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"Pesquisar é ver o que outros viram e pensar o que nenhum outro pensou"

(Albert Szent-Gyorgyi)
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de um redemoinho de emogdes, justamente as que resgatam o
brilho dos olhos, sorrisos dos bocejos, coragdes aos tropegos
e sentimentos.

Morre lentamente quem ndo vira a mesa quando esta infeliz
com o seu trabalho, quem ndo arrisca o certo pelo incerto
para ir atrds de um sonho, quem ndo se permite pelo menos
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Morre lentamente, quem passa os dias queixando-se da sua
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1. Introducéo

1.1. Aedes aegypti
1.1.1. Classificacao

Os mosquitos sao insetos que pertencem a ordem Diptera (composta de
85.000 espécies), familia Culicidae (composta de 3200 espécies) que é
subdividida em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae
(Snodgrass, 1959; Daly et al., 1998). A Culicinae é a maior subfamilia,
compreendendo 34 géneros e cerca de 3.000 espécies, inclui trés géneros da
tribo Aedini que ocorrem no Brasil: Aedes, Psorophora e Haethagogus. Os
seguintes subgéneros de Aedes ocorrem no Brasil: Ochlerotatus, Stegomyia,
Howardina e Protomacleaya. As espécies de Aedes de importancia
epidemioldgica estdo agrupadas nos subgéneros Stegomyia e Ochlerotat. O
subgénero Stegomyia é um subgénero do Velho Mundo, particularmente da
regido etidpica, mas duas de suas espécies invadiram paises fora de sua
distribuicdo zoogeografica original, incluindo o Brasil: Aedes (Stegomyia) e
Aedes (Stegomyia) albopictus. O mosquito Ae. aegypti foi introduzido no Brasil
durante o periodo colonial, provavelmente na época do trafico de escravos e é
um importante alvo de estudo por ser o principal vetor do dengue e da febre

amarela (Consoli e DeOliveira, 1997).

1.1.2. Biologia e habitat

Os mosquitos, em seu ciclo de vida (Figura 1), apresentam quatro
estadios de desenvolvimento distintos: ovo, larva, pupa e adulto (Matheson,

1932). Durante o desenvolvimento larval, 0 mosquito passa por quatro estadios
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ou instares. As larvas de Ae. aegypti vivem em pequenos corpos d’agua
temporarios e se alimentam de matéria organica particulada. Varios estudos
mostraram que detritos, bactérias, fungos e algas sdo fontes nutricionais
importantes para larvas de mosquito em seu ambiente natural (Von Durgern e
Briegel, 2001; Gimnig et al., 2002). Essas larvas também sédo conhecidas como
retalhadoras que se alimentam de invertebrados mortos (Merrit et al., 1992).
Muitas espécies de insetos, apds a muda, alimentam-se do exoesqueleto
descartado, que € rico em quitina, para reciclar seus componentes (Mira,
2000).

O estaddio de pupa € um estddio de transicdo, onde o adulto se
desenvolve dentro do revestimento da pupa, sem se alimentar. As pupas vivem
na agua até o adulto emergir (Consoli e DeOliveira, 1997).

Somente as fémeas dos mosquitos sdo hematéfagas, visto que os
nutrientes provenientes do sangue sao fundamentais para o desenvolvimento
dos ovos (Consoli e DeOliveira, 1997). As fémeas depositam seus ovos,
isoladamente, diretamente sobre a superficie liquida ou em um substrato
Uumido, préximo a 4gua ou em local inundavel. Os ovos sdo resistentes a
dessecacdo, podendo permanecer viaveis mais de um ano em locais secos. As
fémeas do Ae. aegypti possuem habitos diurnos, preferencialmente ao
amanhecer e antes do pér do sol. Porém, podem picar durante o dia todo, se
escondendo dentro das casas e buscando reflugio atras de objetos e moveis

(Corbet e Smith, 1974).



Adulto

Ovo

Figura 1. Ciclo de vida do mosquito  Aedes aegypti. Fonte: Modificado de

Christophers (1960).

1.1.3. Distribuicdo geografica
O mosquito Ae. aegypti possui ampla distribuicdo nas regides tropicais e
subtropicais (Miller e Novak, 1985). Embora oriundo da Africa, provavelmente

da Etiopia, este mosquito tem acompanhado o homem em sua travessia pelo
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mundo através das navegag0Oes, tendo sido amplamente introduzido em locais
favoraveis ao seu desenvolvimento (Matheson, 1932; Consoli e DeOliveira,

1997).

Durante o periodo colonial, o Ae. aegypti foi introduzido no Brasil pelas
diversas embarcacdes que chegavam ao nosso territorio. E, posteriormente,
devido ao seu potencial como vetor da febre amarela, foi fortemente combatido
(Consoli e DeOliveira, 1997). O mosquito Ae. aegypti, que havia sido
erradicado em varios paises do continente americano na década de 50, por
causa de falhas na vigilancia epidemiolégica, a ndo erradicagdo do mosquito
em paises vizinhos e as mudancas sociais e ambientais propiciadas pela
urbanizacdo acelerada no final da década de 60, voltou a infestar o Brasil com
uma vasta distribuicdo pelos estados litoraneos, Regido Centro-Oeste, Minas
Gerais e Tocantins (Consoli e DeOliveira, 1997; Tauil, 2002). A figura 2 mostra
a distribuicdo de Ae. aegypti nas Américas em 1970, ao final do programa de
erradicacdo do mosquito, e em 2002 com a reinfestacdo das Américas por esse

mosquito.

O Ae. aegypti pode ser encontrado em todo o territorio brasileiro e sua
ampla distribuicdo é fortemente influenciada pela presenca do homem e pelo
nivel de pobreza da populacdo. O desmatamento crescente, principalmente
para uso agricola, diminui os habitats rurais do mosquito, levando-o para
centros urbanos, mostrando desse modo, um padrao de migracao similar ao da

populacdo humana (Mendonca et al., 2005).



Figura 2. Distribuicdo de Aedes aegypti nas Américas. Em 1970, no final do
programa de erradicacdo do mosquito, e em 2002, com reinfestacdo das

Américas. Fonte: PAHO/WHO, 2002.

1.1.4. A lmportancia do controle dos mosquitos

Os mosquitos sdo responsaveis por sérios problemas para a saude
publica, por serem vetores de inumeras doencas, incluindo maléria, febre
amarela, dengue, encefalite japonesa, virus do Nilo Ocidental, Chikungunya e

filariose (Tolle, 2009).

Os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo os principais vetores do
dengue e febre amarela (Schoepp et al., 1990). No Brasil, apesar do Ae.

albopictus estar presente ainda nao foi dectectado como transmissor, assim o



Ae. aegypti € o unico vetor conhecido para dengue e febre amarela urbana

(Consoli e DeOliveira, 1997).

A dengue é uma doenca endémica no sudoeste da Asia, ilhas do
Pacifico, Africa e Américas (Figura 3). Devido & existéncia de pelo menos
quatro sorotipos de virus diferentes (DEN 1, DEN 2, DEN 3 e DEN 4) que
causam o dengue, torna-se dificil a produ¢do de uma vacina como forma de
controle, diferentemente da febre amarela que pode ser controlada com
vacinas (Carvalho et al., 2003).

Nas primeiras dez semanas do ano de 2009, a Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS, 2009) registrou 114.355 casos
notificados de dengue, sendo 235 casos confirmados de Febre Hemorragica da
Dengue (FHD) e dezesseis Obitos por FHD, também foram notificados 368
casos de dengue com complicagbes o que resultou em sete Obitos.
Comparando os casos notificados de dengue em 2009 com o0 mesmo periodo
de 2008 verifica-se uma reducdo de 28,6% no numero de casos. Em 2008
foram registrados 160.137 casos notificados de dengue, sendo 1.445 casos de
FHD e 5.258 de casos de dengue com complicagdes.

A erradicagdo do mosquito urbano tem exigido um esfor¢o substancial
do Ministério da Saude, que elevou para R$ 1,08 bilhdo a verba destinada aos
estados e municipios para o combate a doenca (SVS/MS, 2009).

O mosquito Ae. aegypti também atua como vetor de um arbovirus do
género Flavivirus, responsavel pela febre amarela na América Central e do Sul
e no oeste da Africa (Maillard et al., 1993). Essa doenca pode ser classificada
epidemiologicamente de duas formas: febre amarela silvestre e febre amarela

urbana (Consoli e DeOliveira, 1997; Nasci e Miller, 1996). A forma silvestre é



veiculada na floresta por mosquitos silvestres, que picam animais susceptiveis
ao virus, especialmente macacos. Por sua vez, a forma urbana é veiculada
dentro das cidades e é transmitida as seres humanos pela picada do mosquito

(Consoli e DeOliveira, 1997).

Extensdo geogréafica de dengue, 2000-2007
Risco de transmisséo de dengue

Linhas demarcam a area onde o vetor da dengue

Figura 3. Areas endémicas de dengue no mundo . Fonte: WHO, 2008.

1.1.5. Controle do mosquito Aedes aegypti

No Brasil, a partir de 1967 os programas de saude publica usaram
exclusivamente inseticidas organofosforados para o controle de Ae. aegypti
(Ministério da Saude, 1968; Lima et al., 2003). Em 1999, a resisténcia do
mosquito a esse grupo de inseticidas comegou a ser detectada em varios

municipios, dentro de um programa coordenado pela FUNASA; nessa época foi



comprovada a resisténcia ao organofosforado temephos (age interrompendo a
funcdo do sistema nervoso da larva), unico larvicida usado até o ano de 2000
no controle do Aedes, e essa resisténcia norteou a definicdo de novas
estratégias de controle do vetor (FUNASA 1999; Lima et al., 2003). Como
alternativa, além do uso de piretrdides no controle de adultos, algumas
formulacdes do biolarvicida Bti (Bacillus thuringiensis israelensis) comecaram a
ser aplicadas em regides onde se detectou resisténcia (MMCA, 2002).

O aumento no numero de transmissdes de agentes causadores de
doencas pelo mosquito Ae. aegypti se deve ao aumento do namero de sitios de
procriacdo de larvas e a resisténcia aos atuais inseticidas comerciais. O
método mais eficiente para diminuir a incidéncia de dengue e febre amarela
urbana € a erradicacdo do vetor, o Ae. aegypti. Experiéncias recentes tém
mostrado que inseticidas aéreos usados para erradicacao desse inseto ndo séo
eficientes, j& que o mosquito € altamente adaptado ao ambiente urbano e os
insetos adultos muitas vezes ndo sao atingidos pelo inseticida pela sua
capacidade de se proteger atrds de méveis dentro de ambientes fechados.
Uma estratégia bem sucedida para a reducdo da densidade de mosquitos,
onde epidemias de dengue ou febre amarela ocorram, é atacando o local de
criacdo das larvas de forma sistematica atraveés de larvicidas (Ciccia et al.,
2000).

A presséo seletiva dos inseticidas convencionais vem aumentando as
populacdes de mosquitos resistentes, crescendo a demanda por novos
produtos que sejam seguros para 0 meio ambiente, degradaveis e especificos

para a espécie que se deseja controlar (Carlini e Grossi-De-Sa, 2002).



Existem dois larvicidas efetivos no mercado, o Metoprene, que é um
analogo do horménio juvenil, que interfere no desenvolvimento larval; e o
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) (Henrick et al., 1973), que produz toxinas
gue se ligam a receptores presentes nas células epiteliais do intestino médio da
larva, formando poros ndo especificos que levam ao inchagco por osmose das
células epiteliais do intestino e a morte larval (Henrick et al., 1973). Esses
receptores intestinais sdo especificos do mosquito e, portanto, ndo sé&o
encontrados em mamiferos (MMCA, 2002). O Bti tem sido aplicado em larga
escala, no momento; contudo, as formulacbes de Bti e de Metoprene,
disponiveis para uso no controle de Aedes, além de terem custo elevado,
apresentam baixa estabilidade em nossas condi¢des climaticas (Lima et al.,
2003). Sendo assim, estudos que objetivem o desenvolvimento de alternativas

eficientes de controle séo importantes.

1.1.6. Caracteristicas gerais do sistema digestivo de insetos

O intestino dos insetos é um canal que se estende desde a boca até o
anus (Romoser, 1996). Ele esta preso em cada extremidade a parede do corpo
do inseto, estando seguro pela pressdo exercida pelos orgaos adjacentes e
traquéias flexiveis (Daly et al., 1998). Existem trés divisdes principais nesse
tubo: o intestino anterior e posterior, de origem ectodérmica, e 0 intestino
médio, de origem endodérmica. Tanto o intestino anterior quanto o intestino
posterior sdo revestidos por uma fina cuticula, chamada intima, a qual
apresenta continuidade com a cuticula do integumento (Terra, 1990; Daly et al.,
1998). Essas regides sao consideradas 6rgdos do integumento, e as células

sdo homologas as da epiderme. O intestino médio, ao contrario, ndo possui



esse revestimento devido a sua origem endodérmica, e por isso, a maioria dos
insetos sintetiza uma estrutura quitinosa extracelular (matriz peritréfica), para,
em adicdo a outras fungdes, proteger as células do intestino médio (Lehane e
Billingsley, 1996; Daly et al., 1998). A parede do canal alimentar € composta
por uma Unica camada de células, separadas da hemolinfa por uma membrana

basal (Daly et al., 1998).

As regides do intestino sdo especializadas em fung¢des particulares. O
intestino anterior esta envolvido primariamente com a ingestdo, conducéo e
armazenagem do alimento. O intestino médio est4 envolvido com a digestéo e
absorcdo do alimento e o intestino posterior com a excregdo de materiais
vindos do intestino médio e dos tubulos de Malpighi que sdo 6rgaos de
excrecdo localizados na juncao entre o intestino médio e o posterior (Romoser,
1996).

O intestino médio pode ser formado por um tubo simples (Daly et al.,
1998); essa regido reta € composta por células especializadas na secrecao de
enzimas digestivas e na absor¢do de agua e nutrientes provenientes da
digestdo (Lehane e Billingsley, 1996). O lado das células voltadas para o
limen possui proje¢Bes formando as microvilosidades (Lehane e Billingsley,
1996; Daly et al., 1998), as quais proporcionam um aumento na superficie de
absorcado de cada célula. O lado das células voltado para a hemocele contém a
membrana plasmatica formada por um conjunto complexo de invaginacoes,
chamado de labirinto basal o qual proporciona também um grande aumento na
superficie, através da qual substancias podem ser trocadas (Lehane e

Billingsley, 1996).
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1.1.7. O sistema digestivo da larva e do adulto do  mosquito

As larvas de mosquitos sdo aquaticas e alimentam-se constantemente.
Durante a ingestao do alimento as pecas bucais movem-se juntas, produzindo
de 180 a 240 batimentos por minuto. O movimento das escovas orais faz com
que a agua flua em direcdo a cabeca, trazendo as particulas de alimento. As
particulas podem ser ingeridas diretamente, dependendo do tamanho, as
particulas grandes sdo trituradas com o auxilio das mandibulas. Embora a
filtracdo seja a forma mais comum de alimentacdo em uma larva, elas também
tém habitos raspadores (Consoli e DeOliveira, 1997).

O tubo digestivo da larva inicia-se em uma faringe que possui uma
musculatura complexa adaptada a degluticdo. Em seguida vem o esofago, fino
e muscular, que se liga ao intestino médio. Juntos, a faringe e o es6fago
constituem o intestino anterior. Logo a frente, estd o esfincter cardiaco que
serve para impulsionar o alimento para frente e evitar o regurgitamento,
seguido pelo intestino médio e oito cecos gastricos. As células que revestem o
intestino médio séo altas e possuem as bordas estriadas, estando adaptadas a
secrecdo e absor¢cdo. Apos o intestino médio, encontram-se cinco tubulos de
Malpighi, e o intestino posterior composto de: camara pilérica, um ileo (ou
intestino delgado), o reto (ou célon) e um ducto anal (Fig. 4A) (Consoli e
DeOliveira, 1997).

Nos mosquitos adultos, o intestino médio é longitudinalmente dividido
em uma regido anterior em forma de tubo e uma regido posterior em forma de
saco, a qual é extremamente elastico e revestido por um epitélio formado por
células colunar de borda estriada, adaptado a secrecéo e absorcao (Consoli e

DeOliveira, 1997). Nesta regido do intestino é que ocorrem processos como o
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armazenamento e a digestdo do sangue (Fig. 4B) (Consoli e DeOliveira, 1997,
Billingsley, 1990).

Somente as fémeas dos mosquitos sdo hematéfagas, uma vez que o0s
nutrientes provenientes do sangue sao fundamentais para o desenvolvimento
dos ovos. Apds pousarem sobre o hospedeiro, as fémeas selecionam o local
da picada, e entdo o conjunto de estiletes bucais é introduzido na pele do
hospedeiro. O sangue € sugado pela acdo coordenada das bombas cibarial e
faringeana, direcionando-o para o intestino médio (Consoli e DeOliveira, 1997).
O sangue dos vertebrados é composto principalmente por proteinas, e por isso,
as proteases sao as principais enzimas digestivas do mosquito (Graf e Briegel,
1989; Muller e Lehane, 1993). A digestdo das proteinas da dieta de mosquitos
é realizada pela acéo de tripsinas (Barillas-Mury e Wells, 1993), quimotripsinas
(Jiang et al., 1997), aminopeptidades (Morlais et al., 2003) e carboxipeptidades
(Isoe et al.,2009). O maximo da atividade destas peptidases é alcancado entre
24 e 30h apGs o repasto sanguineo (Briegel e Lea, 1975; Graf e Briegel, 1989;
Noriega e Wells, 1999).

Os mosquitos também ingerem goticulas de carboidratos, e para isso,
mergulham a ponta da labela no liquido, sugando-o sem retrair o labio. Estes
acucares sdo armazenados no diverticulo central, de onde passam lentamente
para o estdbmago, sendo gradualmente digeridos, o que permite a fémea
manter o estdbmago vazio, pronto para receber o repasto sanguineo (Consoli e

DeOliveira, 1997).
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Figura 4. Sistema digestivo do mosquito ~ Aedes aegypti. A) Larva: 1. faringe; 2.
esbfago; 3. pro-ventriculo; 4. glandula salivar; 5. cecos gastricos; 6. estbmago ou
intestino médio; 7. tubos de Malpighi; 8. ileo/cdlon; 9. reto; 10. &nus. B) Adulto : a) 1.
bomba cibarial (Ci); 2. bomba faringeana (Bfa); 3. bomba salivar; 4. glandula salivar;
5. esOfago; 6. diverticulos dorsais; 7. diverticulo ventral;, 8. estbmago ou intestino
médio; 9. tubos de Malpighi; 10. ileo/colon; 11. reto; 12. anus. b) Cibario e faringe -
vista dorsal. Cl: Clipeo; Dci: dentes do cibario; Fa: faringe; Pr: prosboécide. Fonte:
Consoli e DeOliveira (1997).
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1.2. Proteases

Proteases sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os organismos
(Barret et al.,, 2001). As proteases participam de diversos processos
fisiol6gicos, como a digestdo de alimentos, defesa imunolbgica, apoptose,
processamento de pro-enzimas, ativacdo do complemento, coagulagédo
sanguinea e fibrindlise (Twining, 1994; Fairlie et al., 2000). Proteases também
sdo liberadas por células inflamatérias quando ativadas por patdgenos ou
corpos estranhos, bem como por células normais e cancerosas, quando estas
dltimas se movem através dos tecidos (Scott, 1992).

As proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas em
proteinas e peptideos (Barret et al., 2001). As enzimas proteoliticas séo
classificadas em familias de acordo com o0s mecanismos cataliticos,
similaridades estruturais e analises filogenéticas. As cinco familias de
proteases melhor estudadas s&o: serinoproteases, cisteinoproteases,
aspartilproteases, metaloproteases e treoninoproteases (Neurath, 1999;
Rawlings et al., 2003).

A familia serinoprotease é assim denominada por possuir em seu sitio
ativo um residuo de Ser'®> que juntamente com os residuos de His®’ a Asp'%
compdem a triade catalitica da enzima (Perona e Craik, 1995). Alguns
membros desta familia sdo: tripsinas, elastases, quimotripsinas, calicreina
plasmatica e plasmina. O reconhecimento do substrato pela protease é
realizado através da ligagdo ao residuo Pl no substrato (nomenclatura
segundo Schechter e Berger, 1967) pela posicdo S1 presente na cavidade
catalitica da enzima. A posicdo S1 da tripsina € especifica para cadeias laterais

de aminoé&cidos basicos Lys e Arg devido a presenca do residuo Aspl89 no
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interior do bolsdo catalitico (Otlewski et al., 2001). Além das interacfes entre
P1 e S1, as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos das posicoes P2,
P1’, P2’ dos substratos e inibidores sdo importantes na interagdo com a enzima

(Bode e Huber, 1992), mostrado na figura 5.

S382 51 S17 82 Enzima
P3 2 Pl P P2 Substrato

Figura 5. Representacdo esquematica da interacdo entre uma enzima e um

substrato.

As proteases sdo amplamente distribuidas em diversos organismos
como bactérias, fungos, plantas e animais. Insetos de diferentes espécies
utilizam diferentes proteases na digestdo dos alimentos (Terra e Ferreira,
1994), como por exemplo, insetos da ordem Coleoptera utilizam
cisteinoproteases (Matsumoto et al., 1997) e os da ordem Diptera utilizam
serinoproteases. Estudos recentes mostraram que inibidores de
cisteinoproteases reduziram apenas 10% da atividade proteolitica presente no
estbmago de Mayetiola destructor (Diptera: Cecidomyiidae) enquanto inibidores
de serinoproteases reduziram cerca de 90% da atividade proteolitica.
Corroborando estes dados, a analise do transcriptoma de M. destructor
mostrou apenas dois transcritos correspondentes a cisteinoproteases e vinte e
sete transcritos correspondentes as serinoproteases do tipo tripsina e

quimotripsina (Zhu et al., 2005).
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1.3. Inibidores de serinoproteases

Os inibidores de proteases endégenas ligam-se as enzimas e blogueiam
a sua acdo formando complexos estequiométricos estdveis sendo assim
importantes reguladores da atividade proteolitica (Laskowski e Qasim, 2000).
Em animais invertebrados, os inibidores estdo envolvidos em processos
fisiologicos fundamentais como no controle da cascata da coagulacdo
(lwanaga, 1993), resposta imune inata (Imler e Hoffmann, 2000),
embriogénese, bem como no controle de processos restritos a artropodes
como, ecdise, metamorfose e cascata da pro-fenoloxidase (Kanost, 1999;
Simonet et al., 2003).

A classificacdo dos inibidores de proteases é feita inicialmente segundo
sua origem, que pode ser: tecidos animais, vegetais e microrganismos. Em
seguida séo classificados de acordo com sua especificidade frente as
diferentes proteases, e entdo podem ser agrupados em familias segundo a
similaridade na estrutura primaria, mecanismo de acao, residuos de cisteinas
conservados e estrutura tridimensional (Roberts et al., 1995). Os inibidores de
serinoproteases de origem animal sdo 0s que apresentam o maior nimero de
membros descritos, sendo os membros das familias Tipo Serpina, Tipo Kazal e

Tipo Kunitz, os mais bem estudados (Roberts et al., 1995).

1.4. Tripsinas de Aedes aegypti

Tripsina é uma serinoprotease da familia da quimotripsina, caracterizada
pela presenca de uma triade catalitica formada por histidina, aspartato e serina,
que cliva ligagBes peptidicas do lado carboxi de L-aminodcidos basicos com

uma preferéncia para arginina de 2 a 10 vezes maior do que para lisina (Craik
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et al.,, 1985). Entre as serinoproteases, tripsina e quimotripsina sao as mais
encontradas como proteases digestivas no intestino médio de inUmeras
espécies de insetos (Terra e Ferreira, 1994).

As enzimas digestivas de Ae. aegypti sdo produzidas pelas células
epiteliais do intestino médio (Consoli e DeOliveira, 1997). Em Ae. aegypti varias
enzimas digestivas tém sido identificadas, incluindo tripsinas (Barillas-Mury e
Wells, 1993), quimotripsinas (Jiang et al., 1997) aminopeptidases (Morlais et
al., 2003) e carboxipeptidases (Isoe et al., 2009), sendo as enzimas mais
abundantes as tripsinas e quimotripsinas (Terra e Ferreira, 1994).

O genoma do Ae. aegypti tem aproximadamente 1376 milhdes de pares
de bases, que é aproximadamente 5 vezes maior do que o genoma do vetor da
malaria, Anopheles gambiae. Ele apresenta um grande numero de genes
codificando enzimas do tipo tripsina (Nene et al., 2008). Venancio (2009) e
colaboradores identificaram 66 tripsinas hipotéticas em larvas e adultos de Ae.
aegypti, e mostraram através de analise filogenética que a expressao de
tripsina em larva e adulto era divergente, possivelmente como uma
consequéncia da adaptagcédo a uma alimentagdo com sangue.

A expressdo de tripsinas persiste durante todos os estadios de
desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti (Yang e Davies, 1971). Em fémea de
mosquito a expressdo de tripsina € bifasica, composta por tripsina precoce e
tardia. A sintese de tripsina precoce € regulada ao nivel traducional por
alimentacdo com sangue, apresentando um pico entre 1 e 6 h apds o repasto
sanguineo. A expressao de tripsina tardia € regulada ao nivel transcricional,
apresentando um pico entre 18 e 24 h apds alimentacdo com sangue.

Entretanto, 0 mecanismo para a regulagdo transcricional do gene da tripsina
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tardia ndo é completamente conhecido (Noriega e Wells, 1999). Acreditava-se
gue a atividade da tripsina precoce era responsavel pela expressao de tripsina
tardia (Barillas-Mury et al., 1995). No entanto, recentemente, foi mostrado que
a expressdo da tripsina tardia ndo foi afetada pelo blogueio da atividade de
tripsina precoce com diferentes inibidores de proteases ou pela redugcédo da
expressao de tripsina precoce pelo método de RNAI (Lu et al., 2006).

As tripsinas de Ae. aegypti também sao importantes para o processo de
invasdo do Plasmodium gallinaceum, as tripsinas presentes no intestino médio
de adultos sdo responsaveis pela ativacdo da proquitinase do plasmodio em
quitinase, tornando este capaz de destruir a membrana peritréfica do mosquito
e facilitando a invasao das células epiteliais (Shahabuddin et al., 1993; 1996).

Estudos moleculares dos estadios de vida do mosquito Ae. aegypti,
como a identificacdo de genes preferencialmente expressos em larvas podem
ajudar na identificacdo de candidatos alvos para o desenvolvimento de novos

procedimentos de controle de insetos (Venancio et al., 2009)
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2. Objetivos

O objetivo geral deste projeto foi estudar as tripsinas digestivas de larvas do
mosquito Ae. aegypti. Para alcancar esse objetivo tivemos como objetivos

especificos:

1. Identificacdo das tripsinas majoritarias presentes em larvas de 4° instar de
Ae. aegypti através da construcdo de uma pequena biblioteca de
fragmentos de DNAs de tripsinas em vetor de clonagem pGEM-T.

2. Analise da presenca das tripsinas majoritarias nas diferentes fases do
mosquito por zimografia e dosagem da atividade enzimatica.

3. Purificacdo da tripsina majoritaria presente no intestino médio de larvas de
4° instar de Ae. aegypti.

4. Caracterizacao da tripsina purificada
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3. Materiais e métodos

3.1. Anadlise dos transcritos dos genes de tripsinas presentes no mosquito

Aedes aegypti

3.1.1. Extracdo do RNA total do intestino médio dos diferentes estadios
do Aedes aegypti

Para a extracdo do RNA, homogeneizaram-se 0s intestinos em 500 pL
do reagente TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA): vinte larvas
inteiras de 1° e de 2 ° instar (devido as dificuldades em dissecar); vinte
intestinos médios de larvas de 3° e 4° instar; vinte pupas inteiras e vinte
intestinos médios de fémeas apds 3 h e 24 h de alimentagdo. As amostras
foram adicionados mais 500 pL do reagente TRIZOL e incubou-se por 5 min a
temperatura ambiente. Em seguida, 200 uL de cloroférmio foram adicionados
por mL de reagente TRIZOL, agitou-se o tubo vigorosamente por 15 s e
incubou-se por 3 min a temperatura ambiente; a amostra foi centrifugada a
12000 g por 15 min a 4°C. Transferiu-se a fase aquosa (separada na parte
superior da mistura) para um tubo estéril (1,5 mL) e adicionaram-se 500 pL de
isopropanol por mL de reagente TRIZOL; incubou-se por 10 min a temperatura
ambiente, centrifugou-se a 12000 g por 10 min a 4°C. Removeu-se o
sobrenadante e lavou-se o sedimento de RNA total com 750 pL de etanol 75%,
agitou-se o tubo e centrifugou-se a 10000 g por 5 min a 4°C. O RNA total foi
seco por 30 min a temperatura ambiente, ressuspendido em 10 puL de agua
tratada com DEPC (inibidor de Rnase). Os RNAs totais foram utilizados na

sintese da primeira fita de cDNA.
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3.1.2. Construcao da primeira fita de cDNA

Utilizou-se 1 pg de RNA total ao qual adicionou-se 1 pL de oligo (dT):s
(0,5 pug/mL) e completou-se o volume para 5 pL com agua estéril tratada com
DEPC; aqueceu-se a mistura por 5 min a 70°C e imediatamente resfriou-se em
gelo. Em seguida, adicionaram-se 4 pL de tamp&o Improm-1I"™ 5x Reaction
Buffer (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2,4 uL de MgCl, (25 mM), 1 uL de
dNTP mix (10 mM de cada dNTP: dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 1 puL da enzima

Improm-1I™

Reverse Trancriptase e completou-se o volume para 15 pL com
agua estéril tratada com DEPC. O programa utilizado foi: 25°C por 5 min, 42°c
por 1 h e 72°C por 15 min. A reacao foi realizada em um termociclador MJ

Research, modelo PTC-200 (Peltier Thermal Cycler).

3.1.3. Construcao dos oligonucleotideos degenerados

Para a construcdo da biblioteca, oligonucleotideos degenerados foram
projetados com base no alinhamento das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos (Clustal W) das 36 tripsinas identificadas no genoma do Ae.
aegypti, foi utilizada uma regido altamente conservada contendo o sitio ativo
das tripsinas. Os oligonucleotideos obtidos foram: Aetryfw 5'-

TGACNGCTGCNCACTG-3' e Aetryrev 5'-CCGGAATCACCCTGGC-3..

3.1.4. Amplificacdo dos fragmentos de DNA dos genes de tripsina
presentes no intestino médio de larvas de 4° instar por PCR

Na reacdo de amplificacao utilizaram-se 2 pL da primeira fita de cDNA
de intestino médio de larvas de Ae. aegypti, 1 uL oligonucleotideos Aetryfw e

Aetryrev, 0,5 puL da enzima Taq DNA polimerase (2,5 U) (Fermentas, Vilnius,
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Lithuania), 0,5 pL de dNTPs (10 mM) (Fermentas), 1 uL de MgCl, (25mM), 5 pL
de tampao de reacdo [Tris-HCI 100 mM pH 8,8, contendo KCI 500 mM e
Nonidet P40 0,8% (v/v)] (Fermentas), completando-se o volume para 50 pL
com agua estéril. A reacdo de PCR foi realizada utilizando o seguinte
programa: 94<C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 94< for 40 s, 50C por 40
S, e 72T por 50 s, com uma extensao final de 72C por 5 min. A reagéo foi

realizada em um termociclador MJ Research, modelo PTC-200.

3.1.5. Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA resultantes da PCR foram analisados em gel de
agarose 1% em tampéo TAE (Tris-acetato 0,04 M pH 8,0, contendo EDTA 1
mM), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL). Aplicaram-se 50 pL do produto

de PCR e 5 pL do marcador de DNA.

3.1.6. Extracéo de fragmento de DNA do gel de agaro  se

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram separados em gel
de agarose e purificados com o QIAEX Il gel extration kit (Qiagen, Hilden,
Germany), as duas bandas de DNA amplificadas foram cortadas do gel de
agarose com bisturi e transferidas (as duas juntas) para um tubo estéril (1,5
mL). Adicionou-se ao tubo o reagente QX1 (300 uL/100 mg de gel) e 0 mesmo
foi agitado; em seguida, 15 pL do reagente QX2 (resina) foram adicionados e a
mistura foi incubada por 10 min a 50°C, sob agitagéo (900 rpm). Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 10000 g por 30 s e 0 sobrenadante descartado. A
resina foram adicionados 500 pL de QX1, agitada, e novamente centrifugada a

10000 g por 30 s; o sobrenadante foi descartado. A Ultima etapa de lavagem da
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resina foi realizada com a adicdo de 500 pL do tamp&o PE, agitacdo e
centrifugacéo a 10000 g por 30 s. Esse passo foi repetido, e 0 sobrenadante
descartado. A resina foi seca por 20 min a temperatura ambiente e, em
seguida, o DNA foi eluido com 15 pL de agua estéril, centrifugado a 10000 g
por 30 s e transferido para um tubo estéril, tomando-se o cuidado de evitar a

transferéncia de qualquer residuo de resina.

3.1.7. Ligacéo dos fragmentos ao vetor de clonagem pPGEM-T

Fragmentos de DNA purificados (3 pL) foram ligados no vetor de
clonagem pGEM-T easy (1 yL) (Promega, Madison, WI, USA), usando 1U de
T, DNA ligase (1 pL) e 5 pL de tampéo para a enzima T, DNA ligase 2x
concentrado (Tris-HCI 60 mM pH 7,8, MgCl, 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM e

polietilenoglicol 10%), durante 18 h a 16°C.

3.1.8. Precipitacdo de DNA

Aos 10 pL de ligacdo, foram adicionados 2 pL do tampao acetato de
sédio 3 M pH 4,3, misturou-se e adicionaram-se 50 pL de etanol 95%;
misturou-se novamente e centrifugou-se a 15700 g por 20 min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, adicionaram-se 200
puL de etanol 70% ao “pellet” de DNA e centrifugou-se a 15700 g por 5 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” seco por 20

min a temperatura ambiente. O DNA foi suspenso em 6 uL de agua estéril.
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3.1.9. Transformacao da bactéria E. coli (DH5a) por eletroporacéo
Adicionaram-se 5 pL do produto da ligacdo de fragmentos de DNA de
tripsinas ao vetor pGEM-T easy a 50 pL de células competentes E. coli DH5a
preparadas para eletroporacdo e mantidas no gelo. Essa mistura foi
cuidadosamente transferida para uma cubeta de eletroporagédo previamente
resfriada e mantida no gelo. O eletroporador (Bio Rad — gene Pulser) foi
ajustado para os seguintes parametros: 2,5 Kv, 200 Q, 25 uF. A cubeta foi seca
e colocada no eletroporador; apos eletroporacdo, adicionou-se 1 mL de meio
SOC as células que foram transferidas para tubos de 1,5 mL e incubadas sob
agitacado (900 rpm) por 40 min a 37°C. Em seguida, 100 pL dessa solugao
foram aplicados em meio LB-agar contendo ampicilina (200 pg/mL) e a placa

foi incubada durante a noite a 37°C.

3.1.10. Sequenciamento de DNA

Os clones positivos foram analisados por PCR, usando-se o0s
oligonucleotideos M13 forward e reverse. O sequenciamento automatico dos
fragmentos de DNA clonados em vetor pGEM-T easy (Promega, Madison,
USA) foi realizado utilizando-se 200 ng de DNA, 2 pL do Dyenamic™ ET
Terminador Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK),
oligonucleotideos M13 foward ou reverse (5 pmol) para um volume final de 10
ML. A reacao foi realizada em solugcdo tampéo Tris-HCI 80 mM pH 9,0,
contendo 2 mM de MgCl,, utilizando-se o seguinte programa: 30 ciclos de
(95°C por 20 min, 50°C por 15 s, 60°C por 60 s). Os produtos das reacdes
foram precipitados e suspensos em 3 pL da solugcéo formamide loading dye

(Amersham Biosciences, Upsalla, Sweden) e aplicados em um sequenciador
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automatico de DNA Applied Biosystems modelo 377 (Applied Biosystems, CA,
USA). As sequéncias de nucleotideos de todos os clones positivos foram
analisadas pelo programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
ttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Entre os 80 fragmentos sequenciados,
somente quatro sequéncias de tripsina foram identificadas, com os niumeros de
acesso ao Banco de Dados: AAEL005607, AAEL006371, AAEL008097 e

AAEL005609.

3.1.11. Andlise por PCR semi-quantitativo da expres sao de tripsinas de
Aedes aegypti em diferentes estadios de vida

O RNA total, extraido de larvas de 1°, 2°, 3°, 4° instar, pupa e adulto
fémea apos 3 h e 24 h de alimentacdo sanguinea, foi usado em um RT-PCR
padrao para gerar a 12 fita de cDNA com o kit para Transcricdo Reversa
Improm-I™ (Promega, Madison, WI, USA). Oligonucleotideos especificos
foram construidos baseados nas sequéncias de nucleotideos das tripsinas
majoritarias, niumero de acesso AAELO05607 e AAEL006371, respectivamente.
As sequéncias dos oligonucleotideos para a tripsina AAEL005607 foram
AAEL5607fw 5" CCCGCTCGAGAAAAGAGGTCCCGAAGAGGACCTCTGGS e

AAEL5607rev

5TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTACACCCCGGTGTTGGAGCT3,, e para a
tripsina AAEL006371 foram AAEL006371fwd

5" CCCGCTCGAGAAAAGACAGCCTTTCAACGGAACGGT3" e AAEL6371rev

5TTTTCCTTTTGCGGCCGCTCAAACAAGGTGGTTCCTAAAZ'. Os
oligonucleotideos para a proteina ribossomal de Ae. aegypti (RP49), 5aeexpRP

5 GCTATGACAAGCTTGCCCCCA3" e 3aeaquaRP1lb 5 TCATCAGCACCT
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CCAGCTC3 foram usados como controle das preparacdes de cDNAs. Usando
esses oligonucleotideos e o cDNA de diferentes estadios de vida do mosquito,
uma PCR foi realizada utilizando-se o seguinte programa: 94<C por 5 min; 35
ciclos de 94°por 40 s, 55T por 40 s, e 72T por 5 0 s, com uma extensao final
de 72T por 5 min. Os fragmentos de DNA amplificado s foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1%.

3.2. Purificagdo e caracterizacdo das tripsinas pre sentes no intestino

médio de larvas de Aedes aegypti

3.2.1. Preparacdo do extrato do intestino médio de larvas de Aedes
aegypti

Os intestinos médios de 1000 larvas de 4° instar de Ae. aegypti foram
dissecados em tampao PBS, macerados em microtubos 1,5 mL com auxilio de
um pistilo e foram utilizados no preparo de um extrato bruto (uma larva/ 5 uL)
em tampao acetato de sddio 0,05 M pH 5,5. O extrato foi centrifugado a 12000
g, 5 min a 4C. O sobrenadante foi separado em aliquotas (1 mL) e

armazenado a -20<C.

3.2.2. Preparo da resina BPTI-Sepharose

A resina para cromatografia de afinidade foi preparada pelo método
descrito por Cuatreacasas (1970), como se segue: 2 g de Sepharose 4B
ativada por CNBr foram suspensas em solugdo de HCI 1 mM, filtrada
rapidamente em funil de placa porosa e lavada com a mesma solugéo (200

mL). Em seguida, preparou-se uma solucdo de BPTI (20 mg / 1,5 mL de
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tampdo NaHCO; 0,1 M, pH 8,3), que foi adicionado a resina. A mistura foi
agitada lentamente por 2 h a temperatura ambiente e deixada 18 h a 4C. Em
seguida, a resina foi filtrada em funil de placa porosa e suspensa em solugéao
de etanolamina 1 M, pH 8,0, agitando-se lentamente por 2 h a temperatura
ambiente. Ao final da incubacao, a resina foi filtrada e exaustivamente lavada
com tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 4,0. A resina foi utilizada na montagem
de uma coluna de aproximadamente 5 mL, equilibrada e mantida em tampéo

Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0 a 4°C.

3.2.3. Cromatografia de afinidade em coluna BPTI-Se  pharose

A coluna BPTI-Sepharose, equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH
8,0, foi aplicado o sobrenadante contendo as proteinas extraidas do intestino
meédio de larvas de 4°instar de Ae. aegypti. A coluna foi lavada com tampéo
Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo 0,15 M de NaCl, até leitura de Ago igual ou
menor que 0,02, para a retirada de proteinas fracamente ligadas. A eluicdo do
material foi realizada com solugdo KCI-HCI 0,5 M, pH 2,0; fracbes de 1 mL
foram coletadas em tubos eppendorf contendo 15 pyL de tampéo acetato de
sédio 1 M, pH 5,0, para aumentar o pH da solucdo. As fragBes eluidas foram
utilizadas em ensaios enzimaticos com o substrato tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA e as
fracdes contendo atividade proteolitica foram reunidas e dialisadas contra o

tampao acetato de sédio 0,05 M pH 5,5 e estocadas a -20<C.

3.2.4. Cromatografia de troca ibnica em coluna Reso  urce S
A coluna Resource S, conectada a um sistema cromatogréafico de alta

pressdo AKTA purifier, previamente equilibrada com tampéo acetato de sodio
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0,05 M pH 5,5, aplicou-se o material contendo atividade proteolitica proveniente
da cromatografia de afinidade em coluna BPTI-Sepharose. Apds o
procedimento de lavagem da coluna, as proteinas foram eluidas com um
gradiente linear de NaCl (0 — 1 M) em tampao acetato de sddio 0,05 M pH 5,5,
em fluxo de 1 mL/min por 60 min. As proteinas foram analisadas por
absorbancia em 280 nm e a atividade proteolitica detectada com o substrato
cromogénico Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA. As fracdes contendo atividade proteolitica

foram reunidas e concentradas em Amicon Ultra-15 (Millipore).

3.2.5. Cromatografia de fase reversa em coluna  Sephasil peptide Cg

Para essa etapa da purificagédo, utilizou-se uma coluna de fase reversa
Sephasil peptide Cg conectada em sistema AKTA purifier. A coluna equilibrada
com solucdo TFA 0,1% (&cido trifluoracético) em agua milliQ, foi aplicado o
material ativo proveniente da cromatografia de troca idnica em coluna
Resource S. As proteinas foram eluidas com um gradiente linear de acetonitrila
(0-90%) em solugédo TFA 0,1%, em fluxo de 1 mL/min durante 60 min. As
fracdes contendo atividade proteolitica foram liofiizadas e analisadas em

sequenciador automatico de aminoacidos.

3.2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida conten  do SDS (SDS-PAGE)

Foi utilizado o método descrito por Laemmli (1970). O gel de separacéo
de poliacrilamida (12%) foi preparado misturando-se em um tubo: 2,07 de
solucdo aquosa acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%; 1,87 mL de tamp&o Tris-
HCI 1,0 M pH 8,8; 1,07 mL de agua; 0,05 mL de solucdo de SDS 10%. Antes

de colocar o gel entre as placas de vidro a mistura acima foi acrescida de: 3,3
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pL de TEMED e 13,4 pL de persulfato de amonio 20% para a polimerizagéo do
gel. Em seguida, o gel foi aplicado entre as placas de vidro e coberto de agua.
Para realizar o alinhamento prévio das amostras foi utilizado o gel de
concentragdo de 5%, misturando-se: 0,56 mL de solugdo aquosa contendo
acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%; 0,42 mL de tampé&o Tris-HCI 1 M pH 6,8;
2,28 mL de agua; 33 pL de solucdo de SDS 10%. Em seguida, foram
adicionados 2,5 uL de TEMED e 16,7 pL de persulfato de amoénio 20% e o gel
de concentragao foi aplicado sobre o gel de separacdo e um pente formador de
pocos acomodado no gel superior. As amostras foram misturadas ao tampéo
de amostra Bio-Rad (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerol 25%, SDS 2% e azul de
bromofenol 0,01%,) na propor¢cdo 1:1, em condigcbes ndo desnaturantes. A
eletroforese foi realizada em tampé&o Tris-HCI 0,025 M pH 8,0, contendo glicina
0,187 M e SDS 0,1%, em voltagem fixa de 100 Volts. O gel foi corado por prata

segundo o método 3.2.7.

3.2.7. Coloracao de gel de poliacrilamida por prata

Apbs a eletroforese, o gel foi corado com solugdo de prata como descrito
por Blum e colaboradores (1987). O gel foi previamente fixado em uma solucéo
contendo metanol 50%, acido acético 12% e formaldeido 0,019%, por 30 s em
forno de microondas. Lavou-se o gel com etanol 30% por 30 s no forno de
microondas e deixou-se agitando por 5 min a temperatura ambiente. Em
seguida, o gel foi tratado com tiossulfato de sodio 0,02% por 30 s em forno de
microondas e deixado agitando por 2 min. O gel foi lavado duas vezes com
agua destilada por 30 seg em forno de microondas e deixou-se agitando por 2

min a temperatura ambiente. A coloracao foi realizada com solucdo de prata
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composta por AgNO; 0,2% e formaldeido 0,028% por 30 s no forno de
microondas; deixou-se agitando por 5 min a temperatura ambiente. O gel foi
lavado com &gua destilada a temperatura ambiente por 1 min. O gel foi
revelado com uma solugdo contendo Na,CO3; 0,006%, formaldeido 0,028% e
tiossulfato de sodio 0,004%, a temperatura ambiente. Parou-se a reacdo de
revelacdo com uma solucdo contendo metanol 50%, acido acético 12% e

formaldeido 0,019%.

3.2.8. Sequenciamento de aminoacidos da tripsina pu  rificada

A tripsina purificada de larvas de Ae. aegypti, apdés a cromatografia de
fase reversa, foi submetida ao sequenciamento automatico de aminoacidos que
utiiza o método de Degradacdo de Edman (Edman, 1949). As amostras
obtidas foram aplicadas em um sequenciador automético de amino&cidos
modelo PPSQ-23 (Shimadzu, Tokyo, Japan). O sequenciamento foi realizado

pela Dra. Izaura Yoshico Hirata, do Departamento de Biofisica da UNIFESP.

3.2.9. Determinacéo da constante de Michaelis Menten (Ky,)

A constante de Michaelis Menten (K,) da tripsina purificada de Ae.
aegypti com o substrato cromogénico Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA foi determinada.
Os ensaios cinéticos foram realizados com a tripsina purificada, em tampéo
Tris—HCI 0,1 M pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M e Triton X-100 0,1%, nas
diferentes concentracdes de substratos: 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM,
0,8 mM e 1 mM, por 10 min a 37°C. Os dados experimentais foram utilizados
para determinar as velocidades e o valor de K, utilizando regresséo linear no

programa Grafit (versdo 3.01).
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3.2.10. Determinacéo da constante de dissociagao ap arente (Ki)

As constantes de dissociagdo aparente (Ki) de diferente inibidores de
serinoproteases (HITI, AaTl, BPTI) da formacdo de complexo com a tripsina
Ae. aegypti purificada foram determinadas de acordo com Bieth (1980). A
tripsina purificada foi pré-incubada por a 37°C 10 min, com quantidades
crescentes de inibidor (HiTl, 0,116 — 2,3 nM; AaTl, 7,7- 153,1 pM; BPTI, 0,01 —
44 uM, concentragdo maxima utilizada) em tampé&o Tris—HCI 0,1M, pH 8,0,
contendo NaCl 0,15 M e Triton X-100 0,1%. As atividades residuais da enzima
foram mensuradas apos adicdo do substrato cromogénico, Tosyl-Gly-Pro-Arg-
pNA pela absorbancia da p-nitroanilina em 450 nm. Os valores de Ki aparente
foram entdo calculados, utilizando-se a equacéo (Morrison, 1969): Vi/lVo = 1 -
{Ec+l+K; - [(E+l+K)? — 4Ed]Y%} | 2E; onde V; e V, sdo as velocidades na
presenca e auséncia de inibidor respectivamente, E; corresponde a

concentragéo total da enzima e I;corresponde a concentracéo total do inibidor.

3.2.11. Zimografia em gel de poliacrilamida

A zimografia foi realizada em um gel SDS-PAGE (12%) acrescido de
0,3% de gelatina de acordo com o método descrito por Hanspal et al. (1983).
Apés a eletroforese, o gel foi retirado e lavado rapidamente com agua destilada
e em seguida, enxaguado com tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 contendo 2%
de Triton X-100, por 30 min a temperatura ambiente; esse procedimento foi
repetido por duas vezes. ApoOs estes procedimentos, o gel foi incubado em
tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, contendo 100 mM de NaCl, por 1 h a 37<T.
Em seguida, o gel foi corado com solugédo de Comassie Brilhant Blue R250 e

descorado com agua ou solucéo de &cido acético 7,5%. Para os experimentos
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de inibic&o, o extrato de larvas de 4° instar foram pré-incubados com diferentes
inibidores de proteases: EDTA (10 mM) PMSF (10 mM) e E64 (10 mM) e, em

seguida, aplicados no gel de poliacrilamida.
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4. Resultados

4.1. Pequena biblioteca de fragmentos de DNA de tripsina s de larvas de 4°
instar de Aedes aegypti

Com o objetivo de identificar as enzimas do tipo tripsina, presentes no
intestino médio de larvas de Ae. aegypti, nossa primeira estratégia foi o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos das 36 tripsinas
presentes no Banco de Dados do genoma do Ae. aegypti. Esse alinhamento
permitiu identificar as regides conservadas entre essas moléculas. Com esse
resultado, escolhemos regibes das sequéncias de nucleotideos internas e
conservadas entre todas as moléculas para construir os oligonucleotideos que

podem ser visualizados na Figura 6.
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AAEL005614 252 [TGICCGCTCCTCACTGFACCGTTGCTCCAGT TT-------------------- CCCCTGG /11 TTHCAACCCAGATAGCEH 644
AAEL005607 250 |[TGTCCGCTGCTCACTGIACCGTTCCTCCAGT TT-------=--==-=------- CCCCTGG / /1 TTQCAACGGAGATAGCGS] 642
AAEL005609 250 |TGTCCGCTGCTCACTGIACCGTATCTCCAGTTA- - - === === === -m - o - - - - CCCCTGG / /1 CTQCAACGGAGATAGCES] 642
AAEL005603 244 |TGTCCGCTGCTCACTGIACCGTTCCTCCAGT TA- - - === === = - o - oo - - - CTGTGAA / /] TTHCAATACTGACAGTI GG 636
AAELO005611 261 |[TTTCGGCCGCTCACTGFACTCATCCATTGCCAA- - ------------------ ACGTTGC / /1 TTHCAATGGTGATAGCGH 653
AAELO005616 281 |[TCACCGCAGCACATTGIGICTTCCCTCAACECG - ------------------ ACGCTTCG /// GTHCAACGGAGACAGTGH 673
AAEL012852 250 |[TAACCGCTGCCCACTCGEGCCE- - - CTACTACCG - -------=---------- CTAAGCCA / /] CTHCCAGGGTGACTCCCS 648
AAELO007818 247 |TGACAGCAGCTCACTCGEACCA- - - CGAATACAG - ----------------- ATCCTGCG / /] TTQCCAGGGAGACTCCGH| 648
AAEL013713 223 |[TGACCCCTGGTCACTGIGCCA- - - GCCCTAGAG - ----------------- AC---CAT /1] TTQCCAGGGTGATTCCGH 621
AAEL010202 234 |TGACCGCTGGTCACTGIGCCA- - - GCCCCTAGAG- - ----------------- AC---CAT //] TTQCCAGGGTGATTCCGH 632
AAELO013712 246 |[TGACTGCTGECCACTGIGCAG- --CTTCTGGIG------------------- AA---ACA /] TTQCCAGGSGTGATTCCGS 644
AAEL010203 229 |TGACTGCTGGACACTGIGCAT---TCTCTGECEC- - ----=---===------ AA---ACA /]| TTQCCAGGGTGATTCCGH 627
AAEL010195 229 |TGACTGCTGGACATTGIGCAT---CCTCTGGIC------------------- AA---ACA /1] TTQCCAGGGTGATTCCGH 609
AAEL010196 244 |TGACTGCTGECCACTGIGCEG - - CTTCTAECC- -----=======------ AA---CCA /]| TTQCCAGGGTGATTCCGH 642
AAELO013715 243 |[TGACGGCCTGGECATTGIGCCG: - - GTAGCACG- - ----------------- AAGATCCA / /] TTHCCAGGGAGATTCCGS 644
AAELO013707 232 |[TGACGGCTGCGCATTGPCCCG: - - CTACTAGCG - ----------------- AAGATCCA / /] TTQCCAGGEGAGATTCCGH 633
AAELO007601 260 |[TGACAGCTGCGCATTGIGCCT- - - CCAGTAGCG - -------=--=-=------- AAGATCCA / /] TTQCCAGCGAGATTCCGH 661
AAEL004996 247 |TAACGGCAGCCCACTGFACTAAAGGAATTACCA- - -------------- - - ATGCATCG / /] CTQTCAGGGTGACTCCGG| 648
AAEL011549 217 |TGACCGCAGCCCACTCLATAGAAGAGCGAACTA- - - - - - - s - s e e e e oo - - /1]l CTECCAGGGTGACTCCGH 615
AAELO005689 178 |TGACCGCAGCCCACTGPATAGAAGAGEGAACTA- - - - - - - - - - - s e oo e oo oo - - /11 CTQCCAGGGTGACTCCGH 576
AAELO013703 253 |[TGACGGCACCTCATTGIATTGGAGATCCAACCA- - ----------------- GT---ACG /1] GTJCAACGAAGACTCCCH 657
AAEL006425 267 |[TGACGCCCGECACATTGIACGG: - - ATGGAGCAT------------------- CCCCGICG / /] CTHCCAGGGAGATTCTCS 668
AAEL006903 208 |TAACGGCAGCCCATTGIACCG: - - ATGACACAA- - - - - - - - - - - o - - - - TCCCACGC / /] GIQrCAAGGCGATTCAGH 597
AAEL013623 310 |TGACGCECTGCCCACTG CTGGTGAACGAGGAGG - - ------=---~--- CGAGCTACTTCC / /] TTHCCAGGGTGATTCCCG 720
AAELO008093 217 |TGACGGCTGCCCACTGI CTGGTGAACGACCGAGG- - ------------- CGAGCTACTTCC / /] TTHCCAGGSGTGATTCCGH 627
AAEL008085 245 |TGACGGECTGCCCTCTH CTGGT GAACGAGGAGGECAAGCGTCGTGTTGCGAGCTACTTCC / /1 TTHCCAGGGTGATTCCGH 670
AAEL006429 196 |TAACGCECTGCCCATTCECTGGTAGGTGAAACTG - - - - - === === - - m - - - - - CAGAC /1] TTQHCCAAGGTGACTCGEH 588
AAEL006427 196 |TTACGGECTGCGCACTCETTAGTCGGTGAAACGE- - - - - === === === === - === - CAGAC /1] TTQCCAAGGTGACTCGEH 588
AAEL006430 190 |TGACGGECAGGTCACTCEGTGIGGGATAAAAAGC- - - - - === === === - - - - - - - CTGCC /11 ATHCCAAGGAGATTCAGH 585
AAEL006414 178 |- - ACGGCAGCCCATTGEGTTTATCATAGAAAAG- - - --------------- - - - - CTTCT //] CTQCCAAGGAGATTCGEH 576
AAEL015638 319 |TTTCAGCGECCCATTGETTCAGGTCATGGTTCAACAACC- -------- CGCGGTACTTCA / /] GITQCAGTGGAGATTCCGH 729
AAEL001234 223 |TTTCGGECGECCCATTCETTCAGGTCATGGTTCAATAACG - - - - - - - - CGCGGTACTTCA / /] GIJCAGTGGAGATTCCCH 633
AAEL000190 259 |TGACGGECAGCACATTCETTGGTGECCGAAACAA: - - - - - - - e e e o oo CCGAT //1 TTQCAAGCGTGATTCCGH 651
AAEL006371 769 |TGACGGCAGCGCACTGEATTACCGATATTCAAGGGEGT TCCGATGAGCGTTTCTCGGATCC / /1 CTQTCAGGGTGATTCCGH 1185
AAELO011553 205 |[TGACAGCGCCCCATTGPGTATACTACACAAATG - -------------- TAGAACCTACC / /1 CTQCCAGGEGAGATTCCGH 606
AAEL006418 220 |TAACCGCTGCACACTGI TTCTATGCCCACGAAG - --------------- CGATTATGAA / /] CTHCGICGGTGATTCCEH 645

Figura 6. Alinhamento das sequiéncias de nucleotideos das enzi

mas tipo tripsina de

Aedes aegypti. Oligonucleotideos degenerados,

Aetryfwd 5TGACNGCTGCNCACTG3’ e Aetryrev 5’ CCGGAATCACCCTGGC3’ foram construidos baseados nas sequéncias de nucleotideos das
36 tripsinas presentes no genoma do Ae. aegypti. As sequéncias de nucleotideos dentro dos retangulos representam as regifes usadas para
construir os oligonucleotideos degenerados. Asteriscos indicam a identidade entre as bases. As trés barras representam partes das sequéncias
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De posse dos oligonucleotideos construidos, foi possivel realizar uma PCR
com a preparacao de cDNA de intestino médio de larvas de 4° instar. Na reacéo de
PCR, duas bandas majoritarias foram amplificadas com tamanho de
aproximadamente 380 pb (Figura 7). Essas duas bandas foram separadas em gel de
agarose, cortadas e purificadas. Os fragmentos de DNAs purificados foram ligados
no vetor pGEM-T easy. Essas constru¢des foram utilizadas na transformacgéo de
bactérias E.coli cepa DH5a. As bactérias transformantes foram selecionadas em

placas LB-agar contendo ampicilina.

bp

1589
1444

1134
964

720
621

385

262

197

Figura 7. Gel de agarose (1%) de produtos de PCR co m oligonucleotideos
degenerados para regiao interna das tripsinas de Aedes aegypti. 1. Reacédo de
PCR utilizando cDNA do intestino médio de larvas de 4° instar de Ae. aegypti e

oligonucleotideos degenerados. 2. Marcador de nucleotideos.
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Aleatoriamente, 100 clones isolados das placas LB-agar, contendo ampicilina,
tiveram a parte dos DNAs plasmidiais, que codificam para os genes clonados,
sequenciados. De 75 clones foram obtidas sequencias com qualidade para serem
analisadas no programa Blast. Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos
obtidas mostraram similaridade com quatro sequéncias de tripsinas identificadas
como: AAEL005607, AAELO06371, AAELO08097 e AAELO05609 no genoma de Ae.
aegypti, representando frequéncias de 29,3%, 20%, 6,6% e 1,3%, respectivamente,

como mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias de aminoacidos de enzimas hipotéticas do tipo tripsina

identificadas no intestino médio de larvas de 4° instar do Aedes aegypti.

Numero de Sequéncia de aminoacidos Frequéncia

Acesso* (%) **

| VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNVAL SAAHCTVAPVSA
GSATLRGGSSSRLTGGVI FAVAQN VNHPQYNANTI NNDVSVLRSTTSFA

AAEL005607 29,3
GANI SPI TI VPSGTNFAGGTRSWSGAGL TTPGGSLPTNLRAVD! PWT
LATCRNQWGAAR! TDSM/CAGEPGRDSCNGDSGGPLVTGGRQFG VSWG

ATQCGGNLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV

I | GGTPATLGEFPSKVSLQTTQNSAHFCGGTLL TLRHVLTAAHCI TDI Q
GVPNVBVSRI QAMADDL NVL PKMGSATRQVRQVKSLNI HDKYNPSTLAND
AAEL006371 20
LAl VSLEKEFTKTNTL YPSKRASSAPPPGQL CALAGAGVTAENSQS! SP
SLQRVNLEVI SFEHCNTAYQGAL VKGVVCASAPGRDACQEDSGGAL I CQ
NRVAGVVSFGSGCAHPTFPGVYNDI THYEKW GKALNGVDSLVGGFSMT

LLMAFAVTFRNHLV

| VGGFPASQQATVHQVSI RVKSNDL KAFGSGHI CGGSLI NNRTVLTAAH

CLVDSSNRKRSADYFRVVGGSLNRTVTSGNTI LDVSQVVI HORYNPVNF
AAEL008097 6,6

DNDVGLLI LSSI VSANHATLRPI NMAATKPNPGVL CQTSGAGTPI FGEP

| KTSVLVAVNVTVQPTEI CNGTSSYNGFI KNGVFCAGDVQGYRDACQGD

SGGPLVCNGQLAG VSNGKDCGLAAYPG YADVAYYRGW L TNGAGORT

| GGTALALTWGLVYGFVORLWM

I VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVSPVTA
GSATLRGGSANRL SGGVI FAVAQN VNHPQYNSNNLNNDVSVLRSTTSFS
AAEL005609 1,3
GANI SPI TLVPSGTNFAAGTRSWSGAGL TTPGGSLPTTLRAVDI PWA
| ATCRSQAGAAAI TDNMWCAGEPGRDSCNGDSGGPLVTGGRQFG VSWG

ATQCGGPLAGVYANVGAASVRNFI SSNTGV

*Numero de acesso no Banco de dados do genoma do Ae. aegypti.
**Frequéncia de cada sequéncia em “screening” aleatério de uma pequena

biblioteca de fragmentos de DNA.
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4.2. Presenca de transcritos de tripsina em diferen tes estadios de vida do
mosquito

Utilizando-se os dados da frequéncia de tripsinas no 4° instar de larvas de Ae.
aegypti e com o0 objetivo de analisar o perfil de expressdo das tripsinas, foram
construidos oligonucleotideos especificos para as sequéncias das duas tripsinas
majoritarias AAEL0O05607 e AAELO006371, respectivamente. Os oligonucleotideos
foram utilizados em uma PCR semi-quantitativa com preparacdes de cDNA de larvas
de 1° e 2° instar e intestino médio de larvas de 3° e 4° instar, pupa e fémeas apods 3
h e 24 h de alimentacdo com sangue. Fragmentos de DNA obtidos por PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose (Figura 8). A tripsina AAEL0O05607 foi
transcrita em todos os estadios larvais, apresentando um aumento em sua
expressao durante o desenvolvimento larval, mas sua transcricdo nao foi detectada
em pupa e em fémea alimentada. Em contraste ao dado de transcricdo da tripsina
AAEL005607 durante o desenvolvimento larval, a tripsina AAEL006371 foi detectada
somente em larvas de 3° e 4° instar, mas apareceu também em pupa e adulto; sua

transcricdo € mais baixa do que a AAEL005607 nos 3° e 4° estadios larvais.
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S e — S | 1016 pb AAEL006371
766 pb AAEL005607
1 2 3 4 5 6 | 166 pb Ribossomal

Figura 8. PCR semi-quantitativo da expressao de dua s enzimas do tipo tripsina

nos diferentes estadios de vida do  Aedes aegypti. 1. cDNA de larva de 1°instar;
2. cDNA de larva de 2° instar; 3. cDNA de intestino de larva de 3°instar; 4. cDNA de
intestino de larva de 4° instar; 5. cDNA de pupa; 6. cDNA de intestino de fémea apés
3 h de alimentacdo sanguinea; 7. cDNA de intestino de fémea apds 24 h de
alimentacdo sanguinea. Oligonucleotideos para proteina ribossomal (Rp49) foram

usados como controle.

4.3. Analise do perfil proteolitico das enzimas dig  estivas do mosquito Aedes
aegypti

Diferentes estadios do Ae. aegypti foram analisados por zimografia para
confirmar o dado de transcricdo. Todos os estadios larvais apresentaram varias
bandas com atividade proteolitica sobre a gelatina; essas bandas de proteina
aparentemente diferiram somente por concentracdo, aumentando do estadio
precoce ao mais tardio. Nota-se que o perfil proteolitico em fémeas adultas
alimentadas difere muito do perfil larval (Figura 9). Para identificar a familia de
proteases a qual as enzimas presentes no intestino meédio de larvas de Ae. aegypti
pertencem, o extrato de larvas de 4° instar foi incubado com inibidores especificos

de serinoproteases, cisteinoproteases e metaloproteases, antes do experimento de
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zimografia. Os nossos resultados mostram que as atividades proteoliticas foram
guase que totalmente inibidas por APMSF, um inibidor especifico de serinoproteases
(Figura 10). A atividade proteolitica presente em extrato de larvas de 1° e 2 ° instar e
no intestino médio de larvas de 3° e 4° instar foi avaliada com o substrato
cromogénico utilizado para tripsinas de outros organismos, Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA

(Figura 11).

1 2 3 4 5 6 KDa
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Figura 9. Zimografia (12%) de atividades proteoliti cas presentes em larvas e

adultos de Aedes aegypti. 1. Extrato de larvas de 1° instar; 2. Extrato de larvas de
2° instar; 3. Extrato do intestino médio de larvas de 3° instar; 4. Extrato do intestino
médio de larvas de 4° instar; 5. Extrato do intestino médio de fémeas apds 3 h de
alimentacdo sanguinea; 6. Extrato do intestino médio de fémeas ap6s 24 h de

alimentacdo sanguinea.
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Figura 10. Zimografia (12%) de extrato do intestino meédio de larvas de 4° instar

incubado com diferentes inibidores de proteases. 1. Extrato do intestino médio;
2. Extrato do intestino médio com metanol; 3. Marcador de massa molecular de
proteina; 4. Extrato do intestino médio com APMSF; 5. Extrato do intestino médio

com E64; 6. Extrato do intestino médio com EDTA.
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Figura 11. Atividade proteolitica dos extratos de i  ntestino médio dos diferentes

estadios larvais. Ensaio enzimatico (1,5 pg proteina total) de diferentes estadios
larvais utilizando o substrato cromogénico, Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA (0,2 mM) em
tampao Tris—HCI 100 mM, pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1%. O

experimento foi realizado em duplicata.
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4.4. Purificacdo e caracterizacao de tripsina nativ.  a do intestino médio de larvas
de 4° instar de Aedes aegypti

Confirmada uma maior atividade de serinoprotease no intestino médio de
larvas de 4° instar. Intestinos médios desse estadio foram utilizados no preparo de
um extrato bruto que foi utilizado no primeiro passo de purificacdo da tripsina nativa.
A maior parte da atividade proteolitica presente no extrato bruto foi inibida por BPTI;
entdo, como objetivo de obter um material mais concentrado, foi utilizada, como
primeira etapa de purificacdo, uma cromatografia de afinidade em coluna BPTI-
Sepharose. A eluicdo das atividades do tipo tripsina foi confirmada pela hidrolise do
substrato sintético, Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA (Figura 12); as fracdes com atividade
proteolitica foram reunidas e concentradas. O Ki aparente dos inibidores AaTl e HiTl
para esse material foram de 9,58 pM e 530 pM, respectivamente. O material
proveniente da cromatografia de afinidade foi posteriormente purificado em uma
cromatografia de troca ibnica usando uma coluna Resource S conectada a um
sistema AKTA purifier. As fragdes obtidas foram testadas com o substrato Tosyl-Gly-
Pro-Arg-pNA, e a atividade proteolitica foi eluida no material ndo retido na coluna
(Figura 13). E importante mencionar que o material pds cromatografia de afinidade ja
havia sido submetido a uma cromatografia em uma coluna Resource Q, e
apresentou o mesmo perfil, ou seja, nao ficou retido na coluna. Mas, como proteinas
contaminantes foram separadas por esses métodos prosseguimos com a

purificagao.
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Figura 12. Cromatografia de afinidade em uma coluna BPTI-Sepharose. O
extrato do intestino médio de larvas de 4° instar foi aplicado a uma coluna BPTI-
Sepharose (5 mL); as proteinas ligadas foram eluidas com solucéo de KCI 0,5 M pH
2,0. A atividade proteolitica foi medida com Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA. A barra

horizontal preta indica as fragdes com atividades somadas em uma Unica fracao.

43



100 - - 60
ag -
- 50
80
- 70 - 40
c 60 - _
: R
N 50 - - 30 G
[+
3 40 - z
= .
30 - 20
20 4 |—— 10
10 -
G T T T - G
0 5 10 15 20
Fragoes (mL)

Figura 13. Cromatografia de troca i6nica em coluna Resource S do material
proveniente da cromatografia de afinidade . Material ativo da BPTI-Sepharose foi
aplicado em uma coluna Resource S (5 mL). As proteinas foram eluidas com um
gradiente linear de NaCl (0—1 M). A barra horizontal representa as fragbes que foram

reunidas em uma Unica fragéo ativa.

Na tentativa de se obter uma enzima mais pura, a fragdo com atividade
proteolitica da coluna Resource S foi concentrada e, em seguida, foi aplicada em
uma coluna Sephasil peptide Cg em uma cromatografia de fase reversa, ver figura

14. A tripsina de larvas de Ae. aegypti, purificada por cromatografia de fase reversa,
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apresentou dois picos de proteina, que foram submetidos ao sequenciamento de
aminoacidos e apresentaram a sequéncia N-terminal IVGGNEVSIA (Figura 14). A

tripsina purificada apresentou uma banda proteica Unica de 28 kDa em SDS-PAGE

(Figura 15).
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Figura 14. Cromatografia de fase reversa em coluna Sephasil peptide Cg de
tripsina purificada por cromatografia de troca ioni ca. A tripsina parcialmente
purificada por cromatografia de troca ibnica foi aplicada em uma coluna Sephasil
peptide Cg conectada ao sistema AKTA purifier. A eluicdo das proteinas foi realizada
com um gradiente linear de acetonitrila (0-90%). Os picos proteicos que
apresentaram atividade proteolitica foram submetidos ao sequenciamento

automéatico de aminoacidos N-terminal e a sequéncia obtida esta indicada na figura.
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28 kDa

14 kDa

Figura 15. SDS-PAGE (12%) das tripsinas de Aedes aegypti purificadas. 1.
Material ativo apds cromatografia de troca idbnica em uma coluna Resource S. 2.
Tripsina purificada apds cromatografia de fase reversa em coluna Sephasil peptide

Csg. O gel foi corado com prata.

A sequéncia N-terminal da tripsina purificada obtida foi idéntica a trés
isotripsinas de Ae. aegypti, identificadas no Banco de Dados como AAEL005614,
AAEL005607 e AAEL005609; essas trés tripsinas apresentam similaridades em suas
sequencias, como estd mostrado na figura 16. A identificacdo da tripsina

AAELO005607 corrobora os dados de transcricdo nesse estadio larval.
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AAEL005614
AAEL005607
AAEL005609

AAEL005614
AAEL005607
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AAEL005607
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AAEL 005614
AAEL005607
AAEL005609
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I VGGNEVSI ANFPYQL SLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVSPVTAGSATLRGGSAN
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RLTGGVI FAVAQ VNHPQYNANTI NNDVSVLRTTTSFTGANI SPI Tl VPSGTNFAGGTRS
RLTGGVI FAVAQ VNHPQYNANTI NNDVSVLRSTTSFAGANI SPI TI VPSGTNFAGGTRS
RLSGGVI FAVAQ VNHPQYNSNNLNNDVSVLRSTTSFSGANI SPI TLVPSGTNFAAGTRS

Ak kkhkkhkkhhkhkhkhkkhkhkkhhkkhkkk o hkkhkkhkkhkkhk:hhkkhk: khkhkhhkkdkk: khk*khkk *x*x* **k*%

VWSGNGL TTPGGSLPTNLRAVDI PWTLATCRSQAGTARI TDSMVCAGEPCGRDSCNGDSG
VVSGWGEL TTPGGSLPTNLRAVDI PVWTLATCRNQWAGAARI TDSMVCAGEPGRDSCNGDSG
VWSGNGLTTPGGSLPTTLRAVDI PVWAI ATCRSQAGAAAI TDNMVCAGEPCGRDSCNGDSG

khkkhkkkhkhhkdhdhhdhdhd Fhhkdrhkhhd: o kxdkkd dhk-k *hkkh Fhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkkhkhkkk

GPLVTGGRQOFG VSWGAVQCGGNLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV 226
GPLVTGGRQFA VSWGATQCGGNLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV 226
GPLVTGGROFG VSWGATQCGGPLAGVYYANVGAASVRNFI SSNTGV 226
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Figura 16. Alinhamento das sequéncias de aminoacido

tripsina com alta similaridade na regido N-terminal

alinhamento foi realizado utilizando o programa ClustalW2

s das enzimas do tipo
obtida para a tripsina
purificada de Aedes aegypti. Os asteriscos representam os aminoacidos idénticos
em todas as sequéncias; os dois pontos indicam substituicbes conservadas de

aminoacidos e o ponto indica substituicbes semi-conservadas de aminoacidos. O

A fim de melhor caracterizar essa tripsina larval de Ae. aegypti, 0 material da

apresentou um valor

cromatografia de troca ibnica foi usado em ensaios cinéticos, utilizando o substrato
Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA, um substrato cromogénico, utilizado com freqiéncia para
estudos de tripsina bovina (Asgeirsson e Cekan, 2006). A tripsina purificada
de Km de 355 uM para esse substrato sintético.
Paralelamente, a tripsina purificada foi inibida por dois inibidores de tripsina ja
caracterizados no nosso laboratorio: o AaTl, um inibidor de tripsina e trombina

presente em Ae. aegypti (manuscrito a ser submetido para publicacdo) e o HiTl, um
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inibidor de tripsina e elastase de neutrofilos presente em “mosca do chifre” (Azzolini
et al., 2005), apresentando valores de Ki extremamente baixos de 0,95 e 160 pM,

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Constante de dissociacdo aparente (Ki), por diferentes inibidores de

tripsina, para a tripsina purificada de larva de Aedes aegypiti.

Inibidor Ki (nM)
AaTl 0,009
HiTI 0,160
BPTI 17,5*

* ICsp — Concentragéo de inibidor que inibiu 50% da tripsina do ensaio.

48



5. Discussao

5.1. Pequena biblioteca de fragmentos de DNA de tri  psina de larvas de 4° instar
de Aedes aegypti

Venancio e colaboradores (2008) examinaram 66 tripsinas putativas de larvas
e adultos anotadas no genoma do Ae. aegypti; entre elas, havia serinoprotease,
oviductina, lumbroquinase 3, elastase, proacrosina e serinoprotease com dominio
clip. Véarias dessas sequéncias de tripsina de Ae. aegypti, identificadas tanto em
larva quanto em adulto, apresentaram alta similaridade a tripsinas de outros insetos.
No intuito de entender melhor as enzimas do tipo tripsina presentes no intestino
meédio larval, construimos uma pequena biblioteca de fragmentos de DNA de tripsina
de larvas de 4° instar de Ae. aegypti. Com essa biblioteca nos foi possivel identificar
quais transcritos de tripsinas estavam presentes nesse estadio larval, pelo
sequenciamento de nucleotideos de 100 clones aleatoérios, sendo desses 75 com
sequéncias aproveitaveis. As sequéncias de nucleotideos obtidas revelaram a
presenca de quatro transcritos de tripsina. Das quatro sequéncias de tripsinas
identificadas, duas delas representam 50% das sequéncias obtidas, sendo as
mesmas identificadas como AAEL005607 e AAEL006371, no genoma de Ae.
aegypti, as quais apresentam similaridades com tripsina e oviductina,
respectivamente.  Surpreendentemente, ambas as enzimas do tipo tripsina,
identificadas em larvas de 4° instar de Ae. aegypti nesse trabalho, ndo foram
encontradas por Venancio e colaboradores (2008). Nossa explicacéo para esse fato
foi que os autores usaram uma mistura de larvas e adultos no preparo da biblioteca
de cDNA, o que pode ter dificultado a detec¢do de tripsinas com diferentes niveis de

expressao e, consequentemente, ter favorecido a identificacdo de enzimas com alto
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nivel de expresséo do estadio de vida adulto. Paralelamente ao estudo de tripsinas,
Isoe e colaboradores (2009) realizaram analises moleculares de exopeptidases, tais
como a familia de genes de carboxipeptidase. Utilizando uma combinacdo de
clonagem de cDNA e buscas no Banco de dados do genoma de Ae. aegypti, 0s
autores caracterizaram dezoito genes de carboxipeptidase do intestino médio de Ae.
aegypti; algumas das enzimas apresentaram modulacéo positiva de expressdo apos
ingestdo de sangue, sugerindo a necessidade de mais enzimas para a digestao do

alimento.

5.2. A presenca de transcritos de tripsina em difer  entes estadios de vida do
mosquito

De posse dos dados obtidos com a biblioteca de fragmentos de DNA de
tripsina, as sequéncias das duas enzimas do tipo tripsina identificadas em larvas de
Ae. aegypti, AAELO05607 e AAEL006371, foram utilizadas na construgcdo de
oligonucleotideos especificos, as quais foram utilizadas em experimentos de PCR
semi-quantitativos ao longo de todos os estadios de desenvolvimento do mosquito.
Nossos resultados mostram que a tripsina AAELO05607 foi transcrita em todos 0s
estadios larvais, com expressdo aumentada ao longo do desenvolvimento larval; no
entanto, sua transcricdo nado foi detectada em pupa e nas amostras de mosquitos
adultos alimentados, sugerindo fortemente que essa tripsina seja expressa
exclusivamente em larvas na condicdo experimental utilizada. Nossos resultados
nos permitiram sugerir que a tripsina AAEL005607 é a principal enzima digestiva de
larvas de Ae. aegypti, devido a sua frequéncia, comparada as outras enzimas
identificadas. Em contraste, a transcricdo da tripsina AAEL006371 foi detectavel

somente em larvas de 3° e 4° instar, assim como em pupa e adulto 3 h apds a
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alimentacdo e, interessantemente, essa tripsina teve o nivel de expresséo
aumentado em adulto 24 h apos a alimentacdo. A transcricdo da tripsina
AAEL006371 parece ser menor quando comparada a tripsina AAEL5607 nos
estadios larvais, 3° e 4° instars. O perfil de expressdo da tripsina AAEL006371
sugere um possivel papel no processo digestivo apenas das larvas de 3° e 4°
instars, assim como nas fases de pulpa e adultos com alteracdo nos niveis de

expressao.

5.3. Purificacdo e caracterizacdo da tripsina nativ.  a do intestino médio de larvas
de 4° instar

A zimografia e a zimografia reversa sdo metodos simples, mas amplamente
usados na identificacdo de atividade proteolitica de enzimas e de seu efeito
inibitorio, respectivamente, em géis de poliacrilamida contendo um substrato
(Thimon et al., 2008). Nesse trabalho, a zimografia foi realizada para analisar as
enzimas presentes no extrato bruto de diferentes estadios de Ae. aegypti. Os
resultados mostraram a presenca de inimeras proteinas com atividade; no entanto,
esse perfil ndo apresentou alteracdo significante, somente um aumento nas
intensidades das bandas, durante o desenvolvimento larval. A fim de se confirmar
um aumento nas atividades enzimaticas durante o desenvolvimento larval de Ae.
aegypti, um substrato sintético para tripsina foi utilizado. Os resultados desses dois
experimentos corroboram os resultados de Yang e Davies (1971), que mostraram
uma variacdo na atividade enzimética da tripsina ao longo do desenvolvimento
larval. Recentemente, Pereira e colaboradores (2008) usaram uma combinacéo de

ensaios bioquimicos e zimografia para caracterizar as enzimas digestivas da lagosta
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Panulirus argus; mostraram que essas enzimas foram fortemente inibidas por SBTI e
PMSF, provando a prevaléncia de serinoproteases nesse artrépode.

Na tentativa de se confirmar a presenca de serinoproteases no intestino
médio de larvas de 4° instar de Ae. aegypti, diferentes inibidores de serinoproteases
foram usados em combinacdo com zimografia. Nossos resultados mostraram que
quase toda a atividade proteolitica presente no intestino médio de larvas de 4° instar
foi inibida por APMSF, inibidor especifico de serinoproteases, confirmando a
presenca dessas enzimas, que corrobora os resultados de enzimas digestivas de
outros insetos, que apresentam majoritariamente serinoproteases como enzimas
digestivas (Terra e Ferreira, 1994).

Apesar da dificuldade na purificacdo de tripsina de larvas de inseto, algumas
tripsinas digestivas ja foram purificadas por métodos cromatograficos classicos;
entre elas, estao tripsinas de espécies de insetos como Periplaneta americana
(Lopes e Terra, 2003), Locusta migratoria (Lam et al., 2000) e Helicoverpa zea
(Volpicella et al., 2003). De posse desses dados, e também sabendo que 0 nosso
desafio seria maior, visto ser muito pequeno o tamanho das larvas de Ae. aegypti,
decidimos assim mesmo purificar a tripsina majoritaria de larvas de 4° instar, a fim
de confirmar os nossos resultados obtidos por sequenciamento de nucleotideos da
biblioteca de fragmentos de DNA de tripsina. A purificacdo da tripsina majoritaria, por
métodos cromatograficos classicos; no entanto, vista a dificuldade em obter altas
concentragdes da tripsina totalmente isolada, a caracterizacdo cinética da tripsina foi
realizada com o material pds cromatografia de troca i6nica, principalmente porque o
material pés cromatografia de fase reversa ndo apresentou atividade proteolitica
suficiente para essa caracterizacdo. A tripsina parcialmente purificada de larva de 4°

instar de Ae. aegypti apresentou um valor muito baixo de Km (36,2 uM) para o Tosyl-
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Gly-Pro-Arg-pNa, um substrato cromogénico utilizado para monitorar tripsina bovina
(Asgeirsson e Cekan, 2006); isso sugere alta especificidade da enzima para esse
substrato. A tripsina parcialmente purificada foi fortemente inibida por dois inibidores
de tripsina, HiTl (Haematobia irritans irritans Trypsin Inhibitor) e AaTl (Aedes aegypti
Trypsin Inhibitor), com valores de Ki de 0,95 pM e 0,16 nM, respectivamente. O AaTl
€ um inibidor de tripsina e trombina presente em glandula salivar e intestino médio
de Ae. aegypti (dado n&do publicado). Devido a sua alta especificidade para a tripsina
purificada de Ae. aegypti, podemos sugerir que o AaTl pode apresentar um papel no
controle de tripsina endégena de larva do mosquito, que pudesse ser acidentalmente
liberada do intestino médio. O HiTl é um inibidor de tripsina presente na mosca H.
irritans irritans e foi mostrado que ele apresenta valores de Ki de 0,57 e 0,2 nM para
a tripsina bovina e tripsina do mesmo inseto, respectivamente (Azzolini et al., 2005).
Apesar da purificagao de tripsinas de Ae. aegypti ter sido realizada em uma coluna
de BPTI-Sepharose, ndo foi possivel determinar seu valor de Ki, estes resultados
podem ser resultado de uma inibicdo nao tao forte, ou talvez por um mecanismo de
inibicdo que nao se encaixe na inibicéo tight binding, descrito por Morrison (1969). A
tripsina de Ae. aegypti s6 foi completamente purificada por cromatografia de fase
reversa, apresentando uma banda de proteina de 28 kDa por SDS-PAGE, que
corresponde a massa molecular de outras tripsinas de inseto, 20 kDa a 35 kDa
(Terra e Ferreira, 1994). A tripsina purificada apresentou a sequéncia amino-terminal
parcial IVGGNEVSIA, que comparada com as enzimas hipotéticas de Ae. aegypti
mostrou 100% de identidade com as sequéncias de tripsina AAEL005607,
AAEL005614 e AAEL005609. Somando todas as informacdes geradas neste
trabalho, nés sugerimos que a tripsina AAEL0O05607 € a enzima digestiva majoritaria

de larvas de 4° instar de Ae. aegypti. No entanto, com base nos dados de
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transcricdo e da sequéncia de aminoacidos parcial, nAo somos capazes de descartar
que um dos picos de proteina identificado na cromatografia de fase reversa seja
produto do gene AAELO005609, visto que dois picos protéicos apresentaram a
mesma sequéncia amino-terminal, e estas enzimas, AAEL005607 e AAEL005609
diferem somente na posi¢do 54, o que néao foi possivel confirmar com os dados de
sequenciamento de aminoacidos pela escassez de material e limitacdes do método.
Em conclusédo, pela primeira vez, as tripsinas de estadio larval de Aedes
aegypti foram caracterizadas, seus perfis de expressédo ao longo desenvolvimento
do mosquito determinado. E uma tripsina digestiva de larva de 4° instar de Ae.

aegypti foi purificada e caracterizada.
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6. Resumo

O Aedes aegypti € o vetor mais importante de arboviroses humana sendo
responsavel pelas transmissfes de dengue e febre amarela urbana. As enzimas tipo
tripsina apresentam um importante papel na digestdo de estadios de vida larval e
adulto de Ae. aegypti. No presente trabalho, nés identificamos as duas enzimas tipo
tripsina majoritarias do intestino médio larval através da construgdo de uma
biblioteca de fragmentos de cDNA de tripsina. Elas sao AAEL005607 e
AAEL006371, com frequéncias de expressao de 29,3% e 20%, respectivamente.
Andlises por PCR semi-quantitativo mostraram que a tripsina AAELO05607 foi
transcrita em todos os instars larval, mas a tripsina AAEL0O06371 apareceu somente
nos 3° e 4° instar larvais. A fim de confirmar os dados de transcricdo, enzimas tipo
tripsina do intestino médio de larvas de 4° instar foram purificadas por
cromatografias de afinidade, troca idnica e fase reversa. A tripsina purificada
apresentou massa molecular de 28 kDa por SDS-PAGE. Sua sequéncia de
aminodacidos parcial nos permitiu sugerir que a atividade de tripsina é codificada pela
sequéncia AAEL005607. A tripsina purificada (AAEL005607) exibiu um valor de Km
de 36,4 uM para o substrato Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNa e foi fortemente inibida por AaTl
e HiTl, ambos inibidores de tripsina, com valores de Ki de 0,94 pM e 160 pM,
respectivamente. Em conclusao, pela primeira vez, a enzima digestiva majoritaria de

4° instar larval de Ae. aegypti foi purificada e caracterizada.
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7. Abstract

Aedes aegypti is the most important vector of human arboviral diseases and it
is responsible for dengue and urban yellow fever transmissions. Trypsin-like
enzymes plays an important role in the Ae. aegypti adult and larval life stages
digestion. In the present work, we identified the two major trypsin-like enzymes of Ae.
aegypti larval midgut through the trypsin cDNA fragments library construction. They
are AAEL0O05607 and AAEL006371, with expression frequencies of 29.3% and 20%,
respectively. Semi quantitative PCR analysis showed that the AAEL0O05607 was
transcripted in all larval instars, but AAEL006371 appeared only in 3™ and 4" larval
instars. In order to confirm the transcription data, trypsin-like enzymes from 4™ instar
larvae of Ae. aegypti midgut were purified by affinity, ionic exchange and reversed-
phase chromatographies. Purified trypsin presented molecular mass of 28 kDa by
SDS-PAGE. lIts partial amino acid sequence allowed us to suggest that the trypsin
activity is encoding by AAEL005607 sequence. The purified trypsin (AAELO05607)
showed K, value of 36.4 uM for Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNa substrate and was strongly
inhibited by AaTl and HiTl, both trypsin inhibitors, with K; of 0.94 pM and 160 pM,
respectively. In conclusion, for the first time, the major digestive enzyme of 4™ larval

instar of Ae. aegypti was identified and characterized.
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Abstract

Aedes aegypti is the most important vector of human arboviraledses and it is
responsible for dengue and urban yellow fever trassions. Trypsin-like enzymes plays an
important role in thé\e. aegypti adult and larval life stages digestion. In thespré work, we
identified the two major trypsin-like enzymesAsd. aegypti larval midgut through the trypsin
cDNA library construction. They are AAEL0O05607 aAWdAELO06371, with expression
frequencies of 29.3% and 20%, respectively. Serantjtative PCR analysis showed that the
AAEL005607 was transcripted in all larval instdrat AAEL006371 appeared only iff'&nd
4™ larval instars. In order to confirm the transdopt data, trypsin-like enzymes froni" 4
instar larvae ofAe. aegypti midgut were purified by affinity, ionic exchangadareversed-
phase chromatographies. Purified trypsin presemetbcular weight of 28 kDa by SDS-
PAGE. Its partial amino acid sequence allowed usuggest that the trypsin activity is
encoding by AAEL0O05607 sequence. The purified tryg8AEL005607) showed K value
of 36.4 uM for tosyl-Gly-Pro-Arg-pNa substrate amwds strongly inhibited by AaTl and
HiTI, both trypsin inhibitors, with Kof 0.94 pM and 160 pM, respectively. In conclusgifmor
the first time, the major digestive enzyme Bfldrval instar ofAe. aegypti was identified and

characterized.



Introduction

Dengue is now the main reemerging disease in thédwand without an efficacious
preventive vaccine and effective etiologic treattmérhe chief way for reducing dengue
transmission is to control its vector, the mosqides aegypti [1].

Aedes aegypti mosquito is the main vector of arbovirus, theleticc agent of dengue
and yellow fever. The mosquito is well adapted tban areas, constituting a major public
health problem [2]. The incidence of dengue feves lincreased tremendously [3],
approximately 50 million people are affected by glem per year and 2.5 billion are living in
risk areas [2].

Ae. aegypti genome has about 1376 million base pairs whietb@it five times bigger
than the genome of the malaria vecténppheles gambiae. It presents a higher number of
trypsin-like enzymes encoding genes [4]. Venartid. [5] identified 66 putative trypsins in
larvae and adults oAe. aegypti, and showed through phylogenetic analysis thatstry
expression in larvae and adult were divergent, iphysas a consequence of blood feeding
adaptation.

Trypsin is a serine endopeptidase of the chymoimyfemily, characterized by a
catalytic triad formed by Histidine, Aspartate, &derine, which cleaves peptide bond at the
carboxyl side of basic L-amino acids with a prefieefor Arg over Lys of 2- to 10-fold [6].
Among the serine endopeptidases, trypsin and chypsh are most frequently found as
digestive proteases in the midgut of innumerougsdnspecies [7], but trypsins may differ
among insect groups [8]. lAe. aegypti digestive enzymes have been identified, including
trypsins [9], chymotrypsins [10], aminopeptidas&&][and carboxypeptidases [12]. Trypsin
expression persists throughout all developmentdhis ofAe. aegypti [13], and in the female
mosquito, trypsin expression is biphasic, early &td trypsins. Early trypsin synthesis is

regulated at the translational level by blood fagdireaching peak in the 1-6 h post-blood



meal. Late trypsin expression is regulated at tiéwestriptional level, reaching peak in the 18-
24 h post-blood meal. However, the mechanism of ltte trypsin gene transcriptional
regulation is not completely known [14]. It is eeled that the early trypsin activity was
responsible for the late trypsin expression [15¢cé&htly, it was showed that late trypsin
expression was not affected either by inhibition eairly trypsin or by reduction of its
expression [16].

Molecular studies ofAe. aegypti life stages, such as identification of genes
preferentially expressed in larvae may help indisgovery of candidate targets to develop
new insect control procedures [5]. The aim of thespnt work was the molecular

characterization of trypsin-like enzymes preserihaAe. aegypti larval midgut.

2. Materials and Methods

2.1. Mosquitoes

Aedes aegypti (Rockfeller strain) colony was maintained at@yin a high humidity
chamber. The insects were fed with 10% sucrosdisnll_arvae were kept in a glass
container filled with water and were fed with a ced commercial mouse food. Gut were
dissected in sodium phosphate buffered saline, . BHPBS) and maintained at -20°C,

according to Moll et al. [17].

2.2. Construction of a small library défe. aegypti trypsin cDNA fragments from"%instar
larvae

Oligonucleotides were constructed based on theentide sequence alignments
(ClustalW) of the 36 trypsins identified in thAedes aegypti genome (tripfwd: 5'-
TGACNGCTGCNCACTG-3' and triprev: 5-CCGGAATCACCCTGE3). Total RNA

extracted of # instar ofAedes larvae midgut was used in a standard RT-PCR tergém the

4



cDNA first strand using Improm-1' Reverse Transcription System (Promega, Madison,
USA). A PCR was performed and the resulting fragimevere purified using the QIAEX Il
gel extraction system according to the manufacwrénstructions (Qiagen, Hilden,
Germany). Purified DNA fragments were ligated itbe pGEM-T easy vector (Promega,
Madison, USA) using 1U of DNA ligase during 18 h1&C. The ligation was used fé.

coli DH5-a strain transformation by electroporation (paramset@.5 Kv, 200Q, 25 uF).
Transformed bacterias were selected on LB-agae mlahtaining ampicillin (200 pg/mL).
Positive clones were submitted to automatic nuideosequencing using DyenaicET
Dye Terminator Kit (GE Healthcare, Chalfont St. &Sil UK) in a Sequencer model 377
(Applied Biosystems, CA, USA). The nucleotide satpes were analyzed by BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) program.

2.3. Semi quantitative PCR Akdes aegypti trypsin expression in different life stages
Total RNA extracted from®] 2", 39 and4™ instar larvae, pupa and adult after 3 h and
24 h of blood feeding were used in a standard RIR-RCgenerate the cDNA first strand with

Improm-1I™

Reverse Transcription System (Promega, Madison, )USApecific
oligonucleotides were constructed based on thesitnypucleotide sequences with access
numbers AAEL005607 (AAEL5607fwd

5 CCCATCGAGAAAAGAGGTCCCGAAGAGGACCTCTGG3” and  AAEL5607rev

S5TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTACACCCCGGTGTTGGAGCT3"); andr fAAELO06371

(AAELO06371fwd 5 CCCE&TCGAGAAAAGACAGCCTTTCAACGGAACGGT3" and

AAEL6371rev 5TTTTCCTTTTGCGGCCGCTCAAACAAGGTGGTTCCTA3’). . The
following oligonucleotides foAedes aegypti ribosomal protein sequence (RP49), 5aeexpRP
5 GCTATGACAAGCTTGCCCCCAY3 and 3aeaquaRP1b 5TCATAMECT

CCAGCTC3 " were used for cDNA control. Using thefiganucleotides and the cDNA from



different life stages, a PCR was performed andathelified DNA fragments were analyzed

by 1% agarose gel electrophoresis.

2.4. Purification ofAedes aegypti trypsin from 4 instar larvae

The dissected midguts fronf'dnstar Aedes aegypti larvae were homogenized in 0.05
M sodium acetate buffer pH 5.5 (1 midgut :uB). The homogenate was centrifuged at
12,000% for 10 min at 4°C. The supernatant was appliec tBPTI-Sepharose column
previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffeH 8.0. The fractions eluted with 0.5 M
KCI pH 2.0 containing proteolytic activity were ged. Following, the material was applied
to a resource S column connected to an AKTA puriiestem, previously equilibrated with
0.05 M sodium acetate buffer pH 5.5. The proteieseveluted by a linear NaCl gradient (0 —
1 M), with flow rate of 1 mL/min for 60 min. Thedctions containing unbound proteins were
pooled and applied in a;£Sephasil column connected to an AKTA Purifier Syst@re-
equilibrated in 0.1% trifluoracetic acid (TFA), theroteins were eluted with a linear

acetonitrile gradient (0 - 90%), with flow rate bimL/min for 60 min.

2.5. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
Aedes aegypti purified trypsin by ionic exchange and reversesghehromatographies
were analyzed by SDS—-PAGE. The protein was seghmata 12% acrylamide gel in Tris—

glycine buffer according to Laemmli [18]. The gedsvstained with silver solution [19].

2.6. N-terminal amino acid sequencing
N-terminal amino acid determination of the. aegypti purified trypsin was realized
by Edman degradation [20] using a PPSQ-23 Modelefrd&Sequencer (Shimadzu, Tokyo,

Japan).



2.7. Dissociation constant (Ki) determination

The equilibrium dissociation constants of differesatrine protease inhibitors (HITlI,
AaTl, BPTI) for purified Ae. aegypti trypsin were determined according to Bieth [21heT
residual enzyme activity was measured after additiba chromogenic substrate, tosyl-Gly-
Pro-Arg-pNA. Apparent Ki values were calculatedfityng the steady-state velocities to the

equation for tight-binding inhibitor using a nordar regression analysis [22].

2.8.Michaelis Menten constant (lg;) determination

The Michaelis Menten constant (K,) of Ae. aegypti purified trypsin for tosyl-Gly-Pro-
Arg-pNA, a chromogenic substrate, was determinde gurified trypsin was incubated with
different concentrations of substrates: 0.05 mM, i&9M, 0.2 mM, 0.4 mM, 0.8 mM and 1
mM. The velocities and K values were determined by linear regression u#iegGrafit

program.

2.9. Zymography

Zymography was performed in a SDS-PAGE (12%) cairigi 0.3% of gelatin
according to the method described by Hansgahl. [23]. The following extracts were
applied: 17 pL Tinstar larvae; 9.6 pl"2instar larvae; 2.7 pL"8instar larvae midgut; 1 pL
4™ instar larvae midgut; 1 pL female midgut, 3 h efezding; 1 pL female midgut, 24 h after
feeding. In the zymography in the presence of inbib it was applied 0.5 pL midgut extract
with: 0.5 pL of methanol; 10 mM APMSF; 10 mM E64, M EDTA. The marker used was
Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad).Thewngsl stained with Comassie Brilhant

Blue R250 solution.



3. Results and discussion

3.1. Small library ofAe. aegypti trypsin cDNA fragments from fourth instar larvae

Although there are a number of studies dealing vfithctional aspects of trypsin-like
enzymes present in midgut Aé. aegypti larvae [13], our understanding of these enzymes at
the protein level has been extremely limited.

Recently, Venanci@t al. [5] examined 66 putative trypsins annotated hieAedes aegypti
genome, among them, there were serine proteasduatvi, lumbrokinase 3, elastase,
proacrosin and clip domain serine proteases. bmgdt to better understand the trypsin-like
enzymes present in the. aegypti larval midgut we constructed a small libraryAsf aegypti
trypsin DNA fragments of @ instar larvae. Our first strategy was the aligntrr86 trypsin
nucleotide sequences present in tAe aegypti genome (Fig. 1). Degenerated
oligonucleotides were constructed and used in a R&Rdentify which trypsins were
expressed in this larval stage. Two major bandsliieth with approximately 380 bp (Fig
2A), were purified, ligated into pGEM-T easy vectend used to transfora. coli DH5-a
strain. Randomly, 100 isolated clones were seleatetisequenced. Among them, 75 clones
revealed suitable sequences that were analyzedldst Brogram. Only four trypsin-like
enzymes were identified, AAELO05607, AAEL0O06371, BIA008097 and AAELO005609 in
the Ae. aegypti genome, representing 29.3%, 20%, 6.6% and 1.38pecotively (Table 1).
Surprisingly, both majoAe. aegypti larval trypsin-like enzymes which are similar tgpsin
and oviductin, respectively, were not found by \Mfesia et al. [5]. Our explanation is that the
authors used a mixture of larvae e adults which aifficult the detection of trypsin with

different expression levels, favor the detectioemmdymes with high expression levels.



3.2. Presence of trypsin transcripts in differeosquito life stages

Trypsin-like enzymes identified as AAELO05607 andAE{ 006371 expression levels were
analyzed by semi quantitative PCR experiments,nduifieAe. aegypti development stages.
The trypsin AAEL0O05607 was transcripted in all &rinstars, with an increasing expression
along the larval development, but its transcriptiwas not detected in pupae and adult
mosquito (Fig 2B), confirming it as an exclusivdgrval enzyme in the experimental
condition used. Our results allowed us to suggesat trypsin AAELO05607 is the main
digestive enzyme ofe. aegypti larvae. In contrast, the trypsin AAELO06371 watedted
only in 3% and 4" larval instars but appeared also in the pupaelt &b and 24 h after
feeding. The AAELO06371 transcription seems todveer than the AAEL0O05607, mainly in

the older larval stage (Fig. 2B).

3.3. Purification and characterization of nativgpsin from 4" instar Aedes aegypti larval
midgut

Zymography and reverse zymography are convenienthade widely used to detect
proteolytic activity of enzymes and the inhibitorgffect of protease inhibitors in
polyacrylamide gels, respectively [24]. In this Wozimography was performed using crude
extract ofAe. aegypti in different life stages to confirm the transagpt data and not much
difference was noted in the proteolytic activitynda through the larval development, only
that the concentration seems to be increasing glthie larval development (Fig. 3A and 3C),
corroborating Yang and Davies results that showdigrdnces in the trypsin enzymatic
activity throughout the larval development. Recgrilereraet al [25] used a combination of
biochemical assays and zymography to charactergestive enzymes of lobst&anulirus
argus, and showed strong inhibition effects to its enegnby SBTI and PMSF, proving the

prevalence of serine endopeptidases in this artiskolm attempt to confirm the presence of



serine endopeptidases, tH idstar midgut extract was incubated with spediftuibitors for
serine proteases, cysteine proteases and metatieapes, respectively (Fig. 3B). Our results
showed that almost all proteolytic activity presenmidgut of 4" instar were inhibited by
APMSF, confirming the presence of serine endopapéd which corroborates findings of
other insect digestion enzymes [7]. Most of thelgutytic activity present in the fourth instar
Ae. aegypti midgut was inhibited by BPTI (data not shown). Boprder to concentrate the
enzymes, the first step of purification was anrdif§i chromatography in a BPTI-Sepharose
column. The proteolytic activity fractions were @iamed by hydrolysis of tosyl-Gly-Pro-
Arg-pNA (Fig 4A), and were pooled. The enzymatitiaty was further purified in an ion
exchange chromatography using a Resource S colommected to an AKTA purifier system
(Fig 4B) the major proteolytic activity was obsedvie flow-through fractions (Fig 4B). In
attempt to obtain a pure enzyme, the material fResource S column was applied to a
reverse phase chromatography in aSephasil column (Fig. 4CRe. aegypti trypsin was
completely purified by this methodology, presentmpgrotein band of 28 kDa by SDS-PAGE,
which was in agreement to other insect trypsin cuwbe mass, 20,000 to 35,000 Da [7]. The
partial amino-terminal sequence of purified trypsi® residues, IVGGNEVSIA, for two
peaks from the same chromatography (Fig. 4C), stiaseenplete identity to the following
trypsin sequences AAEL005607, AAEL0O05614 and AAERBO9 fromAe. aegypti genome.
These three trypsins display structural similagitias shown in Figure 4D. Taking all
together, we can suggest that trypsin AAELO0560thésmajor digestive enzyme in the.
aegypti 4" instar larvae comparing transcription and partiaiino acid sequence, but we
cannot discard that one of the protein peaks frewense phase chromatography is the protein
corresponding to the gene AAEL0O05609 product. Trnena acid sequences of AAELO05607
and AAEL005609 differ only at position 54, which svaot possible to confirm because of the

lack of materialFinally, to characterize thi&edes larval trypsin, the partial purified trypsin
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from ion exchange chromatography was used in kirsetsays, and presented loy ¥alue of
36.4 uM for tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA, a chromogenicbsirate well hydrolyzed by bovine
trypsin [26]. Partial purified trypsin was stronghibited by two trypsin inhibitors, AaTl
(manuscript in preparation) and HiTl [27] presegtidi values of 0.95 and 160.00 pM,
respectively (Table 2). AaTl is a trypsin and thlom inhibitor presents irAe. aegypti
salivary glands and midgut. Due to its high spettififor Ae. aegypti trypsins, we can suggest
that AaTl play a role in the mosquito endogenoypdin control, which may be accidentally
leakage from the midgut. Even though, #e aegypti trypsins purification was done in a
BPTI-Sepharose, it was not possible to determiseKit value, whereas it seems that the
inhibition was not strong or that the inhibition chanisms is not slow tight binding [22].

In conclusion, for the first time, trypsins fromrlal stage ofAedes aegypti were
purified, characterized and their expression pesfilalong the mosquito development

determined.
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Figure Legends:

Fig.1. Aedes aegypti trypsin like enzymes analysis Alignment of nucleotide sequences of
the 36 trypsins from thAe. aegypti genome. Degenerated oligonucleotides construciedd
on this alignment were used to amplify an intemegion of trypsin genes transcript in tHe 4
instar ofAe. aegypti larvae. The nucleotide sequences inside the bog the regions used to
construct the degenerated oligonucleotides. Astrigdicate the identity of the bases. The

three bars represent parts that were not showreinucleotide sequences.

Fig.2. Amplification of trypsin-like enzymes DNA fragments by PCR.(A) 1. Agarose gel
(1%) of PCR products for internal region of thedes aegypti trypsins using % instar larvae
midgut cDNA 2. DNA fragment markers. (B) Semi qutative PCR for two trypsin-like
enzymes expression in the. aegypti different life stages. 1.%Minstar larvae; 2. instar
larvae; 3. 8instar larvae; 4.%instar larvae; 5. pupa; 6. adult after 3 h bloeeding; 7 adult
after 24 h blood feeding. Oligonucleotides #e&. aegypti ribosomal protein (RP49) were

used as control.

Fig. 3. Proteolytic activity of midgut extract. (A) Zimography (12%) of proteolytic
activities present ifAe. aegypti larva and adult extracts; 1% instar larvae; 2. " instar
larvae; 3. 8 instar larvae midgut; 4."instar larvae midgut; 5. female midgut, 3 h after
feeding; 6. female midgut, 24 h after feeding. @nography (12%) using”hinstar larvae
midgut extract with different inhibitors. 1. midgu2. midgut with methanol; 3. Marker
Kaleidoscope Prestained Standards; 4. midgut wRMAF; 5. midgut with E64; 6. midgut
with EDTA. (C) Enzymatic activity in different laab instars using tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA

(0.2 mM).
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Fig. 4. Purification and characterization of a trypsin-like enzyme from 4 instar of Ae.
aegypti larvae midgut. (A). Midgut extract was applied on a BPTI-Sepharoskimn, the
bound protein was eluted with 0.5 M KCI solution [@D. The proteolytic activity was
monitored with tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA. (B) Active nberial from BPTI-Sepharose was
applied to a Resource S column. Proteins were celith a NaCl linear gradient (0—-1 M).
(C) Purified trypsin by ion exchange chromatograplas applied to a £Sephasil column
and the protein eluted with an acetonitrile lingeadient (0—90%). The purified trypsin was
submitted to N-terminal amino acid sequencing. §DS—PAGE (12%). 1. Active material
after ion exchange chromatography. 2. Purified dityafter reverse phase chromatography.
The bars in the cromatographies peaks represenfrélcions containing activities. (E)
ClustalW alignment of trypsin-like enzymes aminddasequences with high similarity from
Ae. aegypti identified by amino acid sequencing of the N-termhinegion. The asterisks

represent the basis in common among the sequences.
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Table 1L Amino acid sequences of hypothetic trypsin-likezyames identified in thee.

aegypti 4" instar larvae midgut.

Access fi*

Amino acid sequence

Frequency

(%) **

AAEL005607

| VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVAPVSA
GSATLRGGSSSRLTGGVI FAVAQ VNHPQYNANTI NNDVSVLRSTTSFA
GANI SPI Tl VPSGTNFAGGTRSVWSGANG. TTPGGSLPTNLRAVDI PWT
LATCRNOWGAARI TDSMVCAGEPGRDSCNGDSGGPLVTGGERQFG VSWG

ATQCGGENLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV

29.3

AAEL006371

| | GGTPATLGEFPSKVSLQTTONSAHFCGGTLLTLRHVLTAAHCI TDI Q
GVPMVBVSRI QAMADDL NVL PKMGSATRQVRQVKSLNI HDKYNPSTLAND
LAl VSLEKEFTKTNTL YPSKRASSAPPPGQL CALAGANGVTAENS(QSI SP
SLORVNLEVI SFEHCNTAYQGAL VKGVMCASAPGRDACQGDSGGAL I CQ
NRVAGVVSFGSGCAHPTFPGVYMDI THYEKW GKALNGVDSL VGG-SMT

LLMAFAVTFRNHLV

20

AAEL008097

| VGGFPASQQATVHQVSI RVKSNDLKAFGSGHI CGGSLI NNRTVLTAAH
CLVDSSNRKRSADYFRVVGGSLNRTVTSGNTI LDVSQVVI HQRYNPVNF
DNDVGLLI LSSI VSANHATL RPI NVAATKPNPGVL COT SGAGTPI FGEP
I KTSVLMVAVNVTVQPTEI CNGTSSYNGFI KNGVFCAGDVQGYRDACQGD
SGCGPLVCNGQLAG VSNGKDCGLAAYPG YADVAYYRGW L TNGAGORT

| GGTALALTWGLVYGFVQRLMM

6.6

AAEL005609

| VGGNEVSI ANFPYQLSL RHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVSPVTA
GSATLRGGSANRL SGGVI FAVAQ VNHPQYNSNNLNNDVSVLRSTTSFS
GANI SPI TLVPSGITNFAAGTRSVWSGNG. TTPGGSLPTTLRAVDI PWA
| ATCRSQAGAAAI TDNWCAGEPGRDSCNGDSGGPLVTGERQFG VSWG

ATQCGGPLAGVYANVGAASVRNFI SSNTGV

13

*Access number fronAe. aegypti genome data.

**EFrequency of each sequence in a random screafiaggsmall DNA fragment library.
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Table 2. Dissociation constants (Ki) for purified nativeygsin from Ae. aegypti larvae of

different serine protease inhibitors.

Inhibitor Ki (nM)
AaTl 0.009
HiTI 0.160
BPTI 17.500*

* |Cs0 — Inhibitor concentration which inhibits 50% ofrgied trypsin-like activity.
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Fig 1

AAEL005614
AAEL005607
AAEL005609
AAEL005603
AAEL005611
AAEL005616
AAEL012852
AAEL007818
AAEL013713
AAEL010202
AAEL013712
AAEL010203
AAEL010195
AAEL010196
AAEL013715
AAEL013707
AAEL007601
AAEL004996
AAEL011549
AAEL005689
AAEL013703
AAEL006425
AAEL006903
AAEL013623
AAEL008093
AAEL008085
AAEL006429
AAEL006427
AAEL006430
AAEL006414
AAEL015638
AAEL001234
AAEL000190
AAEL006371
AAEL011553
AAEL006418

252
250
250
244
261
281
250
247
223
234
246
229
229
244
243
232
260
247
217
178
253
267
208
310
217
245
196
196
190
178
319
223
259
769
205
220

TCTCOGCT G TCACT G ACCGT TGCTCCAGT TT- - - -« = - - e e o e e o e CCGCTGG ///
TGTCOGCTGCTCACT G ACOGTTGCTCCAGT TT- = - - < = = = s m oo e e o - CCGCTGG ///
TGTCOGCTGCTCACT G ACCGTATCTCCAGT TA- - - = = = < s e e e e o - CCGCTGG ///
TGTCOGCTGCTCACT G ACCGT TGCTCCAGT TA- - - - < = = = s m e e e o - CTGTGAA ///
TTTCGECCGCTCACT G ACTCATCCATTGOCAA: - - - < = < < mm oo me e o - ACGTTGC / /1
TCACOGCAGCACATTG GTCTTCOCTCAACGCG: - - - < = = = === == = = = = - AGCTTCG / /1
TAACCGCTGOCCACTGEGCCC: - - CTACTACCG: - - - - == = s s c o e e o CTAAGCCA ///
TGACAGCAGCTCACTGPACCA: - - CGAATACAG: - - = == === == === == - - ATCCTGCG ///
TGACOGCTGGTCACTG GCCA: - - GOCCTAGAG: - - - === = === o - e e o - AC---CAT /11
TGACOGCTGGTCACTG GOCA- - - GOCCTAGAG - - - === === == === == - - AC---CAT /11
TGACTGCTGGOCACTG GCAG: - - CTTCTGGTCr - - = === === ===z == - AA---ACA [/
TGACTGCTGGACACTGI GCAT- - - TCTCTGGGC: - - = === === == === == - - AA---ACA [/
TGACTGCTGGACATTGI GCAT- - - CCTCTGGTCr - - = === = == == === == - - AA---ACA [/
TGACTGCTGGOCACTG GOGG - - CTTCTGGCC: - - - - == === == === - - AA---CCA [/
TGACGGCTGGGCATTG GOOG - - GTAGCAGCG: - - - === === == === == - - AAGATCCA ///
TGACGGCTGOGCATTGEGCCG - - CTACTAGCG: - - - - <= == mm oo e e o AAGATCCA ///
TGACAGCTGOGCATTG GOCT- - - CCAGTAGCG: - - - === === == === == - = AAGATCCA ///
TAACGGCAGCCCACT G ACTAAAGGAATTACCA: - - - === < m s oo e e o e ATGCATCG ///
TGACOGCAGOCCACT GPATAGAAGAGGGAACTA- - - - < = = == === m e oo memmea o 111
TGACCGCAGCCCACT GEATAGAAGAGGGAACT A- - - - < = = == s s c e o omme e e o 111
TGACGGCAGCTCAT TG ATTGGAGATCCAACCA: - - - - == === oo e e o - GT---ACG ///
TGACGGCGGCACATTGIACGG: - - ATGGAGCAT- - - = === = === oo e e o - CCGOGTCG // /
TAACGGCAGCGCATTGIACCG: - - ATGACACAA: - - - == - m e oo mee o TCCCACGC ///
TGACGGCTGOCCACT G CTGGT GAACGAGGAGG: - - - - = = = = = - - - - CGAGCTACTTCC ///
TGACGGCTGOCCACT G CTGGT GAACGAGGAGG: - - - - = - = = = - - - - CGAGCTACTTCC ///
TGACGGCTGOCCT CTG CTGGT GAACGAGGAGGGCAAGCGTCGTGTTGCGAGCTACTTCC // /
TAACGGCT GOGCATTGECTGGTAGGTGAAACTCr - - - < = = = m = oo m e m e e CAGAC /11
TTACGGCTGOGCACT ST TAGT CGGTGAAACGC: - - - < = = = == == === === <o - CAGAC /11
TGACGGCAGGTCACT GEGT GTGGGATAAAAAGE: - - - < = = = == === mm e o m e o cTGCC /171
- - ACGGCAGCCCATTGRGTTTATCATAGAAAAG: - - < = = = === = m s oo mm e o s CTTCT /11
TTTCAGCGGOCCATTGET TCAGGT CATGGT TCAACAACG: - - - - - - - - CGCGGTACTTCA ///
TTTCGECGGOCCATTGET TCAGGT CATGGT TCAATAACG - - - - - - - - CGCGGTACTTCA ///
TGACGGCAGCACATTGET TGGT GBOCGAAACAA: - - - < = = < == m oo e e m e e CCGAT //1
TGACGGCAGOGCACT AT TACCGAT AT TCAAGGGGT TCCGATGAGOGT TTCTCGGATCC // /
TGACAGCGGOCCATTGEGTATACTACACAAATG: - - - - = = = == = = - - - - TAGAACCTACC / /|
TAACGGCT GCACACT G TTCTATGGCCACGAAG: - - - < = = = == == = - = = - CGATTATGAA / /|

* *%x % * * %

TT

TTQ
CTqg
TTG
TTG
GIG
CTQg
TTQ
TTG
TTQ
TTQ
TTQ
TTQ
TTQ
TTQ
TTG
TTQ
CTqg
CTG
CTQg
GIg
CTqg
GIg
TTG
TTG
TTQ
TTG
TTQ
ATG
CTG
GIG
GIG
TTG
CTG
CTqg

CAACGGAGATAGCGES
CAACGGAGATAGCGH
CAACGGAGATAGCGS
CAATACTGACAGI GG
CAAT GGT GATAGCGS
CAACGGAGACAGT GG
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Fig 2.
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Fig 3.
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Fig 4.
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E | AaEL005614 | VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVAPVSAGSATLRGGSSS 60
AAEL005607 | VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVAPVSAGSATLRGGSSS 60
AAEL005609 | VGGNEVSI ANFPYQLSLRHNGNHI CGASVI SSNWAL SAAHCTVSPVTAGSATLRGGSAN 60

********************************************: **: **********: .
AAEL005614 RLTGGVI FAVAQ VNHPQYNANTI NNDVSVLRTTTSFTGANI SPI TI VPSGTNFAGGTRS 120
AAEL005607 RLTGGVI FAVAQ VNHPQYNANTI NNDVSVLRSTTSFAGANI SPI TI VPSGTNFAGGTRS 120
AAEL005609 RLSGGVI FAVAQ VNHPQYNSNNLNNDVSVLRSTTSFSGANI SPI TLVPSGTNFAAGTRS 120
**: *****************: *. ********: ****: ********: ********- * k k%
AAEL005614 VVSGAGL TTPGGSLPTNLRAVDI PVWTLATCRSQUWGTARI TDSM/CAGEPGRDSCNGDSG 180
AAEL005607 VVSGAGL TTPGGSLPTNLRAVDI PVWTLATCRNQWGAAR! TDSM/CAGEPGRDSCNGDSG 180
AAEL005609 VVSGAGL TTPGGSLPTTLRAVDI PVWAI ATCRSQUGAAAI TDNWCAGEPGRDSCNGDSG 180
****************. *********: ****. ***: * ***. kkkkhkhkhkkkkhkhkhkkkkhhkkk
AAEL005614 GPLVTGGRQFGH VSWGAVQOGGNLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV 226
AAEL005607 GPLVTGGRQFG VSWGATQOGGNLAGVYANI GAAVI RNFI SSNTGV 226
AAEL005609 GPLVTGGRQFGH VSWGATQOGGPL AGVYANVGAASVRNFI SSNTGV 226

Rk S b S S R R R e O R T b o S SRR rkkhkkkhkkkk ok
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