMASHIRO et al., 2008), dietas ricas em carboidratos, ao mesmo
tempo que induzem a liberacdo de mais ILPs e maior ativacdo da ISP, também
induzem o aumento do estresse oxidativo e reducdo da viabilidade mitocondrial.
Estes efeitos ativam vias de reparo, que aumentam a atividade nuclear de FOXO,
antes mais inibida, induzindo a expressdo de genes que atuam no controle do
estresse oxidativo (ECKER et al., 2017; ROVENKO et al., 2015). Paralelo a
transcricdo de enzimas de controle oxidativo, outros genes S&0 expressos para
adaptar o inseto aos processos metabdlicos em que a célula se encontra, como a
PEPCK.

Em invertebrados o principal papel da PEPCK neste momento é desviar o

piruvato formado a partir da oxidacdo de glicose para sintese de outras moléculas,
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especialmente glicerol-3-fosfato e glicose-6-fosfato, processos conhecidos como
gliceroneogénse e gliconeogénese, para armazenar moléculas de 4cido graxo livre
na forma de TAG e manter a atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase e formacao
de potencial redutor na forma de NADPH (DELLA NOCE et al., 2019; OKAMURA et
al., 2007). O excesso de glicos-6-fosfato € um potente regulador alostérico da
glicogénio sintase, o que poderia induzir a sintese de mais glicogénio (BOUSKILA et
al., 2010).

5.2. Efeitos fisioldégicos do silenciamento da PTP AeLAR no mosquito

De todo modo, o fato é que a principal consequéncia metabdlica do
silenciamento da PTP AeLAR foi 0 aumento dos estoques de glicogénio, levando-nos
inicialmente a observar se este acumulo teria alguma influéncia positiva sobre o
tempo de meia vida dos mosquitos quando submetidos a jejum, como foi observado
em moscas (DJAWDAN et al., 1998). O acumulo de glicogénio e a resisténcia ao
jejum séo especialmente importantes no contexto da capacidade vetorial, porque ao
mesmo tempo que o mosquito A. aegypti é altamente antropofilico, ainda depende da
ingestdo de carboidratos, cujo acesso a fontes naturais tem sido dificultado pelo
processo de urbanizacdo (BARREDO; DEGENNARO, 2020), mas € sabido que estes
insetos ja estdo se adaptando a fontes artificiais de aglcares, como a de residuos
domiciliares (DIENG et al., 2017), processo que ainda ndo € estudado.

E uma vez que mosquitos silenciados apresentam maior resisténcia ao jejum,
corroborando o que havia sido observado em Drosophila (DJAWDAN et al., 1998)
(Figura 23), é possivel que a modulacdo da expressdo da PTP AelLAR seja
importante para o intervalo entre a emergéncia até o acesso a outras fontes
energéticas viaveis, de modo que mais mosquitos estariam disponiveis para
manutenc¢ao do ciclo de transmisséao de patdgenos.

Outros efeitos também estdo associados ao acumulo de glicogénio, como
modificagcdes das atividades locomotora e de voo em insetos, como visto em
Drosophila, onde moscas com maiores reservas apresentam menores atividades de
voo, apos um mesmo periodo de jejum (WINWOOD-SMITH; WHITE; FRANKLIN,
2020). Quando submetidos a analise locomotora/voo, 0s mosquitos silenciados e com
maiores reservas também mostraram menores atividades locomotoras,

principalmente no quinto dia de observagdo, que coincidiu com o aumento das
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reservas de glicogénio (Figuras 21, 24 e S3B). Entretanto, esta diminuicdo da
atividade locomotora poderia estar associada a um possivel comportamento
hiperfagico, tentando compensar um possivel déficit cal6rico associado ao provavel
desvio de parte dos acgUcares destinados a manutencdo do metabolismo para 0s
estoques de glicogénio. Entretanto, ao submeter os mosquitos a restricdo caldrica,
tanto controle quanto silenciado reduziram suas atividades locomotoras, mas o
comportamento de locomocao dos grupos sob restricdo foi diferente do grupo sob
dieta controle (Figuras 24 e 25), reforcando que o silenciamento induz alteracdes na
locomocdo dos mosquitos, mesmo que ndo se possa descartar a possibilidade de
que 0s mosquitos silenciados também estejam apresentando comportamento
hiperfagico.

A reducdo especifica na atividade locomotora/voo observada no grupo
silenciado préximo ao apagar das luzes (ZT12), tanto na dieta controle, quanto na
restricdo caldrica (Figura S3A e S4A), também chamada de reducado na robustez da
atividade, levantando a hipGtese de que as alteracbes locomotoras apds o
silenciamento também possam estar relacionadas a modificacbes em genes do
relégio circadiano, ja que ha a regulacdo circadiana e motora estdo diretamente
relacionadas (HARDIN, 2005). Em moscas, a relacdo entre a PTP LAR e o ciclo
circadiano ja foi investigado, onde a auséncia de expressdo de LAR induzida
exclusivamente desde o desenvolvimento embrionario gerou adultos arritmicos em
regime de completo escuro. Entretanto, a auséncia da PTP ndo desregulou genes
especificos do relégio, mas demonstrou-se que o silenciamento afetava projecdes
neurais importantes, impedindo o correto acimulo do neuropeptideo PDF (do inglés,
Pigment-Dispersing Factor) nas projecfes dorsais e nas projecdes do trato 6tico
posterior AGRAWAL; HARDIN, 2016).

Para avaliar possiveis diferencas entre moscas e mosquitos, analisou-se a
transcricdo dos principais genes de relogio, Clock (Clk), Cycle (cyc), Period (per),
Timeless (tim) e Cryptochrome 2 (cry2) (SHETTY et al.,, 2022) na cabeca de
mosquitos 5 dpi mantidos sob regime de sacarose 10% m/v, onde observou-se
repressdo consistente da transcricdo de cry2 e cyc, dicotomia na transcricdo dos
genes CIlk e tim, ao passo que per se mostrou inalterado (Figura 26). De fato, a
repressdo de cyc acompanhada da represséao de cry2, como ocorreu na cabeca dos

mosquitos apods o silenciamento de AeLAR, ja havia sido vista em grilos (TOMIYAMA
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et al.,, 2020), ao passo que a dicotomia observada, ou a auséncia na variacdo da
expressdo dos outros genes podem estar associados as diferencas de horarios em
que as replicatas foram coletadas, que mesmo proximos, ndo foram os mesmos. No
que diz respeito a reducéo da robustez, € possivel que a represséao de cry2 observada
tenha papel relevante, ja que 0s picos transcricionais deste gene coincidem com os
picos de atividade locomotora do mosquito, no inicio da manha e no final da tarde
(GENTILE et al., 2009), momentos em que foram observados os principais prejuizos
locomotores (Figura 24).

O gene de cry2 é uma fotoliase que atua como possivel repressor
transcricional de cyc e Clk, de modo que também seria esperado que sua repressao
refletisse em maior transcricdo dos outros genes de relégio, o que nao foi observado.
Contudo, a repressdo concomitante de cyc também precisa ser levada em
consideracédo, bem como seu papel na regulagéo transcricional de cry2, ainda pouco
explorada neste inseto (GENTILE et al., 2009; SHETTY et al., 2022). Apenas
recentemente o papel de cyc foi mais bem estudado na biologia do mosquito,
mostrando que insetos apresentando uma proteina mutante incapaz de dimerizar-se
com Clk perdiam a ritmicidade dos principais genes circadianos, exceto cryl
(SHETTY etal., 2022). Os dois genes precisam ser melhor estudados individualmente
para melhor compreender os possiveis efeitos de uma repressao conjunta, mas ha
possibilidade de que estejam envolvidos também nos prejuizos locomotores
observados.

Analises mais detalhadas ainda sdo necessarias para determinar se também
hé& prejuizos locomotores associados a possiveis anomalias ao SNC causadas pelo
silenciamento, levando em consideracdo a importancia que esta PTP possui para o
desenvolvimento do SNC (KRUEGER et al., 1996). Mesmo que o mosquito seja
holometédbolo, ainda ocorrem modificagdes moleculares, bioquimicas e teciduais
apos a emergéncia (DE CARVALHO et al., 2021) e a injecao € feita nas primeiras
horas de vida adulta dos insetos. De toda forma, tendo em vista o efeito regulatorio
da restricdo caldrica na expressdo de AelLAR, o efeito que esta PTP possui no
armazenamento de glicogénio, o possivel efeito na alimentagdo, os efeitos
observados na atividade locomotora/voo e nos genes de reldgio circadiano, torna-se
mais evidente a importancia que o gene AeLAR possui na biologia do mosquito, cujo

papel esta possivelmente relacionado a manutencdo do balango energético.
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Além disso, ao analisar a percepcdo dos mosquitos frente a presenca de um
hospedeiro vertebrado 3, 4 e 5 dias ap6s o silenciamento (Figura 27), tornou-se
evidente que a reducdo da expressdo de AeLAR comprometeu percepcao dos
mosquitos. O resultado pode ser reflexo do prejuizo locomotor observado no
silenciamento, ou pode ainda estar relacionada a reducédo transcricional de cyc,
observada anteriormente. Como mencionado, 0S mosquitos mutantes para cyc nao
apenas sofreram alteragdes nos perfis transcricionais de genes circadianos, mas
também apresentaram uma reducao de até 65% na resposta a percepcédo ao odor
humano, que foi atribuida a uma provavel alteracdo na expressao de genes olfativos,
gue provavelmente foi causada pela alteracéo circadiana (SHETTY et al., 2022).

Os efeitos do silenciamento sobre o metabolismo e fisiologia do mosquito na
alimentacdo com sangue e nos eventos que sucedem o periodo vitelogénico foram
finalmente avaliados, levando a conclusdo de que, apesar de néao ter influenciado na
guantidade de mosquitos que realizaram o repasto sanguineo, que neste caso pode
ter sido consequéncia da analise 3 dpi, de modo que andlises posteriores ao quinto
dia mostrem real reducdo na proporcdo de mosquitos que fazem o repasto
sanguineo, percebeu-se que o numero de ovos € menor no grupo silenciado, mesmo
gue a ecloséo tenha permanecido similar entre os grupos (Figuras 28C e 28D). Esta
reducdo de ovos postos pode estar atrelada aos efeitos das variagbes de ILP2
observada no ovario, ja que a ingestdo/digestdao de sangue nao foi afetada pelo
silenciamento (Figura 28A e 28B), ainda que o intestino tenha apresentado
diminuicdo na expressdo de AeLAR (Figura S5). O ILP2 é bastante expresso no
tecido e a alimentacdo com sangue reprime sua expressao no ovario. Ainda assim,
mosquitos mutantes para o ILP2 apresentam ovarios atrofiados e uma menor
porcentagem de ovos postos por fémeas (LING; RAIKHEL, 2021). Apesar do
silenciamento ndo ter atingido o tecido, de fato observou-se uma repressao
significativa da insulina no tecido (Figura 29A).

As concentragdes de glicogénio nao foram avaliadas no corpo gorduroso 24h
pbm em mosquitos silenciados, mas sabe-se que € necessario degradacdo das
reservas metabdlicas durante a producéo das proteinas do vitelo (HOU et al., 2015).
Se o efeito da manutencédo de acumulo de glicogénio causada pelo silenciamento
estiver afetando o mosquito no periodo vitelogénico, entdo é possivel que haja

prejuizo a sintese das proteinas do vitelo, ou em sua incorpora¢do no ovario, ainda
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gue a transcricdo de vitelogenina observada estivesse positivamente regulada nos

mosquitos silenciados (Figura 28B), efeito que precisa ser mais bem estudado.

6. Conclusfes e Perspectivas

O estudo da PTP AelLAR durante o periodo previtelogénico indica que a
fosfatase parece participar de processos de adequacdo metabdlica, através da
regulacédo de expressao dos genes de insulina, especificamente o ILP2, e das outras
fosfatases que participam da regulacédo do receptor de insulina, PTP1B e CSW. A
supressado génica a longo prazo da PTP AeLAR mostrou que sua desregulagéo
possui efeitos sobre o armazenamento de glicogénio, que se refletiram em outros
aspectos fisiolégicos, como resisténcia a jejum, locomocdo, ciclo circadiano,
percepcao de pistas sensoriais, além de afetar diretamente a oviposi¢cao. Assim, este
trabalho mostra pela primeira vez em invertebrados e em um artropode vetor, a
importancia que PTP AeLAR possui para diferentes aspectos fisiolégicos, que sao
extremamente relevantes a capacidade vetorial do mosquito.

Os dados apresentados ainda podem ser reforcados com outras andlises
moleculares e bioquimicas que ajudem a entender melhor como a PTP AeLAR regula
estes processos, como por exemplo as analises dos niveis de GSK (do inglés,
Glycogen Synthase Kinase) fosforilada, cuja regulacéo esta relacionada ndo apenas
ao controle do metabolismo energético e sintese de glicogénio, mas também ao
controle do relégio circadiano, ou ainda interferéncias mais especificas sobre os
genes de fosfatases PTP1B e CSW.

Quanto a real importancia que o ILP2 possui para o contexto metabdlico e
outros efeitos que o silenciamento possui na atividade locomotora em regimes de
claro, ou escuro completo, este trabalho se limitou apenas a comenta-los, pois tratam-

se de perguntas mais complexas a serem explorados em outro momento.
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Figura S 1. Concentracdo relativa de glicogénio no corpo gorduroso de fémeas adultas
alimentadas com sacarose 10%. A figura (A) mostra a concentragdo de glicogénio no corpo gorduroso
do quinto dia apds a injecéo de dsLacZ ou dsAeLAR (barra hachurada) em relacdo a ao terceiro dia
(barra cheia). A figura (B) mostra a concentracdo de glicogénio dos mosquitos injetados com dsAeLAR
em rela¢@o aos mosquitos injetados com dsLacZ, cinco dias ap6s a inje¢do. ** p < 0.01; **** p < 0.0001.
N = 9. Média + SEM.
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Figura S 2. Transcricéo relativa de FAS2 no corpo gorduroso de fémeas adultas sob regime de
sacarose 10%. A figura apresenta os efeitos na transcricdo de FAS2 apos 3 e 5 dias de injecdo de
dsAeLAR, em relagéo transcrigdo nos grupos injetados com dslLacZ, respectivamente. N = 2. Média
SEM.
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Figura S 3. Atividade locomotora/voo dos mosquitos silenciados. Mosquitos alimentados com
sacarose 10% e silenciados para PTP AeLAR tiveram sua atividade de locomoc¢éo/voo avaliada por 7
dias, iniciado no segundo dia ap0s a injecdo, para permitir a aclimatacdo dos grupos. A figura (A)
mostra a atividade total observada durante todos os 7 dias de experimento, onde a &rea hachurada no
eixo X indica o periodo em que a luz esteve apagada. A figura (B) mostra o perfil das atividades
locomotoras diurnas (Ap6s o0 ZT0 e antes do ZT12) e noturnas (Apos 0 ZT12 e antes do ZT0) de cada
dia. As atividades nos pontos ZTO e ZT12 ndo foram incluidos no célculo devido a discrepancia da
atividade. **** p < 0.0001. As comparacdes foram submetidas ao teste 2way ANOVA. Média + SEM.
Os testes foram repetidos em 3 replicatas independentes, totalizando 97 mosquitos para o grupo
dsLacZ e 96 mosquitos para o grupo dsAeLAR.
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Figura S 4. Atividade locomotora/voo dos mosquitos silenciados. Mosquitos alimentados com
sacarose 10% e silenciados para PTP AeLAR tiveram sua atividade de locomoc¢éo/voo avaliada por 7
dias, iniciado no segundo dia ap0s a injecdo, para permitir a aclimatacdo dos grupos. A figura (A)
mostra a atividade total observada durante todos os 7 dias de experimento, onde a &rea hachurada no
eixo X indica o periodo em que a luz esteve apagada. A figura (B) mostra o perfil das atividades
locomotoras diurnas (Ap6s o0 ZT0 e antes do ZT12) e noturnas (Apos 0 ZT12 e antes do ZTO0) de cada
dia. As atividades nos pontos ZTO e ZT12 n&o foram incluidos no célculo devido a discrepancia da
atividade. **** p < 0.0001. As comparacdes foram submetidas ao teste 2way ANOVA. Média + SEM.
Os testes foram repetidos em 3 replicatas independentes. N = 60.
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Figura S 5. Transcricao relativa de AeLAR no intestino médio 3 dpi e 24h PBM (4dpi). Mosquitos
com 5h PE foram injetados e mantidos sob dieta de sacarose 10%. No terceiro dia pés-injecéo, parte
dos mosquitos tiveram seus intestinos dissecados, enquanto 0s mosquitos restantes foram alimentados
com sangue. Dispondo de sacarose 10%, 0os mosquitos alimentados descansaram no insetario e 24h
PBM, os intestinos de alguns mosquitos foram dissecados. A figura mostra o perfil transcricional da
AeLAR 3 dpi e 24h pbm. * p < 0.05. As comparac8es foram submetidas ao teste t-student. N=2.
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Figura S 6. Transcricdo relativa de AeLAR na Cabeca 3 e 5 dpi. Mosquitos com 5h PE foram
injetados e mantidos sob dieta de sacarose 10%. No terceiro dia pds-injecdo, parte dos mosquitos
tiveram suas cabecgas dissecadas e armazenadas, enquanto os mosquitos restantes foram mantidos
por mais dois dias nas mesmas condi¢des no insetério. No quinto dia, os mosquitos restantes tiveram
suas cabecas dissecadas e armazenadas para os procedimentos posteriores. A figura mostra o perfil
transcricional da AeLAR 3 dpi (N=3) e 5dpi (N=5). * p < 0.05. As comparac¢fes foram submetidas ao
teste t-student. Média + SEM.
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