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Resumo

O corpo gorduroso € o principal 6rgdo do metabolismo intermedidrio dos insetos e a
principal fonte de componentes da hemolinfa. Dois tipos celulares estdo presentes no corpo
gorduroso dos dipteros: os trofécitos e os endcitos. O presente trabalho teve como objetivos
testar as seguintes hipoteses: (a) o corpo gorduroso de A. aegypti é capaz de se reorganizar do
ponto de vista ultra-estrutural, histoquimico e morfométrico de acordo com a idade e com o
tipo de alimentacgdo; (b) os endcitos de A. aegypti podem ser cultivados e (c) os mesmos
expressam transcritos relacionados com os processos de desintoxicacdo, sintese de lipidios e
imunidade inata. Para tanto, foram utilizadas fémeas recém-emergidas, fémeas com 18d de
idade, sendo um grupo 18h e outro quatro dias ap6s a alimentagio sangiifnea e fémeas com
18d alimentadas com agticar. Nas fémeas alimentadas com agticar, o corpo gorduroso estd
mais desenvolvido do que nas pés-emergidas e nas alimentadas com sangue. Nessas mesmas
fémeas, os trofdcitos apresentam o citoplasma preenchido basicamente por goticulas de lipidio
devido a lipogénese. Apds a alimentacdo sangiiinea, os 16bulos do corpo gorduroso estdo
achatados, o que pode ser explicado pelo esvaziamento do 6rgdo que exporta nutrientes para
os ovdrios. As alteragdes dos trofécitos apds a alimentagdo sangiifnea incluem o aumento do
didmetro nuclear, a diminuicio das goticulas de lipidios, o alargamento das mitocondrias e a
presenca de lisossomos nos trofécitos. Os endcitos puderam ser mantidos vidveis por 57 dias
em cultivo primdrio e o citoplasma dessas células é quase todo preenchido pelo reticulo
endoplasmdtico liso (REL). Os transcritos mais abundantes encontrados nos endcitos
correspondem a citocromo P450, responsavel pela desintoxicagdo e as outras proteinas
relacionadas com o metabolismo de lipidios. Também sdo encontrados transcritos
relacionados com o reconhecimento e de destrui¢do de patégenos. Provavelmente, a presenca
do REL e a localiza¢@o periférica dos endcitos no corpo gorduroso de A. aegypti facilita o
processo de desintoxicagdo, a producdo e a secre¢do de lipidios para a hemolinfa, além do
reconhecimento de patégenos e da secre¢do de componentes antimicrobianos. A presenga do
REL desenvolvido e a expressdo de varias enzimas comprometidas com a desintoxicac@o e o
metabolismo de lipidios sugerem que os endcitos participam da homeostasia e sintese lipidica
em A aegypti. Além disso, nossos resultados confirmam o corpo gorduroso de A. aegypti
como um Orgdo capaz de reorganizar sua microanatomia, componentes citoplasmaticos e
aspectos subcelulares de acordo com a idade e o tipo de dieta. Também € possivel cultivar os
endcitos e sua purificacdo, cultivo primdrio e transcriptoma constituem importantes
ferramentas para que futuros estudos possam investigar a atuac@o dessas células na fisiologia e

na imunidade inata de mosquitos.
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Abstract

The fat body is the insect’s intermediary metabolism organ and the main source of
hemolymph components. Two types of cells are found in the dipterans fat body: the
trophocytes and the oenocytes. In the present work we tested the following hypotheses: (a) the
A. aegypti fat body changes its ultrastructure, histochemistry and morphometry according age
and diet; (b) the A. aegypti oenocytes can be cultivated and (c) them express detoxification,
lipid processing and innate immunity transcripts. The fat body is formed by lobes located
beneath the integument. In 18-day-old sugar-fed females, the fat body lobes are more
developed than in newly-emerged and in blood-fed counterparts. In the same females, the
trophocytes cytoplasm is filled with lipid droplets, because of lipogenesis. Four days after
blood meal, the fat body has flattened lobes in comparison to the other female groups. The fat
body changes after a blood meal may be important for midgut extension in order to maximize
blood storage and ovary enlargement. Also, the depletion of fat body content during
vitellogenesis could be responsible for the fat body flattening. The trophocyte remodeling
after blood meal includes the increasing of nuclear diameter, lipid droplets reduction,
mitochondria enlargement and lisosomes appearance. This last characteristic can be associated
with the organelle turn over at the gonotrophic cycle end. Oenocytes are found as cell clusters
in the pupae fat body and they could be maintained viable for 57 days under primary culture.
Their cytoplasm is essentially filled with the smooth endoplasmic reticulum (SER). The most
abundant oenocyte transcripts encode cytochrome P450 enzyme (P450) followed by other
lipid metabolism enzymes as elongase and fatty acid synthase. The P450 is responsible for
detoxification and for sterol metabolism. Other attributed functions to the oenocytes are the
pathogen recognition and destruction throughout the production of signaling proteins and
lysozymes. It can be inferred that the presence of SER and the oenocytes periphery location
enhance detoxification, production, secretion and uptake of lipid from hemolymph. Also it can
enhance the pathogen recognition and antimicrobial peptides secretion. The present work
confirms that the cell remodeling is involved in the fat body functional changes and depends
on mosquito diet and age. In addition, the oenocytes can be cultivated and their purification
and primary culture represent an important step for studying the oenocytes in the mosquito.
Also, the morphology and the transcriptional profile reveal that the oenocytes play role as
detoxifying and lipid metabolism, providing an important data for understanding the

oenocytes role in the A. aegypti homeostasis and in the innate immunity.
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1. Introduciio e Revisiio Bibliografica

1.1. O Aedes aegypti

O A. aegypti é uma espécie de mosquito incluido na Ordem Diptera, Subordem
Nematocera, Familia Culicidae e Subfamilia Culicinae. A Subfamilia Culicinae compreende
dez tribos que reinem 34 géneros com mais de 3500 espécies pelo mundo (Consoli & Oliveira
1994, Foratini 2002).

Dentro da entomologia médica, os mosquitos sdo os que mais tém atraido a atengdo da
saude publica. Isso se deve provavelmente ao fato desta familia abrigar insetos envolvidos na
transmissdo de multiplos patdgenos ao homem e aos animais domésticos (Foratini 2002).

As fémeas dos mosquitos, além de provocarem grande desconforto aos hospedeiros pela
picada, transmitem ao homem e aos animais domésticos diversos agentes das helmintoses,
protozooses e arboviroses. Ha intimeras espécies de mosquitos que desempenham importante
papel como vetores de parasitos de maldria, de filarioses e arbobiroses (como por exemplo, o
virus dengue e o virus da febre amarela) que acometem o homem em vastas dreas do mundo,
sendo imensuraveis os danos causados ao homem pela veiculagdo desses parasitos (Lozovei
2001).

Dentro dos Culicinae, o A. aegypti é a espécie mais bem caracterizada por diferentes
motivos. Um deles € o fato dessa espécie se adaptar facilmente as condi¢des de laboratério, se
tornando o principal modelo experimental utilizado nos estudos de biologia, genética,
ecologia e competéncia vetorial de mosquitos. Por outro lado, a associagdo proxima dessa
espécie com humanos faz dela a principal transmissora dos virus da dengue e da febre amarela

no mundo, o que pode justificar os esforgos para se estudar essa espécie (OMS 2002).

1.2. O corpo gorduroso dos insetos

Os espagos existentes entre os 6rgdos na cavidade celomadtica dos insetos, bem como de
outros grupos de artrépodes, sdo preenchidos por uma massa celular denominada corpo
gorduroso. Este é o principal 6rgdo do metabolismo intermedidrio dos insetos, sendo
responsavel pela sintese e pelo fornecimento da maioria dos componentes da hemolinfa, além
de ser o principal local de armazenamento de reservas, como lipidios, carboidratos e proteinas,
que sdo mobilizados durante a metamorfose, o voo e a reprodugio. O corpo gorduroso é um
6rgdo amorfo, formado por um conjunto de células que constituem camadas e/ou l6bulos.
Essas estruturas estdo suspensas na hemocele pela 1amina basal, mudsculos e traquéias, e estdo
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em contato direto com a hemolinfa, o que facilita o intercimbio de substancias com os demais
6rgdos (Cruz-Landim 1975, Dean et al. 1985, Chapman 1998).

Geralmente, o corpo gorduroso dos insetos holometabolos é subdividido em parietal ou
periférico e perivisceral. A porcdo parietal é formada por uma massa celular localizada
imediatamente abaixo da epiderme. Ja a porgéo perivisceral é formada por uma massa celular
que se dispde em torno dos sistemas digestivo e reprodutor (Cruz-Landim 1975, Dean et al.
1985, Haunerland & Shirk 1995).

Na maioria dos insetos holometdbolos, como por exemplo, Heliotis zea (Lepidoptera) e
Apis mellifera (Hymenoptera), o corpo gorduroso perivisceral e parietal sdo freqiientemente
separados por tecido muscular. Essas duas por¢des sdo facilmente reconhecidas na fase larval
e durante os primeiros dias da fase pupal. Porém, durante a metamorfose, a por¢ao perivisceral
do corpo gorduroso rapidamente se desenvolve e se torna a por¢ao predominante na pupa e no
adulto de H. zea. Entretanto, enquanto a por¢do perivisceral se desenvolve, a parietal se
degenera (Cruz-Landim 1975, Haunerland et al. 1990, Wang & Haunerland 1992).

As porgdes periféricas e viscerais do corpo gorduroso também sdo distintas quanto as
caracteristicas funcionais nas larvas de H. zea. Supde-se que a por¢do periférica seja
predominantemente biossintética, devido a abundancia de reticulo endoplasmaético rugoso
(RER) em suas células. Jd a por¢do perivisceral armazenaria nutrientes para serem utilizados
durante o desenvolvimento pds-embrionario. Somente os corpos gordurosos periféricos larvais
e pré-pupais de H. zea sdo capazes de sintetizar proteinas marcadas quando incubados com
metionina radioativa in vivo. Estes resultados indicam que as duas por¢des distinguiveis do
corpo gorduroso dessa espécie, funcionam como diferentes 6rgaos: a porgdo periférica é
responsavel pela atividade biossintética, enquanto a por¢do perivisceral € especializada em
armazenamento (Haunerland et al. 1990, Wang & Haunerland 1992).

Klowden et al. (1987) ao implantarem o corpo gorduroso de fémeas de A. aegypti
alimentadas com sangue em fémeas ndo alimentadas, mostraram que apds o transplante o
comportamento pela procura por hospedeiros ¢ inibido, diminuindo o apetite por sangue das
fémeas. Esses dados mostram que o corpo gorduroso também pode atuar como 6rgido
enddcrino, influenciando o comportamento dos insetos, provavelmente através da secrec@o de

fatores que ainda nao foram identificados.

1.3. Tipos celulares do corpo gorduroso

Diferentes tipos celulares podem ocorrer no corpo gorduroso. Os mais comuns sdo 0s

trofdcitos, que podem ser denominados adipécitos ou células do corpo gorduroso
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propriamente ditas. Os trofdcitos sdo células globulares que geralmente apresentam um nicleo
arredondado e um citoplasma rico em vactolos, mitocondrias e organelas comprometidas com
a sintese protéica, como o RER e o complexo de Golgi. No citoplasma dos trofdcitos existe
uma abundancia de componentes citoplasmaticos de carater lipidico e protéico e granulos de
glicogénio. Essa tltima caracteristica faz dos trofécitos o principal reservatdrio de nutrientes
contido no corpo gorduroso (Cruz-Landim 1975, Dean et al. 1985, Grzelak & Kumaran 1986,
Wang & Haunerland 1991, 1992, Marques-Silva et al. 2003).

Geralmente o contetido protéico dos trofdcitos estd contido em granulos no citoplasma.
Existem dois tipos de granulos protéicos nos trofdcitos das larvas de Calpodes ethlius
(Lepidoptera). Um deles é composto somente por proteinas e o outro por proteinas ¢ RNA.
Esses granulos sdo repletos de proteinas ricas em residuos de tirosina, sendo esse aminodcido
o principal componente das reservas protéicas dos insetos. A formagdo dos granulos protéicos
ocorre poucas horas antes da pupagio e que eles resultam da fusio de microvesiculas advindas
do complexo de Golgi (Locke & Collins 1965).

O conteddo das goticulas de lipidios dos trofdcitos também varia. Por exemplo, em
larvas de Pachycondyla villosa (Formicidae; Hymenoptera) ocorrem os dcidos graxos de
cadeias insaturadas, como acido oléico e linoléico, e os dcidos graxos saturados como o dcido
palmitico e estedrico (Zara et al. 2003).

Além dos trofécitos, podem ser encontrados outros tipos celulares no corpo gorduroso
como, por exemplo, os micetdcitos, os urdcitos e os endcitos. Dependendo da espécie de
insetos, também existem células especializadas na producdo de bioluminescéncia, como nos
vaga-lumes, e de hemoglobina nos Chironomidae (Dean et al. 1985, Chapman 1998).

Os micetécitos ou bacteridcitos estdo presentes no corpo gorduroso de insetos das ordens
Isoptera, Blattaria, Hemiptera, Homoptera e Anoplura. Sabe-se que estas células abrigam
bactérias simbiontes, produtoras de vitamina B e aminoacidos essenciais. Durante o processo
reprodutivo essas bactérias migram para os ovdrios e colonizam o citoplasma dos ovdcitos.
Dependendo da espécie, os bacteridcitos estdo separados uns dos outros, como nos Blattaria,
ou agrupados, como nos Anoplura e Hemiptera. Quando estdo agrupados, eles formam um
6rgdo chamado de micetoma, como é o caso de Pediculus humanus (Anoplura), ou
bacterioma, como € o caso dos Aphidae. Foi determinado que em um bacterioma possam
conter aproximadamente 107 simbiontes (Eberle & McLean 1982, Philippe 1982, Fukatsu &
Ishikawa 1992, Braendle et al. 2003, Wilkinson et al. 2003).

Os urdcitos ou células de urato sdo considerados células em processo de degeneracio.
Eles atuam como auxiliares do sistema excretor, contribuindo com a diminui¢do dos niveis de

4cido drico da hemolinfa, armazenando estas excretas e os seus derivados sob a forma de
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cristais (Haunerland & Shirk 1995, Sobotnik et al. 2006). Nas abelhas as células de urato sio
facilmente discerniveis das demais células do corpo gorduroso, mesmo ao simples exame com
estereoscOpio, por apresentarem cor branca. Essa cor é devido aos depdsitos de uratos no
citoplasma dessas células. Urdcitos possuem um niicleo de formato irregular e picnético e um
vasto citoplasma com granula¢des que ndo se coram por hematoxilina e eosina (Cruz-Landim
1984). Em Prorhinotermes simplex (Isoptera: Rhinotermitidae) os urdcitos sdo menores que os
trofécitos e possuem o citoplasma pobre em organelas e glicogénio. Apesar da escassez de
organelas, o citoplasma é rico em grinulos esféricos que correspondem aos depésitos de dcido
trico ou sais de urato (Sobotnﬂ( et al. 2006).

Os endcitos sdo células de origem ectodérmica, derivadas de células da epiderme
durante a embriogénese. Essa pode ser considerada a principal diferenga em relacdio as demais
células do corpo gorduroso, que sdao de origem mesodérmica. Mesmo com a sua origem
distinta, os endcitos sdo considerados na maioria dos trabalhos, como sendo células
pertencentes ao corpo gorduroso. Isso porque eles formam juntamente com as demais a massa
celular que o compde (Stoppie et al. 1981, Johnson & Batterworth 1985, Dean et al. 1985,
Paes de Oliveira 2002, Zara & Caetano 2004, Roma et al. 2005, Rollo & Camargo-Mathias
2006, Roma et al. 2006, Ruvolo & Cruz-Landim 1993). Os endcitos serdo discutidos mais

detalhadamente no item 1.5 dessa revisao.

1.4. Modificacées no corpo gorduroso dos insetos durante o periodo pos-

embrionario

Alguns estudos mostram que as células do corpo gorduroso dos insetos ndo se
multiplicam ap6s a eclosdo, supostamente pelo fato delas serem altamente especializadas. Por
exemplo, em A. mellifera (Hymenoptera) foi mostrado que nao ocorre proliferagéo das células
do corpo gorduroso no periodo compreendido entre o segundo e o quarto instar larval. Apesar
de ndo se dividirem, a dimensdo das células mais do que dobra. Esta hipertrofia sofrida pelo
orgdo, deve-se principalmente ao actimulo de material de reserva no interior dos trofécitos.
Esse aumento de reservas durante a fase larval, sugere que o corpo gorduroso é um tecido
importante durante a metamorfose. Neste sentido, as reservas se acumulam no corpo
gorduroso das larvas para posteriormente serem disponibilizadas para a pupa. Passada a
metamorfose de A. mellifera, o corpo gorduroso do adulto é menos desenvolvido em
comparagdo com o da larva, e, somente a por¢cao parietal estd bem representada e mais

desenvolvida na regido abdominal do dorso (Cruz-Landim 1975).
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A configuracdo do corpo gorduroso é dindmica e varia de acordo com a fase de
desenvolvimento dos insetos. Na pupagdo, o corpo gorduroso se desorganiza e posteriormente
se reconstitui. Pouco antes da metamorfose de C. ethlius (Lepidoptera), as células do corpo
gorduroso perdem a adesdo entre elas e comecam a se soltar umas das outras. O corpo
gorduroso da pupa é formado por uma massa de células soltas. Dois dias antes de o adulto
emergir, algumas células se reagrupam, formando nédulos em torno das traquéias. Um dia
antes da emergéncia, quase todo o corpo gorduroso ji estd reorganizado (Larsen, 1976).

Durante a metamorfose de H. zea (Lepidoptera) a porgdo parietal do corpo gorduroso
deixa de ser distinguida como um tecido isolado, passando a fragmentado, restando algumas
células, que sdo posteriormente degradadas. Ao contrario da porcao parietal, a perivisceral se
expande rapidamente na pupa, circundando o sistema digestivo (Wang & Haunerland 1992).

Os trofécitos e os endcitos sdo os tipos celulares encontrados no corpo gorduroso dos
Diptera, sendo que os endcitos estio em menor numero, espalhados entre os trofécitos
(Stoppie et al. 1981, Dean et al. 1985, Johnson & Batterworth 1985, Raikhel et al. 1997).
Apesar dos endcitos e trofdcitos estarem fisicamente préximos, em Sarcophaga bullata
(Diptera; Brachycera) eles estdo separados por uma lamina basal e ndo foi observado
comunicagdo entre os seus citoplasmas (Stoppie et al. 1981).

Antes, durante e apés o ciclo gonotrdfico dos Diptera o corpo gorduroso se desenvolve e
a ultra-estrutura dos trofdcitos se modifica. Essas observagdes advém principalmente dos
estudos ultra-estruturais dos trofécitos de Calliphora erytrocephala e S. bullata (Diptera;
Brachycera). Nesses estudos foi possivel distinguir diferentes fases pelas quais o corpo
gorduroso passa. Uma fase de crescimento e diferenciag@o; outra de producdo ou sintese, a
qual gradualmente é sucedida por uma fase de regressido do aparato sintético; e outra fase de
preparacio para um novo ciclo ovariano ou gonotréfico. A fase de crescimento e diferenciagdo
abrange os primeiros dias da idade adulta, periodo em que ndo had deposi¢do de vitelo nos
ovdcitos. Nessa fase, os trofdcitos possuem abundéncia de granulos protéicos, de glicogénio, e
goticulas de lipidio, porém, o RER e mitocondrias sdo escassos. O crescimento e a
diferenciag@o dos trofécitos sdo caracterizados pela producdo de ribossomos e pela dilatagdo
da cisterna do RER. Além disso, ocorre a formacdo do complexo de Golgi e lisossomos, e
também o aumento das goticulas de lipidio. No término da maturagdo ovariana, o corpo
gorduroso experimenta uma fase de regressdo, onde a produc@o de proteinas diminui através
da reorganizagdo do aparato sintético dos trofécitos (Thomsen & Thomsen 1974, Stoppie et al.
1981).

Apesar da maioria dos trabalhos investigarem o corpo gorduroso das fémeas dos insetos,

Sohal (1973) estudou o corpo gorduroso em machos de Musca domestica (Diptera;
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Brachycera). Em individuos com quatro dias de idade, os trofdcitos apresentam invaginagdes
na membrana citoplasmatica e o nicleo apresenta um nucléolo proeminente. O citoplasma é
rico em RER, que consiste de cisternas estreitas e isoladas. Assim como nas fémeas dos
dipteros, nos machos de M. domestica, os trofécitos experimentam um aumento das goticulas
de lipidio e a reducdo do glicogénio citoplasmatico durante o envelhecimento. Diferente dos
trofdcitos, os endcitos apresentam reticulo endoplasmatico liso (REL) desenvolvido e
goticulas de lipidio e glicogénio escassos.

Dobras e invaginacdes também sdo observadas na membrana citoplasmatica dos
trofdcitos de fémeas de Periplaneta americana (Blattaria) apds a alimentagdo. No citoplasma
dos trofécitos existem muitos granulos elétron-densos semelhantes a granulos de glicogénio,
mitocOndrias e complexo de Golgi. As mitocOndrias sdo alongadas e se concentram na
periferia das células. Em alguns individuos, estruturas ovais semelhantes a mitocondrias em
processo de degeneragio formam aglomerados que lembram endossomos. Em fémeas
privadas de alimentacgdo por trés-sete dias, os trofdcitos apresentam escassez de glicogénio e
RER pouco desenvolvido. Em fémeas privadas de alimento por 13-30 dias, o RER também ¢é
pouco desenvolvido e sdo observados corpisculos dotados de membrana com contetido muito
variado. Essas estruturas assemelham-se a endossomos em estdgio avancado de digestdo
(Walker 1965).

Ainda em P. americana, a falta de alimento e d4gua ocasiona o aumento da quantidade de
sais de urato por unidade de peso. Esta mudanga pode estar relacionada com o metabolismo de
reservas pelo corpo gorduroso, o que provavelmente aumenta a quantidade de urato no tecido

(Tucker 1977).

1.5. O corpo gorduroso do A. aegypti e seu desenvolvimento ao longo da vida
adulta

Em 1987, Joblin & Lewis publicaram o livro Anatomical drawings of biting flies que
contém vdrias ilustragdes representando aspectos anatdmicos de alguns insetos vetores. Uma
dessas ilustragdes mostra uma visdo geral dos 6rgdos internos de A. aegypti, incluindo o corpo
gorduroso que foi esquematizado como um 6rgao distribuido principalmente abaixo do
tegumento ao longo de todo o abdome (Figura 1).

Um dos primeiros trabalhos sobre o corpo gorduroso do A. aegypti foi o trabalho de
Wigglesworth (1942), que caracterizou o corpo gorduroso de larvas de quarto instar de A.

aegypti sob diferentes condi¢des alimentares. Foi mostrado por métodos histoquimicos, que o
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contetdo de lipidios e agticares dos trofdcitos € muito maior em larvas alimentadas do que em
larvas ndo alimentadas de A. aegypti.

As modificagdes ultra-estruturais ocorridas nos trofdcitos ao longo da vida adulta foram
extensivamente estudadas nas fémeas de A. aegypti. Os préximos pardgrafos relatam os

principais trabalhos envolvendo essas modifica¢des.

t6 corpo gorduroso

sistema

1mm corpo gorduroso

sistema nervoso

Figura 1. Tlustragdo representando a secc@o longitudinal mostrando a distribuicio do corpo
gorduroso (em vermelho) em relagdo aos demais érgdos/sistemas de A. aegypti (modificado de
Joblin & Lewis 1987).

Logo ap6s a emergéncia, os trofécitos apresentam um nticleo grande e centralizado. O
citoplasma é preenchido por mitocondrias agrupadas, granulos protéicos, goticulas de lipidio,
glicogénio em conformagio alfa e ribossomos livres (Behan & Hagedorn 1978, Tadkowski &
Jones 1979).

Durante o processo de ovogénese, o corpo gorduroso estd envolvido com sintese de
vitelogenina, que ¢ liberada na hemolinfa e posteriormente se acumula nos ovdcitos. Nessa
fase, os trofdcitos sdo caracterizados pela abundéncia de RER, complexo de Golgi e vesiculas
secretoras. As vesiculas secretoras contém os precursores do vitelo, como por exemplo,
vitelogenina e carboxipeptidase (Raikhel & Lea 1983, Raikhel 1986a, b, Snigirevskaya et al.
1997).

No inicio da fase adulta se inicia a pré-vitelogé€nese, que termina entre 60-72h apds a
emergéncia, no caso das fémeas que recebam a alimentagdo sangiiinea. A partir de entdo, se
inicia a fase vitelogénica e a atividade dos trofécitos pode ser dividida em duas subfases: a de
sintese de vitelogenina e a de término da vitelogénese (Raikhel 19864, b).

Durante a fase de sintese, correspondente as primeiras 24h decorridas da alimentagdo

sangiifnea, os trofécitos apresentam o maior contetido de vitelogenina no citoplasma em
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relagdo aos outros periodos. Seus citoplasmas contém as organelas complexo de Golgi, RER e
vesiculas de secre¢do desenvolvidas. Apos estas 24h, a atividade de sintese protéica dos
trofécitos diminui até as 36-42h, caracterizando a subfase de terminagdo. A drea
correspondente as reservas de glicogénio e lipidio aumenta e a endocitose das proteinas do
vitelo pelos ovdrios cessa. A partir dessa fase se inicia a coriogénese (Tadkowski & Jones
1979, Raikhel & Lea 1983, Snigirevskaya et al. 1997).

Um dos principais mecanismos de controle sintese de vitelogenina pelos trofdcitos € a
degradacdo do aparato sintético. Isso ocorre pela autofagia subseqiiente ao aumento da
quantidade de lisossomos. A desintegracdo do RER dos trofécitos ocorre 36h apds a
alimentagdo sangiiinea. Por outro lado, os dictiossomos ainda estdo preservados e os granulos
de glicogénio e os ribossomos estdo mais abundantes do que nas fémeas de 24h. Outra
caracteristica comum dessa subfase é o aumento dos autofagossomos. A autofagia
corresponde ao processo de remodelagem dos trofécitos e parece ser organela-especifica para
o RER, o complexo de Golgi e as vesiculas de secrec@o. Essa reciclagem do RER envolve dois
passos: o seqiiestro do RER por estruturas membranosas derivadas do préprio RER e outro
pela posterior fusdo deste sistema com os lisossomos (Tadkowski & Jones 1979, Raikhel
19864, b, Snigirevskaya et al. 1997).

Quarenta e oito horas apds a alimentacdo sangiiinea, a remodelagem dos trofdcitos
prossegue com a reducdo da quantidade de RER. Ribossomos livres e mitocondrias
predominam na regido perinuclear e dictiossomos ndo sdo mais observados. Os lisossomos
estdo abundantes e os granulos de proteinas, raros (Tadkowski & Jones 1979).

Sessenta e cinco horas ap6s a alimentagdo sangiiinea, quando os ovos jd estdo
completamente desenvolvidos, os trofécitos apresentam RER escasso. Ribossomos, glicogénio
e mitocondria predominam ainda mais no citoplasma em relacdo aos periodos anteriores,
especialmente em volta do nicleo. O restante do citoplasma é preenchido por mitocdndrias,
particulas de glicogénio, lisossomos e estruturas vacuolares elétron-densas (Tadkowiski &
Jones 1979).

Na subfase de terminagfo, os endossomos podem ser divididos em dois grupos: (1)
endossomos iniciais, delimitados por um sistema duplo de membrana, e (2) endossomos
tardios, circundados por sistema simples de membrana. A cisterna do RER, do complexo de
Golgi, as mitocOndrias e as vesiculas de secre¢do podem ser facilmente identificadas no
interior dos endossomos iniciais. Remanescentes das organelas também podem ser observados
como um material fibroso no interior dos endossomos tardios (Snigirevskaya et al. 1997).

As alteracoes dos trofécitos ao longo da vida adulta do A. aegypti ndo se restringem a

sintese e degradagdo de organelas, mas também incluem o contetido do DNA nuclear. Em
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larvas de quarto estdgio e em adultos recém-emergidos, os trofdcitos sao dipldides. Porém, nos
adultos com tré€s dias de idade, o contetido de DNA esta duplicado ou triplicado. Quarenta e
oito horas apds a alimentacdo sangiiinea, a ploidia dos trofécitos também aumenta e isso estd
correlacionado com o aumento do titulo do horménio juvenil. Acredita-se que o aumento de
ploidia seja um importante mecanismo que resulta no aumento de atividade de sintese no
corpo gorduroso para atender a demanda ovariana pelos componentes do vitelo (Dittmanm et

al. 1989).

1.6. Os endcitos

Os endcitos foram descritos pela primeira vez hd mais de 140 anos atrds em larvas de
diferentes espécies de insetos por Landois (1865). Posteriormente Koschevnikov (1900)
reportou a presenga dessas células em A. mellifera (Hymenoptera) e Bombyx mori
(Lepidoptera), supostamente como células glandulares, secretoras de componentes da cuticula.
Até o presente momento, os endcitos sdo considerados células enigmaticas, cuja fungdo néo
estd bem esclarecida para a maioria das Ordens de insetos, sendo um dos tipos celulares
menos estudados nestes organismos (Gould et al. 2001).

Os endcitos tém atraido o interesse dos fisiologistas de invertebrados devido ao grande
tamanho e ultraestrutura incomum. Diferente dos trofécitos, o citoplasma dos endcitos é pobre
em goticulas lipidicas e glicogénio. Porém, existem muitos elementos do REL, sugerindo que
nelas ocorre intenso processo de sintese de lipidios (Dean et al. 1985, Wigglesworth 1988,
Haunerland & Shirk 1995). Além disso, os endcitos compartilham com as células
esteroidogénicas e hepdticas dos vertebrados, respectivamente, os REL e RER abundantes e
densamente agrupados (Gould et al. 2001).

Os endcitos t€m sido bastante estudados nos himendpteros através de uma abordagem
histoquimica. Sdo exemplos dessa abordagem os trabalhos de Zara & Caetano (2004), Roma
et al. (2005; 2008), Rollo & Camargo-Mathias (2006), que estudaram o corpo gorduroso de
larvas e adultos de algumas espécies de formigas. Nestes insetos os endcitos estdo espalhados
entre as demais células do 6rgdo, possuindo um formato oval e com um niicleo centralizado.
Histoquimicamente, os endcitos possuem citoplasma homogéneo para proteinas e com
inclusdes lipidicas. Em A. mellifera os endcitos sdo semelhantes aos encontrados nas formigas
e estdo presentes entre as demais células do érgéo ou logo abaixo da epiderme, dependendo da
idade (Ruvolo & Cruz-Landim 1993).
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Em D. melanogaster, os endcitos se originam a partir de células do ectoderma e se
localizam na por¢do subepidérmica-lateral do embrido. Nas larvas eles formam grupos de
células aderidos na epiderme da lateral de cada segmento corpdreo (Hartenstein et al. 1992,
Elstob et al. 2001, Gould et al. 2001). O niimero de endcitos ndo é fixo por segmento
corpdreo, podendo variar entre quatro e nove, com uma média de seis células por grupo. Apds
a eclosdo, os endcitos experimentam um crescimento extensivo sem divisdo celular
(Bodenstein 1950 citado por Gould et al. 2001).

A localizagdo dos endcitos pode variar dependendo do organismo ou da fase em que ele
se encontra. No insetos hemimetdbolos como os da Ordem Blattaria ¢ Hemiptera, os endcitos
se localizam préximos a epiderme, separados pela lamina basal das demais células do corpo
gorduroso (Wigglesworth 1933, Fan et al. 2003). Em A. aegypti, os endcitos dos adultos sdo
encontrados na superficie e entre os trofécitos do corpo gorduroso abdominal. Ainda em
Aedes, os endcitos siio células mononucleadas, com um nucléolo proeminente e cromatina
condensada localizada preferencialmente na periferia do niicleo. Como nos insetos de maneira
geral, aqui os endcitos possuem o citoplasma rico em REL, e, além disso, apresentam vdrios
canaliculos, que representam invaginacdes da membrana citoplasmatica (Tadkowski et al.
1977).

Os endcitos também estdo presentes nos Diplopoda. Acredita-se que eles apresentam
grande capacidade de absorver substincias da hemolinfa, uma vez que na membrana
citoplasmatica existem muitas invaginacdes. Outra caracteristica compartilhada com os
endcitos dos insetos é a presenca de REL desenvolvido, sugerindo mais uma vez o
envolvimento destas células no metabolismo de lipidios. Em Rhinocricus padbergi
(Spirobolida) os endcitos circundam os ovdrios, sob a forma de filetes de células e encontram-
se envolvidas por espessa membrana basal de aspecto fibroso. O citoplasma é heterogéneo
com ribossomos e polirissomos abundantes e vesiculas fortemente elétron-densas. Também as
mitocondrias sdo abundantes e o complexo de Golgi € desenvolvido, sugerindo a sintese de
proteinas para exportagdo (Fontanetti et al. 2004).

Muitos estudos sugerem que os endcitos produzem lipidios relacionadas com a
impermeabilizacdo dos insetos. Em Rhodnius prolixus (Heteroptera) os endcitos ocorrem
isolados das demais células do corpo gorduroso e se associam as células da epiderme através
de prolongamentos. Esses prolongamentos interligam os citoplasmas dessas células, e através
deles, foi observado transporte de lipidios, que se acredita serem componentes cuticulares
(Wigglesworth 1988). Em larvas de C. ethlius (Lepidoptera), os endcitos se encontram
proximos das glandulas de cera, sugerindo participagdo dos endcitos na sintese de precursores

das secre¢des glandulares (Jackson & Locke 1989). Finalmente, foi demonstrado em Blattella
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germanica (Blattaria) que os endcitos sdo capazes de produzir hidrocarbonetos cuticulares
(Fan et al. 2003).

Estudos de microscopia eletronica e bioquimica sugerem que, além da glandula
protordxica, os endcitos de Tenebrio molitor (Coleoptera) sdo capazes de sintetizar in vitro -
ecdsona a partir de (4-14C) colesterol (Romer et al. 1974). Experimentos com endcitos de
Schistocerca gregaria (Orthoptera) também demonstraram in vitro que eles sdo capazes de
sintetizar parafina a partir de hidrocarbonetos marcados com *C (Diehl 1973, 1975).

Os endcitos também estdo envolvidos com a manutencdo da homeostasia nos insetos.
Foi demonstrado alto nivel de expressdao da NADPH citocromo P450 redutase nos endcitos de
Anopheles gambiae, (Diptera), sugerindo a participagdo destas células no metabolismo de
inseticidas em linhagens inseticida-resistentes (Lycett et al. 2006).

Os endcitos larvais de Drosophila melanogaster (Diptera; Brachycera) atuam no
controle do crescimento, da alimentagdo larval, do metabolismo e do armazenamento de
lipidios. Quando os endcitos sdo eliminados nas larvas L1, essas crescem menos e seus
respectivos adultos falham ao emergir, quando comparadas com larvas normais. Além disso,
larvas sem endcitos apresentam comportamento alimentar aberrante, abandonam o substrato
alimentar e reduzem a movimentagdo das mandibulas. Em conseqii€ncia disso, a quantidade
de alimento ingerido pelas larvas é reduzida. Diante de a privagdo alimentar os endcitos
armazenam lipidios sob a forma de goticulas, semelhante aos hepatdcitos de mamiferos no
mesmo contexto alimentar (Gutierrez et al. 2007).

Cingiienta e um genes séio expressos exclusivamente nos endcitos de D. melanogaster,
sendo que 22 (40%) deles codificam homdélogos de genes humanos relacionados com o
metabolismo de lipidios. Além destes genes foram identificados outros relacionados com a
absorcao de lipidios complexados a lipoforina na hemolinfa, via receptores LPR1 e LPR2.
Além desses, genes para a citocromo P450 oxidase, reguladores da diferenciagdo dos
hepatdcitos nos mamiferos, também estdo presentes (Gutierrez et al. 2007).

Os resultados de Gutierrez et al. (2007) também sugerem que em D. melanogaster, as
fungdes do figado dos mamiferos de estocar glicogénio e processar lipidios parecem estar
divididas entre os trofdcitos e os endcitos. Fazendo uma analogia entre o eixo tecido adiposo-
figado nos mamiferos, estes autores demonstraram que a mobilizacdo de lipidios dos
trofdcitos durante o jejum larval culmina com o actimulo de goticulas lipidicas nos endcitos.
Esse mecanismo mantém os niveis de lipidios baixos na hemolinfa e se assemelha a
mobilizagido que ocorre do tecido adiposo para o figado durante a esteatose humana (actimulo
de lipidios no figado). Essa comparagio constitui um importante modelo para o entendimento

das doengas que desencadeiam a esteatose.
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Além de participarem do metabolismo de lipidios, foi demonstrado por Bates &
Whitington (2007), que os endcitos participam da morfogénese dos neurdnios durante a
embriogénese de D. melanogaster. Embrides submetidos a ablag¢dio dos endcitos, tiveram o
processo de crescimento neuronal prejudicado, resultante da orientagdo incorreta dos axdnios.
A participagdo dos endcitos neste processo se deve a secre¢do do peptideo semaforina 2a
(Sema2a), que, dependendo da espécie, pode estimular ou inibir a expansdo dos axonios de
neurdnios em invertebrados e vertebrados. No caso de D. melanogaster, a secre¢do de Sema2a
inibe a formagdo axonal na regido de contato dos endcitos com os neurdnios, constituindo uma

barreira repulsiva, a qual previne a ma formac@o dos axonios sensoriais.

1.7. O corpo gorduroso e a resposta imune

As primeiras barreiras utilizadas para impedir a entrada de microorganismos nos insetos
sdo as barreiras externas, as quais sao compostas por estruturas revestidas pela cuticula e pelo
corion, no caso do embrido. Nos adultos, essas estruturas sdo representadas pelo tegumento, o
sistema digestivo e as traquéias, os quais compdem as duas principais rotas de infeccdo
(Chapman 1998).

A resposta imune tem um papel critico, porém, pouco estudado na complexa relagio
existente entre os artrépodes vetores e os patégenos que eles transmitem. Uma forte resposta
imune pode reduzir ou restringir a capacidade vetorial de certos hospedeiros invertebrados. O
entendimento da maneira pela qual determinado parasita escapa dessa resposta pode contribuir
para os estudos do bloqueio de sua transmissao através dos seus vetores naturais. Na resposta
imune dos insetos, o mecanismo de complementaridade do antigeno-anticorpo ndo existe.
Porém, eles possuem mecanismos de defesa inatos, como por exemplo a producdo de
peptideos antimicrobianos e a melanizacdo, efetivos quanto a destrui¢do de organismos
invasores (Tzo et al. 2002, Christophides et al. 2004).

O principal tecido responsdvel pela resposta imune € a hemolinfa que consiste de
hemdcitos e plasma. Entretanto, a resposta imune nos insetos ¢ miiltipla e a habilidade de
resposta aos organismos invasores ndo € restrita 2 hemolinfa. Nesse sentido, outros tecidos
atuam como imuno-competentes, como por exemplo, o corpo gorduroso, a cédrdia e o intestino
(Tzo et al. 2002).

O corpo gorduroso cumpre um importante papel na produgdo de peptideos contra fungos
e bactérias. Entretanto, é em D. melanogaster que esse mecanismo é mais bem compreendido.

Como essa espécie vive a maior parte do tempo da sua vida em ambientes fermentativos e em
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putrefagdo, isso a torna susceptivel ao ataque de uma gama de microorganismos (Hetru et al.
2003, Tzou et al. 2002). Além disso, a dieta de D. melanogaster é rica em derivados da
fermentacdo alcodlica, sendo intensa a participac@o do corpo gorduroso na desintoxicagdo pela
producio da élcool desidrogenase. Nesse sentido, mais uma vez, o corpo gorduroso pode ser
considerado andlogo ao figado dos mamiferos, pois além de servir de fonte de metabdlitos
circulantes, ele participa da desintoxicagdo e da produgdo de peptideos antimicrobianos
(SonderGaard 1993).

Apesar dos hemdcitos também produzirem peptideos antimicrobianos, a contribui¢do
deles € pouco significativa devido ao seu nimero reduzido em comparagdo as células do corpo
gorduroso. Pelo fato de ser um o6rgdo relativamente desenvolvido e sua localizagdo na
hemocele fazem com que o corpo gorduroso seja o principal tecido secretor de peptideos
antimicrobianos. Essas caracteristicas possibilitam esses peptideos alcancarem uma
concentragao efetiva relativamente rapido na hemolinfa. Exemplos desses peptideos sdo as
defensinas, cecropinas, diptericina, atacinas, drosocinas, drosomicinas e metinicovinas, que
tém sido isoladas, caracterizadas e os seus respectivos genes clonados a partir de D.
melanogaster desafiadas com bactérias e fungos (Dimopoulos 2003).

O corpo gorduroso também produz fatores envolvidos com a coagulacio e a
melanizacdo. Essas duas ocorrem nos locais de injuria, resultante da ativacio das respectivas
cascatas. Porém, esses dois processos ainda sdo pouco conhecidos. Estudos com artrépodes
indicam que essas cascatas sdo ativadas por componentes dos microorganismos, como
lipofosfossacarideos e peptideogliganos com residuos de B-1,3-glicano. Essas substincias
ativam vias proteoliticas que envolvem serino proteases. Essas proteases estdo bem
representadas no genoma de D. melanogaster e A. aegypti e sdo superexpressas no corpo
gorduroso diante da infec¢do microbiana (Hoffman & Reichhart 1997, Gorman & Paskewitz
2001, Tzo et al. 2002, Hetru et al. 2003). Por outro lado, a coagulag@o ¢ a melanizacdo podem
ser mediadas por serpinas, cuja funcéo € neutralizar as serino-proteases. As serpinas podem ter
diferentes origens. Em Manduca sexta (Lepidoptera) elas sdo expressas em niveis altos no
corpo gorduroso e em menor quantidade nos hemdcitos (Kanost 1999).

A melanizagdo é precedida pela ativagdo da fenoloxidase da hemolinfa, que catalisa a
conversao de dopamina em melanina, a qual € téxica para os microorganismos. A formacao de
fenoloxidase se dé a partir da pro-fenoloxidase. Na presenga de oxigénio, ocorre a formacdo
da fenoloxidase, levando a formagdo de espécies reativas de oxigénio, que podem também
atuar na resposta imune. Apds a ativagdo da cascata de melanizagdo e coagulagdo, entram em
cena dois importantes mecanismos de defesa proporcionados pelos hemdcitos. Esses

mecanismos sdo a fagocitose, no caso de patégenos pequenos, e a encapsulacdo, no caso de

26



patdgenos grandes. Nesse caso, os peptideos antimicrobianos também so secretados a fim de
opsonizarem os invasores (Vilmos & Kurucz 1998, Barillas-Murry et al 2000, Tzo et al.
2002).

Alguns mecanismos pelos quais os organismos estranhos sao reconhecidos na hemolinfa
dos insetos ja foram decifrados. Em D. melanogaster a injiria desencadeia uma cascata
proteolitica que culmina com a quebra da proteina Spatzle da hemocele que se liga aos
receptores do tipo Toll na superficie das células do corpo gorduroso. Essa ligagdo é
responsavel pela via de sinalizag@o intracelular que culmina com a produg@o dos peptideos
antimicrobianos. Os microorganismos invasores também podem ser reconhecidos por lectinas
da hemolinfa. Essas, por sua vez, sdo capazes de se ligar aos carboidratos da superficie da
parede bacteriana, atuando como opsoninas. As lectinas também sfo produzidas no corpo
gorduroso diante da injudria do tegumento, durante a embriogénese e a metamorfose das larvas
de S peregrina (Diptera) (Takahashi et al. 1986, Hoffman & Reichhart 1997, Hetru et al.
2003).

Outra forma que os insetos utilizam para bloquear a invasdo por microorganismos € a
manuteng¢do de um microambiente hostil no intestino médio, através de um pH baixo e pela
secrecdo de lisozimas. As lisozimas hidrolisam os peptideoglicanos nos residuos glicosidicos
B-(1,4) da parede bacteriana, e possuem atividade quitinolitica contra fungos (Hultmark 1996,
Vilmos & Kurucz 1998). Em Hyalophora cecropia (Lepidoptera), as lisozimas compdem um
dos trés mais abundantes peptideos antimicrobianos, junto com a cecropina e as atacinas.
Assim como os peptideos antimicrobianos, as lisozimas estdo presentes nos hemdcitos sob a
forma de granulos intracitoplasméticos e também tém o corpo gorduroso como uma de suas
fontes (Zachary & Hoffmann 1984). H4 evidéncias que as lisozimas agem em sinergismo com
a cecropina, mas diferente dessa, as lisozimas sdo expressas constitutivamente no corpo
gorduroso. Em M. domestica e D. melanogaster (Diptera), as lisozimas tém um importante
papel como enzimas digestivas do intestino médio, atuando nos microorganismos ingeridos

(Hultmark 1996).

1.8. O cultivo primario do corpo gorduroso

O interesse de se desenvolver o cultivo primdrio de células ou tecidos provenientes de
insetos vetores justifica-se pelo fato de que esses animais sdo importantes transmissores de
arboviroses em homens e animais domésticos. Semelhante ao que acontece com os vetores,

existe um grande interesse no cultivo de células ou tecidos de insetos de importancia agricola.
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O dano causado por esses insetos e a resisténcia a inseticidas estimula o desenvolvimento de
culturas celulares para producdo de virus em larga escala. Além disso, o cultivo de células de
vetores pode ser aplicado em estudos morfogenéticos, na virologia, patologia, bioquimica,
genética e outros campos da biologia e medicina (Leake 1997, Hernandez-Crespo et al. 2000,
Sudeep et al. 2005).

Nos ultimos anos os estudos com cultivo celular de insetos estio concentrados em
linhagens celulares dos Lepidoptera, devido a facilidade de obtencdo das células. Isso se deve
ao fato de serem animais relativamente grandes, o que torna fécil a obtencdo de material
biolégico e ao seu potencial para ser aplicado na biotecnologia e na agricultura. Linhagens
celulares de lepidopteros foram inicialmente estabelecidas para producdo de virus
entomopatogénicos como biopesticidas para o controle de pragas agricolas. Com o
desenvolvimento do sistema de expressdo através da infeccdo por baculovirus, a cultura de
células desses insetos também se tornou interessante para expressao heteréloga de proteinas de
eucariotos, facilitando a obtengio e o isolamento das mesmas (Sudeep et al. 2005).

A literatura € vasta em trabalhos considerando o cultivo primario do corpo gorduroso
dos lepidépteros na fase larval. Consideranto esse 6rgdo como um dos mais desenvolvidos dos
insetos, isso maximiza a obtencdo de uma quantidade satisfatéria de células para o
estabelecimento do cultivo. De maneira geral, quando transferidas para o meio de cultura, as
células dos corpos gordurosos larvais de mariposas sdo capazes de migrar para o substrato. A
maioria dessas células morrem antes do primeiro més em cultivo, enquanto outras se
multiplicam, possibilitando o subcultivo. Geralmente, dois tipos celulares sdo observados,
sendo um deles semelhante aos macréfagos, e outro com formato oval, semelhante aos
trofécitos. Nas células de Mamestra brassicae (Noctuidae) foram feitos ensaios para a
atividade de vdrias enzimas, como por exemplo, a esterase, e foi mostrado que essas células
conservam-nas. No caso de Spilosoma imparilis (Arctiidae), na 32° passagem foi possivel
obter uma linhagem celular derivada do cultivo primdrio do corpo gorduroso e em todas as
espécies de mariposas, as linhagens celulares puderam ser infectadas por diferentes virus
entomopatogénicos (Mitsuhashi 1983, 1984, Inoue & Mitsuhashi 1985, Mitsuhashi & Inoue
1988, Zhang et al. 2006).

Quando cultivado, o corpo gorduroso larval de B. mori (Lepidoptera) apresenta células
ovaladas semelhante aos trofdcitos, com goticulas de lipidio no citoplasma. Apés a digestdo
da lamina basal, essas células sdo capazes de se reagregarem, regenerando a ldmina basal.
Esse estudo mostrou que mesmo in vitro, essas células sdo capazes de sintetizar certas
proteinas de reserva que sio secretadas na hemolinfa durante trés meses. Esses duas protefnas

chamadas de SP1 e SP2 constituem duas das principais proteinas de reserva larvais nessa
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espécie, e sdo ricas em residuos de metionina e fenilalanina, e tirosina, respectivamente
(Kishimoto et al. 1999).

Além dos estudos com cultivo do corpo gorduroso dos lepiddpteros, existem alguns
trabalhos considerando o cultivo primdrio desse 6rgdo em outros insetos. Easton & Horwath
(1994) estudaram o corpo gorduroso larval e pré-pupal de T. molitor (Coleoptera) e
descreveram morfologicamente as células em cultivo primdrio. Nesse estudo foi demonstrado
que as células do corpo gorduroso preservam as caracteristicas morfoldgicas, histoquimicas e
funcionais originais por mais de dois meses, 0 que constitui um pré-requisito para o uso desse
6rgdo em estudos in vitro. Também nesse experimento os trofdcitos retiveram a capacidade de
sintetizar uma proteina anticongelante.

Resultados semelhantes foram obtidos com o cultivo primério do corpo gorduroso dos
adultos de P. americana (Blattaria), onde foi possivel cultivar os trés tipos celulares do corpo
gorduroso: trofécitos, urdcitos e micetdcitos. Nesse caso o cultivo pode ser mantido por seis
meses. A partir do segundo més, os trofdcitos originam células de aparéncia menos
diferenciada (definidas como adipocytes-like). Os urdcitos perecem e a quantidade de células
grandes reduz, havendo a selecdo de células menores que passam a se multiplicar.
Supostamente os trofécitos e os micetécitos sdo os unicos capazes de multiplicar, mas
curiosamente, 0s micetdcitos ndo apresentam simbiontes no citoplasma. No caso dos
trofécitos, as suas caracteristicas funcionais como a capacidade de estocar lipidios e
glicogénio sdo mantidas ao longo do cultivo primdrio (Philippe 1982).

Através do cultivo primario do corpo gorduroso foi possivel conhecer virios aspectos da
fisiologia dos insetos, principalmente relacionados a reproducdo. Existem trabalhos com os
corpos gordurosos de Locusta (Orthoptera) e Periplaneta (Blattaria) mostrando que ele é
capaz de responder ao hormonio juvenil produzindo e secretando vitelogenina na auséncia de
ecdisterona. Em M. sexta (Lepidoptera), o horménio juvenil é capaz de estimular a produgéio
de esterase no corpo gorduroso (Marks 1980). O cultivo primério do corpo gorduroso de A.
aegypti também foi usado para se estudar as proteinas produzidas por esse érgdo. Nesses casos
foram usados corpos gordurosos inteiros e aderidos ao tegumento abdominal incubados in
vitro (Deitsch et al. 1995, Raikhel et al. 1997, Sun et al. 2000).

O cultivo primdrio do corpo gorduroso de pupas e de fémeas vitelogénicas de A. aegypti
mostrou que, além de produzir os componentes do vitelo, ele também produz lipoforinas de
baixa e alta densidade. As lipoforinas transportam os lipidios absorvidos no intestino médio
para o restante do corpo, e os lipidios produzidos no corpo gorduroso para os outros 6rgaos. A
producido de lipoforinas € alta em ambas as etapas do desenvolvimento do mosquito, porém

atinge o pico de produgdo 18h apds a alimentagdo sangiifnea (Sun et al. 2000).
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A descoberta de que o corpo gorduroso € capaz de responder ao horménio ecdisona,
através da sintese de vitelogenina e lipoforinas representou um grande avango nos estudos de
interagdio corpo gorduroso-ovirio em A. aegypti. Mais tarde foi possivel estudar a endocitose
de vitelogenina e as outras proteinas do vitelo, como a carboxipeptidase e a tiolprotease,
através de receptores ovarianos. Acredita-se que aplicagcdo do cultivo primdrio sera til nos
estudos da regulacdo da expressdo génica a medida que mais genes expressos especificamente
no corpo gorduroso estiverem clonados (Deitsch et al. 1995, Raikhel et al. 1997, Sun et al.
2000).

Existem poucos trabalhos na literatura considerando o cultivo primdério dos endcitos. Em
ambos os trabalhos, foram fornecidos precursores radioativos diluidos em meio de cultivo.
Mostrou-se que os endcitos sdo capazes de metabolizd-los, produzindo e secretando novos
produtos para o meio. Pode-se citar o trabalho de Romer et al. (1974), que estudou os endcitos
de larvas de T. molitor (Coleoptera) e Diehl (1973, 1975) que estudou os endcitos de S
gregaria (Orthoptera), mostrando, respectivamente, a atuagio dessas células no metabolismo
de esterdides e de parafina. Recentemente, Fan et al. (2003) estudaram a sintese de

hidrocarbonetos da epiderme a partir de endcitos de B. germanica (Blattaria).

1.9. O transcriptoma do corpo gorduroso

Um transcriptoma pode ser definido como uma cole¢do de genes transcritos em um
organismo, tecido ou célula em um determinado momento ou sob determinada condi¢@o. As
informacgdes contidas nos transcriptomas t€ém sido tteis para diferentes propdsitos, como a
descri¢do de novos genes, o desenvolvimento de microarranjos e de algoritmos que permitem
a busca de genes em genomas, e tém facilitado a clonagem de genes. Apesar das dificuldades
existentes na geracao dos transcriptomas, essa abordagem molecular constitui uma ferramenta
importante para o estudo de genes e o seus padrdes de expressao (Oliveira 2007).

Para gerar um transcriptoma, ndo é necessdrio obter seqiiéncias inteiras, bastando
seqiienciar uma determinada regido de cada cDNA. A seqiiéncia parcial de um cDNA ¢é
denominada de EST (do inglés Expressed Sequence Tag - etiquetas de seqiiéncias de
expressdo). Uma das formas de se obter ESTs é através da clonagem, da transcri¢do reversa
dos RNAs mensageiros [RNAm(s)] e do seqiienciamento das extremidades dos respectivos
cDNAs. Esse método requer a obtencdo de uma biblioteca de ¢cDNA ndo normalizada,

permitindo estimar as quantidades relativas dos transcritos. De posse das ESTs e através de
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algoritmos € possivel descobrir se existe similaridade ou identidade com outras seqiiéncias de
genes ou de proteinas depositadas em banco de dados (Schuler 1997, Oliveira 2007).

A associagdo entre a abundincia de transcritos e a funcdo de determinada estrutura
biolégica torna possivel inferir sobre as condi¢des fisioldgicas de um 6rgao, tecido ou até
mesmo o organismos inteiros, quando os respectivos perfis da expressdo génica sio revelados
(Pevsner 2003). Apesar de recente, o estudo dos transcriptomas tem sido usado como
ferramenta para o entendimento fisiolégico e dos atributos funcionais de determinados 6rgaos
de insetos vetores.

As interagOes parasito-hospedeiro representam adaptagdes coevolutivas complexas. A
compatibilidade dessas relagdes é dependente da capacidade do hospedeiro reconhecer e
responder ao parasito para enfraquecé-lo, ou do parasito escapar do sistema imune do
hospedeiro. Essas interacdes dindmicas sd3o inquestionavelmente manifestadas nos
transcriptomas. Acredita-se que a decodificagdo da expressdo gé€nica da relagdo parasito-
hospedeiro poderd levar ao desenvolvimento de estratégias no bloqueio da transmissdo dos
mesmos pelos vetores (Bartholomay et al. 2004).

Serdo discutidos a seguir alguns trabalhos que descreveram o transcriptoma de insetos
inteiros e/ou de Orgdos especificos. No futuro, transcriptomas Orgdos-especificos serdo
responsaveis pelo melhor entendimento do funcionamento dos organismos vetores e poderdo
ser uteis para a montagem de um “quebra-cabega”, onde cada pega, ou transcriptoma,
contribuird para o melhor entendimento da biologia desses animais (Bartholomay et al. 2004).

O genoma do A. aegypti é composto por aproximadamente 1376Mpb (Mega pares de
bases) organizados em tré€s pares de cromossomos autossomais. Em 2007 o seqiienciamento
do genoma do A. aegypti foi publicado, constituindo o terceiro genoma de Diptera, precedido
pelo de D. melanogaster e A. gambiae. Curiosamente, cerca de 47% de todo o genoma de A.
aegypti consiste de seqiiéncias correspondentes a elementos transponiveis (transposons).
Apesar disso, acredita-se que a maior parte delas sejam degeneradas ou néo funcionais (Nene
et al. 2007).

Também foi feita a identificagdo dos genes expressos no genoma de A. aegypti,
considerando as diferentes fases de vida. Dos 15.419 genes identificados como codificantes,
12.350 (80%) sao transcritos nos adultos. Um niimero bem maior de genes (38) do sistema
imune é encontrado em larvas em comparacdo com adultos (19). Isso poderia ser explicado
pelo fato das formas imaturas estarem em contato com a microbiota aqudtica (Nene et al.
2007).

A estratégia de seqiienciar os cDNAs de transcritos obtidos do corpo inteiro também foi

usada em fémeas adultas de Lutzomyia longipalpis (Diptera; Psycodidae) infectadas por
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Leishmanina infantum e L. mexicana. Essa estratégia gerou um grande banco de dados sobre
os RNAm(s) presentes em flebotomineos infectados. Comparando-se esse banco de transcritos
com os de D. melanogaster e A. gambiae, foram encontrados 44,7% e 45,9% de similaridade,
respectivamente (Dillon et al. 2006).

Outra andlise comparativa revelou que a similaridade entre o transcriptoma de Aedes e
D. melanogaster ¢ de 58% e com A. gambiae ¢ de 67%. Do total de genes que provavelmente
codificam para proteinas, 28% estd envolvido com gustagdo e olfacdo, 12% sdo membros da
familia de genes para componentes cuticulares e 8% corresponde a familia da citocromo P450.
Esse resultado representa uma expansdo da representatividade desses genes no genoma de A.
aegypti em comparagiio com os outros dois genomas. Isso poderia ser responsivel por um
sistema de olfato e de desintoxicacdo mais elaborado, contribuindo para uma maior
capacidade de sobreviver dessa espécie diante das ameagas representadas pelos inseticidas em
comparagio com outros mosquitos (Nene et al. 2007).

A geracdo de transcriptomas de vetores estd concentrada nos estudos das glandulas
salivares e do intestino médio. Essa concentragdo € considerada estratégica no contexto
hospedeiro-parasito, pelo fato destes 6rgdos estarem diretamente ligados a colonizagio,
reprodugdo e inoculacdo dos parasitos. No caso da glandula salivar, os trabalhos estdo
centrados na descricdo das proteinas salivares capazes de ativar a resposta imune dos
vertebrados, bloquear a hemostase e até mesmo atuarem como coadjuvantes no processo de
infeccdo (Valenzuela et al. 2002, 2003, Calvo et al. 2004, Ribeiro et al. 2004, Arca et al.,
Anderson et al., Oliveira et al. e Kato et al. 2006). No caso do intestino médio, os trabalhos
estdo focados nos transcritos que codificam proteinas relacionadas com a resposta imune do
hospedeiro invertebrado, no processo de digestdo sangiiinea e na formagdo da matriz
peritréfica (Ramalho-Ortigdo et al. e Warr et al. 2007).

O transcriptoma do intestino médio de Phlebotomus papatasi (Psycodidae) possibilitou
investigar a dindmica da expressdo génica dos intestinos médios de fleb6tomineos alimentados
com agticar, com sangue infectado e ndo infectado por L. major. Nesse trabalho foi mostrado
que a presenga do parasita diminui a expressdo de genes que codificam peritrofinas, proteinas
das microvilosidades e quimiotripsina. Essa diminui¢do poderia facilitar a adesdo do parasita a
parede intestinal e protegé-lo da digestdo proteolitica (Ramalho-Ortigdo et al. 2007).

O estudo do transcriptoma das glandulas salivares (sialomas) dos anofelinos (A. darlingi,
A. gambiae and A. stephensi) e de culicineos (A. aegypti, A. albopictus e Culex
quinquefasciatus) representou um grande avanco para o entendimento do funcionamento das
mesmas e da constituicio das suas respectivas salivas. A andlise comparativa entre os

diferentes sialomas possibilitou inferir sobre a filogenia, a estrutura das diferentes populagoes
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geograficas desses organismos, além de identificar genes relacionados com a capacidade
vetorial e a preferéncia de cada espécie pelos respectivos hospedeiros (Valenzuela et al. 2002,
2003, Calvo et al. 2004, Ribeiro et al. 2004, Arca et al. 2006).

O perfil da expressido génica das glandulas salivares de flebotomineos (P. ariasi, P.
duboscqi, P. argentipes e P. perniciosus) também tem sido estudado devido a importéncia de
suas proteinas anti-hemostdticas e por essas proteinas estarem relacionadas com a infecc¢do do
vertebrado por espécies de Leishmania (Anderson et al., Oliveira et al. e Kato et al. 2006).

Os transcriptomas dos 6rgaos imuno-competentes ja foram descritos para alguns insetos.
Os primeiros transcriptomas gerados a partir de hemdcitos foram, simultaneamente, os dos
mosquitos A. aegypti e Armigeres subalbatus. Isso significou um grande passo para o
entendimento da relagdo mosquito-parasito porque foram feitos com mosquitos inoculados
com bactérias (Bartholomay et al. 2004).

A primeira descri¢io do transcriptoma do corpo gorduroso de mosquito foi realizada por
Feitosa et al. (2006), considerando fémeas de A. aegypti em periodo de intensa vitelogénese. A
maioria dos transcritos analisados (41%) corresponde a genes comprometidos com a sintese de
proteinas. A quantidade de transcritos relacionados com a vitelogénese foi cerca de 15% do
total. Surpreendentemente, sé foram encontrados trés genes de resposta imune
correspondentes aos genes de lectinas, defensina e cecropina.

O transcriptoma do corpo gorduroso das larvas de Antheraea mylitta (Lepidoptera)
desafiadas com Escherichia coli, revelou um amplo arsenal de transcritos (31%) que
correspondem as proteinas da resposta imune humoral. Este arsenal inclui atacina, cecropina,
hemolina, serpina, lisozima, entre outras. (Gandhe et al. 2006). A comparagdo do
transcriptoma de M. sexta desafiadas e ndo desafiadas, revelou a expressdo diferenciada de
véarios componentes da imunidade diante da presenca de bactérias. Entre eles, peptideos
antimicrobianos, fatores da cascata de melanizacdo, serino proteases e lectinas (Zhu et al.
2003).

Apesar de existirem algumas analises de expressdo génica do corpo gorduroso de
diferentes fases do desenvolvimento dos insetos, pouco é sabido sobre quais desses transcritos
realmente sdo traduzidos. Uma andlise do proteoma do corpo gorduroso de larvas de B. mori
(Lepidoptera) desafiadas com lipopolissacarideos confirmou a produgdo de proteinas da
resposta imune pelo 6rgdo. Entre elas, atacinas, serino proteases e dois novos peptideos ndo
identificados (Wang et al. 2004).

Os afideos da espécie Acyrthosiphon pisum abrigam proteobactérias do género Buchnera
em seus bacteridcitos. Esses endosimbiontes sdo responsdveis pela produgdo de aminoacidos

essenciais e vitaminas B, enriquecedores da dieta desses animais. Os estudos do genoma desse
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procarioto e do transcriptoma dos bacteridcitos revelaram que ao longo do tempo houve
transferéncia horizontal massiva de genes para o afideo, restando no simbionte os genes
envolvidos com a produgdo de nutrientes. O transcriptoma dos bacteridcitos foi o primeiro
considerando células do corpo gorduroso isoladamente. Como esperado, os genes altamente
expressos nessas células correspondem aos do metabolismo de aminoécidos, seguido pelos de
transporte (a maioria transporte de aminoécidos) e de lisozimas. Paradoxalmente, as lisozimas
correspondem aos transcritos mais expressos nos bacteridcitos, mas o significado disso é
obscuro (Nakabachi et al. 2005).

Como discutido acima, os 6rgaos mais bem caracterizados em termos da expressdo
génica nos insetos sao a glandula salivar e o intestino médio (Valenzuela et al. 2003, Calvo et
al. 2004, Ribeiro et al. 2004, Arca et al. e Kato et al. 2006, Ramalho-Ortigdo et al. 2007).
Porém, diante de uma infecgdo, os eventos que acontecem na hemolinfa sdo tdo importantes
quanto os que acontecem nesses dois 6rgdos, pois como discutido anteriormente, a resposta
imune é capaz de inibir o desenvolvimento dos parasitos na hemocele, impedindo sua
transmissdo. Neste sentido, a resposta imune da cavidade corpdrea constitui um potencial para
o bloqueio dos parasitos no meio termo da jornada intestino médio-glandula salivar (Tzo et al.
2002, Christophides et al. 2004). Considerando o potencial do transcriptoma para a inferéncia
da fung@o de estruturas bioldgicas, foi langada méo da biblioteca de cDNA para se descrever

pela primeira vez o transcriptoma dos endcitos de A. aegypti.
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2. Objetivos
2.1. Testar a hipdtese de que o corpo gorduroso de A. aegypti é capaz de se reorganizar
do ponto de vista ultra-estrutural, histoquimico e morfométrico de acordo com a idade e com o

tipo de alimentagdo.

2.2. Testar a hipétese de que é possivel manter os endcitos pupais de A. aegypti em

cultivo primdrio.

2.3. Testar a hipétese de que os endcitos pupais de A. aegypti expressam transcritos

relacionados com os processos de desintoxicacao, sintese de lipidios e imunidade inata.
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3. Métodos

3.1. Mosquitos

Para a realiza¢do dos estudos morfoldgicos e do cultivo primdrio, fémeas do A. aegypti
foram obtidas de colonias mantidas no Laboratério de Entomologia Médica (LEM) do
Instituto René Rachou (Fiocruz-MG). Originalmente, essas colonias foram formadas a partir
de mosquitos coletados na cidade de Campos dos Goitacazes, estado do Rio de Janeiro.
Quatro grupos de fémeas foram utilizados: (a) fémeas pds-emergidas, com um dia de idade;
(b) fémeas com 18 dias de idade alimentadas com soluc@o de acticar 10%; (c) fémeas com 18
dias de idade, 18 horas apds o alimentac@o sangiiinea e (d) fémeas com 18 dias de idade,
quatro dias (96h) apds o alimentagdo sangiiinea . No caso do ultimo grupo, as fémeas foram
alimentadas com agucar at¢ um dia antes da alimentag¢@o sangiiinea, sendo alimentadas em
camundongo anestesiado no 14° e 17° dias de idade e mantidas com agucar até o 18° dia de
vida. Somente foram usadas fémeas ingurgitadas e que no quarto dia apds a alimentacdo
sangiifnea estavam com o intestino médio completamente esvaziado.

Para a construgao da biblioteca de cDNA, os endcitos foram obtidos de pupas fémeas da
linhagem MOYO R de A. aegypti. A linhagem Moyo-in-Dry (MOYO) foi originalmente
coletada na Vila Shauri Moyo, Mombasa (Quénia) em 1974. A sublinhagem MOYO R (R de
refractory ou resistente) apresenta taxa de infec¢do por Plasmodium gallinaceum em torno de
8% (Thathy et al. 1994). Essa sublinhagem também apresenta resisténcia a infecc¢@o pelo virus
dengue 2, com uma taxa de infec¢@o em torno de 19% (Schneider et al. 2007). A sublinhagem
MOYO R ¢ mantida no laboratério do Dr. Dave Severson da Universidade de Notre Dame

(IN-EUA).

3.2. Morfologia

3.2.1. Disseccio do corpo gorduroso de fémeas adultas de A. aegypfi.

Os mosquitos foram lavados com dgua e uma gota de detergente em tubos de centrifuga
(Falcon) e chacoalhados, para a retirada do excesso de escamas na superficie do corpo. Em
seguida, os mosquitos foram lavados em 4gua corrente com o auxilio de uma peneira e

mantidos mergulhados em PBSx1 (tampao fosfato) sobre o gelo até a dissec¢do. Depois de
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colocados sobre uma ldmina de vidro sob o microscopio estereoscopio, as asas € as pernas
foram retiradas. Com o auxilio de estiletes, o térax e a cabega foram retirados e o abdome foi
aberto longitudinalmente em uma das pleuras laterais (entre os tergitos e esternitos). Este
dltimo procedimento foi feito com o auxilio de estilete ou microtesoura (Roboz), e com

bastante cuidado, para que o corpo gorduroso fosse preservado juntamente com a carcaga.

3.2.2. Histologia

Apés a abertura da cavidade abdominal, os Orgdos viscerais (sistema digestivo e
reprodutor) foram retirados e o fixador gotejado sobre o corpo gorduroso. Os corpos
gordurosos aderidos ao tegumento foram fixados em solugdo fixadora contendo glutaraldeido
2,5%, sacarose 7% e tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 por duas horas. Em seguida as amostras
foram lavadas duas vezes em PBS, desidratadas em solugdo alcodlica crescente, infiltradas em
solucdo etanol/historesina Leica (1:1) por 40min e em historesina pura sem endurecedor por
no minimo uma hora. Apds a infiltragdo, as amostras foram embebidas em historesina com
endurecedor em cdpsulas de pléstico, ao abrigo do ar e a temperatura ambiente por no minimo
40min, de acordo com protocolo do fabricante.

Blocos de resina polimerizada contendo as amostras foram seccionados (1-2pym) com o
auxilio de um micr6tomo e navalhas de vidro. As secgdes foram coradas com azul de
toluidina-borato de sddio 1%. As laminas foram montadas com Entellani:,| observadas e

fotografadas em microscépio dptico.

3.2.3. Histoquimica

Quatro métodos histoquimicos foram usados: (a) mercirio de bromofenol para
evidenciar proteinas totais; (b) teste do PAS (Periodic Acid-Shiff) para evidenciar
polissacarideos neutros; (c) Reacdo de Feulgen para evidenciar DNA, seguida da
contracoloragio pelo verde répido (fast green) 0,1% e (d) impregnac@o por tetréxido de smio
2% em tampao cacodilato pH 7,2 para evidenciar lipidios. Com excecdo do mercirio-
bromofenol, feito nas secc¢des histoldgicas (7-10um), os métodos histoquimicos foram
realizados em bloco, ou seja, no érgéo inteiro antes da desidratagio (adaptado de Behmer et al.

1976, Martins & Serrdo 2002, 2004).
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3.2.4. Microscopia eletronica de varredura

Ap6s fixagdo e lavagem em PBSx1, os corpos gordurosos foram pés-fixados em solugio
de tetroxido de 6smio 1% e ferricianeto de potdssio 0,8% (Pimenta & De Souza 1983) por
uma hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30-100%). Em seguida, as amostras foram submetidas a
secagem rdpida através do aparelho de ponto critico, montadas em suportes apropriados e

metalizadas com ouro, a fim de serem observadas e registradas no MEV JEOL JSM 5600.

3.2.5. Microscopia eletronica de transmissio

Pequenos pedacos do corpo gorduroso aderidos ao tegumento foram pds-fixados e
desidratados como descrito para a MEV, e em seguida, foram mergulhados e mantidos em
soluc@o de acetona/Epon (1:1) durante a noite e posteriormente em Epon (Ted Pella) por 24h,
seguido da polimerizacdo por 48h a 58°C. Apds a polimeriza¢do, foram obtidas secgdes
semifinas (700nm) e ultrafinas (70-90nm) no ultramicrétomo com o auxilio de navalha de
diamante. As sec¢des semifinas foram coradas com azul de toluidina 1% sobre placa aquecida.
As secgdes ultrafinas foram coletadas em grades de cobre (300 mesh), contrastadas por 30min
em acetato de uranila aquosa, lavadas com agua destilada, contrastadas por 10min em citrato
de chumbo e novamente lavadas. O material foi observado e fotografado com o auxilio do
MET Zeiss EM 109.

3.2.6. Morfometria e anilise estatistica

As diferentes populagdes celulares do corpo gorduroso foram contadas e os didmetros
nucleares foram medidos nas seccdes histoldgicas em seis individuos nos trés diferentes
grupos de fémeas de A. aegypti (item 3.1) com o auxilio do Programa Zeiss KS 300%. Os
valores médios dos didmetros nucleares foram comparados através da andlise de varidncia
(ANOVA) e do Teste de Tukey para comparagdes miltiplas, com o nivel de significincia de

5%.
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3.3. Cultivo primario

3.3.1. Obtencio dos endcitos

Pupas com dois dias de idade foram lavadas em 4gua estéril com detergente, imersas em
soluc@o de Hipoclorito de Sédio 1% por Smin, transferidas para a solugio de Etanol 70% por
mais 5 min, lavadas trés vezes em dgua estéril, transferidas para o fluxo laminar e mantidas
em PBS até a dissec¢do. A partir daqui todo o processo de dissec¢do foi realizado dentro do
fluxo laminar e com o material esterilizado em autoclave a fim de evitar contaminagdo
(adaptado de Lynn 2002).

As pupas foram dissecadas sobre laminas em presenga de meio de cultura IPL41 com
antibidtico. O tdérax e a cabega foram separados do abdome com estiletes e pingas. Com o
auxilio de estiletes, o abdome foi comprimido na regido da cauda em direcdo a regido proxima
do térax, para expulsar os 6rgdos viscerais juntamente com o corpo gorduroso. Diferente dos
trofdcitos, os endcitos sdo grandes, estdo agrupados e ndo possuem goticulas lipidicas no
citoplasma que brilham com a iluminacdo do estereoscépio, facilitando a separacdo das
células. Os endcitos foram gentilmente coletados com o auxilio de micropipetas de 1-10uL.

Em nossos experimentos, foi utilizado o meio de cultura IPL41 (Sigma) suplementado
com concentrado lipidico 0,1% (Gibco), concentrado de levedura 4% (Yeastolate - Gibco),
acido plurdnico 1% (Gibco), triptose 1%, gentamicina 0,025% (Sigma), tetraciclina 0,025%,
Fungizon (anfotericina B) 0,05% (Gibco) e estreptomincina/penicilina 0,025% (Sigma).

Apds serem coletados, os endcitos foram inicialmente mantidos em meio de cultura em
microtubos de centrifuga previamente tratados com SigmacoteEI (Sigma). Células
correspondentes a cinco individuos/microtubos (aproximadamente 100 células) foram
centrifugadas no modo pulse até 5000rpm, lavadas e centrifugadas mais duas vezes com
PBSx1. Apés centrifugadas, as células foram ressuspendidas em 10uL de IPL41. Os endcitos
foram transferidos para laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma) e mantidas
em placas de seis pogos (wells) a temperatura ambiente por uma hora, para permitir a adesao
dos endcitos a laminula; apés, foram transferidos e mantidos em estufa a 28°C. Trés vezes por

semana SuL de IPL41 foram adicionados em cada pogo.
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3.3.2. Viabilidade celular

Células mantidas em cultivo primdrio por 57 dias foram incubadas por uma hora com o
corante laranja de acridina (acridine orange - Sigma) 0,001% em meio de cultura (adaptado
de Warr 2004), e posteriormente lavadas duas vezes com meio de cultura. Laminulas com
células aderidas foram montadas com glicerol, e posteriormente, analisadas no microscépio de
epifluorescéncia. O niimero de células provenientes de trés pogos (aproximadamente 300
células no total) com nicleo fluorescente foram contadas e comparadas com o nimero total de
células.

Para andlise morfoldgica de rotina, células foram fixadas com solugdo de etanol/dcido
acético (3:1), lavadas com PBS por trés vezes, coradas com Giemsa 0,01% por 12h, lavadas
novamente com PBS, desidratadas em solucdo crescente de etanol, montadas com Entellan e

fotografadas no microscépio dptico.

3.3.3. Microscopia laser confocal (MLC) - Marcacao do citoesqueleto

Os endcitos foram fixados em paraformaldeido 4% em PBS, pH 7,2 por 30min. Apés a
fixagdo, as células foram lavadas trés vezes em PBSx1 e incubadas com faloidina conjugada
com FITC (Isotiocianato de fluoresceina - Fluorescein Isothicyanate) (Phalloidin-FITC -
Molecular Probes) 1:100 em PBS/Triton (1%) por duas horas. As laminulas foram montadas

com MOWIOL e analisadas no MLC Zeiss LSM 510 para visualizagio do citoesqueleto.

3.3.4. Microscopia eletronica de varredura

Endcitos com dois dias em cultivo primdrio e aderidos em laminulas foram fixados e
pos-fixados como descrito no item 3.2.2. As laminulas foram cortadas com auxilio de uma

caneta de diamante e processadas para MEV como descrito no item 3.2.4.
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3.3.5. Microscopia eletronica de transmissao

Endcitos com dois dias em cultivo primdrio foram fixados e processados para MET
como descrito no item 3.2.5. Apés a fixagdo as células foram raspadas com auxilio de um
microrrodo e transferidas para microtubos de centrifuga, sendo que em cada fase dessa
preparacdo as células foram centrifugadas através de pequenos spins. A fim de preservi-las, as

células foram incluidas com Epon em microtubos de centrifuga de 500uL.

3.4. Transcriptoma

3.4.1. Obtencdo dos endcitos e extracio de RNA

Pupas foram dissecadas dois dias ap6s iniciarem a pupagdo como descrito no item
3.3.1, em presenca de PBS. Apds serem coletados, os endcitos foram centrifugados e mantidos
em RNALater (Invitrogen) a -70°C até o momento da extracdo de RNA. Foram utilizadas
cerca de 2500 células para a construcdo da biblioteca. O RNAm total foi extraido através do
kit de extragdo MicroFastTrack (Invitrogen).

As células foram lisadas em ImL de tampao de lise com 20uL de inibidor de RNAase
do kit Micro-FastTrack (Invitrogen) por 30min a 45°C de acordo com manual do fabricante.
Ap6s extragdo do RNA a solugdo foi centrifugada por 25min, 10°C, em velocidade méxima e

o sedimento (pellet) ressuspendido em 4L do tamp@o de eluigdo (Invitrogen).

3.4.2. Obtenciio da biblioteca de cDNA

O sedimento foi coletado e 0o RNAm (cerca de 400ng) retrotranscrito utilizando-se o kit
SMART ¢DNA® (Clontech) ¢ a enzima H-reverse transcriptase do kit Superscript II RNase
(Invitrogen) e o iniciador (primer) CDS III/3> PCR (Clontech) por uma hora a 42°C para
obten¢do da fita molde. A sintese da fita complementar foi feita através de produtos da PCR
utilizando o protocolo do kit SMART III (Clontech) com os respectivos iniciadores senso e o
antisenso. O produto de amplificagdo possui dois sitios de clivagem, o i I A e B, nas
extremidades do cDNA. A amplificagdo da dupla fita do cDNA foi realizada em termo-
ciclador utilizando o kit Advantage 2 PCR mix (Clonthec) em dois tubos (tubo 1 e tubo 2)
contendo aliquotas de 100uL da solu¢do com o cDNA de cada tubo. A utilizagdo de dois tubos
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possibilita repetir o experimento diante da perda de um deles. As condi¢des de amplificagdo
foram as seguintes: 95°C por dois minutos; 26 ciclos a 95°C por 10s e 68°C por quatro
minutos. Depois dos 10 primeiros ciclos aliquotas de 5uL dos produtos da PCR foram
retiradas do tubo dois a cada dois ciclos de amplificagdo e mantidas no gelo. As aliquotas de
SuL foram submetidas a corrida no gel de agarose 1% com marcadores de peso molecular de
100-2000pb (pares de bases) como controle. O melhor ciclo foi aquele cujo produto de
amplificacdo foi visto como um arraste no gel.

O produto da amplificac@o foi tratado imediatamente com proteinase K (0,8ug/pL) por
20min a 45°C. O c¢DNA foi purificado em mini-colunas Microcon YM-100 (Millipore-
Amicon) através da adicdo de 5S00uL de dgua ultra-pura e posterior centrifugacdo a 1000rpm
por 5-8min. Este procedimento foi repetido mais duas vezes para eluicdo do cDNA na coluna,
tomando-se o cuidado para ndo deixar a coluna secar. Completou-se o volume da solugdo
contendo cDNA coletado (5-9uL) para 79uL com dgua ultra-pura, seguido da digestdo com a
enzima Sfi | por duas horas a 50°C. O produto da digestdo foi fracionado em colunas
ChromaSpin 100 (Clontech).

Durante a passagem da soluci@o pelas colunas de fracionamento, cada gota foi coletada
separadamente em microtubos, totalizando 24 tubos, sendo uma gota por tubo (cada gota
contém aproximadamente 40pL). Trés yL de cada gota foram corridos em gel de agarose 1%
por 40min a 80V, para avaliarmos o tamanho dos fragmentos obtidos em cada fracdo. As
fragdes foram classificadas como contendo fragmentos pequenos, médios e grandes, sendo
descartadas as fracdes contendo os menores fragmentos, que geralmente correspondente a
RNA degradado. As fragdes contendo fragmentos de tamanhos aproximados foram reunidas
em trés fracdes: pequena, média e grande. As trés fragdes foram purificadas novamente em
mini-colunas Microcon YM-100 (Millipore-Amicon) e centrifugadas como descrito acima
(Valenzuela et al. 2002).

Aliquotas de 4L de cada amostra de cDNA foram submetidas ao processo de inser¢do
no vetor fago Lambda TriplEx2 (Clontech) a 16°C durante a noite (12h). O produto da ligacdo
foi empacotado através do kit Gigapack Gold III (Stratagene) por uma hora e 45min a
temperatura ambiente. Apés a montagem, 20uL de cloroférmio foi adicionado em cada uma
das bibliotecas (pequena, média e grande) a fim de prevenir a proliferacao de bactérias e as
bibliotecas foram mantidas a 4°C.

As bibliotecas foram plaqueadas através da infeccio de Escherichia coli XL1 MRF’
cells (Clontech) na fase logaritmica, cultivadas previamente overnight em meio LB. Dois pL

de cada biblioteca foram adicionados a SO0uL de E. coli XL1 em solug¢do de MgSO,4 10nm, na
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densidade 6tica de 0,5 em 600nm. Em seguida foram incubadas por 15min a 37°C e
plaqueadas em meio LB com dgar e crescidas a 37°C overnight. Amostras das placas-de-lise
(plaques) de cor branca foram coletadas com o auxilio de palitos de madeira esterilizados e
diluidas em 100uL de 4dgua ultrapura contidas em placas de 96 pocos. Quatro L de algumas
dessas amostras foram utilizados para andlise através da PCR com iniciadores que se anelam
com o vetor para verificarmos o tamanho dos insertos. Apés a PCR, as amostras foram
visualizadas em gel de agarose com Brometo de Etideo 0,001%. Foram utilizados o iniciador
PT2F1 (5’- AAGTACTCTAGCAATTGTGAGC-3’) o qual flanqueia na regidao upstream ou
extremidade 5° do ¢cDNA e o iniciador PT2R1 (5’-CTCTTCGCTATTACGCCAGCTG-3’),
que se posiciona na regido downstream (extremidade 3’) do cDNA. Pelo menos oito amostras
das bibliotecas com fragmentos pequenos, médios e grandes foram avaliadas, para

confirmagdo dos respectivos tamanhos dos fragmentos (Fig. 2) (Valenzuela et al. 2002).

Figura 2: Gel de agarose corado por brometo de etideo mostrando diferentes bandas
correspondentes aos produtos da amplificacdio de cDNAs provenientes da biblioteca de
fragmentos grandes. A primeira coluna da esquerda corresponde ao peso molecular (bp - pares

de bases).
3.4.3. Seqiienciamento e analise da biblioteca de cDNA

Foram coletadas aproximadamente 230 aliquotas de cada uma das trés bibliotecas.
Aliquotas de 5ul de cada pogo foram usadas como molde para a reagdo de PCR para
amplificacdo randdomica do cDNA pelos iniciadores PT2F1 e PT2RI1. O reagente Gotan
(Promega) foi utilizado para as PCRs e os produtos serviram como molde para a reacdo de
seqiienciamento. Apds as PCRs, uma etapa de purificagdo foi feita através do sistema de
filtragem Millipore (Vacuum Genomics Plate PCR Purify Millipore Plates). Apés a limpeza,
SuL de cada produto das PCRs foram usados para a reacdo de seqiienciamento juntamente
com Bi gDyeE| (Applied Biosystem). O iniciador PT2F3 5-
TCTCGGGAAGCGCGCCATTGT-3") que foi usado durante o seqiienciamento anela-se na
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regido upstream do inserto e downstream do iniciador PT2F1 (Valenzuela et al. 2002). O
produto da reacdo de seqiienciamento foi precipitado com etanol e as amostras secas foram
imediatamente ressuspendidas com 25ul de formamida ultra-pura (Sigma) e seqiienciadas no
seqlienciador de DNA ABI3730XL (Applied Biosystem).

As seqiiéncias em formato FASTA foram analisadas e editadas com o auxilio do
Programa SeqmanD(DNAstar) e os contigs resultantes (>80 nucleotideos) foram comparados
com banco de dados de A. aegypti do VectorBase (www.vectorbase.org) manualmente através
da ferramenta Blastn, considerando os valores de E (Expected value) >5. Os resultados foram
submetidos ao banco de dados do Gene Ontology [GO, www.geneontology.org (Molecular

Function)], InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro) e também foram utilizados artigos cientificos

para se atribuir fun¢des as proteinas preditas correspondentes aos transcritos.

Todas as ESTs foram depositadas no banco de dados dbEST do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.gov/dbEST/) recebendo ndmero de acesso no intervalo FE425950-
FE426452.
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4. Resultados

4.1. Estudo comparativo do corpo gorduroso de fémeas de A. aegypti de diferentes

idades e em distintas condicdes alimentares

4.1.1. Microscopia eletronica de varredura

As andlises no MEV mostram que o corpo gorduroso abdominal de A. aegypti é um
6rgdo amorfo, localizado logo abaixo do tegumento e pode ser dividido em dorsal, ventral e
lateral, de acordo com a localizagdo. Em geral, o corpo gorduroso apresenta vérios expansdes
ou lébulos, que se projetam do tegumento em direcéo aos 6rgdos viscerais e sistema nervoso
(Figuras 3-4).

Nas fémeas recém-emergidas, a porcao lateral do corpo gorduroso é proeminente,
composta por vérios l6bulos cilindricos em paralelo, refletindo a segmentagido corpérea do
inseto. Diferente dos 16bulos laterais, os 16bulos dorsais e ventrais s3o poucos desenvolvidos e
menos organizados (Fig. 3a).

Os l6bulos do corpo gorduroso sdo delimitados por uma delicada 1dmina basal, que
apresenta a superficie sinuosa devido as células do corpo gorduroso contidas logo abaixo dela
(Figs. 3b). Durante a disseccdo e o processamento do corpo gorduroso, a ldmina basal de
alguns 16bulos foi perdida expondo o interior do érgdo, possibilitando visualizar células. Essas
células sdo globulares e formam uma camada multiextratificada entre a lamina basal e o
tegumento (Fig. 3c).

Em fémeas com 18 dias de idade e alimentadas com agticar (referidas nesse trabalho
como fémeas alimentadas com agticar), o corpo gorduroso estd mais desenvolvido do que nas
demais fémeas. A porcdo lateral do corpo gorduroso mantém o arranjo paralelo e € mais
desenvolvida que as porgdes ventral e dorsal. A membrana basal se torna menos irregular,
mas alguns lobulos apresentam irregularidades na superficie, incluindo protuberancias
celulares. Vdrias traquéias sdo vistas no corpo gorduroso deste grupo e algumas penetram no
orgdo (Figs. 4a-c).

Ap6s a alimentagdo sangiifnea, o corpo gorduroso se torna achatado, e a configurag@o
paralela dos lébulos se torna evidente em ambas as por¢cdes do orgdo (Fig. 4-5a). O
achatamento do corpo gorduroso é maior nas fémeas de quatro dias ou com 96h apds a
alimentagdo sangiiinea (referidas nesse trabalho como fémeas alimentadas com sangue) em

comparagdo as fémeas de 18h. Nesse grupo de 18h, ainda é possivel observar a presenca das
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proeminéncias das células na membrana basal do corpo gorduroso. Quatro dias apés a

alimentagdo sangiiinea, a lamina basal estd repleta de dobras (Figs. 6a-c).
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Figura 3. Micrografia eletrénica de varredura do corpo gorduroso de fémeas de A.
aegypti recém-emergidas.

a) Micrografia mostrando a face interna do abdome. Notar os 16bulos (Ib) do corpo gorduroso
de diferentes tamanhos adjacentes ao tegumento (T). Os I6bulos laterais (1) apresentam uma
organizag@o paralela. Seta - l6bulo pouco desenvolvido; ¢ - coragdo; d - regido dorsal; p -
pleura; v - regidio ventral. Barra = 200pm.

b) Detalhe do 16bulo do corpo gorduroso. Notar as irregularidades da superficie da 1amina
basal (b) refletindo o formato globular das células (c) no interior do corpo gorduroso. t -
traquéia. Barra = 40um.

¢) Micrografia mostrando o interior de um lébulo do corpo gorduroso, cuja lamina basal estd

ausente, com células (c) de diferentes tamanhos. Barra = 10pm.
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Figura 4. Micrografia eletrénica de varredura do corpo gorduroso de fémeas de A.
aegypti com 18 dias de idade alimentadas com actcar.

a) Interior do abdome mostrando a distribuicdo do corpo gorduroso ao longo da superficie
interna da parede do corpo. Notar os 16bulos (Ib) de diferentes tamanhos e formas. d - regido
dorsal; t - traquéia; v - regido ventral. Barra = 300pum. Detalhe: traquéia (t) penetrando no
orgdo. Barra = 10 pm.

b) Detalhe de um 16bulo (Ib) cuja lamina basal apresenta uma superficie irregular com
depressoes (seta) na superficie e com algumas células aderidas (*). Barra = 30 ym.

¢) Detalhe de dois 16bulos (Ib) adjacentes ao sistema nervoso ventral (n). ¢ - célula do corpo

gorduroso. Barra = 30um.
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Figura 5. Micrografia eletronica de varredura do corpo gorduroso de fémeas de A.
aegypti 18h apos a alimentacio sangiiinea. Observe a distribui¢do de 16bulos laterais (11)
espacados. Em detalhe, um I6bulo lateral com protuberdncias que correspondem as células
(c) abaixo da lamina basal. 1d - I6bulo dorsal; T - tegumento; t - traquéia. Barra = 100um e

25um (detalhe).
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Figura 6. Micrografia eletronica de varredura do corpo gorduroso de fémeas de A.
aegypti quatro dias apés a alimentacio sangiiinea.

a) Interior do abdome mostrando os lébulos achatados (Ib) do corpo gorduroso. d - regido
dorsal; ¢ - coragdo; n- sistema nervoso; v - regido ventral. Barra = 200pym. Detalhe: 16bulo
com aspecto achatado. Barra = 60um.

b) Detalhe de um 16bulo lateral (I) com a superficie enrugada. Barra = 30um.

¢) Detalhe da lamina basal recobrindo o corpo gorduroso. Observar a superficie enrugada da

lamina basal, que também apresenta dobras (setas). Barra = 10um.
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4.1.2. Histologia e histoquimica

As observagdes histolégicas mostram que o corpo gorduroso do A. aegypti é formado
por um conjunto de células localizadas abaixo do tegumento, de espessuras variadas ao
longo da cavidade abdominal. O corpo gorduroso pode ser observado separado das visceras
pelos miusculos intersegmentares, ou pode estar diretamente em contato com os tibulos de
Malpighi e/ou com componentes do sistema digestivo (Figs.7a-c).

Os trofécitos e os endcitos sdo os dois tipos celulares reconhecidos no corpo gorduroso
(Figs. 7c-d). A porcentagem de endcitos presentes no corpo gorduroso ¢ em média 8%,
sendo independente da idade ou da condi¢@o alimentar. Os trofécitos apresentam formato
globular, nicleo pleomérfico e o citoplasma preenchido principalmente por goticulas de
lipidio. Os endcitos possuem o nicleo grande e centralizado, enquanto o citoplasma &
homogéneo (ou seja sem granulagdes) em comparagdao com os trofécitos. Em geral, os
endcitos se localizam préximos uns dos outros, posicionando-se principalmente na periferia
do corpo gorduroso, mas alguns poucos podem ser vistos no interior do 6rgao. Ambos os
tipos celulares apresentam um nucléolo desenvolvido, contudo, os endcitos podem
apresentar prolongamentos celulares (Fig. 7d).

As técnicas histoquimicas mostram os endcitos distintos dos trofécitos. No corpo
gorduroso das fémeas recém-emergidas e em fémeas com quatro dias apds a alimentacao
sangiiinea, a técnica do PAS, especifica para carboidratos, cora fortemente os trofécitos
(Fig.7e). Contudo, nas fémeas alimentadas com agticar, os trofécitos sdo fracamente
positivos. Por outro lado, os endcitos sdo negativos para a técnica do PAS (Fig.7e).

A coloragao pelo azul de bromofenol, especifica para proteinas totais, mostra varios
granulos protéicos no citoplasma dos trofécitos das fémeas recém-emergidas. Esses
granulos apresentam uma coloragido mais intensa da periferia para o centro (Fig. 8a). Nas
fémeas alimentadas com aglicar e com sangue, os trofdcitos apresentam poucos granulos
positivos para proteinas e estes sdo bem menores que os observados apds a emergéncia (Fig.
8b). Em ambos os grupos estudados, os endcitos se coram uniforme e fortemente para
proteinas, dificultando a distincdo morfoldgica entre o niicleo e o citoplasma (Figs. 8a-b).

A impregnacdo por 6smio, especifica para lipidios, mostra que os trofécitos de A.
aegypti apresentam um citoplasma rico em goticulas lipidicas. Nas fémeas recém-emergidas
e alimentadas com sangue (dados ndo mostrados) as goticulas sdo morfologicamente
esféricas e menores em comparagdo com as observadas nas fémeas alimentadas com agticar

(Figs. 8c-d). A técnica ndo mostra a presenga de goticulas lipidicas nos endcitos, porém
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essas células se coram uniforme e intensamente pela impregnacao por 6smio, semelhante ao

observado para proteinas (Figs. 8c-d).
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Figura 7. Seccdes histologicas mostrando alguns aspectos gerais e outros detalhados do
corpo gorduroso de fémea de Aedes aegypti recém-emergida.

a) Seccdo longitudinal do abdome mostrando a distribuicdo do corpo gorduroso (cg) abaixo
do tegumento (tg) abdominal. e - epitélio do intestino médio; h - hemocele; m - misculo
intersegmentar; tm - tiibulos de Malpighi. Barra = Imm.

b) Por¢iao abdominal do corpo gorduroso (cg) em contato ou separado dos 6rgdos viscerais
através dos musculos intersegmentares (m). tg - tegumento; tm - tibulos de Malpighi.
Barra = 200pm.

¢) Por¢cdo abdominal do corpo gorduroso mostrando estruturas intracitoplasmaticas nos
trofdcitos (t) que ndo se coram pelo azul de toluidina e os endcitos (e). Os endcitos se
localizam principalmente na periferia do corpo gorduroso. m - musculo; T - traquéia. Barra =
100pm.

d) Trofécitos (t) e os endcitos (e) corados pela reagdo de Feulgen e contracorados pelo verde
rdpido. Os endcitos apresentam nicleo (N) central e prolongamentos (*). O nucléolo (seta)
pode ser facilmente observado em ambos os tipos celulares. Barra = 30pm.

e) Lobulo do corpo gorduroso mostrando trofdcitos (t) PAS-positivos e endcitos (e) PAS-
negativos. | - estrutura PAS-negativa correspondente a goticulas de lipidio; T - traquéia.

Barra = 30um.
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Figura 8. Seccoes histolégicas mostrando detalhes do corpo gorduroso de fémeas de A.

aegypti submetido a coloracéo por azul de bromofenol e a impregnacéo por ésmio.

Figuras 8a-c. Detalhes do corpo gorduroso abdominal de fémeas de A. aegypti recém-
emergidas.

a) Trofécitos (t) com granulos protéicos (setas) com diferentes tonalidades de coloragdo pelo
azul de bromofenol. Note que os endcitos (e) sao uniforme e fortemente corados pela técnica,
sendo dificil distinguir o nicleo do citoplasma. Barra = 40um.

b) Trofécitos (t) com pequenos granulos protéicos (seta). tg- tegumento; n- nicleo do
trofécito. Barra = 60um.

¢) Trofécitos com inclusdes osmiofilicas que correspondem as goticulas de lipidio (1).

Barra = 40um.

Figura 8d. Detalhes do corpo gorduroso abdominal de fémeas de A. aegypti alimentadas com
acucar, submetido a impregnag@o por 6smio. Notar os trofécitos (t) com goticulas de lipidio
(1) desenvolvidas e os endcitos (e) com o citoplasma uniformemente marcado por ésmio.

Barra = 40um.
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4.1.3. Microscopia eletronica de transmissio

Nas fémeas recém-emergidas, os trofdcitos apresentam o citoplasma preenchido por
goticulas lipidicas, granulos de proteinas, particulas de glicogénio e ribossomos. O nticleo é
polimérfico, apresenta um nucléolo evidente, e estdi acomodado entre as inclusdes
citoplasmaticas. As mitocOndrias s3o vistas principalmente em torno do nticleo, proximas as
goticulas de lipidio ou abaixo da membrana citoplasmatica. O RER e o complexo de Golgi
também sdo vistos nessa fase (Figs. 9a-c).

Em todos trés grupos de fémeas estudadas, os endcitos sdo células elétron-densas com
a membrana citoplasmdtica possuindo vdrias dobras ou invaginagdes. O citoplasma dos
endcitos € rico em mitocondrias e o nicleo apresenta cromatina condensada concentrada
principalmente na periferia nuclear. No citoplasma dessas células existem regides onde se
concentram sistemas de membranas intracelulares bem desenvolvidos, semelhantes ao reticulo
endoplasmatico liso (REL) (Figs. 9d-e, 10f).

Nas fémeas alimentadas com agticar, o citoplasma dos trofécitos é quase todo
preenchido por goticulas de lipidio, as organelas sdo pouco desenvolvidas, as mitocOndrias
apresentam um perfil dilatado com as cristas reduzidas, o glicogénio e os ribossomos estdo
escassos. O nicleo e o nucléolo estdo bem desenvolvidos, porém, o niicleo tem a forma bem
irregular ou “espremido” entre as goticulas de lipidio (Figs. 9f, 10a).

Nas fémeas alimentadas com sangue, os trofdcitos possuem um citoplasma rico em
glicogénio e as goticulas de lipidio sdo menores que as encontradas nos trofécitos das fémeas
alimentadas com agtcar. Entretanto, aqui as goticulas de lipidio estdo mais desenvolvidas que
nas fémeas recém-emergidas. Em comparagdo com os outros dois grupos, o citoplasma das
fémeas alimentadas com sangue € rico em mitocondrias dilatadas com cristas desenvolvidas.
Corpos elétron-densos, semelhantes a lisossomos e contendo material fibroso, sdo comuns nos
trofdcitos desse grupo de fémeas (Fig. 10c-d).

Em ambas as fémeas alimentadas, a membrana citoplasmatica dos endcitos é repleta
de invaginacOes, principalmente as da regido voltada para a hemolinfa. Porém, as
invaginagdes estdo mais desenvolvidas nas fémeas alimentadas com sangue, que nas fémeas

recém-emergidas (Fig. 10e).
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Figura 9. Micrografia eletronica de transmissiao do corpo gorduroso de fémeas de Aedes

aegypti.

Figuras 9a-e. Corpo gorduroso de fémeas recém-emergidas.

a) Micrografia dos trofécitos com o citoplasma contendo goticulas lipidicas (L) e granulos de
protefna (p). A ponta da seta indica a ldmina basal e as setas indicam regides do citoplasma
com organelas e ribossomos agrupados. * - nucléolo; N - nicleo do trofécito. Barra = Sum.

b) Detalhe do citoplasma do trofécito com o reticulo endoplasmdtico rugoso (RER) e a
membrana do envoltério nuclear (en) com ribossomos aderidos na sua face externa (seta). ¢ -
cromatina condensada; g - granulo de glicogénio; N - nicleo. Barra = 250nm.

¢) Regido citoplasmatica do trofécito onde o complexo de Golgi (G) e mitocondria (m) podem
ser vistos. Duas diferentes regides podem ser distinguidas: uma preenchida por ribossomos (r)
e outra por granulos de glicogénio (g) em formato de roseta. L - goticula de lipidio.
Barra = 0,3ym.

d) Regido de contato (*) entre dois endcitos (e) com invaginacdes na membrana
citoplasmatica (setas). Barra = 0,5um. Detalhe: visdo geral de um endcito com um citoplasma
bastante elétron-denso e com varias invaginagdes (regides elétron-liicidas) na membrana
citoplasmatica (setas). N - niicleo do endcito. Barra = 2jm.

e) Regido de contato entre um trofdcito (t) e um endcito (e) sem a presenca de estrutura de
adesdo entre eles. Seta - envelope nuclear do endcito com ribossomos aderidos; * - membrana
citoplasmatica do trofécito; ¢ - cromatina condensada; g - granulo de glicogénio; m -

mitocéndria; N - nicleo do endcito; e - endcito; t - trofécito. Barra = 0,3um.
Figura 9f. Corpo gorduroso de fémea alimentada com agtcar. Notar o citoplasma dos

trofécitos preenchido basicamente por goticulas de lipidio (L). Notar a escassez de organelas

e granulos de glicogénio. Barra = 4um.
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Figura 10. Micrografia eletronica de transmissio do corpo gorduroso de fémeas de

Aedes aegypfi.

Figuras 10a-b. Corpo gorduroso de fémeas alimentadas com agtcar.

a) Nicleo do trofécito (N) acomodado entre as goticulas de lipidio (L) e com um nucléolo
desenvolvido (*). L - goticula de lipidio; m - mitocOndria. Barra = 1um.

b) citoplasma do trofécito com mitocondrias (m) préximas a goticula de lipidio (L) e com
cristas reduzidas e com um reticulo endoplasmético rugoso (RER) pouco desenvolvido. Notar
a presenca de um granulo protéico (seta) também pouco desenvolvido. g - granulo de

glicogénio. Barra = 0,5pm.

Figuras 10c-f. Corpo gorduroso de fémeas quatro dias apés a alimentagdo sangiiinea.

¢) Trofdcito com um nicleo esférico (N). Notar que as mitocondrias (m) estdo concentradas
em torno do nicleo ou préximas & membrana citoplasmatica. L - goticula de lipidio.
Barra = 2um.

d) Detalhe de um trofécito apresentando estruturas elétron-densas semelhantes a lisossomos
(seta) contendo material fibroso no seu interior. Provavelmente essa estrutura representa um
endossomo envolvido com a reciclagem de organelas. g - granulo de glicogénio; i - espago
intercelular. Barra = 0,5um.

e) Endcitos (e) na periferia do corpo gorduroso e com vdrias invaginagdes na membrana
citoplasmatica (setas) na interface com a hemolinfa. b - lamina basal; t - trofécito.
Barra = 3um.

f) Detalhe mostrando o reticulo endoplasmatico liso no citoplasma do endcito. Setas -

cisternas do reticulo endoplasmatico liso. Barra = 100nm.
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4.1.4. Morfometria

As medi¢des do didmetro do nicleo dos trofécitos e dos endcitos das fémeas de A.
aegypti estdo representadas na Tabela 1.

Nas fémeas recém-emergidas, o didmetro nuclear dos trofécitos € menor que nos outros
dois grupos (p<0,001), sendo maior nas fémeas alimentadas com agticar em relagio as fémeas
alimentadas com sangue (p<0,01) (Tab. 1).

O didmetro nuclear dos endcitos ndo se difere significativamente nas fémeas recém-
emergidas em comparag@o com as fémeas alimentadas com agticar (p>0,05), enquanto que o
didmetro nuclear dos endcitos de fémeas recém-emergidas é maior que o de fémeas
alimentadas com sangue (p<0,005). Nas fémeas alimentadas com agtcar, o nicleo dos

endcitos também € maior que das fémeas alimentadas com sangue (p<0,01) (Tab. 1).

Tabelal: Didmetro nuclear dos trofécitos e endcitos dos diferentes grupos de fémeas de A.

aegypti estudados. De acordo com o teste de Tukey: a<c<b; d=e>f. n - nimero ou quantidade.

Diametro nuclear (um)
Fémeas (n = 6)
(média £ desvio padrao)

Recém-emergidas 18 dias de idade

Alimentadas Quatro dias apds a

com acgdicar  alimentac@o sangiiinea

13,55 £2,23° 17,06 +2,93° 15,65 + 2,49°
Trofdcitos
(n=241) (n = 249) (n =229)
20,42 +2,53¢ 19,16 +3,12° 14,51+ 2,17"
Endcitos
(n = 40) (n = 30) (n=22)

4.2. O cultivo primario dos endcitos

Dois dias apds iniciado o cultivo primadrio, os endcitos consistem grupos de 3-9 células
envolvidas por uma lamina basal (Fig. 11a). Algumas vezes a lamina basal foi parcial ou
totalmente perdida durante a purificacio das células, possibilitando visualizar suas superficies,

ou até mesmo que os endcitos ficassem isolados (Figs. 11b-c).
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Os endcitos apresentam uma superficie celular apical com poucas irregularidades e as
vezes com alguns restos celulares aderidos (Fig. 11c). Entretanto, os endcitos apresentam na
regido basal varias expansdes delicadas, os lamelip6dios, que formam o contorno celular
(Figs. 11b-c). Além dos lamelipddios, os endcitos possuem filopddios como especializagdes
da membrana citoplasmatica, os quais sdo também evidenciados apés a marcacdo por
faloidina-FITC (Figs 12a).

Os endcitos apresentam um nicleo central com um nucléolo bem desenvolvido. Tanto
nas andlises no microscépio confocal quanto nas seccdes semifinas, o citoplasma dos endcitos
apresentam regides semelhantes a vesiculas que ndo se coram por nenhuma das técnicas
empregadas (Figs. 12b-c). Ao MET essas estruturas apresentam diferentes tamanhos e sido
providas de membrana (Fig. 12d). Os endcitos também possuem o envoltério nuclear repleto
de polirribossomos e um citoplasma quase todo preenchido pelo REL (Figs. 12d-e).

Endcitos com 57 dias em cultivo primdrio foram incubados com laranja de acridina a
fim de se investigar a viabilidade celular. Foram analisadas aproximadamente 300 células
provenientes de trés pocos. A porcentagem de células vidveis foi de 85% (dados ndo
apresentados). A morfologia das mesmas também foi verificada através do microscépio
invertido de contraste de fase e da coloragdo por Giemsa. Nessa fase do cultivo primario, os
endcitos ainda sdo células ovais, agrupadas e com o ntcleo centralizado, semelhante aos
endcitos observados no inicio do cultivo primdrio. Porém, algumas células apresentam o

citoplasma com estruturas grandes semelhantes a vactolos (Figs. 13a-b).

66



Figura 11. Micrografia eletronica de varredura dos enécitos pupais de A. aegypti dois

dias em cultivo primério.

a) Grupos de endcitos (setas) aderidos ao substrato. Barra = 400um. O detalhe mostra um
grupo de endcitos ovais (e) recobertos pela lamina basal. Barra = 50pm.

b) Trés endcitos (e) agrupados. Nessa preparacao a lamina basal (*) foi fraturada, expondo a
superficie celular. A seta mostra o lamelipddio na regido basal das células. Barra = 20um.

¢) Endcito isolado e desprovido da lamina basal. Notar a presenca do lamelipddio (setas). r —

resto celular. Barra =20um.
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Figura 12. Endcitos pupais de A. aegypti dois dias em cultivo primario.

Figuras 12a-b. Marcacdo do citoesqueleto por faloidina-FITC e posterior andlise no MLC.

a) Regido basal dos endcitos (e) onde é possivel observar varios filopddios (f) estendidos sob
o substrato. Barra = 20um. O detalhe mostra um filopddio (f). Barra = 2um.

b) Regido mediana. Notar a presenca de estruturas semelhantes a vesiculas (*) no interior do

citoplasma. n - nicleo. Barra = 20pm.

Figura 12c. Seccdo semi-fina corada pelo azul de toluidina. Note a presenga do nicleo
centralizado (n) com um nucléolo desenvolvido (seta). O citoplasma apresenta regides

semelhantes a vesiculas (*) que ndo se coram. Barra = 20um.

Figuras 12d-e. Micrografia eletronica transmissao dos endcitos.

d) Citoplasma com estruturas semelhantes as vesiculas e que estdo proximas do sistema
tubular formado pelo REL. Barra = 0,3um. O detalhe mostra as cisternas (setas) do REL.
Barra = 66nm.

e) Regido intermediaria entre o nicleo (n) e o citoplasma mostrando o REL que preenche
quase todo o citoplasma. Notar os poliribossomos (seta) associados ao envoltdrio nuclear.

Barra = lym.
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Figura 13. Endcitos pupais de A. aegypti em cultivo primario por 57 dias.

Figura 13a. Grupo de endcitos (e) observado no microscopio invertido de fase antes da
marcagdo por laranja de acridina. Barra = 50um.

Figura 13b. Morfologia dos endcitos (e) corados por Giemsa. Notar que algumas células
possuem estruturas semelhantes a vactiolos. Essas provavelmente correspondem as células

ndo vidveis. n - nicleo do endcito; v - vactolo. Barra = 30um.
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4.6. Transcriptoma

Aproximadamente 2.500 endcitos de pupas de A. aegypti foram necessdrios para a
construgdo da biblioteca de cDNA, sendo esta quantidade necessdria para a obtencdo de
bibliotecas obtidas a partir de células de glandulas salivares de flebotomineos (Ramalho-
Ortigdo - comunicagdo pessoal). Apés o seqiienciamento unidirecional de 687 amostras
aleatérias obtidas a partir das trés bibliotecas (com fragmentos de cDNA pequenos, médios e
grandes), as seqiiéncias foram editadas manualmente e agrupadas em 314 contigs, dos quais
236 sio singletons (contigs formados por uma tnica seqiiéncia) (Tab. 3, Anexo 1).

A distribuicdo relativa dos transcritos encontrados nos endcitos de A. aegypti estd
indicada na Figura 14. O total de transcritos (22,50%) que reflete a fungdo dos endcitos esta
distribuido da seguinte forma: 8,01% deles codificam a enzima citocromo P450 (P450);
4,19% codificam outros tipos de proteinas associadas a processos de desintoxicacdo, como
por exemplo, a dlcool desidrogenase (trés transcritos) e a catalase (dois transcritos); 8,39%
codificam outras proteinas do metabolismo de lipidios, como a sintase de 4cido graxo e a
elongase e 1,91% codificam proteinas da imunidade inata como lisozimas (seis transcritos) e
serino-proteases (dois transcritos) (Fig. 14; Tab. 2; Tab. 3, Anexo 1).

Dos transcritos expressos constitutivamente, aproximadamente 18% deles codificam
proteinas ribossomais; 8,39% codificam proteinas do metabolismo nuclear (topoisomerases,
fatores de transcrig@o e nucleases), sendo as proteinas com o dominio zinc finger (“dedo de
zinco”) uma das que prevalece nessa categoria (14 ESTs); 8,97% codificam proteinas
envolvidas com o processamento e degradagdo de proteinas, incluindo oito transcritos para
proteinas do proteossomo, além de protefnas lisossomais, catepsinas e ubiquitinas; 4,00%
codificam proteinas com papel no metabolismo energético (por exemplo, NADH
desidrogenase e citocromo C oxidase, ambas envolvidas na cadeia respiratéria); 3,05%
codificam proteinas participantes do processo de transporte; 4,77% codificam proteinas da
sinalizagdo celular e 1,91% codificam proteinas relacionadas com o trifego de vesiculas.
Pouco mais de 19% das ESTs correspondem a dominios conservados ou hipotéticos, porém
possuem similaridade com genes desconhecidos (Fig. 14; Tab. 3).

Proteinas cujas funcdes provdveis diferem das categorias listadas acima foram
agrupadas na categoria Miscelaneo que corresponde a 7,44% de todas as ESTs. Transcritos
sem similaridade com outros produtos génicos correspondem a 1,91% do total. Entretanto,
esses ultimos apresentam similaridade com seqiiéncias depositadas como supercontigs de A.

aegypti (Fig. 14; Tab. 3).
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Transcritos correspondentes a citocromo P450 s@o altamente expressos nos endcitos de
A. aegypti. Foram identificados 42 transcritos (8,01% do total) que correspondem a pelo

menos trés proteinas provaveis e outra proteina hipotética com dominio para P450 (Tab. 2).

Trafego vesicular*  ranceritos sem
) 1.91% similaridade
Misceldneo* 1.91%

Transporte* 7,44%

3,05% Desconhecido
19,08%
Sinaliza¢#o celular*

4,77%
Metabolismo
energetico™
4,00% )
Ribossomal*
Imunidade inata 17,93%
1,91%
Metabolismo de
llpldE;'OS rocessamento e
8,39% degradacéio de
Outros transcritos proteinas*
paradesintoxicagdo Citocromo 8.97%
4,19% P45|? Metabolismo nuclear*
8.01% 8,39%

Figura 14. Distribuicao relativa dos transcritos obtidos da biblioteca de cDNA dos endcitos
pupais de A. aegypti. A fungio dos transcritos é inferida a partir dos dados do Interpro, GO e
da literatura. Essa inferéncia considera a presenca de pelo menos um dominio associado a
alguma fungdo predita para a protefna correspondente ao transcrito. * - transcritos

correspondentes a genes constitutivos.

Além da P450, foram identificados outros 23 transcritos correspondentes as proteinas
de desintoxicagd@o. Entre elas, enzimas com atividade de dlcool desidrogenase, como quinona
oxiredutase (10 ESTs), glicose desidrogenase e desidrogenase de cadeia curta. Além desses,
também foram encontradas trés ESTs para catalase (Tab. 2).

Foram identificados 25 transcritos que codificam proteinas relacionadas com a sintese
de lipidios. Entre elas, a acido graxo sintase, que foi a mais representativa desse grupo (10
ESTs), seguida da elongase (nove ESTs) e da estradiol 17B-desidrogenase (trés ESTs). Dos
transcritos relativos a imunidade inata, o mais abundante corresponde a lisozima P (seis
ESTs). Também foram encontrados outros transcritos envolvidos com o reconhecimento de

patégenos e a ativagdo da resposta imune, como o Spatze 1A e serino protease (Tab. 2).
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Tabela 2 - Relacdo dos transcritos relativos a desintoxicac@o, ao metabolismo de lipidio e a

imunidade inata encontrados nos endcitos pupais de A. aegypti.

Nimero de .
P Nidmero ..
acesso Proteina de ESTs Dominio
(GenBank)
Genes de desintoxica¢io/metabolismo de lipidios
AAEL006824 citocromo P450 28
AAEL004054 citocromo P450 12
AAEL009124 citocromo P450 1
AAEL009699 proteina hipotética 1 citocromo P450
Outros genes de desintoxicacio
AAEL010668 quinona oxidoredutase 10 alcool desidrogenase
AAEL013407 catalase 3
AAEL003349 NADPH-citocromo P450 1
redutase
AAEL010017 citocromo b5 1
AAEL004027 glicose desidrogenase 1 dlcool oxidase
AAELO011314 epoxido hidrolase 1
AAEL008159 desidrogenase de cadeias curtas 1 alcool desidrogenase
AAEL009436 proteina hipotética conservada 1 carreador de metal pesado
metilmalonato semialdeido
AAELO001134 1 aldeido desidrogenase
desidrogenase
AAEL010777 tioredoxina putativa 1
AAEL008136 proteina hipotética 1 heme oxigenase
Outros genes de metabolismo de lipidios
AAEL002204 4cido graxo sintase 10
AAEL013542 elongase, putativa 5
AAEL008219 elongase, putativa 4
AAEL007023 estradiol 17B-desidrogenase 3 4cido graxo sintase
AAEL008144 AMP dependente ligase 2
ATP ligante, subfamilia A,
AAEL012698 2 ATPase
membro 3, putativa
AAEL009214 inibidor de ligante de diazepam, 2 proteina ligante do acil-
putativa coA
AAELO013574 apolipoproteina D, putativa 2
AAEL003125 acil-coa desidrogenase 1
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AAEL008789
AAEL010405

AAEL004341
AAEL009634
AAEL007283

AAEL005997

AAELO011676
AAEL009038
AAEL003611

AAEL002533

AAEL000615
AAEL004278
AAEL004120

apolipoforina-III, putativa

alquildihidroxi acetonafosfato
sintase
alfa-esterase

esterdide desidrogenase

acetil-coa sintase
alergeno, putativo

AMP coA ligase dependente
prolilcarboxipeptidase, putativa

estearoil-coA dessaturase
proteina hipotética

proteina hipotética
proteina hipotética

Niemann-pick tipo C-2, putativa

ligante citosdlico de acido

graxo

proteina de esterilidade do

macho
proteina tubby

dessaturase de acido graxo

Genes de imunidade

AAEL015404
AAEL005753
AAELO013434

AAELO008473

lisozima P, putativa
serino protease
Spatze 1A

proteina de veneno rica em
cisteina, putativa

proteina relacionada a
patogénese

Nimero de acesso: corresponde aos genes previamente identificados no genoma de A.

aegypti.

Proteina: indica a proteina provavel correspondente ao transcrito.

Niumero de ESTs: nimero de seqiiéncias correspondente ao contig.

Dominio: indica a presenga de pelo menos um dominio associado a uma fung¢do predita.
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5. Discussao

5.1. Estudo comparativo do corpo gorduroso de fémeas de A. aegypti com

diferentes idades e condicoes alimentares

5.1.1. Microscopia Eletronica de Varredura

A maioria dos estudos feitos até o0 momento com corpo gorduroso de Aedes envolveu a
MET (Raikhel & Lea 1983, Raikhel 1986a, 1986b, Snigirevskaya et al. 1997). O presente
trabalho constitui a primeira descri¢do da microanatomia do corpo gorduroso de A. aegypti
utilizando a MEV. Em nossa andlise, é possivel identificar somente o corpo gorduroso parietal
nas fémeas adultas de A. aegypti. Na fase adulta de A. aegypti o corpo gorduroso perivisceral
ndo estd presente, diferente do anteriormente observado nas larvas desse inseto, assim como
em lepidépteros (Wigglesworth 1942, Wang and Haunerland 1992, Haunerland & Shirk 1995)
e também em adultos de P. papatasi (Psycodidae) (Martins et al. - dados ndio publicados).
Essa observagdo sugere que em A. aegypti o corpo gorduroso perivisceral se restringe ao
estdgio larval, e provavelmente desaparece durante o processo de metamorfose.

O corpo gorduroso do A. aegypti é formado por 16bulos constituidos de células, as
quais ndo estdo em contato direto com a hemolinfa, pois o 6rgao é recoberto por uma lamina
basal, similar ao descrito em P. striata e P. villosa (Hymenoptera; Formicidae) (Thiele and
Camargo-Mathias 2003, Zara & Caetano 2004). Considerando o corpo gorduroso como a
principal fonte de componentes da hemolinfa, a sua configuragdo lobular colabora para
aumentar a area de contato entre o 6rgdo e a hemolinfa, facilitando o intercimbio entre essas
duas estruturas.

O corpo gorduroso se desenvolve durante o envelhecimento das fémeas de A. aegypti
alimentadas com agucar. Essa hipertrofia pode ser explicada pelo acimulo de lipidios
associado com a dieta rica em agticar. A lipogénese € considerada importante para o acimulo
de reservas energéticas que sdo utilizadas posteriormente durante o ciclo reprodutivo que
sucede a alimentac@o sangiiinea. Outra hipdtese € que diante da dieta farta em acicar e da
ociosidade nas gaiolas onde os animais sdo mantidos, o acimulo das reservas energéticas
aumenta ainda mais nas fémeas de A. aegypti, como sugerido anteriormente por Ziegler &
Ibrahin (2001).

Ap6s a alimentagdo sangiiinea ocorre a expansao da cavidade corpérea decorrente do

enchimento do intestino médio pelo sangue. Ambos os eventos podem explicar o estiramento
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do corpo gorduroso e a compressao dos seus l6bulos 18h ap6s a alimentac@o sangiiinea. Nesse
periodo ainda é possivel observar as protuberdncias na ldmina basal, correspondentes as
células do drgdo.

Quatro dias apds a alimentac@o sangiiinea, a lamina basal estd enrugada, com varias
dobras. Nessa etapa ocorre o esvaziamento completo do intestino médio decorrente do fim da
digestdo sangiiinea. Mesmo apds o esvaziamento do intestino médio, a deformacdo do corpo
gorduroso poderia ser causada pela hipertrofia ovariana decorrida do desenvolvimento dos
ovos, o que também ocasionaria a compressido do corpo gorduroso contra a parede do corpo.

Durante o ciclo gonotrdfico, ocorre o esvaziamento do corpo gorduroso que exporta
nutrientes, particularmente lipidios, para atender o desenvolvimento dos ovos (Ziegler &
Ibrahin 2001). Esse esvaziamento pode aumentar ainda mais o achatamento e o enrugamento
dos l6bulos em comparag@o ao periodo de 18h apds a alimentagdo sangiiinea. A flexibilidade
ou capacidade de reorganizacio do corpo gorduroso apés a alimentagdo sangiiinea
provavelmente aumenta o espago preenchido pelo intestino cheio, maximizando a ingestdo de

sangue e a subseqiiente hipertrofia ovariana.

5.1.2. Histologia convencional e histoquimica

A composi¢do celular do corpo gorduroso das fémeas adultas A. aegypti é parecida
com a do corpo gorduroso da larva (Wigglesworth, 1942), sendo encontrados os trofécitos e
os endcitos. O tipo celular mais abundante no corpo gorduroso de A. aegypti consiste do
trofdcito. Trata-se da mesma composicdo descrita para outras espécies de Diptera (Sohal
1973, Tobe et al. 1973, Stoppie et al. 1981, Johnson & Butterworth 1985).

Os trofécitos do A. aegypti, assim como outros ja estudados, apresentam o citoplasma
basicamente preenchido por reservas de lipidios, polissacarideos e proteinas (Behan &
Hagedorn 1978, Raikhel & Lea 1983, Raikhel 1986a, 1986b, Snigirevskaya et al. 1997). Os
endcitos variam quanto a forma nos adultos, possuem um niicleo centralizado e um citoplasma
denso e homogéneo para os diferentes métodos de coloragdo. Em comparacdo com os
trofdcitos, os endcitos ndo considerados células de reserva energética, pois, em geral, ndo
apresentam as inclusdes citoplasmadticas encontradas nos trofdcitos (Sohal 1973, Tobe et al.
1973, Stoppie et al. 1981, Dean et al. 1985).

Histoquimicamente, os trofécitos do A. aegypti sdo PAS-positivos, semelhantes aos
resultados que mostram essa propriedade dos trofécitos em outros insetos. Esse resultado

exemplifica a razdo pela qual os trofécitos sdo considerados o principal reservatério de
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polissacarideos intracelulares nos insetos (Ruvolo & Cruz-Landim 1993, Chapman 1998, Zara
& Caetano 2004, Roma et al. 2005, Rollo & Camargo-Mathias 2006, Roma et al. 2006).

Nas fémeas alimentadas com acicar, as goticulas de lipidio dos trofdcitos aumentam
em comparagdo com as fémeas alimentadas com sangue, que por sua vez estdo mais
desenvolvidas que nas recém-emergidas. Isso sugere que o acimulo de reservas lipidicas
ocorre diante da oferta de alimento em abundéancia, seja somente agticar ou a combinagdo
dessa com sangue (Raikhel & Lea 1983, Ziegler & Ibrahin 2001).

Apesar da origem ectodérmica, a localizagio dos endcitos depende da espécie e da sua
fase de desenvolvimento. Em insetos pertencentes as Ordens mais basais, como por exemplo,
R prolixus (Heteroptera) e B. germanica (Blattaria), os endcitos se localizam préximos do
local de sua origem embriondria, ou seja, logo abaixo e fisicamente associados a epiderme
(Wigglesworth 1988, Fan et al. 2003). J4 em C. ethlius (Lepidoptera), os endcitos néo
possuem essa associacdo direta com as células da epiderme, porém, eles formam grupos
localizados préximos das glandulas de cera. Essa associag¢@o levantou a hipdtese de que essas
células participam do fornecimento de componentes secretores dessas glandulas (Locke 1969,
Larsen 1976). Nos himendpteros de maneira geral, os endcitos estdo espalhados pelas demais
células do corpo gorduroso (Ruvolo & Cruz-Landim 1993, Zara & Caetano 2004, Roma et al.
2005, Rollo & Camargo-Mathias 2006). Diferente desses insetos, nos adultos de A. aegypti, os
endcitos ndo apresentam associacdo com células epidérmicas e nem estdo tao espalhados pelo
orgdo. Nos mosquitos adultos, eles se localizam principalmente na periferia do corpo
gorduroso, préximos uns dos outros, como observado para outros Diptera (Stoppie et al. 1981,
Dean et al. 1985, Johnson & Batterworth 1985).

Do ponto de vista histoquimico, os endcitos do A. aegypti sdo PAS-negativos, porém,
sao fortemente positivos para proteinas e lipidios em todos os grupos estudados. Essas
propriedades histoquimicas tém sido associadas a producdo e secrecdo de proteinas em
formigas e abelhas, entretanto essa fungdo ainda ndo foi confirmada. Além disso, essa
positividade para proteinas poderia representar a presenca de proteinas relacionadas com o
metabolismo desses lipidios no citoplasma dessas células (Paes de Oliveira 2002, Zara &
Caetano 2004, Rollo & Camargo-Mathias 2006).

A impregnagdo por 6smio revelou que os endcitos apresentam o citoplasma rico em
substéncias lipidicas, semelhante ao observado na coloracdo para proteinas. Em todos os
grupos analisados, o citoplasma € uniforme e intensamente corado por essa técnica. Essa
caracteristica também foi descrita para outros insetos e acredita-se estar correlacionada a
intensa sintese e secrecdo de lipidios pelos endcitos (Wigglesworth 1988, Fan et al. 2003,

Roma et al. 2006, Gutierrez et al. 2007).
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5.1.3. Microscopia eletronica de transmissio

Nas fémeas de A. aegypti recém-emergidas, os trofécitos se assemelham aos das
fémeas pré-vitelogénicas de outros Diptera. Os trofécitos sio caracterizados pela abundancia
de goticulas lipidicas, particulas de glicogénio, RER, complexo de Golgi, mitocondrias e
granulos de proteinas grandes e esféricos. A abundancia de grianulos protéicos desenvolvidos
apOs a emergéncia € atribuida aos resquicios de proteinas armazenadas no corpo gorduroso
antes da metamorfose. Esse estoque é considerado estratégico diante da escassez alimentar
que os insetos se submetem durante a metamorfose (Thomsen & Thomsen 1974, Tobe &
Davey 1974, Cruz-Landim 1975, Stoppie et al. 1981). Os granulos protéicos estio abundantes
nos trofdcitos das fémeas recém-emergidas, enquanto nas envelhecidas/submetidas as
diferentes dietas, eles estdo escassos. A escassez ou até mesmo o desaparecimento desses
granulos sugere que as protefnas presentes nos grdnulos sdo consumidas durante o
envelhecimento. No caso das fémeas alimentadas com acicar, a dieta pobre em proteinas
poderia culminar com o consumo das mesmas. Nas fémeas que se alimentaram com sangue,
essas reservas provavelmente sdo mobilizadas para os ovdrios para atender a demanda
protéica dos ovos (Tobe et al. 1973, Thomsen & Thomsen 1974, Stoppie et al. 1981).

Uma das mudangas mais significativas nos trofdcitos das fémeas de A. aegypti
alimentadas com agtcar é o desenvolvimento das goticulas de lipidio, semelhante ao
observado durante o envelhecimento dos machos de M. domestica (Diptera) (Sohal 1973).
Nesse caso as goticulas preenchem quase todo o citoplasma dos trofdcitos restando poucas
organelas, que estao menos desenvolvidas nas demais fémeas. Essas observagdes corroboram
os resultados de Ziegler & Ibrahin (2001) que mostram o actimulo de lipidios durante o
envelhecimento das fémeas a custa da alimentagdo a base de agucar. Além disso, as goticulas
lipidicas estdo mais desenvolvidas nas fémeas apds a alimentacdo sangiiinea, o que também é
atribuido a lipogénese (Ziegler & Ibrahim 2001).

Durante a vitelogénese, a atividade dos trofdcitos pode ser dividida em duas subfases: a
de sintese de vitelogenina, e a de término da vitelogénese (iniciada 24h apds a alimentagdo
sangiiinea) (Raikhel 1986a, b). Na subfase de término da vitelogénese, os endossomos sdo
comuns e aparecem como estruturas elétron-densas. Essas organelas podem conter um
material fibroso no interior que sdo remanescentes das organelas da sintese, resultantes da
autofagia (Snigirevskaya et al. 1997). Essas estruturas também sdo observadas nos trofécitos
quatro dias ap6s a alimentagdo sangiiinea. O processo de degradagdo de organelas pela

autofagia € o principal responsavel pela reciclagem do aparato sintético dos trofdcitos de A.
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aegypti e prepara o corpo gorduroso para um novo ciclo gonotréfico (Tadkowiski & Jones
1979, Raikhel & Lea 1983, Raikhel 19864, b).

Algumas caracteristicas sdo compartilhadas entre os endcitos dos adultos de A. aegypti
com outros insetos. Entre elas, o REL desenvolvido, profundas invaginagdes na membrana
citoplasmdtica e o citoplasma elétron-denso (Sohal 1973, Stoppie et al. 1981, Wigglesworth
1988, Fan et al. 2003). Essa presenca do REL desenvolvido tem sido associada ao
metabolismo de lipidios pelos endécitos (Locke 1969, Tobe & Davey 1974, Jackson & Locke
1989, Fan et al. 2003).

Diferentemente dos trofécitos, os endcitos ndo apresentam uma reorganizaciao
acentuada decorrente da alimentacdo com agticar ou com sangue, exceto pelas invaginagdes
que estdo mais desenvolvidas nesses dois casos. Isso poderia ser explicado pelo fato de serem
os trofécitos as células responsdveis pelo estoque de nutrientes e pela produgdo dos
componentes do vitelo, estando mais sujeitos a reorganizagdao diante do fornecimento de
nutrientes pela alimentacdo. Considerando que a existéncia de invagina¢cdes na membrana
citoplasmatica dos endcitos aumenta a superficie celular, esse fato facilitaria a secregdo e/ou a
captacdo de compostos da hemolinfa. Além disso, a localizagdo periférica associada ao
desenvolvimento dessas invaginagdes pode ser um indicio de que o intercambio endcito-
hemolinfa aumenta nas fémeas alimentadas em comparacdo com as recém-emergidas,
falicitando o metabolismo de lipidios apds a alimentacdo (Locke 1969, Wigglesworth 1988,
Jackson & Locke 1989).

5.1.4. Morfometria

O didmetro nuclear dos trofdcitos aumenta durante o desenvolvimento dos adultos,
principalmente durante o ciclo gonotréfico de A. aegypti (Raikhel & Lea 1983). Estudos
envolvendo as modificagdes nucleares durante o desenvolvimento larval de D. melanogaster
demonstram que a amplificacio de DNA ¢ responsdvel pelo aumento do tamanho nuclear
dessas células (Butterworth & Rasch, 1986; Butterworth et al., 1988). O mesmo processo de
amplificacdo acontece até o terceiro dia que sucede a alimentagéio sangiiinea nos adultos de A.
aegypti (Dittmanm et al. 1989). Também foi mostrado em Rhodnius que durante o
envelhecimento de ninfas de quarto estagio, o conteiido de DNA do nicleo dos trofdcitos pode
aumentar em até oito vezes (Wigglesworth 1967).

De acordo com os nossos resultados, o didmetro nuclear dos trofécitos no A. aegypti
varia de acordo com a dieta, sendo que nas fémeas alimentadas com agidcar o didmetro é

maior que nas alimentadas com sangue. A atividade de sintese protéica dos trofdcitos de A.
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aegypti estd correlacionada com o desenvolvimento nuclear (Dittmanm et al. 1989).
Considerando esse fato, pode-se inferir que a diminui¢ao do didmetro nuclear quatro dias ap6s
a alimentaciio sangiiinea poderia ser o resultado da diminui¢do da atividade metabdlica dos
trofécitos a partir do quarto dia, o que coincide com o fim da ovogénese (Snigirevskaya et al.
1997, Raikhel 1986b, Raikhel & Lea 1983). Além disso, o aumento do didmetro nuclear dos
trofdcitos nas fémeas alimentadas com agtcar sugere que a atividade de sintese dessas células
aumenta durante o processo de lipogénese em comparagao com as fémeas recém-emergidas
(Ziegler & Ibrahin 2001).

O diametro nuclear dos endcitos de A. aegypti também varia dependendo da idade e da
dieta. O didmetro nuclear dos endcitos nao se difere significativamente nas fémeas recém-
emergidas em relacdo as alimentadas com acidcar. Porém, nesses dois casos o didmetro
nuclear € maior em comparacdo com as fémeas que realizaram a alimentac@o sangiiinea. Em
larvas da mariposa C. ethlius a amplificacgio do DNA ¢é também responsdvel pelo
desenvolvimento do niicleo dos endcitos e este aumento é acompanhado pelo aumento da
atividade de sintese de RNAm durante as sucessivas ecdises (Locke 1969). Considerando que
a atividade de sintese protéica pode estar correlacionada com o desenvolvimento nuclear dos
endcitos, é razodvel propor que o aumento do didmetro nuclear dos endcitos de A. aegypti
possa refletir no aumento da atividade de sintese protéica. Nesse sentido, a atividade sintética
das células seria menor nos animais analisados quatro dias apds o alimentacdo sangiiinea.
Assumindo que os endcitos dos adultos de A. aegypti estdo engajados com o metabolismo de
lipidios (Gutierrez et al. 2007), o mesmo estaria reduzido no final do ciclo gonotréfico em
relacdo aos demais grupos. Além disso, se considerarmos o envolvimento dessas células na
secrecao de compostos cuticulares (Wigglesworth 1988, Ruvolo & Cruz-Landim 1993, Fan et
al. 2003) essa atividade estaria concentrada nas fémeas recém-emergidas. Porém, um estudo
mais aprofundado & necessdrio para validar essas hipéteses.

Concluindo, o corpo gorduroso dos adultos A. aegypti é composto por dois tipos
celulares, os trofécitos e os endcitos que apresentam morfologias, padrdes de coloracdo e
aspectos subcelulares diferenciados. Além disso, a remodelacéo celular estd envolvida com as
modificacdes funcionais dos trofdcitos e depende do tipo de alimentacdo e da idade do

mosquito.

5.5. O cultivo primario dos endcitos

As tentativas de obtengdo de endcitos do corpo gorduroso de larvas e de adultos A.

aegypti ndo foram tdo bem sucedidas quanto a de pupas. Uma das razdes para isso é que nos
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estdgios larvais, apesar de estarem agrupados, os endcitos sdo menores que 0s pupais,
dificultando sua purificacdo em relac@o as outras células. Outra razdo é que a larva é pouco
resistente ao tratamento de limpeza da superficie com hipoclorito de sédio e dlcool, morrendo
antes da dissec¢do. J4 no caso dos adultos, os endcitos ndo formam grupos bem definidos (isto
é, agrupados por uma membrana basal) e ndo estdo soltos no corpo gorduroso como nas
pupas, tornado dificil o isolamento. Dessa forma, a coleta das células foi maximizada com o
minimo de contaminagdo. Além disso, € sabido que a utilizacado de células de organismos
imaturos é mais adequada para o cultivo pela maior de capacidade de sobreviverem fora dos
seus organismos por serem mais jovens (Mitsuhashi 1983, 1984, Inoue & Mitsuhashi 1985,
Mitsuhashi & Inoue 1988, Zhang et al. 2006 Sudeep et al. 2005).

Através da coleta dos endcitos por pipetagem, pode ser obtido um sistema de cultivo
primdrio livre de contaminagdo por outras células. A separacdo dos endcitos e trofdcitos €
possivel gracas as diferencas morfoldgicas entre eles. Os endcitos estdo agrupados, sdo
maiores, apresentam coloragido mais clara e o citoplasma é desprovido de inclusdes lipidicas
visiveis e que nos trofécitos brilham diante da luz do estereoscépio.

Os endcitos pupais de A. aegypti se localizam abaixo do tegumento da lateral de cada
segmento do corpo. Nessa fase eles estdo organizados em grupos de trés a nove células. O
mesmo padrio de organizagdo foi descrito para as larvas de D. melanogaster (Hartenstein et
al. 1992, Elstob et al. 2001; Gould et al. 2001). Nos adultos de A. aegypti, apesar de estarem
proximos, os endcitos sdo células separadas umas das outras, espalhadas entre os trofécitos na
periferia dos 16bulos do corpo gorduroso (Tadkowski et al. 1977). A localizagdo dos endcitos
sugere que durante a transicdo pupa-adulto, os enécitos se separam e migram das
proximidades da epiderme para a periferia do corpo gorduroso.

Os endcitos facilmente se aderem ao substrato de vidro e ja no segundo dia em cultivo
primdrio sdo capazes de emitir prolongamentos celulares (filopédios e lamelipédios),
auxiliadores no processo de adesdo celular (Mitchison & Cramer 1996). Em geral, os endcitos
cultivados formam grupos de células ovais, recobertas por uma ldmina basal, semelhante aos
estdgios imaturos de C. ethlius (Lepidoptera) (Jackson & Locke 1989) e dos Formicidae
(Thiele & Camargo-Mathias 2003, Rollo & Camargo-Mathias 2006).

Mesmo se tratando de células obtidas de animais jovens, os endcitos pupais de A.
aegypti podem ser considerados células altamente diferenciadas devido a presenca de um
complexo sistema formado pelo REL que preenche quase todo o citoplasma (Locke 1969,
Jackson & Locke 1989). Além disso, nas andlises rotineiras, ndo foi observada divisdo dos
endcitos, nem quando incubados com alguns fatores de crescimento (dados ndo apresentados).

A nio proliferagdo dos endcitos também foi observada em larvas de D. melanogaster, onde se
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notou que eles apenas aumentam de volume a cada estagio larval (Bodenstein 1950 citado por
Gould et al. 2001). Supostamente, os endcitos pupais seriam produzidos de novo a partir de
células dos discos imaginais durante a metamorfose de D. melanogaster. Entretanto, essa
hipétese ainda nao foi testada para outros insetos (Elstob et al. 2001, Gould et al 2001).

O citoplasma dos endcitos é preenchido por uma rede de cisternas tubulares que foi
inicialmente descrita como REL tubular (Locke 1969, Larsen 1976). A presenca do REL tem
sido associada a produc@o e secrecao de lipidios nas larvas de C. ethlius (Lepidoptera) (Locke
1969) e em adultos de T. molitor (Coleoptera) (Romer et al. 1974), Schistocerca (Orthoptera)
(Diehl 1973, 1975) e Blattella (Blattaria) (Fan et al. 2003). Devido a presenga do REL e pelo
metabolismo de ecdisteréides em T. molitor, esses trabalhos propdem que os endcitos sdo
andlogos as células esteroidogénicas dos mamiferos.

Além do REL, predominam no citoplasma dos endcitos do A. aegypti estruturas
semelhantes a vesiculas. Duas hipdteses poderiam explicar a presenca delas. Uma delas é que
essas estruturas seriam goticulas de lipidio que s3o abundantemente encontradas nos endcitos
larvais de D. melanogaster privadas de alimento (Gutierrez et al. 2007) e nos endcitos de
larvas e adultos de algumas espécies de formigas (Camargo-Mathias & Caetano, 1996; Roma
et al. 2008). Outra hipétese € que essas estruturas correspondem a um sistema de canaliculos
seccionados transversalmente. Esses canaliculos sdo formados em decorréncia de
invagina¢des da membrana citoplasmética que se adentram profundamente no citoplasma,
cujas extremidades se fundem e formam microcavidades. Essas microcavidades, chamadas de
espagos linfais, contém linfa, que é descrita para os insetos como hemolinfa com composi¢do
diferente da hemocele. Esses espagos linfais aumentariam a superficie celular facilitando o
processo secrecdo de componentes da hemolinfa pelos endcitos (Locke 2003). Entretanto, um
estudo ultra-estrutural usando substancias marcadoras da superficie necessita ser feito para
comprovar a presenca destas microcavidades nos endcitos de A. aegypti.

No presente estudo foi realizado com sucesso o estabelecimento do cultivo primério
dos endcitos de A. aegypti. Essas células retém uma capacidade relativamente alta de
sobreviver in vitro. Essa caracteristica proporciona um sistema que poderd ser util para se
estudar em detalhes o papel das endcitos em diferentes processos nesse mosquito, como por
exemplo, a participagdo no metabolismo de lipidio e o possivel envolvimento no processo de

infec¢d@o por patégenos, como por exemplo, o virus dengue.
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5.6. Transcriptoma

Considerando que os trofécitos t€m sido bastante estudados, no presente trabalho
optou-se por estudar o perfil transcricional dos endcitos, cujas informacdes sdo relativametne
escassas. A partir do momento que se conseguiu purificar e estabelecer o cultivo primario
dessas células, foi possivel iniciar os estudos morfoldgicos e moleculares especificos. Nos
tépicos seguintes serdo discutidos aspectos relacionados com os transcritos que codificam
proteinas dos processos de desintoxicacdo, sintese de lipidios e resposta imune inata
produzidos pelos endcitos pupais de A. aegypti. Entretanto, outras categorias de transcritos
merecem ser previamente discutidas.

Dos 15.419 genes identificados no genoma de A. aegypti como codificantes, pelo
menos 12.350 (80%) sdo transcritos nos adultos (Nene et al. 2007). Desse total de transcritos
295 sdo expressos nos endcitos pupais de A. aegypti, representando 2,38% do total de genes
considerados como codificantes para os adultos. Desses transcitos, aproximadamente 18%
codificam proteinas ribossomais, o que estd dentro dos valores encontrados em outros
transcriptomas 6rgaos-especificos. Cerca de 19% das ESTs correspondem a transcritos que
possuem similaridade com genes que codificam proteinas com dominios desconhecidos
(conservados ou hipotéticos), o que também esta de acordo com a porcentagem de transcritos
da mesma categoria encontrados em estudos com vetores (Feitosa et al. 2006, Ramalho-
Ortigao et al. 2007). Dos transcritos expressos constitutivamente nos endcitos, também
merecem destaque aqueles correspondentes as proteinas com dominio zinc finger ou “dedo de
zinco” (14 ESTs, cerca de 2,5%, incluidas na categoria Metabolismo Nuclear, Tab. 3). Esses
transcritos sdo abundantemente encontrados nos adultos de A. aegypti e t€m sido associados
ao metabolismo nuclear. Foi proposto que os seus respectivos genes teriam sido originados de
insercdes no genoma em conseqiiéncia da atividade de replicagdo de transposons ou de
retrovirus pela sua alta representatividade no genoma de A. aegypti (Nene et al. 2007).

Transcritos sem similaridade com outros produtos génicos correspondem a 1,91% do
total. Entretanto, esses ultimos apresentam similaridade com seqii€ncias depositadas como
supercontigs, o que pode ser um indicio de que essa pequena fragfio constitua transcritos
correspondentes a novos genes e que até o0 momento nio foram identificados no transcriptoma
dos adultos de A. aegypti.

Feitosa et al. (2006) estudaram pela primeira vez o transcriptoma do corpo gorduroso
vitelogénico de fémeas de A. aegypti. Somente 0,57% dos transcritos do érgdo correspondem
a citocromo P450, enquanto que nos endcitos essa porcentagem foi de 8%. Outra diferenca

importante foi que 40,46% dos transcritos correspondem a genes da sintese protéica, a maior
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parte deles para proteinas ribossomais. Essa porcentagem é muito superior a encontrada nos
endcitos (26,9%) [incluindo transcritos para as categorias Proteinas Ribossomais (17,93%) e
Processamento e degradacdo de proteinas (8,97%)] e sugere que a sintese de proteinas,
incluindo aquelas relacionadas a vitelogénese, estdo concentradas nos trofdcitos, enquanto que

as proteinas relacionadas aos processos de desintoxicagdo estdo concentradas nos endcitos.

5.6.1. Genes de desintoxicaciio

A citocromo P450 ¢ identificada entre os transcritos mais abundantes expressos nos
endcitos de A. aegypti. Citocromo P450 ¢ um nome geral para uma familia de hemeproteinas
encontrada em diversos organismos, incluindo arqueobactérias e bactérias (Danielson 2002).
Em um tnico genoma podem existir até 450 genes para P450 (Omura 1999), enquanto que
nos insetos, mais de 660 genes para P450 ja foram caracterizados a partir de genomas
seqiienciados e de outros estudos relacionados com mecanismos de resisténcia a inseticidas
(Li et al. 2007).

Nos mamiferos, a P450 é comumente encontrada nos microssomos ¢ no REL dos
hepatdcitos e nas mitocondrias das células esteroidogénicas. Nesses organismos, diferentes
formas da P450 participam do metabolismo de diferentes moléculas como esterdis e vdrios
lipidios, incluindo eicosandides, vitamina D3 e retindide (Simpson 1997, Omura 1999).

A expressao de P450 ¢é tecido-especifica nos insetos, indicando a sua diversidade
funcional (Simpson 1997, Omura 1999). Nesses organismos, a P450 estd envolvida com uma
variedade de rotas metabdlicas do desenvolvimento, alimentac@o, resisténcia a inseticidas e
tolerdncia as toxinas das plantas. Além disso, a P450 é responsavel pela sintese e degradagao
de hormdnios, como 20-hidroxiecdisona e hormdnio juvenil, e de feromoénios (Scott 1999,
Scott & Wen 2001, Gilbert 2004).

A expressido da P450 é relativamente alta nos endcitos de A. aegypti, correspondendo a
oito por cento do total de transcritos, incluindo pelo menos quatro diferentes transcritos para
P450. Provavelmente a P450 expressa nos endcitos também participe no metabolismo de
esterdides, como demonstrado nos endcitos isolados de larvas de T. molitor (Coleoptera) que
sintetizam o e B-ecdisona a partir de 4-'*C-colesterol in vitro (Romer et al. 1974). Entretanto,
essa associagdo entre a P450 com o metabolismo de ecdisona ainda ndo foi confirmada para
0s insetos.

Gutierrez et al. (2007) propuseram que as fungdes do figado dos mamiferos de estocar
glicogénio e processar lipidios provavelmente estdo divididas entre os trofdcitos e os endcitos
de D. melanogaster. Porém, a analogia entre os endcitos e o figado vai além do metabolismo
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de lipidios e inclui o metabolismo de xenobidticos através da expressdo de diferentes genes
relacionados com a desintoxicagdo, como por exemplo, a P450.

O aumento da expressdo da P450 é considerado a forma mais comum de resisténcia a
inseticidas (Scott 1999, Scott & Wen 2001), estando presente em algumas linhagens de D.
melanogaster (Sundseth et al. 1990) e em A. gambiae (Miiller et al. 2007). Cerca de oito por
cento das proteinas expressas em A. aegypti sdo membros da familia P450. Uma comparagio
entre os dipteros mostrou que essa porcentagem representa uma expansio da expressio de
P450 em comparagdo a D. melanogaster e A. gambiae. Supde-se essa expansdo poderia ser
responsavel por um sistema de desintoxicacdo mais elaborado em A. aegypti, contribuindo
para aumentar a resisténcia a inseticidas em comparagdo aos demais mosquitos (Nene et al.
2007).

Além da P450, foram identificados outros 23 transcritos nos endcitos do A. aegypti
que codificam proteinas de desintoxicacdo, como por exemplo, as enzimas com atividade de
dlcool desidrogenase e a catalase que confere protecio contra o estresse oxidativo. Ambas as
enzimas sdo expressas nos endcitos de D. melanogaster (Gutierrez. et al. 2007). Além dessas
enzimas, também sao encontradas a NADPH citocromo P450 redutase (CPR) e a citocromo
b5. A CPR estd envolvida com o metabolismo de inseticidas e € altamente expressa nos
endcitos de linhagens inseticida-resistentes de A. gambiae (Lycett et al. 2006). A CPR ¢
citocromo b5 sdo importantes doadores de elétrons que regulam a ligacdo da P450 ao seu
substrato (Scott 1999, Scott & Wen 2001) (Tab. 2). O envolvimento dessas enzimas nos

processos de desintoxicag¢do necessita ser estudado em detalhes nos endcitos de A. aegypti.

5.6.3. Metabolismo de lipidios

Alguns trabalhos tém sugerido a participacdo dos endcitos no metabolismo de lipidios
pela presenca do REL desenvolvido. De acordo com esses trabalhos, os endcitos
supostamente produzem e exportam hidrocarbonetos para o tegumento através da associacdo
e/ou proximidade fisica entre eles e as células da epiderme (Wigglesworth 1988, Fan et al.
2003), ou sintetizando parafina (Diehl 1975). Esse suposto processamento de lipidios foi
demonstrado em D. melanogaster por Gutierrez et al. (2007) que identificaram 51 genes
expressos exclusivamente nos endcitos larvais dessa espécie.

A expressdo das enzimas do metabolismo lipidico é compartilhada entre os endcitos de
A. gambiae e A. aegypti. Além dos transcritos para a P450, foram identificados outros
transcritos correspondentes a 23 diferentes genes relacionados com o metabolismo de lipidios

nos endcitos de A. aegypti. Se considerarmos a fragdo correspondente a P450, o total de
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transcritos para sintese lipidica é de 16,40% (8,01% para P450 mais 8,39% para sintese de
lipidios). Desses genes incluidos na fragdo dos 8,39%, os que correspondem a acido graxo
sintase sdo os mais representativos, seguido da elongase e da estradiol 17B-desidrogenase
(Tab. 2). O metabolismo de componentes lipidicos nos insetos depende da atividade dessas
enzimas. Foi mostrado que em Gryllus bimaculatus (Grillidae; Orthoptera) a sintese de
lipidios pelo corpo gorduroso depende da atividade da dcido graxo sintase (Lorenz & Anand
2004). Em D. melanogaster, a atividade da elongase ¢ responsdvel pela sintese de 4cidos
graxos de cadeias muito longas e também de feromonios (Chertemps et al. 2005, 2007). Em
mamiferos, a atividade da enzima estradiol 17B-desidrogenase estd concentrada nos
microssomos dos hepatdcitos e € responsdvel pela inativagdo de andrégenos e estrégenos
(Deyashiki et al. 1995).

A presenca de transcritos que codificam enzimas do metabolismo de lipidios corrobora
nossos dados ultra-estruturais, se considerarmos que a presenga do REL desenvolvido pode
ser associada ao metabolismo de lipidios pelos endcitos (Wigglesworth 1988; Jackson &
Locke 1989; Fan et al. 2003).

5.6.4. Imunidade inata

O tamanho relativamente grande do corpo gorduroso faz com que ele seja um
poderoso sistema capaz de secretar peptideos antimicrobianos e que esses alcancem uma
concentragdo efetiva contra os patégenos que porventura invadam a hemolinfa. Entretanto,
para que essa resposta imune aconteca é necessario o reconhecimento dos invasores através de
proteinas de reconhecimento. O reconhecimento resulta na secrecdo de peptideos
antimicrobianos (Hetru et al. 2003, Barrilas-Murry et al. 2005).

Nossos resultados mostram que os endcitos de A. aegypti expressam constitutivamente
RNAm(s) que codificam alguns fatores relacionados a imunidade inata, como lisozimas e
fatores responsdveis pelo reconhecimento de patégenos como Spatzle 1A e serino protease.

Em D. melanogaster, a resposta imune € iniciada diante da clivagem proteolitica da
proteina Spatze que posteriormente se liga e ativa os receptores do tipo Toll nas células do
corpo gorduroso. A clivagem de Spatzle ocorre na hemocele através da agdo de serino
proteases. A sua intera¢do com o Toll ativa a via responsdvel pela produgdo de peptideos
antimicrobianos no corpo gorduroso. Essa interagdo faz com que a proteina citoplasmatica
cactus/IkB seja clivada e ocorra a translocagdo do fator de transcrigio Dif/NF-kB para o
nicleo, que ativa a expressao de peptideos antimicrobianos como a drosomicina (Barillas-

Mury et al. 2000, Zasloff 2002, Christophides et al. 2004).
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Outra forma que os insetos utilizam para bloquear a invasdo por microorganismos € a
secrecdo de lisozimas por diferentes 6rgdos, como o intestino médio, traquéias e corpo
gorduroso. Os endcitos de A. aegypti também expressam genes para lisozimas. Elas
constituem os transcritos mais abundantes dos endcitos na categoria imunidade inata e sdo
responsaveis por um importante mecanismo contra patégenos porque participam da digestdo
da parede bacteriana e fiingica (Hultmark 1996, Vilmos & Kurucz 1998).

Foi mostrado anteriormente que os endcitos compartilham o REL desenvolvido com as
células esteroidogénicas dos mamiferos (Dean et al. 1985, Wigglesworth 1988, Haunerland &
Shirk 1995). Essas caracteristicas morfoldgicas juntamente com a sua localizag¢@o periférica
no corpo gorduroso dos adultos de A. aegypti sugerem a existéncia de um mecanismo
facilitador da desintoxicag¢do, bem como para a absor¢ao e secrecdo de lipidios (Gutierrez et
al. 2007). A localizagdo periférica pode também facilitar o rdpido reconhecimento de
patégenos, com a ativagdo da resposta imune inata culminando com a expressdo e secregdo de
moléculas de defesa (Barillas-Mury et al. 2000, Zasloff 2002, Christophides et al. 2004).

Cerca de pouco mais de 2% dos transcritos do corpo gorduroso dos adultos de A.
aegypti correspondem as proteinas relacionadas com o sistema imune, como cecropinas,
defensinas e lectinas (Feitosa et al. 2006). Porém, nesse trabalho ndo é possivel saber quais
das células expressam esses genes no corpo gorduroso. Também ndo sdo identificados
nenhum desses transcritos nos endcitos e vice-versa. Considerando a pequena fracdo de
endcitos (8%) diante dos trofécitos no corpo gorduroso de A. aegypti, a chance dos seus
transcritos serem clonados ou seqiienciados ¢ menor em comparagdo com os transcritos dos
trofécitos. B plausivel supor que ambas as células do corpo gorduroso participam da
imunidade humoral, pois em cada transcriptoma foram encontrados genes da imunidade
expressos diferencialmente. Além do mais, pode-se inferir que ambos os sistemas expressam
constitutivamente RNAm(s) relacionados com a imunidade, pelo fato de em ambos os casos
se tratar de animais ndo infectados.

Até hoje os endcitos tém sido considerados células enigmaticas para a maioria dos
insetos (Gould et al. 2001) e a geragdo do transcriptoma dos endcitos abriu novas perspectivas
para entendermos as fun¢des dessas células em A. aegypti. De acordo com nossos resultados,
a fungdo dos endcitos pode ser definida como desintoxicagdo e o metabolismo de lipidios
(Wigglesworth 1988, Jackson & Locke 1989, Fan et al. 2003), e secundariamente, como
células imuno-competentes.

Considerando que esses dados representam a primeira andlise do transcriptoma de

endcitos em invertebrados, eles fornecem a base para futuras investigagdes a respeito da
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resisténcia dos insetos aos xenobidticos e a respeito das interagdes entre os mosquitos e os

patdégenos que eles transmitem.
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6. Consideracdes finais

Pela primeira vez, o corpo gorduroso de A. aegypti foi estudado considerando os
aspectos histoldgicos, histoquimicos e ultra-estruturais relacionados com diferentes tipos de
dieta. Também foi realizado de maneira inédita o cultivo primdrio e a investigagdo dos
produtos da expressdo génica dos endcitos, validando a hipétese de que esses devem participar
da manutengdo da homeostasia, do metabolismo de lipidios e da imunidade inata em A.
aegypti. Nesse sentido, o presente trabalho representa uma contribui¢do importante para o
entendimento da fisiologia do A. aegypti, considerando que foi realizado um amplo estudo do
seu corpo gorduroso, envolvendo desde aspectos morfoldgicos a aspectos moleculares.

Estudos anteriores revelaram que o corpo gorduroso dos insetos é um 6rgio bastante
maledvel, sofrendo transformagdes desde o periodo larval, passando pela remodelagem e
reconstitui¢do durante a metamorfose. No caso de A. aegypti, o corpo gorduroso é capaz de
alterar a sua ultra-estrutura em funcéo da idade, da demanda ovariana pelos componentes do
vitelo, ou em fungdo do acimulo de lipidios diante da dieta & base de actcar (Raikhel & Lea
1983, Snigirevskaya et al. 1997, Ziegler & Ibrahin 2001). Nossas andlises morfolégicas
confirmam essa plasticidade do corpo gorduroso, cuja microanatomia apresenta varias
diferengas dependendo da idade e da dieta. No nivel celular, essas diferencas sdo notdveis
principalmente quanto ao contetdo citoplasmético dos trofdcitos, no que diz respeito as
reservas nutricionais e a organizagao de organelas.

O A aegypti apresenta importancia epidemiolGgica por ser o principal vetor envolvido
na transmissdo da dengue e da febre amarela urbana, sendo também capaz de ser infectado por
outros tipos de virus, fildrias de nematdédeos e pelo P. gallinaceum da maldria avidria (Consoli
& Lourengo-de-Oliveira 1994). Nos experimentos envolvendo cultivo primdrio, foi possivel
purificar e manter com sucesso os endcitos de A. aegypti. Considerando a importincia do
estabelecimento do cultivo primario para o entendimento das funcdes celulares, o cultivo dos
endcitos podera ser usado para estudos de fisiologia, ou at¢ mesmo para estudos envolvendo
infecgdo dessas células pelo virus Dengue.

Somente em 2007 as suposi¢cdes de que os endcitos sdo comprometidos com o
metabolismo de lipidios sairam do ambito morfolégico para o molecular, quando a
participacdo dos endcitos no metabolismo de lipidios foi confirmada em D. melanogaster
(Gutierrez et al. 2007). Os nossos resultados corroboram esses dados pelo fato de termos
identificado em A. aegypti vdrios genes relacionados com o metabolismo de lipidios.

Estudos bioquimicos e imunocitoquimicos mostraram a produgdo de ecdisona pelos

endcitos de T. molitor e uma alta expressdo de P450 redutase nos endcitos de A. gambiae,
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respectivamente (Romer et al. 1974, Lycett 2006). Esses dados juntamente com o fato de
termos encontrado transcritos de P450 e de estradiol 17B-desidrogenase nos endcitos de A.
aegypti sugerem que a via metabdlica relacionada com o metabolismo de esterdides pela P450
e outras enzimas poderia ser compartilhada pelos hepatdcitos dos mamiferos e os endcitos de
Aedes.

Nossos resultados contribuem para o entendimento da fisiologia dos mosquitos, pois
agora € sabido quais genes sdo expressos preferencialmente nos endcitos, abrindo as portas
para que no futuro os endcitos possam ser também estudados em linhagens de mosquitos
infectados resistentes e susceptiveis ao virus dengue 2. Isso permitira confirmar a hipdtese de
que os endcitos participam ativamente do processo interagdo de patégenos com os insetos
vetores e contribuird para o entendimento da relacdo dos endcitos com a competéncia vetorial
de A. aegypti.

No presente trabalho foi tragado o perfil da expressdo génica dos endcitos de A.
aegypti. A expressio de um determinado gene nio significa a sua tradu¢do imediata, devido
aos processos de regulagdo pods-transcricionais das células. Entretanto, pode-se assumir que
pelo menos uma parte deles é traduzida em pelo menos alguma fase da vida do organismo.
Descrever o repertério da expressdo génica foi um grande passo para entendermos o papel
dessas células nos mosquitos, porém, para que o transcriptoma seja validado, futuros estudos

de protedmica serdao necessarios.
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7. Anexo 1: Tabela 3: Transcritos encontrados nos enécitos de A. aegypti. Cada transcrito apresenta um nuimero de acesso no

GenBank, incluindo os nimeros das seqiiéncias correspondentes a A. gambiae e D. melanogaster.

5 Number of AT 5 . vs. Liverpool strain genomic ’ q vs. D.
n Contig ; vs. A aegypti Liverpool strain transcripts/access number T E-value vs. A gambiae melanogaster Category
1 1 32 e-142
2 2 10 e-143
AAELO008802-RA conserved hypothetical protein AGAP012571
3 4 5 4e-69
4 5 2 5e-53
5 6 14 1e-99
AAEL004851-RA hypothetical protein
6 15 2e-33
2
7 24 AAEL003559-RA supercontl.114 e-168 AGAP005874 CG2669
8 26 AAEL004420-RB supercontl.574 0.003 AGAP005036 CG3857
1
9 30 AAEL014039-RB conserved hypothetical protein e-129 AGAP000669 CG30415
10 43 2 AAEL002325-RA supercont1.285 2e-34 AGAP007143 CG32210
11 55 3 AAEL002339-RA supercont1.410 4e-25 AGAP004671 CG4738
12 58 AAEL000352-RA hypothetical protein 8e-15
Unknown
13 65 AAELO013865-RA conserved hypothetical protein e-157 CG30380
14 83 AAEL004510-RA hypothetical protein 3e-81
15 97 1 AAEL002190-RA conserved hypothetical protein le-45 AGAP008492 CG4619
16 101 AAEL013273-RA 0.0
hypothetical protein
17 102 AAELO012241-RA supercont1.109 e-118 AGAP005919
18 104 AAEL009737-RA e-129 AGAP005448 CG9227
conserved hypothetical protein
19 111 2 AAELO008883-RA 0.0 AGAP006471 CG18809
20 139 AAELO010308-RA supercont1.247 e-112 AGAP011070 CG18490
hypothetical protein
21 158 AAEL007833-RA e-124
22 164 1 AAELO15617-RA e-106 AGAP007614 CG30173
conserved hypothetical protein
23 167 AAELO11010-RA 6e-97 AGAP012515 CG4692
24 176 AAEL008731-RA hypothetical protein 2e-89

91



n Contig Nu:nber o vs. A aegypti Liverpool strain transcripts Vs ].jve:ﬂ(;&;l Sﬂai;; ialte E-value vs. A. gambiae md;,:l'oga.d . Category
25 217 AAELO011295-RA e-120 AGAP008921

26 | 218 AAELOT1042-RA C"“se“';‘:o‘zipn"‘he‘i“' 00 AGAPO06832

27 236 AAEL002293-RA e-113 AGAP011825

28 253 AAEL001664-RA hypothetical protein e-106

29 254 AAEL003160-RA conserved hypothetical e-105 CG6770

30 | 271 AAEL010487-RA protein 4e-34 AGAP003487 CG4666

1 Unknown

31 280 AAEL005652- supercontl.168 0.77

32 298 AAEL004322-RA RA hypothetical protein supercont].524 le-52 CG6448

33 321 AAEL002058-RA supercont].32 0.0 AGAP000504

34 337 AAEL009278-RA e-122 AGAP004906 CG32832

35 | 341 AAEL009274-RA CO“S"‘V;Cr'(ﬂgfthe‘ical 0.0 AGAP007116 CG1943

36 346 AAEL002260-RA e-119 AGAP006517 CG17569

37 10 8 AAEL003942-RA 60S ribosomal protein L44 141, putative e-174 AGAP003538 CG7424

38 12 4 AAEL000010-RB ribosomal protein L36, putative 0.0 AGAP002921 CG7622

39 201 1 AAEL005901-RB 40S ribosomal protein S3a e-136 AGAP003532 CG2168
40 13 7 AAEL002832-RA 40S ribosomal protein S26 AGAP012100 CG10305
41 17 AAEL014562-RA 60S ribosomal protein L12 0 AGAP010065 CG3195
42 31 : AAEL002534-RA 608 ribosomal protein L10 e-77 AGAP000953 CG17521
43 279 1 0.0

AAELO08188-RA 60S ribosomal protein L6 AGAP001911 CG11522 Protein

“ 3 2e-32 Metabolism/
45| 36 1 AAEL013272-RA 60S ribosomal protein L37a 9¢-95 AGAP009920 CGs827 Ribosomal
46 49 AAEL009506-RA 40S ribosomal protein S20 supercont1.725 0.0 AGAP010591 CG15693
47 63 : AAEL(007824-RA ribosomal protein S29, putative supercont1.47 7e-91 AGAP001595 CG8495
48 68 11 AAEL013583-RA 60S ribosomal protein L23 4e-21 AGAP010252 CG3661
49 96 AAEL012585-RA 60S ribosomal protein L7 e-150 AGAP008916 CG4897
50 100 ! AAEL011471-RC 60S ribosomal protein L17 AGAP001459 CG3203
51 115 2 AAEL009341-RA ribosomal protein L34, putative 0 AGAP009324 CG6090

52 121 1 AAEL012686-RA ribosomal protein S12, putative 8e-51 CG8415
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vs. Liverpool

. Number of | vs. A aegypti Liverpool strain . . q vs. D.
n Contig sequences transcripts strain genomic E-value vs. A gambiae melanogaster Category Comments
supercontigs
53| 130 AAELOI2733-RA 605 1659 | AGAP004422 €G2746
1 ribosomal protein L19
s 13 AAELOO6860-RA ribosomal 236 | AGAPO034I2 cG1s527
protein 28, putative
55 148 3 A,AEL009994-R.A 608 e-131 AGAP002306 CG5502
ribosomal protein 1.4
56 152 2 AAELOOOQBIRA 608 AGAPO005802 CG1263
ribosomal protein L8 0.0
s7 | 1m AAELO13221-RC 60S AGAPOI 1298 CG3843
ribosomal protein L10a
58 180 A,AELOOGE’Q&RA 60S e-107 AGAPO011896 CG1821
1 ribosomal protein L31
AAEL009608-RA 28S
59 181 ribosomal protein S16, 0.0 AGAP004818 CG8338
mitochondrial
60 | 189 2 AAELOOB4BLRE 605 8e-67 |  AGAPOOTS80 G615
ribosomal protein L18
61| 247 AAELOLL6S6-RA 405 1e27 | AGAP001274 cG8332
1 ribosomal protein S15
62| 104 AAELOO#175-RA 40 0.0 AGAP004887 G392
ribosomal protein S17
63 210 2 A.AELOIO756-R.A 408 le-71 AGAPO010933 CG4464 .
ribosomal protein S19 Protein
64 11 1 AAELOM‘)OB»RA 408 De-d4 AGAPO05131 CG3751 Metabolism/Ribosomal
ribosomal protein $24
65 187 2 | AAELO03324-RA acidic 6e-10 AGAP007740 CG4087 Ribosomal protein 60S
ribosomal protein PI, putative
66 | 230 AAELO10573-RB ribosomal 889 |  AGAP004462 CG6684
protein S25, putative
67| 255 I AAELOTIS87RA ribosomal 0.0 AGAPOI 1687 CG4759
protein L27, putative
68 266 A,AELOO777 LRA 608 4e- AGAP005046 CG7434
ribosomal protein 1.22
69 | 296 2 AAELOL082L-RA 60S acidic o112 | AGAPOO3592 €G7490
ribosomal protein PO
70 | 320 AAEL004325-RA ribosomal 0.0 AGAP009031 CG17489
protein L5
71 326 AAELOOSOgS-RA 608 e-159 AGAP003816 CG10652
ribosomal protein L30
A | AAELOOG785-RE 60S 5e28 | AGAPOI2284 €G6510
ribosomal protein L18a
73 192 AAELOO2372-RA ribosomal | oo 55 e-40 AGAP009998 CG8857
protein S11
74| 38 AAEL001037-RA ribosomal AGAP003002 €G8939 Spbl, C-terminal- 608 ribosomal biogenesis
RNA methy! 0.0
75 116 5 AAEL013536-RA ubiquitin CG5271

(ribosomal protein L40)
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Number of

vs. A aegypti Liverpool strain

vs. Liverpool strain

vs. D.

n | Contig . — A s E-value vs. A. gambiae melanogaster Category Comments
76 | 282 1 AAELO06511-RA A, stephens 0.0 AGAP007927 CG2960 Ribosomal protein
ubiquitin
77 122 2 AAEL004151-RC e-120 AGAP006612 CG10071 Ribosomal L29e protein
78 367 1 AAELO013103-RA conserved 3e-15 AGAP010247 CG31938 Ribosomal RNA- processing protein 40
hypothetical . T —
79 204 AAELO10843-RA protein 0.0 AGAP006459 CG17737 Protein ) Translation initiation tactor.-dlrectmg th&?
Metaholi ribosome to the proper start site of translation
80 295 AAELO13533-RA e-128 AGAP008001 CG5277 Ribosomal Ribosomal protein SSE
81 | 4l 2 No hits f"““[f;‘::'cl n!“:S Anopheles supercont|.968 3e-29 AGAP000952 G991 Ribosomal protein 60S
82 46 AAEL012686-RA conserved supercont1.725 2e-59 CG8415 Ribosomal protein S12/S23
hypothetical
83 147 AAEL003427-RA protein AGAPO11424 CG4046 RA ribosomal protein S16
84 | 345 1 AAEL009764-RB xaa-pro AGAPO01037 €G6291 Peptidase M24
aminopeptidase 0.0
85 73 AAEL006169-RA cathepsin d AGAP003277 CG10104
2
86 290 AGAP012577 CG8947
AAEL006389-RA cathepsin |
87 237 9e-63 AGAP012577 CG8947
88 275 AAEL002833-RA cathepsin 1 2e-04 AGAP011828 CG6692
89 92 1 /}AELOI 1662-RA pla§ma supercont1.106 0.28 AGAP001262 Protease-associated PA
carboxypeptidase
g 1 Protein trafficking. They may modulate vesicle
90 | 364 AAELO10012-RA GTP-binding AGAP004098 CG7073 budding and uncoating within the Golgi
protein sarl I
apparatus
0.0 Protein Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin
91 291 5 AAE]..OI 175$-RA peptidyl-prolyl AGAP000462 CG7768 Metabolism/ | tyPe - protein to]dlng by .ca?al.yzmg Fhe cis-trans
cis-trans isomerase f, ppif Processing isomerization of proline imidic peptide bonds in
© oligopeptides
92| 47 AABLO0ITIORA ublquitin- supercontl.428 | e-114 AGAP000495 CG3018
conjugating enzyme, Ubiquitin (protein processing)
93 300 AAEL000084-RA elongin b 2e-51 AGAP003154 CG4204
Protein degradation, membrane fusion,
04 270 AAEL013676-RA 26S protease AGAP007243 CG1489 mlcrotubule severing, peroxisome .bloge‘nesns‘
regulatory subunit signal transduction and the regulation of gene
1 0.0 expression
- Protein degradation, membrane fusion,
95 351 AAEL002508-RA 26S_ protease AGAPO00616 CG10370 n_ncrotuhule severing, peroxisome _bmgenesns,
regulatory subunit 6a signal transduction and the regulation of gene
expression
96 231 AAELO12798 RA Jumbrokinase- supercont1.566 0.003 Peptidase S1A, chymotrypsin

3(1) precursor, putative
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vs. Liverpool strain

5 Number of vs. A aegypti Liverpool strain 5 A vs. D. q
n Contig —— en— geuom.ui:u E-value vs. A gambiae melanogaster Category InterPro/GO/Literature
97 314 AAELU! 1340-RA . percont1.894 3e-74 AGAPO011475 Peptidase
metalloproteinase, putative
08 200 AAEL011287-RA ubiquitin specific supercont1.793 0.0 AGAP000884 CG15817 Involucrin repeat- insoluble envelope beneath the
protease plasma membrane
99 | 340 AAEL002225-RA 5-oxoprolyl- 272 AGAPO06964 CG32147 Peptidase C15, pyroglutamyl peptidase [
1 peptidase, putative
100 | 308 AAELO08425-RA conserved 00 AGAPO00832 CG14899 Derl-like - proteolytic system ER
hypothetical protein
NmrA-like - negative transcriptional regulator
101 353 AAEL014821-RB hypothetical 8e-48 AGAP001321 CGY471 involved in the post-translational modification of
protein the transcription factor AreA
102 260 2 AAEL013605-RA e-104 AGAP006738 CG34018 Proteinase inhibitor I1, Kazal
AAELO011711-RA nascent
103 75 polypeptide associated complex e-132 AGAP006766 CG8759
1 alpha subunit
104 88 AAEL003594-RA kinectin, putative supercontl.173 Protein
Metabolism/ . . . .
105 263 4 AAELO0S065-RA biola domai 0.0 Processing | Protein tyrosine phosphmase—}nke protein, PTPLA -
roteinp pla domain AGAP003814 CG6746 post-translational
106 | 265 P
107 125 AAEL007898-RA calmin supercont1.772 2e-24 AGAP009554 CG33715 Spectrin repeat
108 | 191 AAEL004071-RA nitrogen fixation 00 AGAPO0S813 €G9836
protein nifu
109 | 309 AAEL005207-RA neprilysin supercont1.363 277 AGAPO09791 €G5905 Peptidase M, neutral zine metallopeptidases, zinc-
binding site - Peptidases
1o | 327 AAELom“hsy'(];‘; ;f;‘k"‘"e“e at 0.93 AGAP009907 CG10602 Leukotriene A-4 hydrolase/aminopeptidase
111 103 1 AAEL000795-RA ubiquitin 4e-94
12 | 220 AAFLO03921-RA Astephens e-133 AGAP002389 CG7215
ubiquitin, putative
113 184 AAEL001887 supercontl.45 e-116 AGAP008988 CG2718 Glutamine synthetase 1, mitochondrial precursor
114 127 AAEL()O8774()-RA proteasome 119 AGAP004991
subunit beta type
15 | 166 AAELO12122-RA 26S proteasome supercont].125 2e-99 AGAP009082 CG10484 Protein
regulatory subunit S3 :
AAEL013236-RA proteasome Metabolism/
116 169 N e-173 AGAPO010718 CG12323 Processing
subunit beta type Proteasome
117 | 225 2 AAEL002401-RA proteasome e-176 AGAP008837 CG17301 Machinery
subunit beta type
s | 23 1 AAELO14555-RA Umplp protein, 0.0 AGAP009647 €G9324 Proteasome maturation factor UMPL

putative
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vs. Liverpool

. Number of vs. A aegypti Liverpool strain 5 P L . vs. D.
n Contig . st strain genoilzuc E-value vs. A gambiae 5] eSET Category Comments
19 | 256 1 AAELOO6061-RA proteasome 273 AGAPO01995 €G5266
subunit alpha type Protein Metabolism/
120 | 292 2 AAEL003431-RA proteasome AGAP011423 CGI2161 | Processing Proteasome
subunit beta type 7,10 Machinery
21| 32 1 AAELOL0087-RA proteasome AGAP004960 cG1736
subunit alpha type 0.0
122 9 7
123 | 136 1 AABL002204-RA fatty acid AGAPO03468 CG17374 Esterase/lipase/thioesterase
synthase
124 197 2 2e-39
125 | 313 1 AAELDO3125-RA acyl-coa 00 AGAP006780 CG6638 Beta-oxidation in mitochondrion
dehydrogenase
126 | 146 3 AAEL007023-RA estradiol 17 0.0 AGAPO08667 CG3415 Fatty acid synthase
beta-dehydrogenase
127 262 AAEL004341-RA alpha-esterase AGAP006723 CG9858
128 | 86 | AAEL009634-RD steroid 106 AGAP004532 CG1444 Insect alcohol dehydrogenase family
dehydrogenase
129 | 205 AABLOOT2ESRA acetyl-con 3¢-85 AGAP001473 CG6432 Long chain fatty acid Co-A ligase
130 214 5 AAELO008 144»RA AMP dependent AGAP010870 CG3394 AMP synthasd long chain fatty acid Co-A
ligase ligase, acetyl-CoA synthetase
131 239 AABLOOISTRA allergen. CG6783 Cytosolic fatty-acid binding
P Lipid Metabolism - - -
AAELO11676-RA amp dependent 0.0 The family of enzymes includes luciferase,
132 257 coa lioasep P supercont1.178 AGAP008557 CG12512 long chain fatty acid Co-A ligase, acetyl-CoA
hd synthetase
133 | 120 AAELO09038-RA AGAP0035914 €G9953 Esterase/lipase/thioesterase
1 prolylcarboxypeptidase, putative
134 | 315 AABLD03611-RA stearoyl-coa 1e-26 AGAP003050 CGI5531 Fatty acid desaturase
g . Tubby protein - A mutation in the mouse tub
135 370 AAEL0006! iolfgnhymthetlcal 0.0 AGAP000691 gene causes maturity-onset obesity, insulin
P! resistance - weight gain seen in diabetes
136 185 Te-07 AGAP007264
AAEL008219-RA e
137 | 23 3 clongase, e-127 AGAP007264
putative
138 117 5 AAEL013542-RA 0.0 AGAP003196 CG16904 GNS1/SUR4 membrane protein
139 | 208 AAEL002533-RA |  conserved o144 AGAP001084 €G4020 Male sterlity protein - (hat converts wax fauty
1 hyPOIhCIICBI acids to fatty alcohols
140 336 AAEL004278-RA protein 3e-09 AGAP010150 CG13279 Fatty acid desaturase
AAEL012698-RA ATP-binding Lipid
141 114 2 cassette sub-family A member 3, | supercontl.2584 | 4e-54 AGAP006379 CG1718 P AAA ATPase

putative

Metabolism/Transport
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vs. Liverpool

. Number of vs. A aegypti Liverpool strain 5 A 3 q vs. D.
n Contig . sisigts strain genomic E-value vs. A gambiae i) eSET Category Comments
supercontigs 9
AAEL009214-RA diazepam Lipid leoA b .
142 133 2 binding inhibitor, putative e-120 AGAP007460 CG8627 Metabolism/Transport Acyl-coA-binding protein
143 361 AAELO008789-RA gpollpophorln- 0.0
1 111, putative
144 229 AAELO010405-RA alkyldihydroxy 6e-74 AGAP004358 CG10253 Catalyses the 9)(.ldﬂl10n ofla wide variety of
acetonephosphate synthase . . substrates/lipid synthesis peroxisomal
Lipid Metabolism - - —
Transport of nutrients/synthesized lipids from the
145 26 5 AAEL013574-RB z}pohpopmtem o168 AGAPO11478 liver to tissues that can store them (adipocytes),
D, putative metabolize them (muscle, heart, lung), or secrete
them
146 240 16 0.0
147 212 1 AAELO06824-RA supercont1.222 | 2e-49 AGAP000877 CG3972
148 3 11 cytochrome 0.0
49 | 22 1 P450 supercont1.106 | de-82
AAEL004054-RA AGAP001076 CG11715 Detoxification/Lipid
150 8 11 00 Metabolism
151 207 AAEL009124-RA supercont1.390 ' CG10240
152 170 AAE[,0096‘,:3;lemhypolheucal supercont1.998 | 4e-34 Cytochrome P450
1
153 | 81 AAELO03349-RANADPH o ooroniga | 116 | AGAP000S00 CG11567
cytochrome P450 reductase
154 156 AAEL010017-RA cytochrome b5 e-177 AGAP007121 CG2140
155 14 2 AAELO10668-RA quinone 6e-92 AGAP006478 Alcohol dehydrogenase
idoreductase supercont1.363 -
156 145 8 oxi e-106 AGAP006478 Alcohol dehydrogenase GroES-like
157 | 193 AAEL004027-RA glucose €G9509 Alcohol oxidase
dehydrogenase
158 261 1 AAELO]hl 3(:111 1-15512 epoxide 0.0 AGAP008684 CG15101 Detoxification capacity for epoxides
159 | 375 AAELOOBLS9-RA short-chain AGAPOL1852 CG31546 Insect alcohol dehydrogenase family
dehydrogenase
160 51 2 6e-21 AGAP004904 CG6871 L
AAELO13407-RA catalase Detoxification
161 316 0.0 AGAP004904 CG6871
162 | 362 AAELO09436-RA conserved le-17 | AGAPO07026 CG17753 Heavy metal transport/detoxification protein
hypothetical protein
1 AAEL001134-RA Aldehyde dehydrogenases are a group of enzymes
163 137 methylmalonate-semialdehyde e-124 AGAP002499 CG17896 that catalyse the oxidation (dehydrogenation) of
dehydrogenase aldehydes
164 | 348 AAELOI0777-RA thioredoxin 180 | AGAP009584 CG31884 Protein disulphide oxidoreductase
(TRX), putative
165 | 143 1 AAELOOBI36-RA conserved 00 | AGAP003975 CG14716 Haem oxygenase

hypothetical protein
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Number

. g A q vs. Liverpool strain 5 vs. D.
n Contig of vs. A aegypti Liverpool strain transcripts " — E-value vs. A. gambiae . Category Comments
166 11 s AAELOO“SSS'S’; e‘?r]l)P’ATP carrier AGAP006782 Mitochondrial carrier protein/antioxydant
— 0.0
167 178 AAELOIBO(W-RA cytmhrm'ne ¢ oxidase, AGAP008724 CG11015
1 subunit VB, putative
168 | 33 AAELO07868-RA ubiquinol-cytochrome 175 AGAP0I2188 CG17856
¢ reductase complex 14 kd protein
169 | 20 3 AAEL002737-RA cytochrome ¢ oxidase. ell3 | AGAPOOTG2I cc2249
subunit VIIC, putative
170 | 343 AAEL009507-RA glucose-6-phosphate 765 AGAP010739 CG12529 Pentose pathway
1-dehydrogenase
17| 221 AABL005931-RA 6-phosphogluconate 140 AGAP004197 CG3724 Encray
| dehydrogenase B ;
= —— nergy; ———— - - -
172 312 AAEL001092-RA udp-glucose AGAPO04158 CG31063 Metabelism Nucleoside dlphosph‘.xte pympl_msphatase
pyrophosphatase 00 glycogen biosynthesis
173 94 AAEL004829-RA NADH AGAP005621 CG6463 ETC complex I subunit
dehydrogenase, putative
174 | 373 1| AAEL010301-RB 159 | AGAP002245 €G30354 Ub‘q“‘""l'cy‘“;;ﬁ{‘e‘fn(? reductase hinge
rved
175 | 215 , AAEL009257-RA hypofl;’xz;lv;mwm 130 AGAP007768 CG14028 Cytochrome ¢ oxidase subunit Vic
176 259 AAEL000673-RA 0.0 AGAPO11983 CG10424 Carbohydrate kinase
177 95 AAEL007385-RB ferritin subunit 1 e-113 AGAP002465 CG2216
1 ~ — —
178 248 AAEL010230-RA NADH:ubiquinone supercont1.113 AGAP009865 CG9306 Cqmplex 1 LYR protein: beheve.d to be )
dehydrogenase, putative 0.0 required for iron-sulphur cluster biogenesis
179 19 6 AAEL015404-RA lysozyme P, putative AGAP007347 CG1165
180 222 AAEL002565-RA titin supercont1.113 le-92 AGAP001633 CG32019 Immunoglobulin-like domains
181 199 AAELO004120-RA Nielfnann-pick type C- AGAP012352 CG11314 Prote'in and DefZ/Dng ?xllergen
2, putative (immunoglobulin-like)
182 105 AA]*;LD148137RA va_cuo.lar pr&?leln supercontl 593 AGAP003489 CG15523 Immunoglobulin/major histocompatibility
sorting-associated protein (vps13) 0.0 T ity complex
183 | 330 AAEL008473-RA cysteine-rich venom AGAP007583 CG16995 Pathogenesis-related proteins
protein, putative
184 | 285 1
AAEL005753-RA serine protease
185 163 3e-80
186 150 AAELO013434-RA Spatzle 1A (Spzl1A) supercont1.53 Se-04 Patogen recognition
187 52 AAEL008629-RA abc transporter 0.0 CG9663 ATPase
B PC—— Transport SRS ITTI S ,
188 56 AAEL013271-RA organic cation supercont1.47 2646 AGAP008335 CG9317 Major facilitator superfamily/General

transporter

substrate transporter
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vs. Liverpool

3 Number of vs. A aegypti Liverpool strain 5 A P q vs. D.
n Contig . AT strain genomic E-value vs. A gambiae melanogaster Category Comments
supercontigs
189 171 AAAEUHSSQZ-RA stuctural supercont1.612 0.0 AGAP002947 CG6057 ABC transporter related
maintenance of chromosomes smcl
190 70 AAEL000582-RA pickpocket supercont1.590 e-159 CG9703 Na+ channel, amiloride-sensitive
N . ABC transporter related - which uses the
191 246 AAELOOW%'R/;;;ZX prenyl protease supercont1.37 4e-37 AGAP004470 CG9000 hydrolysis of ATP to energize diverse biological
systems
192 | 276 AAEL012903-RA sugar transporter supercont1.151 AGAP007856 Membrane proteins responsible for the binding
0.0 and transport of various carbohydrates
193 365 AAEL013756-RA zinc/iron transporter AGAP002624 CG4334 Metal ion transmembrane transporter activity
AAEL006050-RA nuclear RNA export . _ Regulates all receptor-mediated transport
194 242 factor 2 (NXF2), putative supercontl.42 de-37 AGAP002004 CG4118 between the nucleus and the cytoplasm
AAEL008424-RB sodium/shloride Ui
. 252
195 278 dependent amino acid transporter supercont1.487 4e-37 CG3252 Transport Symporter activity
196 244 AAEL009080-RA importin 7 supercont1.288 6e-33 AGAP007299 CG7935
197 | 195 AAELO01164-RA NADH:ubiquinone 0.0 AGAP008653 G214 Proton-pumping
dehydrogenase, putative
198 174 AAEL006482-RA sugar transporter supercont1.127 4e-60 AGAP001160 CG31100
199 56 AAEL013271-RA organic cation supercont] 47 2e-46 AGAPO08335 CG9317 Major facilitator superfamily/General substrate
transporter transporter
200 | 267 1 AAELO009810-RA sideroflexin 1,23 | supercont1.200 | 2e-94 AGAP007119 CG6812 Tricarboxylatefiron carri - ricarboxylate cartier
from rat liver mitochondria
201 | 161 AAELO08028-RA Monocarboxylate | o0 296 | e-171 AGAP000040 CG3456
transporter |
202 39 AAEL004523-RA SecY protein supercont1.122 0.0 AGAP009182 CG9539
NmrA-like - negative transcriptional regulator
203 353 AAEL014821-RB hypothetical protein 8e-48 AGAP001321 CGY471 involved in the post-translational modification of
the transcription factor AreA
204 329 AAELOI?GG 1 -.R.A.euk;‘lryotlc 0.0 AGAP007668 CG10881 RNA recognltln{n monfj 1mp1|f;a.ted in regulation
translation initiation factor of alternative splicing
AAELO11056-RA transcription factor . . P .
2 . s -loop-]
205 200 HES-1 (Hairy and cnhancer) supercont1.809 le-53 CG10446 Basic helix-loop-helix dimerisation region bHLH
206 198 AAEL003505-RA jun supercont1.1051 0.0 AGAP006386 CG2275 Nuclear Transcription factor Jun
207 | 310 AAELO06533-RA Fts domain- supercont].133 | 1e-98 AGAP009494 CG2914 | Metabolism Sterile alpha motif/pointed - induction or
cc protein inhibition of gene transcription
AAEL001764-RA histone-fold protein Histone-like transcription factor/archaeal
2 -
208 154 CHRAC subunit, putative e130 AGAP00S051 CG13399 histone/DNA topoisomerase
200 | 335 AAELO12925-RA carbon catabolite 4¢-29 AGAPO04405 CG31137 Endonuclease/exonuclease/phospt
repressor protein 125 phosp
210 | 317 AAEL004716-RB chromodomain supercont].352 | e-141 AGAP008698 CG3733 Histone H5
helicase dna binding protein
211 301 AAELO012200-RA protein kinase C 2638 AGAP006353 CG2862 Histidine triad (HIT) protein- nucleotide-binding

inhibitor, putativel57

proteins
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. Number of vs. A. aegypti Liverpool strain vs. Liverpool strain q vs. D.
n Contig re——— e R E-value vs. A. gambiae melanogaster Category Comments
22 | 149 2 AABL003893-RA DNA repair supercont1.470 AGAP003342 CG8153
protein xp-c / rad4 00
AAELO12750-RA transcription :
2
213 57 3 factor TFIH-subunit, putative supercont1.495 AGAPO11110 CG8l151
214 | 325 AAELO10826-RA histone-lysine n- 133 CG6476 Nuclear protcin SET
methyltransferase
25 | 64 AAELO10243-RA abnormal X supercont1.111 AGAP009776 €GY703
segregation, putative
0.0 Tetratricopeptide TPR_1- cell cycle
216 | 355 AAEhmOGOWTRA conserved supercont1.1051 AGAP002284 CG12202 Jegulation, transcriptional control,
ypothetical protein mitochondrial and peroxisomal protein
transport, neurogenesis and protein folding.
07| 44 AABLO0S791-RA conserved supercont].77 o139 AGAP000261 €G7556 Myb, DNA-binding heat shock protein
hypothetical protein
218 138 AAELOlSlOg-RA con.served 0.020 AGAP006965 CG8793 ATPase, Fl/y 1/A1 cornple%(. a.lpha/bela
hypothetical protein subunit, nucleotide-bindin;
20 | 144 AABLO04068-RA hypothetical 0.004 Nuclear HMG-I and HMG-Y, DNA-binding
1 protein Metabolism
‘WD-40 repeat signal transduction and
220 204 AAEM05725.-RA ?onsewed supercont1.470 3e-51 AGAP002839 CG3184 transcription regulation to cell cycle control
hypothetical protein R
and apoptosis
21| 7 AAELOOTAI-RA conserved o105 AGAP005149 €G7637 Nucleolar RNA-binding protein Nop10p
ypothetical protein
22 | 249 AAELO08583-RA conserved supercont].96 e-150 AGAPO11880 CG8833 DNA-damage-repair proteins
hypothetical protein
203 380 AAEL007291-RA replication factor 4630 Replication factor A (RPA) associates with
A, 14kD-subunit, putative the pre-replicative complex at the origin
224 76 AAEL007,63.3TRA AGAP003124 CGl1411 D-hydantoinase
dihydropyrimidinase
25 250 AAELOOZ93§-RA con§erved 00 AGAP007147 Exosonle-assoclated-]?NA double-strand
hypothetical protein repair
226 293 5 AAEL006885-RA 14-3-3 protein AGAPO07643 CG17870 Apoptosis/mitosis - l,4>3-3 protein -bind
sigma, gamma, zeta, beta/alpha proteins
27 | 106 1 AAELOOOS”{E‘:S e dependent supercontl.11 109 AGAP001763 CG30194 AMP-dependent synthetase and ligase
28 | 50 AAELOIZOst‘t‘;’: zine finger supercont] 644 4063 AGAP004637 €G2125
29 | 241 AABLO12224-RA 7inc finger 4e-39 AGAP009068
1 protein Nuclee}r _ _ _
230 | 209 AAEL004691-RA ring finger 0.0 AGAP005202 CGleosy | Metabolism | Zine finger bind DNA, RNA, protein and/or
/Zinc finger lipid substrates
31| 28 AAELO02094-RA conserved supercont1 550 00 CG18265
hypothetical protein Zine finger
232 35 2 AAEL009724-RA hypothetical 0.00007

protein
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Number of

vs. Liverpool strain

vs. D.

N Contig vs. A aegypti Liverpool strain transcripts . i E-value vs. A gambiae i e Category Comments
233 80 AAEL008854-RA con§erved hypothetical 0.0 AGAP007954 CG12099
protein
234 929 AAEL002013-RA 6e-15
235 238 AAEL003471-RA | hypothetical protein supercont1.744 le-48 AGAP004764
Zinc finger
236 243 AAELO007869-RA 2e-92
AAEL001247-RA d hypoth 1 Nuclear
237 | 160 “RA conserved hypothetical e-121 AGAP005602 CG15715 | Metabolism
protein /Zinc finger
238 252 AAEL000171-RA supercont1.55 2e-78
hypothetical protein
239 45 AAEL002115-RA supercont1.86 3e-64 Zinc finger, C2H2-type
240 284 AAEL003147-RA conserved supercont1.468 0.0 AGAP003565 Zinc finger
241 40 AAEL007011-RA | hypothetical protein 7e-65 AGAP004256 CG11259 LIM, zinc-binding
242 | 352 AAEL007293-RA camp-dependent e-174 AGAP001384 CG4379 Protein kinase-phosphorylation
protein kinase catalytic subunit
243 333 AAEL001964-RA protein 0.0 AGAP008051
serine/threonine CG11390 Insect pheromone-binding protein
244 235 AAEL002017-RA kinase, putative supercont].83 4e-98
245 126 AAEL006406-RC con§erved hypothetical supercont] 204 0013 Phemmone/general4od0ranl binding
protein protein
246 84 ! AAELO004791-RA sorting nexin supercont1.19 2¢-94 AGAP002081 Regulator of G protein signalling
247 175 AAELOO76797R‘T)::1::WE(] hypothetical CG13994 Protein phosphatase inhibitor
248 182 AAEL003020-RA tailless (tll) supercont.195 AGAP000819 CG1378 Nuclear h"““g?ﬂ%:ﬁ“p“"' DNA-
- 0.0
249 | 177 AAEL006203-RA Juvenile hormone- supercont].162
inducible protein, putative Cell
e
250 269 AAELO008131-RA cytidylate kinase AGAP003968 CG6092 Signalling Adenylate kinase
251 323 AAEL009 169-RAA synaptotagmin, supercont1.51 3e-12 AGAP003725 CG6643 C2- signal msdqcllpn or membrane
putative trafficking
Phox-like - cell signalling, vesicular
252 221 AAEL010731-RA conserved e-168 AGAP009095 CG3077 trafficking, protein sorting and lipid
hypothetical modification
253 | 304 AAELO07173-RC protein 6e-08 AGAP004868 cGs174 Tumor protein D52 - signal
transduction and cell proliferation
254 | 74 AAELO04744-RA ceaat-binding AGAP008344 CG10447
transcription factor subunit a 0.0
255 142 AAEL()QZ?Q%-RA eukaryotic translation AGAP004750 CG3845
initiation factor 4 gamma
256 162 AAEL003063-RA semaphorin supercont1.284 S5e-69 AGAP005742 CGo446
257 59 AAEL003945-RA transcription initiation 66-59 AGAP002779 CG10281

factor IIF alpha subunit
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. Number of o . . vs. Liverpool strain q vs. D.
N Contig - vs. A aegypti Liverpool strain transcripts s ——— E-value vs. A gambiae melanogaster Category Comments
258 | 79 AAELOI3I73-RA calcium/calmodulin-dependent supercont1.65 0.0 AGAPO09034 CG17528 Doublecortin
protein kinase type 1
259 89 AAEL001930-RA pral protein e-122 AGAP005121 CG10373 Prenylated rab acceptor PRA1
1 -
260 129 AAEL010819-RB vacuc]o-l[ar ATP synthase subunit 6155 AGAP003588 CG11589
261 90 AAEL003105-RA supervillin supercont1.442 4e-76 AGAP0O07181 CG33232 Cell Gelsolin
262 27 5 Signalling
- - AAEL003006-RA 2-deoxyglucose-6-phosphate L-2-haloacid dehalogenase, epoxide
hosphat AGAP003372 CG15441 hydrol d phosphat
263 273 phosphatase 0.0 ydrolases and phosphatases
264 134 AAEL002160-RA GTP-binding protein AGAP000672 CG1354
265 | 334 AAEL001513-RA wd-repeat protein 0.97 AGAPO11562 CG2069 WD-40 repeat/signal transduction,
transcription regulation, apoptosis
266 | 338 AAELO07845-RA rab$ 0.0 AGAP007901 CG3664 Regulators of vesicle biogenesis in
intracellular traffic
267 | 251 AAEL007065-RA adp-ribosylation factor, arf e-113 AGAP012014 CG8385 Vesicle b‘og"“‘:’:;tfw‘“ intracellular
> — -
268 27 AABLO14052-RC eni?_glza; mic reticulum protein supercont1.377 3e-50 AGAP000395 CG7225 Protein secretion
269 233 AAEL(013614-RB clathrin heavy chain supercontl.48 AGAP009647 CG9Y324 Vesicl
esicle - - -
270 | 303 AAEL009829-RA ARL3, putative AGAP006688 cG33162 | Trafficking ADP-ribosylation factor - vesicle
00 biogenesis in intracellular traffic
271 328 1 AAEL012313-RA chargf:d multivesicular body AGAP005100 CG6259 Snf7
protein 5
272 299 AAEL007162-RA supercont].240 AGAP002685 Autophagy-specific gene 8b
273 | 306 AAEL009398-RA conserved *:YP"'he“‘a‘ supercont1.394 e-156 AGAPO11727 CG11278 Syntaxin
protem n Py
274 | 268 AAELO11663-RA 149 AGAP001271 CG10228 Membranc targcting/cargo recognition
role in vesicular trafficking
275 203 Lo . supercont].304 8e-81 AGAP000235 CG4944 Thymosin beta-4
AAELO13661-RA actin binding protein,
276 288 . putative 0.0 AGAP000235 ) Thymosin beta-4- inhibit actin
i - Miscellaneous polymerization
277 | 324 AAELO11436-RA myosin xv supercont].537 2e-23 AGAP005213 cGalza | /Cytoskeleton
278 216 AAEL006096-RA gelsolin precursor AGAPO011369 CG1106
0.0 ——— -
279 | 85 AAEL001275-RA ef-hand protein nucb! AGAP005608 CG32190 Flagellar “‘%E;‘;f‘;;;‘:)dmg protein
280 43 2 AAEL014048-RA hypothetical protein supercont].285 2e-34 AGAP009925 CGl11614 Recoverin
Miscellaneous
281 93 AAEL008864-RA conserved hypothetical protein supercontl.85 6e-56 AGAP010432 CG8531 Heat shock protein DnaJ
1 -
282 307 AAEL004148-RA heat shock protein 70 (hsp70)- 0.0 AGAPO10188 CG2720

interacting protein
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vs. Liverpool

3 Number of vs. A aegypti Liverpool strain 5 P P . vs. D.
N Contig I —— AR strain genomic E-value vs. A gambiae melanogaster Category Comments
supercontigs

. . Leucine-rich repeat-protein-protein interaction/nervous

283 349 AAEU”O132-]§£ Pel"dy for Elves, supercont.321 2e-76 AGAP007037 system protein-protein interaction/immunity/neuronal
L putativ connectivity
284 165 AAEL009925-RA amidase 5¢-87 AGAP002377 CG7900 Amidase
285 159 AAEL006472-RA rabconnectin supercont1.388 e-116 AGAP010490 CG3585 ‘WD-40 repeat _ exocitosis
286 | 186 2 AAEL000640-RE alanine- 3¢-10 AGAP012404 CG11241 Peroxisomal/Aminotransferase class-IIU/Liver
glyoxylate aminotransferase
287 | 206 AAELOOI?UI‘;E‘jea“amOYS‘“’ supercont] 566 |  2e-24 AGAP008883 CG4180 Anti-apoptotic factor
288 | 172 AAELOO9TB2-RA brain chitinase 2645 | AGAP000436 CG3044
289 305 AAELOD4783-RA (‘.»mlthme 0.0 AGAP010131 Ornithine decarboxylase antizyme-polyamine synthesis
decarboxylase antizyme,
290 110 1 AAELO11870-RA rap55 e-142 AGAP006935 CG10686 RNA degradation/Proline-rich region
291 23 AAEL009423-RA cd36 antigen supercont].408 AGAP010133 CG31741 Adhesion molecule
0.0 cvanin/insec N ic s
200 153 AAEL000765-RA hexamerin 2 beta CG2559 Arthropod hem«)cyan{n/lnsecl LSP_ hexameric storage
proteins (hexamerins),
Cellular retinaldehyde-binding/triple function -visual
293 297 AAEL010943-RA conserved 108 cycle enzymes
hypothetical protein AGAP003734
204 | 98 P P 170 Cellular retinaldehyde-binding/triple function
2 Miscellancous

295 40 AAEL003347 supercontl.84 0.0 AGAP008165 CG10237 Cellular retinaldehyde-binding/triple function
296 | 223 AAEL008740 supercont1 345 | e-40 AGAPOI0714 | CG10849 (Sc2) A protein similar to synaptic glycoprotein SC2 from
297 112 AAELO014018-RA supercont1.83 e-129 AGAP006045 CG4005 WW/RspS5/WWP
28| 119 1 AAEL001977-RA supercont1.306 | 1e-57 | AGAP008047 CG3173 Phosphotransferase syster, HPr serine phosphorylation
20 | 123 AAELO10053-RA supercont| 42 | 2c47 AGAP002065 CG13848 Cellular “"““‘de"yl‘:f“:’s‘l;‘:r'[“g’ alpha-tocopherol
300 124 AAEL010368-RB supercont1.148 9e-20 AGAP006232 CG4289 Peroxisomal membrane anchor protein
301 135 2 AAEL002527-RA conserved le-62 AGAP000022 CG2791 Alpha amylase, catalytic subdomain
302 168 AAEL002568-RA hypothetical 3e-87 EGF-like region

protein 1102
303 | 224 AAEL003320-RA 5“"““;" : 3e-38 AGAP004724 Salmonella/Shigella invasin protein C
304 228 ' AAEL004180-RA supercontl.311 3e-70 AGAP000106 CG7277 Aerobic ubiquinone biosynthesis pathway
305 356 AAEL001747-RA Male sterility
306 258 AAELO000912-RA 0.0 AGAPO010788 Male sterility-involved in male gametogenesis
307 66 AAEL003799-RA supercontl.97 AGAP004092 CG1241
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. Number of s. A i Liverpool s. Liverpool strain
N Contig v qegypt verp v verp ; E-value
sequences strain transcripts genomic supercontigs
308 67 1 supercont1.382 e-130
309 18 No hits found: supercont1.495 e-138
310 91 2 corresponde aos contigs supercont1.324 0.0
311 113 ndo en‘%omrados 1o supercontl.89 e-179
transcriptoma, mas

312 128 encontrados como supercont1.136 e-121
313 155 | supercontigs. supercont1.658 0.0
314 371 supercont1.880 e-136

N - nimero do contig na tabela

Contig - nimero do contig criado pelo Programa Segman (DNAStar)

Number of sequences - nimero de sequéncias correspondentes ao contig

vs.(versus) A. aegypti Liverpool strain transcripts - seqiiéncia similar (best match) encontrada no genoma de A. aegypti e o seu respectivo
ndmero de acesso

vs. Liverpool strain genomic supercontigs - supercontig correspondente ao contig cujo alinhamento resultou em valores de E>5. “E” nesse caso
foi obtido do alinhamento utilizando o banco de dados de supercontigs de A. aegypti

vs. A. gambiae - gene correspondente (best match) encontrado no genoma de A. gambiaee o seu respectivo ndmero de acesso

vs. D. melanogaster - gene correspondente (best match) encontrado no genoma de D. melanogaster e o seu respectivo ntimero de acesso
Category - funcéo inferida a partir da interpretacdo gerada dos resultados do alinhamento e dos dados contidos na coluna Comments

Comments - funcio inferida a partir de dados do Interpro, GO (fun¢do molecular) e da literatura. Essa inferéncia considera a presenca de pelo

menos um dominio associado a alguma fun¢@o predita para a respectiva proteina correspondente ao transcrito.
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8. Anexo 2: Artigos aceitos/submetidos para publicacao

Martins GF; Pimenta, PFP. Structural changes in fat body of Aedes aegypti caused by aging
and blood-feeding. Journal of Medical Entomology. 2008;45(2).

Martins GF.; Silva LM; Serrdo JE; Fortes-Dias CL; Ramalho-Ortigdo M; Pimenta PFP.
Purification and primary culture of Aedes aegypti oenocytes. Memdrias do Instituto Oswaldo

Cruz.

Martins GF; Ramalho-Ortigdo M; Lobo NF; Severson D; McDowell MA; Pimenta PFP.
Insights into the transcriptome of Aedes aegypti oenocytes. Insect Molecular Biology.
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