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RESUMO

Esta tese aborda o papel da lipoforina (Lf) no metabolismo de lipidios em
machos e durante a copula de insetos. Os resultados obtidos com a injecdo de
lipoforina marcada radioativamente nos lipidios (32P-Lf, ®H-Lf) ou na parte protéica
(**1-Lf) em machos de Rhodnius prolixus mostraram que a particula inteira de
lipoforina é internalizada pelos testiculos em diferentes cinéticas. A presenca das
apolipoforinas em homogenatos de testiculos foi detectada por Western Blotting.
Experimentos de microscopia de epifluorescéncia revelaram a localizacdo da
lipoforina e seus lipidios nos testiculos. O isolamento dos espermatozéides de
testiculos de machos injetados com ®H-Lf mostrou a utilizagéo de *H-lipidios neutros
na espermatogénese. A inibicdo da internalizacdo da '*°I-Lf a 4°C e a competigéo
entre a *?P-Lf e um excesso de lipoforina ndo-marcada pela ligacdo aos testiculos
indicam que a incorporacao da lipoforina por este 6rgdo é um processo dependente
de energia e que envolve um receptor especifico. Em um projeto de colaboracéo, a
presenca de um receptor de lipoforina, o LpR, em testiculos de Locusta migratoria foi
detectada. Experimentos de microscopia indicam que os testiculos deste inseto sé
sdo capazes de endocitar a lipoforina nas fases do desenvolvimento em que o LpR é
expresso.

Também avaliamos a transferéncia de lipidios dos machos as fémeas durante
a copula de R. prolixus que foi estudada através da injecdo da *H-Lf em machos e
posterior cépula com fémeas virgens nao-radioativas. Os *H-lipidios neutros foram
encontrados nas espermatecas das fémeas. Porém nenhuma transferéncia de
radioatividade ocorreu quando **P-Lf ou '%°I-Lf foram injetadas. Adicionalmente,
apoés injecéo da *H-Lf em machos e posterior cépula, encontrou-se radioatividade na
hemolinfa das fémeas e em ovos postos confirmando a utilizacdo dos lipidios
provenientes da lipoforina na espermatogénese. O vbo reduziu a incorporacédo de
lipidios pelas gbnadas em machos e fémeas e, por conseguinte, aumentou a
transferéncia lipidica aos musculos de vdo. Além disso, o voo de machos diminuiu a
transferéncia de lipidios e espermatozéides dos machos para as fémeas durante a
copula. Este conjunto de eventos induzidos pelo v6o levou a uma diminuicdo da
oviposicao.

Esse estudo é uma contribuicdo para o entendimento da bioquimica e

fisiologia envolvidas na espermatogénese e cépula em insetos.
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ABSTRACT

In the present work, we studied the role of lipophorin (Lf) in the lipid
metabolism of insect males and during mating. The injection of a lipophorin labeled
radioactively in the lipid amount (**P-Lf, 3H-Lf) or in the protein amount (***I-Lf) into
adult males of Rhodnius prolixus showed that the entire lipophorin particle is
internalized by testis in different rates. Western blotting of testes total homogenates
revealed the presence of apolipophorin | (apoLp-I) and apolipophorin Il (apoLp-II)
inside the tissue. Using double fluorescently labeled Lp, we observed a co-
localization of the imported Lp and its lipids in testes. The isolation of spermatozoa
from males injected with *H-Lf showed the utilization of lipids from lipophorin in
spermatogenesis. The internalization of **°I-Lf internalization by testes was blocked
at 4°C. Besides, lipophorin uptake by testes was also inhibited by an excess of
unlabeled Lp, but not by bovine serum albumin. Together these findings indicate that
lipophorin uptake by testes is an energy-dependent process and involves the
participation of a specific receptor. Through a collaboration project, the presence of a
lipophorin receptor, LpR, was detected in Locusta migratoria testis. Microscopy
experiments indicate that lipophorin endocytic uptake only takes place in testes from
development stages which LpR is expressed.

In a further investigation, the transfer of lipids during Rhodnius prolixus mating
was studied by means of the injection of *H-Lf into adult males followed by mating
assays. “H-neutral lipids were found in female spermatheca. However no transfer
was observed when *?°|-Lf or *P-Lf was injected. Furthermore, after the injection of
3H-Lf into males and mating, radioactivity was detected in female hemolymph and
laid eggs. These evidences confirm the utilization of lipophorin derived lipids in
spermatozoa production. Flight activity was able to diminish the lipid transfer to
testes and ovaries. An increase of lipid delivery to flight muscles was observed
during the exercise. Moreover, flight activity of males decreased the transfer of lipids
and spermatozoa from males to females during mating. Consequently, a decrease of
oviposition was verified.

This dissertation is a further contribution to the understanding of the
biochemistry of physiological process such as spermatogenesis and mating in

insects.
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LBTI — inibidor de tripsina de feijao manteiga

L5 — larvas de 5° estagio de Locusta migratoria

LDL — lipoproteina de baixa densidade

LDLp - lipoforina de baixa densidade

LDLR - receptor de LDL

Lf — lipoforina
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1- INTRODUGCAO

1.1 TRANSPORTE DE LIPIDIOS EM MAMIFEROS

A transferéncia de lipidios é um processo de grande importancia a
sobrevivéncia dos organismos vivos. Isto porque os lipidios sdo moléculas que estao
relacionadas as reservas de energia, formagdo de membranas bioldgicas, producéo
de hormdnios e sinalizagdo celular. Uma vez que os lipidios sdo sintetizados e
absorvidos em sitios distintos dos sitios de estoque e utilizacéo, torna-se necessario
a mobilizacdo destas moléculas de carater hidrofébico em meio aquoso. Em
animais, as moléculas responsaveis pelo transporte lipidico sdo as lipoproteinas.
Estas vém sendo estudadas principalmente em vertebrados no que diz respeito ao
transporte de colesterol, triacilglicerol e fosfolipidios (WIRTZ, 1991).

Os mamiferos possuem uma variedade de lipoproteinas que apresentam
composicdes e fungbes distintas (FRAYN, 1996; GANONG, 2001; JONAS, 2002;
VANCE, 2002). Os lipidios derivados da dieta s&o incorporados pelos quilomicrons
produzidos pelos enterécitos. Os quilomicrons apresentam densidade menor que
0,94 g/mL, e sdo compostos de uma Unica cépia da apolipoproteina livre B-48
(apoB-48), varias copias de apoA, apoC e apoE (também apolipoproteinas livres) e
triacilglicerol como componente lipidico majoritdrio. Os quilomicrons séo
transportados para o tecido adiposo, onde ocorre a hidrélise de triacilglicerol no meio
extracelular pela acdo da lipoproteina lipase (FIELDING & FIELDING, 2002). Os
acidos graxos livres resultantes sdo incorporados pelos adipécitos e estocados

novamente na forma de triacilglicerol (Figura 1).



INTESTING i HDL- transporte
FIGADO reverso de colesterol
*
TECIDOS
PERIFERICOS
®
/ LDL
quilomicron O
resultante
U|Iom|cron O
IDL
L, e
CAPILARES HDL
(musculos, tecido adiposo)
Figura 1 - Esquema simplificado do transporte lipid ico mediado por

lipoproteinas em mamiferos.  Quilomicrons e VLDL s&o produzidos no intestino e
figado, respectivamente. Ambos séo convertidos em particulas de maior densidade
ap6s hidrélise extracelular mediada pela lipoproteina lipase no tecido adiposo.
Durante este processo, a HDL incorpora as apolipoproteinas livres e via acdo da
CETP, se torna rica em ésteres de colesterol. O figado incorpora e degrada os
quilomicrons resultantes e a LDL, sendo esta também capaz de ser endocitada nos
tecidos periféricos (Adaptado de RODENBURG & VAN DER HORST, 2005). HDL:
high density lipoprotein; IDL: intermediate density lipoprotein; LDL: low density
lipoprotein; VLDL: very low density lipoprotein.



Durante este processo de entrega seletiva de lipidios, as apolipoproteinas
livres e algumas classes de lipidios se desassociam dos quilomicrons e séo
incorporados por outra lipoproteina, a HDL (high density lipoprotein - lipoproteina de
alta densidade: 1,063- 1,21 g/mL). Os quilomicrons resultantes, somente com a
apoB-48, incorporam ésteres de colesterol, provenientes da transferéncia mediada
por HDL, e sdo transportados até o figado onde sé@o degradados (FIELDING &
FIELDING, 2002).

O figado produz a lipoproteina de muito baixa densidade, a VLDL (very low
density lipoprotein), uma particula que compreende uma Unica copia de apoB-100,
uma apolipoproteina fixa a particula, e mdltiplas apolipoproteinas livres incluindo
apoE (SHELNESS & SELLERS, 2001). A VLDL apresenta uma densidade de 0,94-
1,006 g/mL e contém principalmente triacilglicerol mas também colesterol, ésteres de
colesterol e fosfolipidios (JONAS, 2002).

A VLDL também entrega seletivamente seus lipidios ao tecido adiposo em um
processo em que a HDL também incorpora as apolipoproteinas livres e lipidios. A
particula resultante é a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL — intermediate
density lipoprotein), que posteriormente é convertida em lipoproteina de baixa
densidade (LDL — low density lipoprotein) com densidade de 1,006 a 1,063 g/mL.
Tanto na conversao de quilomicrons a VLDLs, como na conversdo de IDL em LDL, a
HDL recebe lipidios e apolipoproteinas se tornando entdo rica em ésteres de
colesterol. Estas particulas de HDL sdo direcionadas ao figado onde serdo
degradadas (SCHNEIDER, 2002).

Através da acdo de uma enzima transferidora de ésteres de colesterol (CETP
— cholesterol ester transfer protein), estes sdo transferidos a IDL e,

consequentemente, a LDL que, desta forma, apresenta um alto teor destes lipidios.



Cerca de 70% do colesterol plasmatico circula associado a LDL. O Unico
componente protéico da LDL € a apolipoproteina apoB-100 que é capaz de interagir
com o receptor de LDL (LDLR) nos tecidos periféricos e hepatécitos. O LDLR
medeia a endocitose das particulas de LDL nas células e leva a degradacdo destas
moléculas via acdo lisossomal (BROWN & GOLDSTEIN, 1986; FIELDING &

FIELDING, 2002; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005).

1.2 TRANSPORTE DE LIPIDIOS EM INSETOS

Nos insetos, o transporte de lipidios é mediado pela lipoproteina majoritaria
da hemolinfa: a lipoforina (Lf). Esta lipoproteina é responsavel pelo transporte de
varias classes de lipidios entre os tecidos envolvidos na sua absorcdo, estocagem e
utilizacdo (BEENAKKERS e cols., 1985; CHINO, 1985; SHAPIRO e cols., 1988).

Nas espécies de insetos j& estudadas, a Lf é sintetizada e secretada pelo
corpo gorduroso (PRASAD e cols., 1986a; WEERS e cols., 1992) sendo composta
por duas apoproteinas: apolipoforina | (apoLf-1) de 250 kDa e apolipoforina Il (apoLf-
II) de 80 kDa. Juntas estas apolipoproteinas compreendem cerca de 60% do peso
total da particula, estando normalmente na proporcao de 1:1 (CHINO, 1985). Uma
terceira apolipoproteina, a apolipoforina 11l (apoLf-1ll, 18 kDa), pode estar presente
em adultos de algumas espécies, incluindo R. prolixus (GONDIM, 1989), cuja
proporcdo na particula de Lf depende do estado fisiolégico do inseto (KAWOOYA e
cols., 1984; Weers & Ryan, 2003).

Os principais lipidios presentes na Lf sdo: diacilglicerol, colesterol,
hidrocarbonetos e fosfolipidios (CHINO & KITAZAWA, 1968; PATTNAIK e cols.,
1979; CHINO e cols., 1981b, GONDIM e cols., 1989, ATELLA e cols., 1992, ATELLA

e cols., 1995). Entretanto, a Lf também € capaz de transportar carotendides,



precursores do horménio juvenil e acidos graxos livres (DE KORT &
KOOPMANSCHAP, 1987; SOULAGES & WELLS, 1994, ATELLA e cols., 2000).

A Lf apresenta uma estrutura similar & encontrada nas lipoproteinas de
mamiferos. Ela consiste basicamente de um nucleo composto por lipidios apolares
como colesterol, hidrocarbonetos e diacilglicerol; envolvido por uma camada de
fosfolipidios e apolipoforinas. Além disso, a hemolinfa dos insetos apresenta
diversos tipos de Lf que diferem no seu conteudo lipidico e, em alguns casos, no
conteudo das apolipoforinas associadas. Acredita-se que uma particula de Lf basica
contenha as apolipoforinas e um pequeno conteldo de fosfolipidios é capaz de
receber ou doar quantidades variadas de lipidios resultando em diferentes
subespécies de Lf. Entre elas, estdo a HDLp (lipoforina de alta densidade - high
density lipophorin), presente em adultos em repouso, e a VHDLp (lipoforina de muito
alta densidade - very high density lipophorin) observada em larvas de Manduca
sexta (PRASAD e cols., 1986; BLACKLOCK & RYAN, 1994).

O papel da Lf durante o vdo de insetos vem sendo muito estudado, uma vez
gue muitas espécies, como Manduca sexta e Locusta migratoria, sdo capazes de
realizar voos prolongados (Figura 3). Consequentemente, tornam-se necessarios a
mobilizacdo e o transporte de fontes de energia para os musculos de voo de modo a
prover o exercicio. Os carboidratos séo usados nos primeiros 30 minutos de véo.
ApGs este periodo, os lipidios se tornam o principal combustivel para a atividade de
voo (BEENAKKERS e cols., 1984; BLACKLOCK & RYAN, 1994).

A mobilizacdo dos estoques lipidicos € sinalizada pela liberacdo de um
peptideo: o horménio adipocinético (AKH) produzido pela corpora cardiaca
(BEENAKKERS e cols., 1985). A corpora cardiaca é composta por um par de 6rgaos

neurohemais ligados ao cérebro do inseto. Além da fungdo neuronal, esta estrutura



possui células neurosecretoras capazes de sintetizar e estocar o AKH (DIEDEREN e
cols., 1987; ZIEGLER e cols., 1991; O'SHEA & RAYNE, 1992). Os peptideos da
familia dos AKHs controlam a mobilizagcdo de reservas energéticas em situacdes de
necessidade metabdlica como o véo e a muda (OUDEJANS e cols., 1996; ZIEGLER
e cols., 1995).

Durante o vbo de insetos, o AKH se liga no corpo gorduroso, a um receptor
acoplado & enzima adenilato ciclase induzindo a conversao de ATP em AMP ciclico.
O aumento nos niveis de AMP ciclico ativa uma lipase que converte triacilglicerol em
diacilglicerol. Estes ultimos séo transferidos entdo para a HDLp na superficie do
corpo gorduroso num processo facilitado pela LTP (particula transferidora de lipidios
- lipid transfer particle) (RYAN & VAN DER HORST, 2000). A LTP é uma lipoproteina
de alta densidade que é capaz de mediar a transferéncia de lipidios do corpo
gorduroso a Lf, da Lf para os tecidos e entre duas Lfs de diferentes densidades
(RYAN e cols., 1988; VAN HEUSDEN e LAW, 1989; GOLODNE e cols., 2001).

Simultaneamente, moléculas de apoLf-lll se associam a esta particula. Como
resultado, forma-se uma particula maior e menos densa chamada LDLp (lipoforina
de baixa densidade - low density lipophorin) que apresenta grande capacidade de
transportar diacilglicerol para os musculos de voo (BEENAKKERS e cols., 1981).

Nos musculos de véo, o diacilglicerol é hidrolisado por uma lipase e os acidos
graxos livres séo liberados e se associam a FABP (proteina ligadora de acidos
graxos - fatty acid binding protein). Esta proteina leva os acidos graxos livres até as
fibras musculares onde serdo utilizados como fonte de energia para a contracdo
muscular via B-oxidagdo. Com a remocao do diacilglicerol da LDLp, esta é convertida
em HDLp liberando as moléculas de apoLf-lll. A HDLp pode entdo retornar ao corpo

gorduroso e ser reabastecida com mais diacilglicerol. Portanto, a Lf atua como uma



transportadora reutilizavel de lipidios (VAN HEUSDEN e cols., 1987; SURHOLT e

cols., 1991; VAN HORST e cols., 2002) (Figura 2).

MUSCULOS DE VOO

DAG

1 O
INTESTINO
TAG

CORPO
GORDUROSO

Figura 2 — Esquema simplificado da transferéncia de lipidios durante o vdo.

A HDLp circulante incorpora DAG provenientes a quebra de triacilglicerol (TAG) no
corpo gorduroso e da digestdo no intestino. Durante este processo, varias cépias da
apoLf-1ll se associam a particula,desta forma a HDLp se converte em LDLp. A LDLp
transfere diacilglicerol (DAG) seletivamente aos muasculos de véo. Neste 6rgédo, o
DAG é hidrolisado no meio extracelular, liberando acidos graxos livres (FFA) as
células e; particulas de apoLf-lll e HDLp a hemolinfa (Adaptado de VAN DER
HORST e cols., 2002).



Outro importante processo fisioldgico dos insetos em que a Lf desempenha
um papel fundamental é a ovogénese. Em Manduca sexta, os lipidios correspondem
a cerca de 40% do conteuldo lipidico do ovo e boa parte destes lipidios é captada
pelos ovocitos em desenvolvimento via lipoproteinas hemolinfaticas como a
vitelogenina e a Lf. (KAWOOYA & LAW, 1988). Estes autores demonstraram que a
LDLp era capaz de transferir seletivamente diacilglicerol aos ovécitos sem
internalizagc&o das apolipoforinas.

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que a Lf de R.
prolixus, um hemiptero hematéfago, entrega fosfolipidios aos ovérios durante a
ovogénese sem internalizacdo da particula (GONDIM e cols.,, 1989). Esta
lipoproteina pode entdo ser reabastecida no corpo gorduroso e intestino médio
(ATELLA e cols., 1992; ATELLA e cols., 1995; MACHADO e cols., 1996). Estes
trabalhos sugerem que a Lf pode atuar como um transportador reutilizavel destes
lipidios aos ovarios, a semelhanca do transporte de diacilglicerol aos muisculos de
vdo.
1.3RECEPTORES DA LIPOFORINA

Uma das caracteristicas principais da Lf é o seu funcionamento como um
veiculo reutilizavel tanto no repouso como no véo. A HDLp circulante na hemolinfa é
capaz de se abastecer dos lipidios liberados pelo corpo gorduroso e seletivamente
entregar este conteudo lipidico para tecidos alvos sem endocitose e degradacéo por
lisossoma (VAN DER HORST e cols., 1993; SOULAGES e cols., 1994; RYAN &
VAN DER HORST, 2000; VAN DER HORST, 2002). Em aparente contraste com
este conceito de absorcao seletiva de lipidios, entretanto, durante o desenvolvimento
larval e em jovens adultos de locustas, a endocitose da HDLp mediada por receptor

em células do corpo gorduroso foi demonstrada (DANTUMA e cols., 1997).
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Endocitose mediada por receptor tem sido proposta tanto em mamiferos como
insetos (BROWN e cols., 1997; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005). Em
mamiferos, a LDL € internalizada via interacdo com seu receptor (LDLR), sendo
posteriormente liberada em endossomas iniciais que se desenvolvem a lisossomas
onde a LDL é degradada (BROWN & GOLDSTEIN, 1986; STOORVOGEL e cols.,
1991, HUSSAIN e cols., 1999). Recentemente, genes para receptores de Lf foram
clonados em vérias espécies como Locusta migratoria (DANTUMA e cols., 1999),
Galleria mellonella (LEE e cols., 2003) e Aedes aegypti (CHEON e cols., 2001; SEO
e cols., 2003); e identificados como membros da familia de receptores da LDL. Em
L. migratoria, este receptor foi denominado LpR (lipophorin receptor) (DANTUMA e
cols., 1999). O LpR apresenta a composicao de seus dominios estruturais idéntica a
do receptor em mamiferos da VLDL (very low density lipoprotein), e ambos os
receptores possuem oito repeticBes consecutivas dos dominios de ligacdo (VAN

HOOF e cols., 2003) (Figura 3).

Porém, diferente dos outros receptores desta familia, o LpR é capaz de
reciclar o seu ligante ap6s a internalizacdo. Van Hoof e colaboradores (2002)
mostraram por microscopia de confocal que em células de mamiferos que
expressam normalmente o receptor para LDL transfectadas com o cDNA do LpR, 0s
destinos da HDLp e da LDL, marcadas fluorescentemente nas porcdes protéicas,

apo6s a internalizacdo séo distintos.

Enquanto que a LDL é degradada por acdo lisossomal ap6s desligar-se de
seu receptor; ambos HDLp e o LpR convergem para um compartimento nao-
lisossomal do tipo ERC (endocytosis recycling compartment) seguindo um caminho
de reciclagem tipo transferrina. A transferrina apés a dissociacdo de seus ions ferro

€ acumulada em grandes vacuolos e re-secretada com t ,, de 7 minutos (MAYOR e
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cols., 1993; GHOSH e cols., 1994). No caso da HDLp, com uma t 4, de 13 minutos, a
molécula é re-secretada e o LpR retorna a superficie celular. O mesmo fenémeno de
reciclagem da HDLp foi observado em experimentos com corpos gordurosos

dissecados de Locusta migratoria em que o LpR é expresso normalmente (Van Hoof

e cols., 2005).
LpR LDLR
LBD .
)
=
F 2
EGFD
gy
4 ~60%
OLGD | oot
™D —L ) ' |
In
ICD
€

Figura 3 — Esquema dos receptores LDLR e LpR.

Estes receptores apresentam cerca de 60% de similaridade entre as seqiéncias de

aminoacidos.

(C) porcao C-terminal; (EGFD) dominio homdlogo ao fator de crescimento epidermal
(epidermal growth factor); (ICD) dominio intracelular (intracelular domain); (In)
citoplasma; (LBD) dominio de ligagcdo (ligand binding domain); (OLGD) dominio de
glicosilagcdo (O-linked glycosylation domain); (Out) meio extracelular; (N) por¢do N-

terminal; (TMD) dominio transmembrana (transmembrane domain).
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1.4 A ESPERMATOGENESE E A COPULA

Os lipidios sdo componentes bésicos do sémen contribuindo com a formacéo
das membranas nos espermatozéides e com o metabolismo das células dos
testiculos (DUMSER, 1980).

Em mamiferos, mostrou-se que a HDL é capaz de transferir ésteres de
colesterol as células testiculares para a sintese de testosterona e producdo de
membranas plasmaticas de espermatdcitos (LEVALLET e cols., 1998; FOFANA e
cols., 2000; REAVEN e cols., 2000). Esta transferéncia de lipidios aos testiculos é
fundamental para o sucesso reprodutivo visto que a composicdo lipidica dos
espermatozdides € um importante fator no sucesso da cépula. Os lipidios das
membranas plasmaticas dos espermatozoéides sdo responsaveis pela flexibilidade,
mobilidade e propriedades fusogénicas de membrana associadas com a reacdo do
acrossomo e a fertilizagdo (FLESCH & GADELLA, 2000).

Em insetos, os lipidios podem desempenhar diferentes papéis no sistema
reprodutivo dos machos. Stanley-Samuelson e colaboradores (1986) demonstraram
que acidos graxos livres podem ser incorporados pelos testiculos e convertidos em
prostaglandinas no grilo australiano, Teleogryllus commodus. Além disso, acidos
graxos livres podem estar envolvidos na sintese de espermatéforos em machos de
Bombus terrestris L (BAER e cols., 2001). Os espermatoforos sdo sintetizados por
diferentes espécies de insetos incluindo R. prolixus (KHALIFA, 1950a) e sé&o
receptaculos do sémen produzido pelos machos a serem deixados no aparelho
reprodutor das fémeas apds a copula. Entre diversas funcdes, os espermatoforos
séo utilizados pelos machos, apds a transferéncia do esperma e do liquido seminal
durante o acasalamento, para impedir uma nova copula e assegurar a prole e pelas

fémeas como uma fonte nutricional. Outra funcdo dos lipidios em machos é a de
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potenciais reguladores das interacbes dos componentes do citoesqueleto em
espermatécitos (SAUL e cols., 2004). Portanto, o transporte lipidico via Lf pode ser
postulado uma vez que ha uma demanda lipidica nos testiculos.

Durante a cépula, juntamente com o esperma, uma série de moléculas é
transferida dos machos para as fémeas. Estas moléculas usualmente sao
sintetizadas pelas glandulas acessérias dos machos e desempenham diferentes
funcdes na fémea (QAZI e cols., 2003). Osanai e Nagaoka (1992) demonstraram a
transferéncia de ATP, ADP e AMP ciclico das glandulas acessoérias durante a
cOpula, e que estes atuariam como fontes de energia. Outros trabalhos indicaram a
presenca de amino&cidos livres e aglcares como a trealose no liquido seminal de
Cimex lectularius (Rao, 1974) que também atuariam como substratos energéticos
para os espermatozéides.

Neste contexto, 0 modelo mais bem estudado é a sintese e transferéncia das
Acps (proteinas das glandulas acessorias — accessory glands proteins) em
Drosophila melanogaster. Estudos moleculares sugerem a presenca de 83 genes
diferentes para Acps no genoma de D.melanogaster que resultariam na transcri¢cdo
de uma variedade de proteinas como lipases, proteases, glicoproteinas, precursores
de hormodnios e peptideos (WOLFNER, 2002). As Acps desempenham diversas
funcdes na fémea, seja na espermateca (6rgdo responsavel pela estocagem do
sémen), ovarios e sistema neuro-endécrino; como estimularem a postura de ovos,
melhorarem a estocagem e viabilidade dos espermatozéides, diminuirem a atracéo
sexual por outro macho, entre outras (QAZI e cols., 2003).

Neste contexto, ndo existem relatos na literatura sobre a transferéncia de
lipidios durante a copula em insetos, ou mesmo sobre o papel de uma lipoproteina

no abastecimento lipidico aos testiculos durante a espermatogénese de
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invertebrados. Esta tese vem entéo abordar o transporte de lipidios mediado pela Lf
aos testiculos em insetos a fim de esclarecer a importancia dos lipidios na

espermatogénese destes organismos e como o vbo pode influenciar este processo.
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esta tese tem como objetivo geral o estudo do metabolismo de lipidios em insetos

machos através do transporte lipidico mediado pela lipoforina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Parte I:

a) Caracterizar o transporte de lipidios da Lf aos testiculos de R. prolixus.
b) Verificar se os lipidios provenientes da Lf sdo usados pelos testiculos na
producdo de espermatozoides.

Parte II:

a) Verificar a presenca do receptor LpR em testiculos de L. migratoria.
b) Estudar a endocitose de HDLp por este 6rgéo.

Parte llI:

a) Estudar a transferéncia de lipidios da Lf dos machos as fémeas durante a
copula em R. prolixus.
Parte IV
a) Analisar a influéncia do véo de R. prolixus no transporte de lipidios aos
testiculos.
b) Analisar a influéncia do v6o na producado de espermatozdides pelos testiculos.

c) Verificar a influéncia do vbo na transferéncia de lipidios durante a cépula.
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3- METODOLOGIA

 EXPERIMENTOS UTILIZANDO Rhodnius prolixus

3.1 Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram adultos de uma colénia de R.
prolixus mantida a 28 °C, com umidade relativa entre 70 e 80% e alimentadas com

sangue de coelho em intervalos de 3 semanas.

3.2 Monitoramento do voo em laboratério

Para tanto, foi construido um tanel de vento baseado no modelo descrito por
WEIS-FOGH (1956), composto por uma ventoinha Dayton modelo 1C 180, 115V, 36
W e 3.030 rpm regulado por um reostato. Foram acoplados a esta ventoinha dois
tubos plasticos contendo uma colméia em seu interior de modo a transformar o
vento turbulento em laminar. Os insetos foram presos a um fio de acgo inoxidavel de
1,5 mm e mantidos sob fluxo de ar constante até a exaustdo, isto €, até que estes
ndo sejam mais capazes de retomar o voo continuo mesmo sendo estimulados; ou

por tempos determinados.

3.3 Purificagdo da Lf de R. prolixus

A hemolinfa foi coletada na presenca de cristais de feniltiouréia, EDTA 5 mM
e uma mistura de inibidores de proteases preparada em NaCl 0,15 M : SBTI
(soybean trypsin inhibitor) 0,05 mg/mL, LBTI (lima bean trypsin inhibitor) 0,05 mg/mL,
benzamidina 1 mM e antipaina 0,05 mg/mL (concentracdes finais apés diluicdo com
hemolinfa). A hemolinfa foi entdo centrifugada por 5 minutos a 13.000 g. O
sobrenadante foi diluido at¢ 7 mL com NaCl 0,15 M num tubo onde foram

adicionados previamente 1,75 g de KBr. O material foi centrifugado a 45.000 rpm, a
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4°C, por 20 horas num rotor Beckman (Beckman, USA) tipo 70.1 Ti. Ao fim da
centrifugacdo, o gradiente foi fracionado com um tubo capilar ligado a uma bomba
peristaltica a partir do topo do tubo. As cinco primeiras fragdes do gradiente,
correspondentes a Lf, foram dialisadas contra PBS (fosfato de sédio 10 mM, NacCl
0,15 M, pH 7,4) e estocadas em nitrogénio liquido para uso posterior. A preparacéo
assim obtida era monitorada através de eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS (SDS-PAGE) de acordo com LAEMMLI (1970).
3.4 Purificagéo do fosfato inorganico radioativo

O fosfato inorganico radioativo (*2Pi) foi obtido da Comissdo Nacional de
Energia Nuclear (S&o Paulo, SP) e purificado por meio de uma coluna Dowex 1x-10

(DE MEIS & MASUDA, 1974).

3.5 Preparacéo da **P-Lipoforina (**P-Lf)

Insetos adultos foram alimentados com sangue de coelho enriquecido com
¥2pi (GONDIM e cols., 1989) em comedouros artificiais (GARCIA e cols., 1975). No
terceiro dia ap6s alimentacéo, a hemolinfa foi coletada e a Lf foi purificada conforme
descrito anteriormente. Cintilacdo liquida foi usada para a determinacdo da
radioatividade das fra¢cdes contendo Lf.

3.6 Preparacéo da *H-Lipoforina (3H-Lf)

Acido palmitico (10 L, 10 uCi; atividade especifica: 1 mCi/mL, Perkin Elmer,
USA) foi injetado com o auxilio de uma seringa Hamilton® em adultos no terceiro dia
apo6s alimentacdo. Apos 2 horas, a hemolinfa foi coletada e a Lf purificada conforme
descrito anteriormente. Rotineiramente, a *H-Lf foi submetida a uma extragéo de
lipidios e andlise por cromatografia em camada fina (TLC). As manchas
correspondentes a cada lipidio foram extraidas e a radioatividade foi estimada por

cintilacéo liquida. O principal lipidio marcado presente na *H-Lf foi o diacilglicerol
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(OLIVEIRA e cols., 2006). Nas amostras com °H, para o célculo de conversdo de
cpm para dpm, foi realizada uma curva padréo de quenching.
3.7 Preparacao da **°I-Lipoforina (*?°I-Lf)

Lf purificada foi iodinada com '*l-iodeto de sédio (Comissdo Nacional de
Energia Nuclear), na proporcao de 200 uCi/mg de proteina, usando lodo-gen (Sigma
Chemical Co, USA) (100 ug/mg de proteina) seguindo as instru¢ges do fabricante.
Para remover o iodeto livre, a mistura reacional foi passada em 3 colunas de
penefsky (PENEFSKY, 1977) usando Sephadex G-50 (Sigma Chemical Co, USA). A

atividade especifica da *%I-Lf foi determinada por contador gamma.

3.8 Preparacéo da Lf marcada com fluorescéncia
3.8.1 Marcacdo com Texas Red e fluoresceina (FITC) na parte protéica

Lf purificada foi marcada na parte proteina com o fluoréforo Texas Red (Texas
Red-Lf) (Molecular Probes, USA) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A Lf
foi seca por centrifugagdo a vacuo e suspensa em 0,15 mL de NaHCOg3, 0,1 M, pH
9,0; atingindo a concentracéo final de 10 mg/mL. Adicionou-se a esta solugdo 70 pL
de uma solucdo de Texas Red 10mg/mL em dimetilformamida. O material foi
mantido sob agitacdo por 18 horas a 4 °C. Ap0s isto, a mistura reacional foi passada
em 2 colunas de gel filtragdo Sephadex G-50 (PENEFSKY, 1977).

A marcacdo da Lf com FITC (FITC-Lf) (Sigma Chemical Co, USA) foi
realizada conforme descrito a seguir.. Cerca de 1 mg de Lf (100-200 pL) foram
incubados por 1 hora com 10 puL de uma solugdo de FITC diluida em DMSO (1
po/pL) e mais 10% do volume total de NaHCO3;, 1 M, pH 8,3. Posteriormente, a
reacdo foi interrompida com 7 pL de uma solu¢do de hidroxilamina 50 mM sob

agitacdo por 30 minutos. Apos isto, a Lf foi separada por gel filtracdo em penefsky
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(PENEFSKY, 1977). A marcacdo da Lf foi monitorada através de SDS-PAGE
observado sob a luz ultravioleta.
3.8.2 Marcacao fluorescente da Lf na porcao lipidica

Lf purificada foi marcada com Texas Red conjugado a fosfatidiletanolamina,
Texas Red (Texas Red-FE) ou fosfatidilcolina conjugada a acido graxo BODIPY (FC-
AG-BODIPY) ou acido palmitico-BODIPY (AG-BODIPY) (Molecular Probes, USA)
como descrito por Martin-Nizard (1987). Glass beads contendo 0,1 mg de cada
fluoréforo foram incubadas com 1 mg de Lf purificada por 1 hora, sob agitacdo, a
temperatura ambiente. Apés este periodo, a mistura foi aplicada em 2 colunas de gel
filtracdo seguidas (PENEFSKY, 1977) para re-isolar a Lf.
3.9 Dosagem de proteina

As concentracdes de proteina das preparacdes foram determinadas pelo

método de Lowry e cols. (1951), usando albumina bovina sérica como padréo.

3.10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (SDS-
PAGE)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida (gradiente linear de concentragédo
de 6 a 22,5%) foram realizadas na presenca de SDS conforme o método de Laemmli
(1970). Os géis foram corados em Coomassie Brilliant Blue G 0,3% em metanol 46%
e &cido acético 9%; e descorados em acido acético 7,5% e metanol 5%.
Alternativamente, os géis foram corados em Amido Black 0,1% em isopropanol 25%

e acido acético 10%; e descorados em acido acético 7,5% e metanol 5%.
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3.11 Extracéo de lipidios e cromatografia em camada fina (TLC)

Os o6rgaos coletados foram submetidos a extracédo de lipidios adicionando-se
uma mistura de metanol: cloroférmio: agua (2:1:0,8) (BLIGH & DYER, 1959). Apés
agitacéo continua por cerca de 2 horas, a mistura foi centrifugada por 10 minutos em
uma centrifuga clinica e o sobrenadante foi coletado. Uma segunda extracéo foi feita
com a mesma mistura, agitando-se por 1 hora, seguida de nova centrifugagdo. O
segundo sobrenadante foi adicionado ao anterior e entdo 1,0 ml de dgua destilada e
1,0 ml de cloroférmio foram adicionados. O material foi energicamente agitado e
centrifugado por 15 minutos. A fase organica (inferior) que continha os lipidios foi
entdo separada com auxilio de uma pipeta Pasteur e seca por arraste em N,.

Os fosfolipidios foram identificados por cromatografia em camada fina (TLC)
pelo sistema de solventes de Horwitz and Periman, 1977. J4 os lipidios neutros
foram analisados utilizando-se uma mistura de hexano-éter etilico-4cido acético
(60:40:1) como solvente (KAWOOYA & LAW, 1988). As placas foram coradas com
vapores de iodo ou com acido fosférico como descrito por Ruiz e Ochoa (1997) e
analisadas por densitometria (Image Total Lab software, USA). No caso de amostras
radioativas, as manchas na placa correspondentes a cada lipidio foram extraidas e a
radioatividade foi estimada por cintilagéo liquida.

3.12 Microscopia de epifluorescéncia

Os tecidos a serem observados foram dissecados no gelo e lavados com
NaCl 0,15 M sempre protegidos da luz. Os tecidos foram postos em laminas e
circundados por um O-ring a fim de ndo serem danificados pela laminula. Estas
laminas foram analisadas em um microscépio de epifluorescéncia (Axiovision, Carl

Zeiss, USA) utilizando-se filtros apropriados para cada tipo de fluorescéncia: Bodipy
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e Fluoresceina (excitacdo a 505 nm e emissdo a 515 nm) e Texas-Red (excitacdo a

582 nm e emissdo a 601 nm).

3.13 Incorporacdo de *2P-fosfolipidios por diferentes 6rgdos e ao longo dos dias

apoés a alimentacéo

¥p-Lf (2 x 10* cpm) foi injetada em machos adultos de 12 alimentagéo (n=4)
em diferentes dias apds a alimentacdo. Cerca de 24 horas ap6s cada injecéo, os
testiculos foram dissecados em solugdo de Ringer (MADRELL,1969); e
homogeneizados em NaCl 0,15 M. A radioatividade associada foi determinada por
cintilacdo liquida. Para verificar a incorporagdo de fosfolipidios por diferentes érgéos
em machos, **P-Lf (1 x 10* cpm) foi injetada em machos adultos de 12 alimentac&o
(n=10). Ap6s 24 horas, os o6rgaos foram dissecados, homogeneizados e a
radioatividade associada foi estimada por cintilacao liquida.
3.14 Cinética de incorporacéo de **P-fosfolipidios, *H-lipidios neutros e **I-Lf pelos

testiculos

¥p.Lf (10 x 10* cpm), *H-Lf (5 x 10* dpm) ou **I-Lf (3 x 10° cpm) foram
injetadas em machos adultos de 1% alimentac&do (n=5) no 2° dia apds a alimentacéo
a 28 °C. Um grupo controle com animais mantidos a 4 °C também foi realizado. Apds
diferentes tempos, os testiculos foram dissecados, lavados em solugéo fisiolégica
(MADRELL, 1969) e, adicionalmente, a hemolinfa foi coletada. Os testiculos foram
homogeneizados em NaCl 0,15 M e a radioatividade associada foi estimada por
cintilacdo liquida, no caso das amostras marcadas com *Pi e *H, e por contador

gamma no caso das amostras marcadas com *#|.
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3.15 Ensaio de ligacéo

Testiculos ndo-radioativos (n=5) foram dissecados e incubados em meio
Sigma 199 por diferentes tempos a 4 °C em trés diferentes condigBes experimentais:
na presenca de **P-Lf (0,5 mg/mL); com *?P-Lf na presenca de Lf ndo-radioativa, 70
mg/mL; ou na presenca de albumina bovina sérica, 70 mg/mL. Apés a incubacédo, os
6rgaos foram lavados em 1 mL solucdo fisiolégica (MADRELL, 1969) por 30 minutos
a 28°C; e homogeneizados em NaCl, 0.15 M. A radioatividade foi determinada por

cintilacéo liquida.

3.16 Deteccéo da Lf por Western Blotting

Lf purificada (40 pg) foi injetada em machos adultos no 2° dia apoés a
alimentacdo (n=5). Isto foi realizado para que os insetos deste experimento também
foram submetidos ao estresse metabdlico causado pela injecdo, como no caso dos
experimentos anteriores em que a Lf radioativa foi injetada. Ap6s diferentes tempos,
os testiculos foram dissecados e homogeneizados em coquetel de inibidores. O
homogenato total de cada tempo (30 pg) foi separado por SDS-PAGE. O padréo de
peso molecular Fermentas (Fermentas Life Sciences, USA) foi utilizado. Western
blotting foi realizado conforme descrito a seguir: os géis foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose a 190 mA por 90 minutos. As membranas foram
bloqueadas por 1 hora em TBS-Tween-Albumina (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; NaCl 150
mM; Tween 20 0,05%; albumina 2%) e esta foi incubada com anticorpo primario anti-
Lf feito em coelho (1:10000) (ATELLA e cols., dados n&o-publicados) por 2 horas e
posteriormente com anticorpo secundério conjugado a peroxidase (1:10000) anti-
coelho feito em burro por 1 hora. A membrana foi revelada utilizando um kit ECL

(Amersham Pharmacia Biochem, USA) conforme instru¢des do fabricante.
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3.17 Composicédo dos lipidios da Lf incorporados pelos testiculos

A *H-Lf (5 x 10" dpm) ou *?P-Lf (10 x 10* cpm) foram injetadas separadamente
em machos adultos no 2° dia apés a alimentacdo (n=10). Ap6s 24 horas, 0s
testiculos foram isolados, lavados com NaCl 0,15 M e submetidos a uma extracéo
lipidica. Os lipidios totais extraidos foram separados por TLC para lipidios neutros ou
para fosfolipidios conforme descrito anteriormente. As manchas na placa
correspondentes a cada lipidio foram extraidas e a radioatividade foi estimada por
cintilacdo liquida. A radioatividade foi quantificada e expressa como dpm/cpm do

lipidio por dpm/cpm totais (todos os lipidios = 100%).

3.18 Visualizacao da Lf e lipidios fluorescentes nos testiculos

A Lf marcada tanto na porcéo proteica com FITC como na porc¢éo lipidica com
Texas Red-FE (25 ug) ou; somente na por¢éo lipidica com FC-AG-BODIPY ou AG-
BODIPY (25 pg) foi injetada em machos adultos no 2° dia apds a alimentacéo (n=4).
ApOGs 24 horas, os testiculos e as vesiculas seminais foram isolados, lavados com
NaCl 0,15M e processados para analise por microscopia de epifluorescéncia
conforme descrito anteriormente.

3.19 Isolamento dos espermatozoides

®H-Lf (5 x 10" dpm) foi injetada em machos adultos no segundo dia apés a
alimentacdo (n=20). Apds 24 horas, os testiculos foram dissecados e lavados em
solucdo fisiolégica (MADRELL,1969). O isolamento dos espermatozoéides foi
realizado segundo Cerrolini e cols. (1997) com algumas modifica¢cdes. Os tecidos

foram gentiimente homogeneizados em PBS 1% sacarose e centrifugados a
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temperatura ambiente por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi coletado e o
mesmo volume de PBS 1% sacarose foi adicionado. A mistura foi centrifugada a 4°C
por 15 minutos a 2500 rpm para separar espermatozoéides (precipitado) do plasma
seminal (sobrenadante). O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi lavado com
PBS contendo 1% sacarose e centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. Os
dois sobrenadantes e os dois precipitados foram reunidos separadamente e
submetidos a uma extragdo lipidica. Os lipidios foram analisados por TLC como
descrito anteriormente.

Em alguns experimentos foram feitas contagens de espermatozéides da
seguinte forma: os testiculos ou espermatecas de insetos de diferentes dias apds a
alimentacdo ou reunido foram gentilmente homogeneizados em solucéo fisiolégica
de Ringer (MADRELL,1969) a temperatura ambiente. Colocou-se 20 pL deste
homogenato em uma camara de Neubauer e contaram-se 0s espermatozéides.

3.20 Transferéncia de lipidios durante a cépula

Fémeas e machos de 5° estdgio foram separados individualmente em vials 2
semanas apos a alimentagdo como 5° estagio mas antes da muda. Ap6s 3 semanas,
estes insetos (n=5) foram alimentados e, 2 dias apds este repasto, cada macho foi
injetado com a Lf marcada radioativamente (6 x 10* cpm/dpm) e posto em um
mesmo vial com uma fémea virgem néo-injetada por 5 dias. Apds este periodo, 0s
testiculos, glandulas acessorias e vesiculas seminais do macho; e as espermatecas
da fémea (ver figura 4) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15
M. A radioatividade associada foi estimada por cintilagdo liquida ou contador
gamma. Alternativamente, a hemolinfa de fémeas que copularam com machos

previamente injetados com 3H-Lf (n=10) foi coletada e a radioatividade foi



27

mensurada. Em alguns experimentos, esperou-se até a postura de ovos e a
radioatividade destes foi determinada.

Para os experimentos com fluorescéncia, os casais (n=4) foram alimentados
e, 2 dias apos este repasto, cada macho foi injetado com a Lf duplamente marcada
na porcao protéica com Texas Red e na porc¢do lipidica com FC-AG-BODIPY; ou na
porcao lipidica com AG-BODIPY e Texas Red-FE, e posto em um mesmo vial com
uma fémea virgem ndo-injetada por 24 horas. Os 6rgdos foram dissecados em
solucdo fisioldgica (MADRELL,1969) e foi feita a analise por microscopia de
fluorescéncia como descrito anteriormente.
3.21 Capacidade de sintese de fosfolipidios pelas espermatecas a partir de
precursores radioativos

As espermatecas de fémeas adultas (4 espermatecas reunidas por
ponto/tempo; n=2) foram dissecadas e incubadas em meio Sigma 199 na presenca
de fosfato inorganico radioativo, **Pi (0,5 uCi) ou com &cido palmitico radioativo *H
(0,5 uCi) por diferentes tempos. Apés os tempos desejados, as espermatecas foram
lavadas e, homogeneizadas em NaCl 0,15 M. Os 6rgdos foram submetidos a uma
extracdo de lipidios e, os lipidios foram separados por TLC para lipidios neutros. As
manchas correspondentes aos fosfolipidios foram raspadas das placas e a

radioatividade associada foi determinada por cintilacéo liquida.

3.22 Composic¢do dos lipidios transferidos as espermatecas durante a copula

A °H-Lf (5 x 10* dpm) foi injetada em machos de 12 alimentacdo no 2° dia
apo6s a alimentacédo (n=10). Estes machos foram reunidos a fémeas ndo-injetadas
por 5 dias. Apo6s este periodo, as espermatecas das fémeas foram dissecadas,
lavadas com NaCl 0,15 M e submetidos a uma extracao lipidica. Os lipidios totais

extraidos foram separados por TLC para lipidios neutros conforme descrito
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anteriormente. As manchas na placa correspondentes a cada lipidio foram extraidas

e a radioatividade foi estimada por cintilacdo liquida

A radioatividade foi

guantificada e expressa como dpm do lipidio por dpm totais (todos os lipidios =
100%).

3.23 Capacidade de v6o de machos de R. prolixus

Machos de 12 alimentacdo (n=10) foram submetidos ao vb6o até a exaustdo

por diferentes dias apds a alimentacdo. O tempo de voo foi contado em cada dia e
expresso em um grafico
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Figura 4 — Esquema dos aparelhos reprodutores de R. prolixus.
(Adaptado de PEREZ, 1969).
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3.24 Influéncia do voo na transferéncia de lipidios da Lf aos testiculos/ovarios e

musculos de voo

Machos ou fémeas de R. prolixus (n=5) submetidos ao vdo por diferentes
tempos foram injetados com **P-Lf ou *H-Lf (5 x 10* cpm / dpm). Apés 24 horas, 0s
testiculos no caso de machos, o0s ovarios no caso das fémeas além dos musculos de
vbo foram dissecados e a radioatividade associada foi estimada por cintilagdo
liquida.

Para se identificar o perfil lipidico dos ovarios e musculos de véo ap6s o voo,
fémeas voaram por uma hora (n=5). Apés isto, os ovarios e musculos de véo foram
dissecados e lavados em solucgdo fisiolégica (MADRELL, 1969). Os 6rgdos foram
homogeneizados em NaCl 0,15 M e submetidos a extracdo de lipidios. Os lipidios
foram separados por TLC conforme descrito anteriormente. As placas foram coradas
com acido fosférico e analisadas por densitometria. Uma curva de massa de lipidios
foi feita utilizando amostras de 50, 100 e 200 ug de padrdo de colesterol (Sigma).
3.25 Producéo de espermatozdides e a influéncia do véo

Em diferentes dias apds alimentacdo com sangue, os testiculos dos machos
foram dissecados e realizou-se a contagem de espermatozéides conforme descrito
anteriormente (n=5). Para se verificar a influéncia do vdo na producdo de
espermatozdides pelos testiculos, machos de R. prolixus voaram até a exaustdo ou
por tempos determinados no 2° dia ap6s a alimentacdo (n=5). Apds isto, 0s
testiculos foram dissecados e o0s espermatozoides contados como descrito

anteriormente.

3.26 Influéncia do v6o na transferéncia de lipidios durante a copula

Machos de R. prolixus voaram até a exaustdo ou por tempos determinados no

2° dia apds a alimentacéo (n=5). Ap6s isto, cada macho foi injetado com a *H-Lf (5 x
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10* dpm) e posto em um mesmo vial com uma fémea virgem néo-injetada por 4 dias.
ApGs este periodo, os testiculos e misculos de véo dos machos; e as espermatecas
das fémeas foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A
radioatividade associada foi estimada por cintilacao liquida.
3.27 Influéncia do vbéo na transferéncia de espermatozoides durante a cépula e na
oviposicao

Machos de R. prolixus voaram até a exaustdo no 2° dia ap6s a alimentacao
(n=10). Apos isto, os machos reunidos as fémeas virgens ndo-injetadas por 4 dias.
ApGs isto, as espermatecas foram dissecadas e 0s espermatozoides contados como
descrito anteriormente. Adicionalmente, esperou-se até a postura de ovos das
fémeas que copularam tanto com machos em repouso tanto com machos que
voaram. Os ovos foram contados e o resultado expresso em um grafico. O mesmo
experimento foi feito submetendo-se fémeas ao vbéo exaustivo. Um grupo com
fémeas mantidas em repouso também foi realizado. Apds o vbo, esperou-se até a

postura de ovos e 0 numero de ovos foi contado.
« EXPERIMENTOS UTILIZANDO Locusta migratoria
3.28 Os Insetos

Os insetos foram mantidos em condicbes gregarias a 30 °C , com umidade de
40% e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os insetos foram alimentados diariamente
com uma mistura de gramineas. Os insetos pertencem a coldénia do Departamento

de Fisiologia Bioquimica da Universidade de Utrecht, Holanda.

3.29 Purificacéo de HDLp e LDLp

A hemolinfa foi retirada de adultos 12-15 dias ap6s a muda com o auxilio de

uma seringa Hamilton de 50 pL. A hemolinfa era diretamente diluida em tampéo de
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diluicdo (tampédo PBS, EDTA 10 mM, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1mg/mL em
NaN3 0,02%). A diluicdo final de hemolinfa e tampao de diluicdo era de 0,8:1. Em um
tubo de centrifuga de 35 mL foram misturados cuidadosamente 15 mL de solugdo de
KBr (densidade 1,300g/mL) e 2 a 3 mL de hemolinfa diluida. Apds isto, foi
adicionado até o inicio do tubo, solugdo de NaCl 0,9%. O material foi centrifugado a
49.000 rpm a 4 °C por 4 horas num rotor vertical Sorvall Pro (Thermo Fisher
Scientific, Inc., USA). Apés a centrifugacao, o gradiente foi fracionado e as fracbes
correspondentes a HDLp estocadas em KBr a 4 °C.

A purificacdo de LDLp foi realizada mediante injecdo de AKH (10 pL/ animal,
solucdo de 10pM/uL). Ap6s 2 horas, a hemolinfa foi coletada e a LDLp purificada

conforme descrito acima para HDLp.

3.30 Marcacgédo da HDLp e LDLp

A HDLp foi marcada fluorescentemente segundo Van Hoof e cols., 2003.
HDLp previamente purificada (1 mg/mL) foi marcada com fluorescéncia na porcao
lipidica em PBS pH 7,4 com 50 pL/mL Dil (C15(3)) (1,1’ — dioctadecyl-3,3,3",3" —
tetramethylindocarbocyanine percholate) (Molecular Probes, USA) in DMSO (3
ug/uL) a 37°C sob agitagdo constante por 2 horas. A HDLp (1 mg/mL) também foi
marcada na porcao protéica com 20 pg/uL de OG (Oregon Green 488 carboxylic
acid) (Molecular Probes, USA) em DMSO (1pg/pL), a temperatura ambiente,
agitando constantemente por 30 minutos segundo instru¢cdes do fabricante. Dil e
OG-HDLp foram aplicadas numa coluna de gel filtragdo Sephadex G-25 PD-10
(Amersham Pharmacia Biotech, USA) para separar a proteina marcada do excesso
de fluor6foro livre e substituir o PBS pelo tampé&o de incubac¢éo (10 mM HEPES, 50
mM NacCl, 10 mM KCI, 5 mM CaCl;, 2 mM MgSQO,, pH 7,4). A LDLp foi marcada

conforme descrito anteriormente para HDLp.
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3.31 Ensaio de endocitose e microscopia de fluorescéncia

Os testiculos em diferentes dias ap6és a muda foram dissecados em TBS
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 1 mM CaCl,, pH 7,4), lavados em tampédo de
incubacgédo e incubados com Dil-HDLp, 10 pg/mL, ou com OG-HDLp, 150 pg/mL, ou
OG-LDLp, 150 pg/mL por 20 minutos a 27°C. Os testiculos foram lavados
extensivamente em PBS e fixados em 4% de paraformaldeido em PBS por 20
minutos a temperatura ambiente. Para a observagcdo dos ndcleos das células, os
tecidos ja fixados foram posteriormente incubados em DAPI 0,125 ug/mL (Roche
Diagnostics, USA) em PBS por mais 20 minutos a temperatura ambiente. A
marcacdo fluorescente das amostras foi analisada no microscopio de

epifluorescéncia Axioscop (Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens foram tratadas

utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA).

3.32 Preparacao das fragBes de membrana

Os tecidos foram parcialmente homogeneizados em tampéo de incubacéo
com um coquetel de inibidores de proteases (benzamidina, 0,1 mM, leupeptina, 1
pg/mL, aprotinina, 1 pg/mL) com o auxilio de uma ponteira para tip cortada na ponta
e incubados a 4°C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por
5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso no
mesmo tampdo de homogeneizacdo adicionado com CHAPS 1%. A suspenséo foi
incubada a 4°C por 10 minutos e centrifugada novamente a 10.000 g. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10.000 g novamente. O sobrenadante

final contendo as membranas foi usado prontamente.
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3.33 Deteccao do LpR por Western Blotting

A fracdo de membrana dos testiculos foi colocada em um tubo eppendorf
(Eppendorf, Germany) e aquecida por 5 minutos a 95°C em tamp&do de amostra
Laemmli modificado (Laemmli, 1970) ou diretamente dissolvida no tampéao Laemmli
modificado sem aquecimento (SDS 0,025% e nenhum agente desnaturante). As
proteinas entdo foram separadas por SDS-PAGE (gel 7,5%). As proteinas de
membrana separadas foram transferidas para uma membrana de polivinil fluoreto
(PVDF, Millipore, USA) e incubadas com tampao de bloqueio (TBS, 0,1% Tween, 5%
de leite) por 1 hora. Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo
primario feito em coelho anti-LpR 2189/90 (1:200) (VAN HOOF e cols., 2002) por 2
horas e com anticorpo secundario anti-coelho feito em bode conjugado a fosfatase
alcalina 1:5000 por 1 hora (Molecular Probes, USA). O anticorpo secundario ligado
foi visualizado incubando a membrana em tampao contendo Tris-HCI,100 mM, NacCl,
100 mM, MgAc,, 10 mM, p-nitro azul cloreto de tetrazolium (NBT; Boehringer
Mannheim, Germany), 50 pug/mL, 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato p-toluidina (BCIP;
Roche Diagnostics, USA), 25 ug/mL, pH 9,0. Alternativamente, o método de
revelacdo usado foi 0 ECL (Amersham Pharmacia Biotech, USA), nestas condicdes,
foi usado o anticorpo secundério feito em bode anti-coelho conjugado a peroxidase
1:20000 (Molecular Probes, USA). Para visualizagdo das proteinas transferidas a
membrana de PVDF, ao final do experimento, estas foram coradas com Ponceau
Red 0,2% em metanol 1% (vindo da seguinte solu¢édo estoque do corante: Ponceau
Red 2% em &cido tricloroacético 30% (p/v) e acido sulfosalicilico 30 % (p/v); 1:10 em

metanol 1% (p/v)).
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3.34 Ensaio de ligacdo e endocitose

Os testiculos foram dissecados em TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 1
mM CaCl,, pH 7,4), lavados em tampd&o de incubacéo e incubados com Dil-HDLp, 10
pg/mL ou com OG-HDLp, 150 pg/mL por 20 minutos a 4°C. Os testiculos foram
gentilmente lavados em PBS e incubados em tampéo de incubagdo sem a HDLp por
20 minutos a 27 °C. Apds isto, os 6rgaos foram lavados em PBS e tratados para

microscopia como descrito anteriormente.

3.35 Ensaio de inibicdo da endocitose por competicao

Os testiculos foram dissecados em TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 1
mM CaCl,, pH 7,4), lavados em tampéao de incubacéo e incubados com OG-HDLp,
150 pg/puL mais um excesso de HDLp ndo-marcada de L. migratoria, ou de HDLp
ndo-marcada de R. prolixus ou albumina sérica bovina (5 vezes) por 20 minutos a 27
°C. Apés isto, os orgéos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como
descrito anteriormente.

3.36 Ensaio de inibicdo da endocitose com suramina e cloreto de amdnio

Os testiculos foram dissecados em TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 1mM
CaCl,, pH 7,4), lavados em tampdo de incubacdo e pré-incubados com NH,CI,
20mM ou suramina, 5 mM por 20 minutos a 4°C. Os testiculos foram gentilmente
lavados extensivamente em PBS e incubados em tampéo de incubagdo com OG-
HDLp, 150 pg/mL ou Dil-HDLp, 10 pg/mL por 20 minutos a 27 °C. Apods isto, 0s
6rgdos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como descrito

anteriormente.
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3.37 Ensaio de endocitose com tripsina

Os testiculos foram dissecados em TBS (Tris-HCI 10mM, NaCl 150 mM, 1mM
CaCly, pH 7,4), lavados em tampdo de incubacéo e incubados com OG-HDLp,
150ug/mL por 20 minutos a 27°C. Apds isto, os tecidos foram transferidos para um
meio contendo tripsina 5% e EDTA 0,53 mM a temperatura ambiente por 5 minutos.
ApGs isto, os 6rgdos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como

descrito anteriormente.
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4- RESULTADOS - PARTE I: TRANSPORTE DE LIPIDIOS MED IADO PELA

LIPOFORINA AOS TESTICULOS DE Rhodnius prolixus

Com objetivo de se verificar a entrega de lipidios pela Lf a diferentes 6rgaos
de machos de R. prolixus, a Lf marcada radioativamente nos fosfolipidios com
fosfato inorganico, *2P-Lf, foi injetada em machos adultos de 12 alimentac&o. Apds
24 horas, os 6rgdos foram isolados e a incorporacdo de 32P-fosfolipidios foi
mensurada por cintilacdo liquida. Como esperado, o corpo gorduroso, 6rgdo em
insetos que relne as funcdes do tecido adiposo e figado de vertebrados, foi capaz
de incorporar intensamente os fosfolipidios provenientes da Lf (Figura 5). Além
disso, verificou-se que a Lf entregou uma grande quantidade de 3’P-fosfolipidios aos
testiculos. Coracdo, cujo tamanho é proporcionalmente muito menor do que os
outros 06rgdos usados, e intestino médio apresentaram valores basais de
incorporacédo de radioatividade associada aos fosfolipidios.

Em insetos hemat6fagos, a alimentagdo sanguinea regula uma série de
processos metabdlicos. Por isso, investigou-se a capacidade de entrega lipidica da
Lf aos testiculos nos diferentes dias apés o repasto sanguineo. A **P-Lf foi injetada
em machos em diferentes dias ap6s a alimentagdo. Estes insetos foram dissecados
24 horas apo6s cada dia de injecdo selecionado e a radioatividade associada aos
testiculos foi determinada. No 2° dia apés a alimentagdo, a Lf apresentou sua
capacidade maxima de entrega de lipidios aos testiculos (Figura 6). Esta capacidade
de entrega decresceu ap6és o 3° e 4° dias e, em seguida, se manteve constante até o
15° dia. Este resultado indica que o abastecimento de lipidios aos testiculos pela Lf é

constante.
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Figura 5 - Incorporacdo de **P-fosfolipidios provenientes da  *?P-Lf por
diferentes 6rgdos de R. prolixus.

A Lf marcada radioativamente nos fosfolipidios com *?Pi (1 x 10* cpm) foi
injetada em machos de 12 alimentacdo. Apds 24 horas, coracdo (Cor), corpo
gorduroso (CG), intestino médio (Int) e testiculos (Tes) foram dissecados. A
radioatividade associada a cada 6rgdo, indicando a incorporacdo de fosfolipidios
radioativos vindos da *?P-Lf, foi estimada por cintilacdo liquida. Os pontos no gréafico
representam média + DP para trés determinacgdes.
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Figura 6 - Incorporacdo de *P-fosfolipidios provenientes da  **P-Lf pelos
testiculos em diferentes dias apés a alimentacéo.

A Lf marcada radioativamente na porcéo fosfolipidica com *2Pi (2 x 10* cpm) foi
injetada em machos de R. prolixus em diferentes dias ap6s a alimentacdo. Os
testiculos foram dissecados em 24 horas ap6s cada injecdo. A incorporacao dos **P-
fosfolipidios pelos testiculos em cada dia escolhido foi determinada por cintilacéo

liquida. Os pontos no grafico representam média + DP para trés determinacoes.
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A fim de se entender a dinamica de entrega de diferentes classes de lipidios
pela Lf aos testiculos ao longo do tempo, foi realizado um curso temporal utilizando
Lf marcada radioativamente nos fosfolipidios, *?P-Lf, ou nos lipidios neutros
principalmente no DAG, a *H-Lf.

No 2° dia apés a alimentacéo, a *?P-Lf foi injetada na hemocele de machos
adultos, e apdés diversos tempos, os testiculos foram dissecados e a radioatividade
foi determinada. O resultado apresentado na Figura 7 mostra que a incorporagao de
32p_fosfolipidios pelos testiculos foi linear até cerca de 30 horas apés a injecéo; apds
isto, ela comecou a decair. Paralelamente, observou-se que a radioatividade
presente na hemolinfa (local onde a Lf se encontrava inicialmente) diminuiu ao longo
dos tempos analisados demonstrando que houve captacdo da radioatividade pelos
orgdos do inseto, entre eles, os testiculos. Ensaios realizados a 4°C demonstraram
uma baixa incorporacdo de 32P-fosfolipidios pelo 6rgdo, provavelmente devido
somente, a simples associacdo da lipoproteina aos seus sitios de ligacdo no
testiculo.

A incorporacgéo de lipidios neutros pelos testiculos provenientes da *H-Lf &
demonstrada na Figura 8. Constatou-se que o0s testiculos mais rapidamente
assimilaram ®H-lipidios neutros da Lf; se comparado aos *’P-fosfolipidios (Figura 7).
A incorporagdo ocorreu de forma linear até cerca de 8 horas apds a injecgao,
diminuindo apés isto. Paralelamente, a radioatividade presente na hemolinfa decaiu
ao longo do curso temporal. Nenhuma incorporacdo de *H-lipidios neutros pelos

testiculos a 4°C foi observada.
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Figura 7 — Cinética de incorporacdo de  *?P-fosfolipidios pelos testiculos.

Para se verificar a incorporacgdo de fosfolipidios vindos da Lf pelos testiculos em um
curso temporal, machos adultos foram injetados com *?P-Lf (10 x 10* cpm) a 28 °C
no 2° dia apds a alimentacdo. Em diferentes tempos apds a injecdo, os testiculos
foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade associada aos
testiculos (e) e a hemolinfa (o) foi estimada por cintilagdo liquida. para quatro
determinacdes. A ligacdo da 3?P-Lf aos testiculos a 4 °C também foi determinada

(A).
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Figura 8 - Cinética de incorporacdo de  *H-lipidios neutros pelos testiculos.

Para se verificar a incorporacao de lipidios neutros, principalmente DAG, vindos da
Lf pelos testiculos em um curso temporal, machos adultos foram injetados com *H-Lf
(5 x 10* dpm) a 28 °C no 2° dia apés a alimentacdo. Em diferentes tempos apés a
injecdo, os testiculos foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade
associada aos testiculos (o) e a hemolinfa (o) foi estimada por cintilacao liquida. Os
pontos no gréfico representam média + DP para quatro determinacdes. A ligacdo da

3H-Lf aos testiculos a 4 °C também foi determinada (A).
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Para se analisar se as apolipoforinas eram incorporadas pelos testiculos
durante o processo de entrega de lipidios, procedeu-se um curso temporal a 28°C e
4°C com ®|-Lf (Figura 9). A 28°C, a incorporacao da '*°I-Lf foi linear até 30 horas e
depois decaiu; padrao similar ao observado para a cinética de fosfolipidios. Por outro
lado, nenhuma incorporacédo de lipoproteina marcada pelos testiculos foi observada
a 4°C. Este dado aponta para a hipétese de que a internalizacdo da Lf pelos
testiculos € um processo dependente de energia. Verificou-se que, semelhante a
cinética com os lipidios marcados na Lf, houve uma diminuicdo da radioatividade
presente na hemolinfa indicando captagdo da Lf pelos 6rgdos dos machos de R.
prolixus, entre eles, os testiculos. Quando o sinal radioativo foi acompanhado na
hemolinfa até 5 dias ap6s a injecdo, nenhum pico de radioatividade foi encontrado.
Isto indica que ndo ha nenhum retorno das *?°l-apolipoforinas anteriormente
captadas pelos testiculos & hemolinfa.

A fim de confirmar a observacdo que a Lf é realmente captada pelos
testiculos e permanece no interior das células deste 6rgdo, um western blotting
utilizando um anticorpo anti-Lf foi realizado. Os insetos foram injetados com Lf ndo-
radioativa e, apés diferentes tempos, os testiculos foram isolados, homogeneizados
e as proteinas destes homogenatos foram separadas por SDS-PAGE e transferidas
para uma membrana de nitrocelulose. Na Figura 10, pode-se detectar as apolLf-1 e
apoLf-1l nos homogenatos de até 3 dias ap6s a injecdo. Ja no 5° dia apés a injecédo
da Lf, percebe-se que o desaparecimento do sinal da apolLf-ll o que indicaria a

degradacéo da apolipoforina pelos testiculos.
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Figura 9 - Cinética de incorporacdo da  '%I-Lf pelos testiculos.

Um curso temporal para se verificar se a particula inteira de Lf era incorporada
durante o transporte de lipidios aos testiculos foi realizado utilizando-se uma Lf
marcada na parte protéica com *?°l. Machos adultos foram injetados com **°I-Lf (3 x
10° cpm) a 28 °C no 2° dia ap6s a alimentacdo. Em diferentes tempos de injec&o, os
testiculos foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade associada
aos testiculos (e) e & hemolinfa (o) foi estimada por cintilagdo liquida. Os pontos no
grafico representam média = DP para quatro determinacdes. A seta preta indica os
pontos no gréfico para 5 dias apds a injecdo. A ligacdo da '*°I-Lf aos testiculos a 4

°C também foi determinada (A).
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Figura 10 - Detecc¢do da Lf nos testiculos por ~ Western Blotting

No 2° dia apés a alimentacgdo, Lf purificada (40 pg) foi injetada em machos adultos e
em diferentes tempos apés a injecdo, os testiculos foram isolados e
homogeneizados em coquetel de inibidores de proteases. As proteinas de cada
homogenato (30 pg/poco) foram separadas por SDS-PAGE e o gel corado por
Amido Black (A). A fim de se detectar a presenca de Lf por Western blotting, o gel foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose, e esta foi incubada com anticorpo
primario anti-Lf. A membrana foi revelada por ECL conforme descrito no item 3.16 de
METODOLOGIA. Lf purificada e albumina bovina sérica (30 pg/cada) foram usadas

como controles positivo e negativo, respectivamente.

ALB: albumina bovina sérica; PPM: padrdo de peso molecular; 5d: 5 dias. As setas
pretas no Painel B indicam a presenca das apolipoproteinas apolLf-l e apoLf-1l nas

amostras analisadas.
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Com o objetivo de conhecer a composicdo dos lipidios incorporados pelos
testiculos durante o processo de captacdo da Lf, machos adultos foram injetados
com ®H-Lf ou *P-Lf no 2° dia apds a alimentacdo. Apés 24 horas, os testiculos foram
coletados e submetidos a uma extracdo de lipidios. Os lipidios obtidos foram
separados e analisados por cromatografia em camada fina (TLC). Fosfolipidios,
diacilglicerol e triacilglicerol foram os principais lipidios marcados encontrados nos
testiculos (Figura 11A). Dentre os fosfolipidios, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina
foram os lipidios marcados majoritariamente encontrados nos testiculos (Figura
11B).

Para testar a hipétese da captagdo da Lf pelos testiculos se tratar de um
processo mediado por receptor, foi realizado um ensaio de competicdo. Testiculos
nado-radioativos foram incubados com *2P-Lf a 4°C com ou sem um excesso de Lf
ndo-radioativa (Figura 12). Uma incubacdo com um excesso de albumina bovina
sérica (uma proteina ndo-especifica no processo de ligacdo da Lf aos testiculos) foi
utilizada como controle.

Os resultados obtidos mostram que, na presenca da Lf ndo-radioativa, a
ligacdo da **P-Lf aos testiculos foi inibida ao longo do tempo de incubac&o. Portanto,
ha uma competicdo entre a Lf ndo-marcada e a *?P-Lf pelos sitios de ligacdo nos
testiculos. Além disso, nenhuma inibicao foi observada utilizando-se a albumina n&o-
marcada. Este conjunto de dados sugere que a captacdo da Lf pelos testiculos esta
relacionada a um processo mediado por receptor e, provavelmente inclui a

participacdo de um receptor especifico.
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Figura 11 — Composicdo dos lipidios da Lf incorpora dos pelos testiculos.

A 3*H-Lf (5 x 10* dpm) (A) ou **P-Lf (10 x 10* cpm) (B) foi injetada em machos
adultos. Apds 24 horas, os testiculos foram isolados; e os lipidios totais extraidos e
analisados por TLC. A radioatividade associada a cada classe de lipidio foi
quantificada e expressa como dpm/cpm do lipidio por dpm/cpm totais (todos os
lipidios = 100%) média + erro padrdo para trés experimentos independentes. Painel
A: lipidios neutros. COLes: colesterol esterificado; DAG: diacilglicerol; AG: &cidos
graxos livres; FL: fosfolipidios; ND: ndo-determinado; TAG: triacilglicerol. Painel B:
fosfolipidios. EM: esfingomielina; FC: fosfatidilcolina; FE: fosfatidiletanolamina; FI:

fosfatidilinositol; FS: fosfatidilserina; ND: ndo-determinado.
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Figura 12 — Ensaio de ligagdo da *?P-Lf aos testiculos.

Testiculos ndo-radioativos foram dissecados de machos adultos no 2° dia apds a
alimentacdo. A ligacdo da *?P-Lf (0,5 mg/mL) aos testiculos foi determinada a 4 °C
em diferentes tempos de incubacdo e em trés diferentes condigbes experimentais:
somente na presenca de *?P-Lf (m); com *P-Lf e um excesso de Lf n&o-radioativa
(70 mg/mL) (e); ou com **P-Lf e um excesso de albumina bovina sérica (70 mg/mL)
(A). A radioatividade associada foi determinada por cintilacao liquida. Os resultados

sdo médias + DP de trés determinacdes.
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A fim de se visualizar a internalizacdo da Lf nos testiculos, uma Lf duplamente
marcada na por¢do protéica com fluoresceina (FITC) e, na porcdo lipidica com
fosfatidiletanolamina marcada com Texas Red (Texas Red-FE) foi injetada em
machos no 2° dia ap6s a alimentagdo. Apos 24 horas, os testiculos foram isolados e
a localizagdo da Lf analisada por microscopia de fluorescéncia (Figura 13).
Alternativamente, uma Lf marcada na porcao lipidica com fosfatidilcolina marcada
nos &cidos graxos com BODIPY (FC-AG-BODIPY) ou somente com &cido graxo
marcada com BODIPY (AG-BODIPY) foi utilizada (Figura 14).

Na Figura 13, observa-se uma co-localizacdo das apolipoforinas e dos
fosfolipidios marcados no interior do tecido principalmente préxima de juncdes
testiculares. Esta observacado corrobora com o fato que a particula inteira da Lf é
internalizada de forma similar pelos testiculos (Figuras 7 e 9). A localizacdo da
fosfatidilcolina e do acido graxo marcados com BODIPY nos testiculos € mostrada
na Figura 14.

As vesiculas seminais recebem o esperma produzido pelos testiculos e
secrecdes das glandulas acessoérias para a formagdo do sémen. Sabe-se que a
incorporacdo de fosfolipidios e lipidios neutros radioativos da Lf pelas vesiculas
seminais de R. prolixus é muito baixa (OLIVEIRA e cols, dado ndo-mostrado). Desta
forma, avaliou-se a possibilidade de se encontrar marcacao fluorescente de lipidios
da Lf neste 6rgdo provenientes do esperma ou do fluido seminal liberados pelos
testiculos. Para isto utilizou-se uma Lf duplamente marcada na porgéo protéica com
Texas Red e na porcao lipidica com fosfatidilcolina marcada nos &cidos graxos com
BODIPY (FC-AG-BODIPY). Esta Lf foi injetada em machos adultos no 2° dia apés a
alimentacdo. Apés 24 horas, os testiculos foram isolados e a localizagdo da Lf

analisada por microscopia de fluorescéncia. Pode-se verificar a presenca da
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fosfatidilcolina marcada nas vesiculas seminais (Figura 15). Entretanto, nenhuma
marcacdo da Lf na parte protéica foi vista neste 6rgdo. Estas evidéncias sugerem
que parte dos lipidios incorporados pelos testiculos no processo de internalizagdo da
Lf pode, em algum momento, ser transferida para as vesiculas seminais e,
posteriormente as fémeas durante a copula. E, aparentemente, isto ndo ocorreria
com a parte protéica da Lf. Esta possivel transferéncia de lipidios durante a copula e
o papel da Lf neste processo serdo melhor abordados em RESULTADOS patrte lIl.
Os testiculos sdo responsaveis pela espermatogénese que € um processo
metabdlico que requer um grande suprimento de lipidios (DUMSER, 1980). Com o
objetivo de examinar se os lipidios da Lf poderiam estar associados as fracdes de
espermatozoéides e fluido seminal; a *H-Lf foi injetada em machos adultos no 2° dia
ap6s a alimentacdo. Apds 24 horas, os testiculos foram dissecados, gentilmente
homogeneizados e os espermatozdides e o fluido seminal foram isolados. Ambos
foram submetidos a uma extracdo de lipidios e posterior analise por TLC. A Figura
16A mostra que, dentre os lipidios radioativos encontrados nos espermatozdides,
54% eram fosfolipidios. Por outro lado, triacilglicerol, diacilglicerol e fosfolipidios
foram os principais lipidios do fluido seminal em que se encontrou marcacao

radioativa (Figura 16B).
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Figura 13 — Localizacao da Lf fluorescente (FITC-Lf ) e da fosfatidiletanolamina

(Texas Red-FE) nos testiculos.

A Lf duplamente marcada na por¢éo protéica com FITC e na por¢do lipidica com
Texas Red-FE foi injetada em machos adultos no 2° dia ap6s a alimentagdo. Apés
24 horas, os testiculos foram isolados e a fluorescéncia observada por microscopia
de epifluorescéncia. Barra de tamanho em branco: 100 um. (A) Localizagdo da Lf
marcada com FITC; (B) Localizacdo da Texas Red-FE; (C) Imagens A e B

sobrepostas; (D) Imagem de fase contraste as imagens A e B.
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Figura 14 - Localizacdo da fosfatidilcolina (FC-AG- BODIPY) e do acido
palmitico (AG-BODIPY) nos testiculos.

A Lf marcada na porgdo lipidica com FC-AG-BODIPY ou com AG-BODIPY foi
injetada em machos adultos no 2° dia apés a alimentagdo. Apds 24 horas, 0s

testiculos foram isolados e a fluorescéncia observada por microscopia de
epifluorescéncia. Barra de tamanho em branco: 100 um. (A) Localizagdo da FC-AG-
BODIPY; (B) Imagem de fase contraste de A; (C) Localizacdo do AG-BODIPY; (D)
Imagem de fase contraste de C.
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Figura 15 — Localizacdo da Lf fluorescente (Texas R  ed-Lf) e da fosfatidilcolina
(FC-AG-BODIPY) nas vesiculas seminais.

A Lf duplamente marcada na por¢do protéica com Texas Red e na porcéo lipidica
com FC-AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2° dia apds a alimentacao.
ApOGs 24 horas, as vesiculas seminais foram isoladas e a fluorescéncia observada
por microscopia de epifluorescéncia. Barra de tamanho em branco: 100 pm. (A)
Localizagcdo da Lf marcada com FC-AG-BODIPY; (B) Localizagdo da Texas Red-Lf;

(C) Imagem de fase contraste de A e B.
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Figura 16 — Incorporacdo dos lipidios provenientes da 3H-Lf nas fracdes de

espermatozéides (A) e fluido seminal (B) pelos test  iculos de R. prolixus.

A ®H-Lf (5 x 10* dpm) foi injetada em machos no 2° dia apés a alimentacéo. Apés 24
horas, os testiculos foram dissecados e os espermatozdides e o fluido seminal foram
isolados. Ambos foram submetidos a uma extragdo de lipidios e posterior andlise por
TLC. A radioatividade associada a cada classe de lipidio foi quantificada e expressa
como dpm do lipidio por dpm totais (todos os lipidios = 100%) média + erro padrdo
para trés experimentos independentes. Painel A: lipidios-espermatozoides. Painel B:
lipidios-fluido seminal. COLes: colesterol esterificado; DAG: diacilglicerol; AG: acidos

graxos livres; FL: fosfolipidios; TAG: triacilglicerol.
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4- RESULTADOS - PARTE Il: CAPTAGAO DA HDLp PELOS TE STICULOS DE

Locusta migratoria: ENDOCITOSE MEDIADA POR RECEPTOR

A 12 parte de RESULTADOS mostrou que a Lf é internalizada pelos testiculos
de R. prolixus durante o transporte de lipidios a este 6rgdo. Além disso, foram
mostradas evidéncias que a Lf interage com os testiculos provavelmente via um
receptor especifico. Entretanto, até o momento, nenhum receptor de Lf em testiculos
de insetos, incluindo o Rhodnius, foi clonado ou sequienciado.

O grupo de pesquisa do Prof. Dick J. van der Horst da Universidade de
Utrecht na Holanda identificou um receptor de Lf, da familia de receptores para LDL,
presente no corpo gorduroso de L. migratoria (DANTUMA e cols., 1999). Este
receptor, o LpR, é capaz de mediar a endocitose de HDLp no corpo gorduroso e em
células de mamiferos transfectados com o LpR (RODENBURG & VAN DER HORST,
2005). Para verificar se testiculos de outras espécies de insetos sdo capazes de
internalizar a Lf e, se este processo é mediado por um receptor especifico, um
projeto em colaboracdo com o grupo do Prof. van der Horst foi realizado.

Com o objetivo de se detectar a presenca do LpR nos testiculos de L.
migratoria, preparacdes de membrana de testiculos de adultos do 1° dia apds a
alimentacdo e também larvas de 5° estadio (L5) foram submetidas a um SDS-PAGE
em condi¢Bes desnaturantes e as proteinas foram transferidas posteriormente para
uma membrana de PVDF. A presenca do receptor foi detectada, através de um
western blotting, utilizando um anticorpo anti-LpR que se liga a 20 aminoé&cidos da 12
regido de repeticdo de cisteinas do dominio de ligacdo (por¢do N-terminal) do LpR
de corpo gorduroso de L. migratoria. Este anticorpo foi capaz de identificar uma

proteina de cerca de 150 kDa nas preparacdes de testiculos de larvas de 5° estagio
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(L5) e adultos de 1° dia ap6s a muda de L. migratoria (Figura 17). Como esperado, 0
LpR foi encontrado no corpo gorduroso mas ndo nos musculos de vdo, 6rgdo em
que o LpR ndo é expresso (DANTUMA e cols., 1999). Em condi¢cbes né&o
desnaturantes (Figura 18), observa-se que o LpR dos testiculos se mostrou um
pouco menor se comparado ao gel em condigdes desnaturantes, cerca de 130 kDa.
Este receptor foi encontrado em larvas L5 e jovens adultos, porém, estava ausente
ou pouco expresso em testiculos de machos adultos mais velhos (Figura 19).

Para investigar se a HDLp, lipopforina de alta densidade, era captada pelos
testiculos assim como ocorre em corpos gordurosos de insetos jovens que
expressam o LpR (VAN HOOF e cols., 2003), esta lipoproteina foi marcada na
porcdo protéica com Oregon Green, OG-HDLp (Figura 20A), ou na porcao lipidica
com Dil, Dil-HDLp (Figura 20B). Testiculos de adultos de 1° dia ap6és a muda
incubados com OG-HDLp ou Dil-HDLp em tampdo de incubacdo HEPES
apresentaram uma marcacdo fluorescente pontuada de pequenas vesiculas
caracteristica de processos endociticos (VAN HOOF e cols., 2003). Estes resultados
demonstraram que este 6rgdo € capaz de captar tanto os lipidios com as
apolipoforinas da HDLp.

Como mostrado na Figura 19, o receptor LpR né&o esta presente em testiculos
de animais mais velhos, somente em jovens adultos. A fim de verificar se a
capacidade de captar a HDLp por este 6rgdo também variava ao longo da fase
adulta, testiculos de adultos do 10° dia ap6s a muda foram incubados com OG-HDLp
(Figura 21A) ou Dil-HDLp (Figura 21B). Diferente do que foi observado para
testiculos de 1° dia, nenhum padrdo de vesiculas endociticas foi verificado para

testiculos de insetos do 10° dia apés a muda.
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Figure 17 — Presenca do receptor LpR em testiculos de L. migratoria por
Western blotting — condi¢cdes desnaturantes.

Os testiculos (TES), corpo gorduroso (CG) e musculos de v6o (MV) foram isolados
de machos de 5° estagio (L5) e adultos do 1° dia ap6s a muda. Obtiveram-se as
preparacdes de membrana de cada tipo de 6rgdo. Estas foram dissolvidas em
tampédo de amostra em condicBes desnaturantes. As proteinas destas fragcdes foram
entdo separadas por SDS-PAGE (20ug cada). O gel foi transferido para uma
membrana de PVDF (A, corada com Ponceau Red) e esta foi incubada com
anticorpo primario anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A
membrana foi revelada por ECL (B). Os marcadores de peso molecular estdo

indicados a esquerda do painel.
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Figure 18 — Presenca do receptor LpR em testiculos de L. migratoria por
Western blotting — condi¢8es ndo-desnaturantes.

Os testiculos (TES), corpo gorduroso (CG) e musculos de vb6o (MV) foram isolados
de machos de 5° estagio (L5) e adultos do 1° dia apds a muda. Obtiveram-se as
preparacdes de membrana de cada tipo de 6rgdo. Estas foram dissolvidas em
tamp&o de amostra sem agentes desnaturantes. As proteinas destas fragbes foram
entdo separadas por SDS-PAGE (20ug cada). O gel foi transferido para uma
membrana de PVDF (A, corada com Ponceau Red), e esta foi incubada com
anticorpo primario anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A
membrana foi revelada por ECL (B). Os marcadores de peso molecular estéo

indicados a esquerda do painel.
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Figure 19 — Presenca do receptor LpR em testiculos de L. migratoria ao longo
dos dias apds a muda.

Os testiculos foram isolados de machos de L. migratoria em diferentes dias apos a
ecdise e obtiveram-se preparacdes de membrana para cada dia analisado. Estas
foram dissolvidas em tampdo de amostra sem agentes desnaturantes. As proteinas
destas frac6es foram entdo separadas por SDS-PAGE (20 pg cada). O gel foi
transferido para uma membrana de PVDF, e esta foi incubada com anticorpo
priméario anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A membrana
foi revelada por fosfatase alcalina. Os marcadores de peso molecular estdo

indicados a direita do painel. A seta mostra a localizacdo do LpR.
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Figure 20: Endocitose da HDLp fluorescente nos test  iculos de jovens adultos
no 1° dia apds a muda.

A HDLp purificada foi marcada na porcdo protéica com Oregon Green 488 (OG-
HDLp) ou na porcéo lipidica com Dil (Dil-HDLp). Os testiculos foram dissecados de
jovens adultos no 1° dia apos alimentagdo e incubados com (A) OG-HDLp (150
pg/mL) ou com (B) Dil-HDLp (10 pg/mL) a 27°C por 20 minutos em meio de
incubacéo. Os 6rgaos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados com
DAPI (0,125 pg/mL) para visualizacdo dos nucleos das células. A visualizagdo da
endocitose foi realizada por microscopia de fluorescéncia.

A: em verde, OG-HDLp, em azul DAPI; B: em vermelho, Dil-HDLp, em azul, DAPI.

Barra de tamanho: 25 pum.
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Figure 21: Endocitose da HDLp fluorescente nos test  iculos de jovens adultos
no 10° dia ap6s a muda.

A HDLp purificada foi marcada com fluorescéncia na por¢éo proteica com Oregon
Green 488 (OG-HDLp) ou na porc¢éo lipidica com Dil (Dil-HDLp). Os testiculos foram
dissecados de jovens adultos no 10° dia ap6s alimentacgéo e incubados com (A) OG-
HDLp (150 pg/mL) ou (B) com Dil-HDLp (10 pg/mL) a 27°C por 20 minutos em meio
de incubacdo. Os 6rgéos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados
com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizacdo dos nucleos das células. A visualizacéo
da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescéncia.

A: em verde, OG-HDLp, em azul DAPI; B: em vermelho, Dil-HDLp, em azul, DAPI.

Barra de tamanho: 25 pum.
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Com o objetivo de se certificar que a marcacéo fluorescente observada nos
testiculos de 1° dia apés a muda era realmente devido a captacdo da HDLp pelo
6rgdo e ndo a uma ligacdo inespecifica, um tratamento com tripsina foi realizado
apo6s a incubagdo com OG-HDLp (Figura 22). Nestas condi¢cdes, a mesma marcacao
fluorescente com vesiculas endociticas, vista na Figura 20, foi observada nos
testiculos.

A lipoforina de baixa densidade, LDLp, presente na hemolinfa dos insetos
durante o voo, tem a capacidade de entregar lipidios aos ovarios de Manduca sexta
conforme descrito por KAWOOYA e colaboradores (1988). Entretanto, resultados
prévios do grupo do Prof. van der Horst demonstraram que esta particula ndo era
capaz de ser endocitada pelo corpo gorduroso de L. migratoria, no periodo em que o
receptor LpR é expresso (VAN HOOF e cols., comunicacdo pessoal). Para verificar
se 0 mesmo ocorria em relacdo aos testiculos, a LDLp foi marcada na porcao
protéica com Oregon Green (OG-LDLp) e incubada com os testiculos. Nenhum
padréo de vesiculas endociticas foi observado (Figura 23).

Para verificar se a captacdo de HDLp pelos testiculos envolvia a ligacao
(binding) desta ao seu receptor no testiculos e posterior endocitose pelo 6rgao,
testiculos provenientes de adultos de 1° dia apés a muda foram incubados com a
OG-HDLp a 4 °C por 20 minutos (Figura 24A). Ap6s isto, os tecidos foram lavados e
incubados num meio sem a proteina fluorescente a 27 °C por mais 20 minutos
(Figura 24B). Os resultados obtidos demonstraram que a 4 °C, nenhum padréo de
endocitose foi observado nos tecidos, somente uma forte marcagdo nas membranas
das células. Entretanto, quando os tecidos foram transferidos para um meio sem a
OG-HDLp a 27 °C, verificou-se novamente a presenca de varias vesiculas

endociticas no interior das células. O mesmo ensaio foi realizado utilizando a Dil-
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HDLp para verificar se a captagdo lipidica pelos testiculos estava atrelada a
endocitose da particula inteira (OG-HDLp). A Figura 25 demonstra que a 4 °C,
nenhum padré@o de endocitose foi observado nas células; ja a 27 °C, observou-se a
endocitose da Dil-HDLp.

A fim de se obter mais evidéncias de que a captacdo de HDLp pelos
testiculos tratava-se de um processo envolvendo um receptor especifico, testiculos
dissecados de adultos de 1° dia ap6s a muda foram incubados com a OG-HDLp na
auséncia (Figura 26A) ou presenca de um excesso de HDLp ndo-fluorescente
(Figura 26B). Alternativamente, uma incuba¢éo contento a OG-HDLp e um excesso
de albumina bovina sérica (BSA) ndo fluorescente também foi realizada (Figura
26D). Foi mostrado que um excesso de HDLp é capaz de inibir a endocitose de
OG_HDLp pelos testiculos uma vez que, ocorre competicdo entre a OG-HDLp e a
HDLp ndo-marcada pelos sitios de ligacdo neste 6rgdo. O mesmo nao se observa
na incubacéo dos testiculos com um excesso de albumina ndo marcada, mostrando
que o processo endocitico da HDLp nos testiculos envolve um receptor especifico.

A fim de verificar se a HDLp de R. prolixus também era capaz de competir
com a OG-HDLp de L. migratoria pelos sitios de ligacdo nos testiculos deste inseto,
estes foram incubados com a OG-HDLp de L. migratoria na presenca de um
excesso de HDLp nédo-fluorescente (Figura 26C). Nestas condi¢des, a endocitose

nao foi detectada.
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Figure 22: Endocitose da HDLp fluorescente pelos te  sticulos de L. migratoria
com tratamento com tripsina.

Os testiculos foram dissecados e incubados com OG-HDLp (150 pg/mL) a 27°C.
Ap6s 20 minutos, os testiculos foram transferidos para um meio de incubacgdo
contendo tripsina 0,05 % e EDTA 0,5 mM; e deixados neste meio por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apods isto, os testiculos foram lavados, fixados em
paraformaldeido e incubados com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizacdo dos
nucleos das células. A visualizacdo da endocitose foi realizada por microscopia de
fluorescéncia.

A: sem tratamento com tripsina; B: sob tratamento com tripsina. A e B: em verde,
OG-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 pum.
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Figure 23: Incubacao dos testiculos de L. migratoria com LDLp fluorescente.

Os testiculos foram dissecados e incubados com OG-LDLp (150 pg/mL, a 27°C, por
20 minutos em meio de incubacdo. Os 6rgdos foram lavados, fixados em
paraformaldeido e incubados com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizacdo dos
nucleos das células. A visualizacdo da endocitose foi realizada por microscopia de
fluorescéncia. Na imagem, em verde, OG-LDLp, em azul DAPI.Barra de tamanho: 25

um.
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Figure 24: Ensaio de ligacdo e endocitose da OG-HDL p pelos testiculos de L.
migratoria.

Os testiculos foram dissecados e incubados com OG-HDLp (150 pug/mL) a 4°C (A).
Ap6s 20 minutos, os testiculos foram lavados, transferidos para um meio de
incubacéo sem a HDLp marcada e deixados neste meio por mais 20 minutos a 27°C
(B). Apos isto, os testiculos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados
com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizagao dos nucleos das células. A visualizacédo
da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescéncia.

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 um.
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Figure 25: Ensaio de ligacdo e endocitose da Dil-HD Lp pelos testiculos de L.
migratoria.

Os testiculos foram dissecados e incubados com Dil-HDLp (10 ug/mL) a 4°C (A).
Ap6s 20 minutos, os testiculos foram lavados, transferidos para um meio de
incubacdo sem a HDLp marcada e deixados neste meio por mais 20 minutos a 27°C
(B). Apos isto, os testiculos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados
com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizagao dos nucleos das células. A visualizacédo
da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescéncia.

A e B: em vermelho, Dil-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 pum.
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Figure 26: Ensaio de inibicdo da endocitose da OG-H DLp pelos testiculos por
competicdo com HDLp ndo-marcada de L. migratoria, de R. prolixus, ou
albumina.

Os testiculos foram dissecados e incubados a 27°C por 20 minutos em quatro
diferentes condi¢des experimentais: somente na presenca de OG-HDLp (150 pg/mL)
(A), com OG-HDLp na presenca de um excesso (5 vezes) de HDLp ndo-marcada de
L. migratoria (B); de HDLp ndo-marcada de R. prolixus (C); ou de albumina sérica
bovina (D). Apds isto, os testiculos foram lavados, fixados em paraformaldeido e
incubados com DAPI (0,125 pg/mL) para visualizacdo dos nilcleos das células. A
visualizacd@o da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescéncia.

A-D: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 pm.

t: traquéia.
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Com o intuito de realmente demonstrar que a captacdo de HDLp pelos
testiculos de Locusta migratoria tratava-se de um processo endocitico, foram
utilizados dois inibidores classicos de endocitose: o cloreto de amdnio (NH4CI) e a
suramina. O NH4CI é classicamente descrito como um inibidor da acidificacdo de
comportamentos endosomais e lisosomais em muitos modelos (MELLMAN e cols.,
1986). Sendo assim, os testiculos de adultos de 1° dia apés a muda foram pré-
incubados com NH4CI e posteriormente com a OG-HDLp (Figura 27) ou com a Dil-
HDLp (Figura 28). Os resultados mostraram a endocitose da HDLp foi inibida pelo
NH,4CI.

A suramina é um hidrocarboneto policiclico polisulfatado que é capaz de inibir
a ligacdo de lipoproteina a seus receptores (SCHNEIDER e cols., 1982). Esta droga
também foi testada via pré-incubacdo da mesma com os testiculos e posterior
incubac@o com a OG-HDLp (Figura 29). Os resultados obtidos demonstraram que a
endocitose da lipoproteina pelos testiculos foi prevenida pela pré-incubacdo com

suramina.
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Figure 27: Ensaio de inibicdo da endocitose da OG-H DLp por cloreto de
amonio.

Os testiculos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo NH4CI, 20 mM
(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27°C por 20 minutos. Apos isto, os testiculos foram
gentilmente lavados e transferidos para o meio de incubag¢édo contendo OG-HDLp
(150 pg/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27°C. Apos este periodo,
os orgdos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados com DAPI (0,125
pg/mL) para visualizacdo dos nucleos das células. A visualizacdo da endocitose foi
realizada por microscopia de fluorescéncia.

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 um.



78



79

Figure 28: Ensaio de inibicdo da endocitose da Dil- HDLp por cloreto de
amadnio.

Os testiculos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo NH,CI, 20 mM
(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27°C por 20 minutos. Apds isto, os testiculos foram
gentilmente lavados e transferidos para o meio de incuba¢éo contendo Dil-HDLp (10
ug/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27°C. Apos este periodo, 0s
orgaos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados com DAPI (0,125
pug/mL) para visualizacdo dos nucleos das células. A visualizacdo da endocitose foi
realizada por microscopia de fluorescéncia.

A e B: em vermelho, Dil-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 pum.
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Figure 29: Ensaio de inibicdo da endocitose da OG-H  DLp por suramina.

Os testiculos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo suramina, 5 mM
(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27°C por 20 minutos. Apds isto, os testiculos foram
gentilmente lavados e transferidos para o meio de incubag¢édo contendo OG-HDLp
(150 pg/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27°C. Apos este periodo,
os Orgdos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados com DAPI (0,125
pug/mL) para visualizacdo dos nucleos das células. A visualizacdo da endocitose foi
realizada por microscopia de fluorescéncia.

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI. Barra de tamanho: 25 pm.
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4- RESULTADOS - PARTE Ill: O PAPEL DA Lf NA TRANSFE RENCIA DE

LIPIDIOS DURANTE A COPULA DE Rhodnius prolixus

Conforme foi descrito anteriormente em RESULTADOS — PARTE |, os lipidios
provenientes da Lf e incorporados pelos testiculos de R. prolixus séo utilizados por
este 6rgdo na producdo de espermatozoéides e estdo presentes no fluido seminal
(Figura 16). Devido a isto, decidiu-se investigar a transferéncia dos lipidios
provenientes da Lf dos machos as fémeas durante a copula.

A Lf foi marcada nos fosfolipidios com *?Pi, *P-Lf, e injetada em machos no
2° dia apds a alimentacéo. Estes machos foram deixados para copular com fémeas
virgens por 5 dias. Ap0s isto, os testiculos, glandulas acessorias e vesiculas
seminais dos machos e; as espermatecas (6rgdo da fémea responsavel pela
armazenagem do sémen vindo dos machos) das fémeas foram dissecados. A Figura
30 demonstra que a presenca de *’P-fosfolipidios nos testiculos, porém, nenhuma
radioatividade foi encontrada nas fémeas apés a copula. O mesmo ensaio de cépula
foi realizado com a Lf marcada nos lipidios neutros, *H-Lf. Neste caso, apés 5 dias
de cépula, os *H-lipidios neutros foram encontrados nas espermatecas da fémeas
(Figura 31).

Para verificar se toda a particula da Lf, lipidios e apolipoforinas, era
transferida as fémeas durante a cépula, utilizou-se a Lf iodinada, *?°I-Lf, em que a
marcacao radioativa encontra-se na parte protéica. Os resultados apresentados na
Figura 32 mostram que a parte protéica da Lf ndo é transferida dos machos as

fémeas durante a cépula em R. prolixus.
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Figura 30 — Transferéncia de %2P-fosfolipidios provenientes da  *’P-Lf apds a
cOpula de R. prolixus.

A Lf marcada radioativamente nos fosfolipidios com *?Pi (6 x 10* cpm) foi
injetada em machos de 12 alimentagdo no 2° dia apds a alimentacdo. Cada macho
foi posto em um mesmo vial com uma fémea virgem néo-injetada por 5 dias. Apés
este periodo, os testiculos (TES), glandulas acessérias (GA), vesiculas seminais
(VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NacCl
0,15M. A radioatividade associada foi estimada por cintilacédo liquida. Os pontos no
grafico representam média + DP para trés determinagoes.
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Figura 31 — Transferéncia de °H-lipidios neutros provenientes da  H-Lf ap6s a
copula de R. prolixus.

A 3H-Lf (6 x 10* dpm) foi injetada em machos de 12 alimentacdo no 2° dia
apés a alimentagcdo. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fémea
virgem nao-injetada por 5 dias. Apos este periodo, os testiculos (TES), glandulas
acessdrias (GA), vesiculas seminais (VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados,
lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A radioatividade associada foi estimada
por cintilagdo liquida. Os pontos no grafico representam média + DP para trés

determinacdes.
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Figura 32 — Transferéncia de '%I-Lf apds a cépula de R. prolixus.

A Lf marcada radioativamente nas apolipoforinas com **| (6 x 10* cpm) foi
injetada em machos de 12 alimentagdo no 2° dia apds a alimentacdo. Cada macho
foi posto em um mesmo vial com uma fémea virgem néo-injetada por 5 dias. Apés
este periodo, os testiculos (TES), glandulas acessérias (GA), vesiculas seminais
(VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NacCl
0,15M. A radioatividade associada foi estimada por contador gamma. Os pontos no

grafico representam média + DP para trés determinagoes.
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Visto que ha transferéncia lipidica dos machos as fémeas durante a copula de
R. prolixus, ensaios de coépula utilizando Lf marcada fluorescentemente foram
realizados para se obter informag¢8es adicionais deste processo.

A Lf foi duplamente marcada na por¢do protéica com Texas Red e na por¢éo
lipidica com fosfatidilcolina conjugada a BODIPY (FC-AG-BODIPY). Esta Lf foi
injetada em machos que posteriormente copularam com fémeas virgens por 24
horas. Apés este periodo, as espermatecas das fémeas foram dissecadas e a
fluorescéncia foi analisada por microscopia de epifluorescéncia (Figura 33). A
presenca da fosfatidilcolina (em verde) foi observada no canal interno da
espermateca. Entretanto, nenhuma fluorescéncia atribuida a Texas Red-Lf foi
encontrada. Este resultado acrescido dos dados mostrados na Figura 32 confirma
que as apolipoforinas da Lf ndo sdo transferidas as espermatecas das fémeas
durante a copula.

Outro experimento de localizagdo de lipidios fluorescentes nas espermatecas
das fémeas apds a cépula foi realizado utilizando uma LF duplamente marcada com
acido palmitico conjugado ao BODIPY (AG-BODIPY) e fosfatidiletanolamina
conjugada ao Texas Red (Texas Red-FE) conforme apresentado na Figura 34.
Pode-se observar a presenca do acido graxo fluorescente no canal interno do érgéo.
J& a fluorescéncia da fosfatidiletanolamina Texas Red proveniente dos machos nao
foi detectada nas fémeas. Aparentemente, a transferéncia de fosfolipidios marcados
no fosfato, seja com *Pi ou com fluoréforos, ndo ocorre durante a cépula de R.
prolixus (Figura 30 e 34). Porém a transferéncia de fosfolipidios marcados nos

acidos graxos foi observada (Figura 33).
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Figura 33 - Localizagdo da fosfatidilcolina (FC-AG- BODIPY) e da Lf
fluorescente (Texas Red-Lf) na espermateca apés ac  6pula.

A Lf duplamente marcada na porgdo protéica com Texas Red e na porcao lipidica
com FC-AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2° dia apds a alimentacao.
Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fémea virgem nao-injetada por
24 horas. As espermatecas da fémea foram isoladas e a fluorescéncia observada
por microscopia de epifluorescéncia. Barra de tamanho em branco: 50 pm. (A)
Localizacdo da FC-AG-BODIPY; (B) Localizagdo da Texas Red-Lf; (C) Imagem de

fase contraste das imagens A e B.
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Figura 34 - Localizacdo do 4&cido palmitico (AG-BODI PY) e da
fosfatidiletanolamina (Texas Red-FE) na espermateca  ap6s a copula.

A Lf duplamente marcada nos fosfolipidios com Texas Red-FE e nos &cidos graxos
com AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2° dia apdés a alimentacao.
Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fémea virgem nao-injetada por
24 horas. As espermatecas da fémea foram isoladas e a fluorescéncia observada
por microscopia de epifluorescéncia. Barra de tamanho em branco: 50 um. (A)
Localizacdo da AG-BODIPY; (B) Localizagdo da Texas Red-FE; (C) Imagem de fase

contraste das imagens A e B.
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Isto pode indicar algum tipo de processamento ou modelagem dos
fosfolipidios incorporados da Lf nos testiculos, liberando assim o fosfato e utilizando
as cadeias de &cidos graxos para posterior montagem de novos fosfolipidios e
posterior transferéncia dos mesmos as fémeas durante a cépula. Outra hipotese é a
sintese de novos fosfolipidios pela espermateca usando os &acidos graxos
provenientes da quebra de fosfolipidios nos testiculos.

Para verificar se as espermatecas, além de serem um 6rgdo de
armazenagem de sémen, também possuiam a capacidade de sintetizar fosfolipidios
a partir de **Pi e ®H-acido palmitico; espermatecas n&o-radioativas foram incubadas
com estes precursores radioativos por diferentes tempos. Apos cada tempo, 0s
orgaos foram lavados, submetidos a extracao lipidica. Os lipidios extraidos foram
separados por TLC e determinou-se a radioatividade associada as manchas
correspondentes aos fosfolipidios. Verificou-se que as espermatecas sdo capazes
de sintetizar fosfolipidios a partir de ambos os precursores (Figura 35).

A composicao dos lipidios transferidos durante a copula é mostrada na Figura
36. A *H-Lf foi injetada em machos e estes copularam com fémeas virgens por 5
dias. Apos isto, as espermatecas das fémeas foram dissecadas e submetidas a uma
extracdo de lipidios e TLC. O principal lipidio radioativo presente nas espermatecas
apés a cépula foi o diacilglicerol; mas fosfolipidios marcados nos éacidos graxos
também foram encontrados assim como foi visualizado na Figura 33 para
fosfatidilcolina fluorescente.

Associada & transferéncia de lipidios durante a cépula, observa-se um
aumento do nimero de espermatozdides nas espermatecas das fémeas ao longo

dos dias ap6és a unido dos casais (Figura 37). Este aumento é observado ate o 4° dia
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apo6s a reunido dos casais, em que entdo o niumero de espermatozéides comeca a
decair acompanhado do inicio da oviposic¢ao (resultado ndo-mostrado).

A espermateca armazena o sémen proveniente dos machos apds a cépula.
Deste sémen, os espermatozoides sdo usados na fertilizacdo dos ovos e algumas
moléculas presentes no fluido seminal sdo capazes de atravessar o aparelho
reprodutor das fémeas e alcancar a hemolinfa onde desempenham diversas fun¢ées
(WOLFNER, 2002). Foi mostrado anteriormente nesta tese que os lipidios
radioativos provenientes da Lf podem ser encontrados nos espermatozoides e fluido
seminal dos machos (Figura 16). Além disso, ao longo de RESULTADOS — PARTE
[l pode-se constatar a transferéncia lipidica durante a copula. Desta forma,
procurou-se saber se os lipidios radioativos encontrados nas espermatecas das
fémeas ap6s a copula realmente sdo devido a transferéncia de espermatozéides
marcados, a *H-Lf foi injetada em machos. Estes machos copularam com fémeas
virgens por 5 dias, apés isto, as fémeas foram separadas e esperou-se até a postura
dos primeiros ovos.

A Figura 38 mostra a presenca de radioatividade (associada aos *H-lipidios
neutros) em ovos recém-postos pelas fémeas que copularam com machos injetados.
Um grupo de ovos radioativos foi separado e esperou-se 15 dias até a eclosdo das
ninfas de 1° estagio, demonstrando assim que estes ovos estavam realmente
fertiizados (resultado n&o-mostrado). Além disso, também foi encontrada

radioatividade na hemolinfa das fémeas que copularam com machos injetados.
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Figura 35 — Capacidade de sintese de fosfolipidios  pelas espermatecas a partir
de precursores radioativos.

As espermatecas de fémeas adultas (4 espermatecas reunidas por ponto/tempo)
foram dissecadas e incubadas em meio Sigma 199 na presenca de fosfato
inorganico radioativo, **Pi (0,5 uCi) (A), ou com &cido palmitico radioativo *H (0,5
uCi) (B) por diferentes tempos. Apos os tempos desejados, as espermatecas foram
lavadas, homogeneizadas e submetidas a uma extracdo de lipidios. Os lipidios
foram separados por TLC. As manchas correspondentes aos fosfolipidios foram
raspadas das placas e; a radioatividade associada foi determinada por cintilacéo

liquida. Os resultados sdo médias + DP de trés determinagdes.
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Figura 36 — Composic¢do dos lipidios transferidos du rante a copula e presentes
na espermateca da fémea.

A 3H-Lf (5 x 10* dpm) foi injetada em machos de 12 alimentacdo no 2° dia
ap6s a alimentacdo. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fémea
virgem nao-injetada por 5 dias. Apos este periodo, as espermatecas da fémea foram
dissecadas, lavadas e os lipidios totais extraidos e analisados por TLC. A
radioatividade associada a cada classe de lipidio foi estimada por cintilagao liquida e
expressa como dpm do lipidio por dpm totais (todos os lipidios = 100%) média * erro
padrdo para trés experimentos independentes.

DAG: diacilglicerol; AG: acidos graxos livres; FL: fosfolipidios; TAG: triacilglicerol.
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Figura 37 — Contagem de espermatozéides transferido s as espermatecas
durante a copula ao longo dos dias de reunido dosc  asais.

No 2° dia apds a alimentacdo, machos e fémeas foram postos em vials (um
casallvial) por diferentes dias. A cada dia desejado, as espermatecas das fémeas
foram dissecadas e os espermatozéides transferidos ap6s a copula foram contados.
Os pontos no grafico representam média + DP para trés determinacdes.

Esptz: espermatozoides.
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Figura 38 — Presenca de °H-lipidios neutros em fémeas de R. prolixus apés a
cOpula.

A 3H-Lf (6 x 10* dpm) foi injetada em machos de 12 alimentacdo no 2° dia
ap6s a alimentacdo. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fémea
virgem nao-injetada. No 5° dia ap6s o encontro, as espermatecas (ESP) foram
dissecadas e a hemolinfa (HEM) foi coletada. Um grupo de fémeas foi usado para
coleta de ovos recém-postos (1° dia de postura) (OVO). A radioatividade associada
foi estimada por cintilacéo liquida e expressa em dpm por par de espermatecas e/ou
5 uL de hemolinfa e/ou 1 ovo posto. Os pontos no grafico representam média + DP
para trés determinacdes.
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4- RESULTADOS - PARTE IV: INFLUENCIA DO VOO NA TRAN SFERENCIA DE

LIPIDIOS DURANTE A COPULA DE Rhodnius prolixus

O vbo é um processo que requer uma intensa mobilizagcdo e transporte de
recursos, principalmente os lipidios, a serem utilizados como combustiveis para os
musculos de vbo de forma a sustentar o exercicio prolongado (BLACKLOCK &
RYAN, 1994). Estudos anteriores do metabolismo de lipidios durante o véo de R.
prolixus mostraram que mudancas na densidade da Lf ocorrem durante este
processo metabdlico indicando entrega de lipidios aos musculos de véo (OLIVEIRA,
2003). Devido a isto, nesta tese, procurou-se identificar o efeito do vdo na
transferéncia de lipidios durante a copula de R. prolixus.

A capacidade de vdo dos machos ao longo dos dias ap6s a alimentagdo é
mostrada na Figura 39B. O 2° dia ap6s a alimentacéo foi o dia em que os machos
voaram por mais tempo. Curiosamente, € neste periodo em que a produgdo de
espermatozdides encontra-se acentuada nos testiculos (Figura 39A). Estes
resultados indicam que neste periodo de alta atividade metabdlica, provavelmente a
disponibilidade de lipidios oriundos da digestdo do sangue é grande para suprir as
demandas de recursos para estas duas importantes atividades fisiolégicas.

A fim de verificar a influéncia do véo na transferéncia de lipidios da Lf, a
lipoproteina responsével por entregar lipidios dos sitios de absor¢cdo e estocagem
como o intestino, as gdnadas, a **P-Lf (Figura 40A) ou H-Lf (Figura 40B) foi injetada
em machos adultos apés diferentes tempos de vdo. Apds 24 horas, os testiculos e
0s musculos de vbo foram dissecados e a radioatividade associada aos 6rgéos foi

determinada. Verificou-se uma diminuicdo da incorporacéo de **P-fosfolipidios e H-
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lipidios neutros pelos testiculos e, um aumento da transferéncia destes lipidios aos
musculos de v6o ao longo do tempo de véo.

O mesmo experimento foi realizado com a injecdo de **P-Lf ou *H-Lf em
fémeas adultas apés diferentes tempos de v6o. Assim como foi observado no véo de
machos, um decréscimo na transferéncia de lipidios aos ovarios e um aumento da
transferéncia aos muisculos de véo foram observados (Figura 41). Este fendmeno
pode ser confirmado quando se observa o perfil lipidico dos ovarios e musculos de
vbo apos a atividade de vbo (Tabela 1). Nos ovarios, o vbo esta associado a uma
diminuicdo da quantidade de todas as classes de lipidios analisadas. J& nos
musculos de vdo, exceto triacilglicerol, houve aumento da quantidade de todos os
lipidios analisados.

Com o0 objetivo de se analisar o efeito do véo na producdo de
espermatozdides pelos testiculos, os machos de R. prolixus voaram ate a exaustao.
Ap6s 24 horas, os testiculos foram coletados e os espermatozoides foram contados
conforme mostrado na Figura 42. Observou-se uma diminui¢éo de cerca de 40% no
ndmero de espermatozoides em testiculos de machos que voaram comparado aos
gue foram mantidos no repouso.

Uma vez que o vbo esta relacionado a uma diminuicdo da incorporacdo de
lipidios e, por conseguinte de Lf, pelos testiculos e, uma diminui¢cdo na producéo de
espermatozdides por este 6rgdo, perguntou-se se o exercicio também levaria a um
decréscimo na transferéncia de lipidios as fémeas durante a cépula. Machos adultos
voaram até a exaustdo e foram injetados com a *H-Lf. Estes machos copularam com
fémeas virgens ndo-radioativas por 4 dias; e apds isto, as espermatecas da fémeas,
testiculos e musculos de vbo dos machos foram dissecados. Pode-se verificar que

uma diminuicdo da radioatividade presente nos testiculos de machos que voaram e,
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nas espermatecas de fémeas que copularam com estes machos em relagdo aos
experimentos com machos em repouso (Figura 43). Este fendbmeno foi
acompanhado por um aumento da transferéncia de lipidios neutros marcados aos
musculos de v6o nos machos que voaram. Estes resultados indicam que o fluxo de
Lf é deslocado aos musculos de vdo a fim de suprir a demanda lipidica deste érgéo
em detrimento dos testiculos; e este processo altera a transferéncia de lipidios as
fémeas durante a cépula.

A diminuicdo da producdo de espermatozdides pelos testiculos, da
incorporacdo de lipidios pelos testiculos e da transferéncia de lipidios durante a
cOpula esta associada a uma diminuicdo na transferéncia de espermatozéides as
fémeas. A Figura 44 mostra um decréscimo de 25% no numero de espermatozéides
encontrados nas espermatecas das fémeas que copularam com machos que
voaram se comparado as fémeas que copularam com machos mantidos em
repouso.

Por fim, verificou-se a influéncia do véo de machos (Figura 45) ou de fémeas
(Figura 46) na oviposicdo. No caso do voo de machos, as fémeas que copularam
com machos que se exercitaram previamente (ver METODOLOGIA) apresentaram
uma diminuicdo de mais de 40% no nimero de ovos postos se comparado aquelas
que copularam com machos mantidos em repouso. J&4 no caso do vbo de fémeas,
observou-se um decréscimo de 20% no namero de ovos postos comparado ao as

fémeas em repouso.
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Figura 39 — Producdo de espermatozéides pelos testi culos e capacidade de
vbo de machos adultos de R. prolixus ao longo dos dias apdés a alimentacéo .

Em diferentes dias apds a alimentagdo sanguinea, os testiculos de machos adultos
foram dissecados e os espermatozoéides contados (A). Paralelamente, foi avaliada a
capacidade de machos adultos ao longo dos dias apés a alimentagdo. Para isto,
machos adultos de 12 alimentagdo foram submetidos ao v6o exaustivo em varios
dias apds o repasto (B). Os resultados mostrados sdo médias + DP para trés

determinagdes. Esptz: espermatozdides.
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Figura 40 - Efeito do v6o de machos na transferénci  a de 32P-fosfolipidios (A) e
®H-lipidios neutros (B) para os testiculos e misculo s de véo.

32p.Lf (5 x 10* cpm) (A) ou *H-Lf (5 x 10* dpm) (B) foi injetada em machos
adultos apds diferentes tempos de vdo no 2° dia apds a alimentacéo. Apés 24 horas,
os testiculos (o) e os musculos de vbéo (e) foram dissecados, lavados e a
radioatividade associada foi determinada por cintilagao liquida. Os pontos no grafico

representam média = DP para quatro determinacdes.



103

10

?
o
el
1

o
o]

o
o

cpm 10% ovérios
N
" olj " "
p sonasnw /0T wdd

O0A @

T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Tempo de vbo (minutos)

o

B =
16 ¢ ]
1 1 410 o
8 144 i '5
8  12- I 18 1
3 I/l %
£ ol L1 le 3
] 2.
E 81— 4 8
S | /L 1 1 %
© 6qe I , @
44 L { = %
- —40.5 é’
0.5{
0-0 T T T T T T T T T T T T T OO
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de voo (minutos)

Figura 41 - Efeito do voo de fémeas na transferénci  a de **P-fosfolipidios (A) e
®H-lipidios neutros (B) para os ovarios e misculos d e voo.

32p.Lf (5 x 10* cpm) (A) ou *H-Lf (5 x 10* dpm) (B) foi injetada em fémeas
adultas apds diferentes tempos de vdo no 2° dia apds a alimentacéo. Apos 24 horas,
0os ovarios (o) e os musculos de véo (e) foram dissecados, lavados e a
radioatividade associada foi determinada por cintilacdo liquida. Os pontos no grafico

representam média + DP para quatro determinacgées.
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Tabela 1: Perfil lipidico dos ovarios e misculos de voo apos o voo.

Fémeas de R. prolixus voaram por uma hora, apoés isto, os ovarios e
musculos de vdo foram coletados e submetidos a uma extracéo lipidica. Os lipidios
foram analisados por TLC. O contetido de cada lipidio foi estimado por densitometria
como descrito em METODOLOGIA. Os valores mostrados na tabela correspondem a

Mg de lipidio por 6rgao. Desvio padrdo para dois experimentos independentes.

Mdusculos de voo Ovarios
Lipidios Repouso Véo Repouso Véo
Esteres de 9,05(x0,9a 13,76 (+x1,00b 13,11(+1,1) 8,85(+x0,8)
colesterol
Triacilglicerol 36,61 (+2,1) 26,81 (+2,6) 32,62( +2,6) 17,92 (+1,2)

Acidos graxos 28,31 (+2,7) 33,57 (+05) 11,01 (+ 1,00 8,30 (x0,6)
Diacilglicerol 10,47 (+1,1) 12,32(x0,8) 10,76 (+ 1,7) 7,92 (£0,7)
Fosfolipidios 750 (+0,8)  821(+08) 7,31(x0,6 ) 4,91 (+0,3)

Monoacilglicerol - - 1,32(x0,1) 0,13(x0,01)
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Figura 42 — Producdo de espermatozéides pelos testi culos apés o vbo
exaustivo de machos adultos de  R. prolixus.

Machos adultos foram submetidos ao véo exaustivo no 2° dia ap6s a alimentacéao.
Ap6s 24 horas do término da atividade de v6o, os testiculos foram dissecados e os
espermatozoéides contados. Um grupo controle de machos mantidos em repouso
também foi utilizado. Os pontos no gréafico representam média + DP para trés
determinacgdes. * P< 0,05

Esptz: espermatozoides.
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Figura 43 — Influéncia do v6o dos machos na transfe réncia de lipidios as
fémeas durante a cépula de R. prolixus.

Machos de R. prolixus voaram até a exaustdo no 2° dia apds a alimentacao.
Apbs isto, os machos foram injetados com a *H-Lf (5 x 10* dpm) e reunidos as
fémeas virgens (mantidas em repouso) ndo-injetadas por 4 dias. Apos este periodo,
os testiculos e musculos de véo dos machos; e as espermatecas das fémeas foram
dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A radioatividade associada
foi estimada por cintilagdo liquida. As colunas em branco representam os
experimentos que utilizaram machos em repouso. J& as colunas em tracejado
representam os experimentos realizados com machos submetidos ao véo exaustivo.
Os pontos no grafico representam média + DP para trés determinacdes.

ESP: espermateca, MV: musculos de v6o, TES: testiculos.
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Figura 44 — Efeito do vbo dos machos na transferénc  ia de espermatozéides as
espermatecas das fémeas durante a copula.

Machos adultos foram submetidos ao v6o exaustivo no 2° dia apés a
alimentacdo. Apos isto, os machos foram reunidos as fémeas virgens (sempre
mantidas em repouso) por 4 dias. Apos isto, as espermatecas das fémeas foram
dissecadas e os espermatozdides contados. Um grupo controle de fémeas que
copularam com machos mantidos em repouso também foi utilizado. Os pontos no
grafico representam média + DP para trés determinacoes.

Esptz: espermatozoéides. * P< 0,05.



108

*
s 1
8 100%
@
=
D 304
o
3 *
>
8 20+ T
= 53%
[}
©
S 10
°
‘O
=
0 t =
Repouso Voo

Figura 45 — Efeito do véo dos machos na oviposicao.

Machos adultos foram submetidos ao véo exaustivo no 2° dia apés a
alimentacdo. Apés isto, os machos foram reunidos as fémeas virgens (mantidas em
repouso) por 4 dias. Apés isto, as fémeas foram separadas e esperou-se até a
postura de ovos. Os ovos foram contados e o resultado expresso em um gréfico. Os

pontos no grafico representam média + DP para trés determinacgées.
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Figura 46 — Efeito do véo de fémeas na oviposi¢ao.

Fémeas adultas foram submetidas ao vbo exaustivo no 3° dia apés a
alimentacdo. Apos isto, esperou-se até a postura de ovos. Os ovos foram contados e
o resultado expresso em um grafico. Os pontos no grafico representam média + DP

para trés determinag8es. * P< 0,05.
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5- DISCUSSAO

Apesar da aparente simplicidade, os insetos sdo modelos experimentais de
grande utilidade no estudo de processos bioquimicos e fisiol6gicos. No que diz
respeito ao transporte de lipidios, os estudos realizados em insetos contribuem
significativamente para um melhor entendimento deste processo em vertebrados
visto que, em ambos os sistemas, a entrega de lipidios é mediada por lipoproteinas
de estrutura e origens evolutivas similares (SMOLENAARS e cols., 2007). Além
disso, o estudo de insetos hematéfagos € muito relevante devido ao fato destes
serem vetores de doencgas de importancia médica que afetam milhfes de pessoas
principalmente nas areas tropicais e subtropicais.

Em mamiferos, as lipoproteinas sdo responsaveis pela entrega seletiva de
lipidios aos testiculos. Estes lipidios, principalmente ésteres de colesterol, sédo
utilizados na sintese de testosterona nas células de Leydig e na producdo de
gametas pelas células de Sertoli (LEVALLET e cols., 1996; FOFANA e cols., 2000;
REAVEN e cols., 2000). Nesta tese foi estudado, pela primeira vez, o papel da
lipoforina na espermatogénese através da caracterizacdo da incorporacdo da
lipoforina pelos testiculos de insetos utilizando como modelos experimentais o
hemiptero hematéfago, Rhodnius prolixus, e o gafanhoto migratério, Locusta
migratoria.

Em relacdo ao R. prolixus, a analise da incorporacao de lipidios por diferentes
6rgaos de adultos machos apés injecdo de uma lipoforina marcada radioativamente
com 32Pj (**P-Lf), mostrou que ha uma grande acumulac&o de lipidios nos testiculos
(Figura 5). De 5 a 10% da radioatividade associada a Lf marcada radioativamente é

encontrada nos testiculos nos tempos de maxima incorporacdo (dado néo-
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mostrado). A acumulagéo lipidica nos testiculos mostra que ha uma demanda de
lipidios significativa neste 6rgao.

Observamos também que a incorporacao de lipidios pelos testiculos atinge
seu patamar maximo no 2° dia ap6s a alimentacg&o. Isto se deve ao fato de grandes
quantidades de nutrientes estarem disponiveis nos primeiros dias apés a
alimentacéo resultado da digestdo sanguinea (Figura 7). Desta forma, a Lf pode se
abastecer de lipidios no intestino médio e entrega-los aos Orgdos periféricos
(COELHO e cols., 1997; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005; ATELLA e cols.,
2006).

As cinéticas de incorporacgéo de fosfolipidios e lipidios neutros pelos testiculos
sdo mostradas nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Uma vez que a Lf contém ambas
as classes de lipidios, os dados obtidos podem indicar que estas moléculas séo
incorporadas de maneira temporalmente diferente. Um curso temporal utilizando a Lf
marcada radioativamente na porcado protéica com *2°I, ?°|-Lf (Figura 9), mostrou-se
linear até 30 horas conforme foi verificado para fosfolipidios na Figura 8.
Aparentemente, em um primeiro momento, os lipidios neutros sdo preferencialmente
incorporados e, posteriormente, a particula inteira, incluindo os fosfolipidios, € mais
favoravelmente internalizada pelo 6rgao.

Vérias hipdteses podem explicar este fendmeno, uma delas é que os
testiculos interagem preferencialmente com uma Lf rica em lipidios neutros,
especialmente diacilglicerois, em um tipo de transporte seletivo para esta classe
lipidica. Uma vez que o contetddo de diacilglicerol diminuiu na Lf, isto sinaliza aos
testiculos para internalizacdo da particula inteira de Lf. Este “sinal” pode ser a
propria Lf. Em adultos de R. prolixus em repouso, encontra-se duas populacfes

marcantes de Lf de densidades diferentes e associadas a diferentes quantidades de
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apoLf-1ll o que sugere diferentes contetdos lipidicos (OLIVEIRA e cols., resultados
ndo-mostrados). Estas diferentes Lfs entdo podem interagir de forma distinta com os
testiculos ora levando preferencialmente a transferéncia de lipidios; ora levando a
internalizagdo da particula inteira.

Outra hipotese é a de que diferentes receptores de Lf estdo expostos nas
membranas das células e levam a entrada da Lf nas células ou a simples entrega de
lipidios. O nimero e a funcado destes diferentes receptores poderiam mudar ao longo
do tempo por moduladores como véo, disponibilidade de nutrientes, parasitismo,
entre outros.

Alternativamente, os testiculos poderiam apresentar um mesmo receptor de Lf
e este poderia interagir de formas diferentes com a mesma Lf. Van Hoof e
colaboradores (2002 e 2003) mostraram que em células de mamiferos transfectadas
com o receptor de Lf de insetos, LpR, a endocitose da Lf ndo leva a degradacéo das
apolipoforinas nos endossomas mas somente a particdo dos lipidios e posterior
reciclagem do receptor e da Lf. J& no corpo gorduroso de L. migratoria, onde o LpR
€ naturalmente expresso, a endocitose da Lf mediada por este receptor com e sem
degradacdo do ligante pode ocorrer ao mesmo tempo nas células do tecido.
Certamente para se entender melhor como a Lf interage com os testiculos de
insetos, um estudo mais aprofundado considerando estas hipéteses deve ser
realizado.

A deteccdo da apolLf-l e apoLf-ll nos testiculos por Western Blotting (Figura
10) e a visualizacdo da mesma dentro do tecido por microscopia de epifluorescéncia
a partir da marcacao da Lf com FITC (Figura 13) s&o evidéncias que corroboram
com o fato de que os testiculos sdo realmente capazes de internalizar a Lf. Além

disso, as apolipoforinas ndo sdo exocitadas das células retornando a hemolinfa visto
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que nao foi detectada radioatividade até 5 dias apés a injecdo da **I-Lf em machos
(Figura 9). O gradual desaparecimento da banda correspondente & apolLf-ll na
Figura 10 seria devido a uma possivel degradacdo da mesma no interior das células.
Em conjunto, estes resultados indicam que a Lf ndo atua como um veiculo
reutilizavel no transporte de lipidios aos testiculos de R. prolixus, diferente do que foi
observado nos musculos de véo durante o véo de L. migratoria (VAN HEUSDEN e
cols., 1987; OLIVEIRA e cols., 2006); e nos ovéarios de R. prolixus durante a
ovogénese (GONDIM e cols., 1989). O mecanismo observado em testiculos se
assemelha ao descrito para Anopheles gambiae em que a Lf é endocitada e
acumulada pelos ovécitos em desenvolvimento (ATELLA e cols.,2006).

Os principais lipidios, provenientes da Lf, incorporados pelos testiculos foram
encontrados na forma de fosfolipidios, triacilglicerol e diacilglicerol (Figura 11A).
Dentre os fosfolipidios, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina foram os majoritarios
(Figura 11B). Ensaios de microscopia utilizando Lf marcada fluorescentemente nos
lipidios permitiram a visualizacdo dos mesmos no interior do tecido (Figuras 13 e
14). Utilizando-se uma Lf marcada duplamente nos fosfolipidios e na por¢éo protéica
(Figura 15), verificou-se a co-localizacdo dos fosfolipidios e da Lf no tecido
corroborando com a idéia que a particula inteira da Lf é internalizada de forma
similar pelos testiculos (Figuras 7 e 9).

A internalizagdo da '*I-Lf observada a 28°C, foi inibida a 4°C (Figura 9).
Todavia, a ligagdo da Lf aos testiculos ainda ocorreu a 4°C (Figura 12) indicando
que a incorporacdo da Lf pelos testiculos € um processo dependente de energia.
Adicionalmente, foi mostrado que ocorre competicdo entre a Lf radioativa e a néo-
marcada pelos sitios de ligacdo no testiculo. O mesmo nao foi verificado quando o

competidor usado foi uma proteina ndo-especifica, a albumina (Figura 12). Isto
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indica que a interacdo da Lf com os testiculos envolve a participacdo de um receptor
especifico assim como verificado em outros 6rgéos de R. prolixus como descrito em
outros trabalhos de nosso grupo (ATELLA e cols., 1995; MACHADO e cols., 1996;
PONTES e cols., 2002; GRILLO e cols., 2003).

Dantuma e colaboradores (1997) identificaram um receptor da familia de
receptores da LDL em células de corpo gorduroso de Locusta migratoria. Isto implica
que, semelhante ao que ocorre em mamiferos, a Lp também pode ser internalizada
via endocitose mediada por receptor. A LDL de mamiferos é endocitada via ligacédo
ao seu receptor, o LDLR, e entdo liberada no citoplasma em endossomas iniciais
que amadurecem em endossomas tardios onde a lipoproteina é degradada
(BROWN e GOLDSTEIN, 1986; STOORVOGEL e cols., 1991, HUSSAIN e cols.,
1999). Em insetos, o LpR, receptor de Lf, também ja foi identificado em outros
tecidos de L. migratoria como ovarios e cérebro (RODENBURG & VAN DER
HORST, 2005); e em outros insetos como Aedes aegypti e Galleria mellonella (SEO
e cols., 2003; LEE e cols., 2003).

Portanto, para verificar a presenca do receptor LpR em testiculos de insetos,
no caso Locusta migratoria, um projeto em colaboracdo com o Departamento de
Fisiologia Bioquimica da Universidade de Utrecht, Holanda, foi realizado sob
supervisdo do Prof. Dick J. van der Horst e Dr. Kees W. Rodenburg.

O receptor LpR foi detectado em SDS-PAGE de prepara¢gfes de membrana
de testiculos de L. migratoria através da técnica Western Blotting usando o anticorpo
anti-LpR 2189/90 que reconhece 20 peptideos do dominio de ligacdo do receptor
(ultima seqiiéncia de repeticbes de cisteinas). Sob condi¢cdes redutoras, o LpR
apresentou um peso molecular de aproximadamente 150 kDa, sendo um pouco

maior do que o descrito por Van Hoof e cols. (2003) para LpR de corpo gorduroso
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(Figura 17). Experimentos preliminares mostraram que os ovarios de L. migratoria
apresentam uma isoforma do LpR de corpo gorduroso e que, a mobilidade
eletroforética deste receptor, em condi¢Bes redutoras, se assemelha em muito ao
LpR de testiculos (OLIVEIRA e cols., resultados ndo-publicados e RODENBURG e
cols., comunicacédo pessoal). O LpR presente nos testiculos nao foi imuno-detectado
quando o anticorpo anti-LpR 9218, que reconhece a por¢do C-terminal do LpR de
corpo gorduroso, foi utilizado (OLIVEIRA e cols., resultados ndo-publicados).

Ja sob condi¢cdes nao-redutoras (Figura 18), o LpR obtido de testiculos
apresentou uma mobilidade eletroforética maior se comparado ao LpR reduzido
(Figura 17) o que indica a presenca de mdaltiplas pontes de sulfeto na molécula. A
Figura 19 mostra que o LpR de testiculos é expresso somente em larvas de 5°
estagio (L5) e adultos jovens, estando ausente nos testiculos de animais mais
velhos. Este perfil de expressdo é similar ao observado para LpR de corpo
gorduroso (Van Hoof e cols., 2003).

Este padréo de expresséo do LpR esta diretamente relacionado a capacidade
dos testiculos de captar a HDLp (lipoforina de alta densidade) ao longo da fase
adulta. Testiculos dissecados de jovens adultos do 1° dia ap6s a muda sédo capazes
de incorporar particulas de HDLp marcadas fluorescentemente nas apolipoforinas,
OG-HDLp, como nos lipidios, Dil-HDLp (Figura 20); num padrdo pontuado de
vesiculas, caracteristico para processos endociticos (VAN HOOF e cols., 2003). Um
tratamento do tecido com tripsina depois da incubacdo com OG-HDLp e antes da
fixacdo, ndo alterou o padrdo pontuado de marcagéo verificando que a HDLp estava
realmente encapsulada em membranas (isto é, em vesiculas endociticas) e néo

inespecificamente na superficie do tecido (Figura 22).



117

Em testiculos de adultos mais velhos, quando o LpR é pouco expresso, o
padréo de vesiculas com a HDLp fluorescente ndo foi observado (Figura 21) Esta
relacdo entre expressdo do LpR e capacidade endocitica do tecido também foi
observada em corpo gorduroso de L. migratoria (VAN HOOF e cols., 2003).

A incubacdo de LDLp, lipoforina de baixa densidade, marcada com Oregon
Green na porcéo protéica, OG-LDLp com testiculos de adultos de 1° dia apés a
muda ndo apresentou nenhum padrdo de endocitose (Figura 23). O mesmo
fenbmeno foi anteriormente observado por Van Hoof e colaboradores (comunicagéo
pessoal) em relacdo ao corpo gorduroso. A LDLp é uma lipoproteina presente na
hemolinfa de insetos durante o vbo e é responséavel por entregar seletivamente
lipidios aos musculos de véo (VAN HEUSDEN e cols., 1987). Por sua vez, Dantuma
e cols. (1999) mostraram que o LpR ndo é expresso em musculos de voo e,
portanto, ndo teria um papel importante no abastecimento de lipidios aos muasculos
de forma a manter o v6o sustentado. Este conjunto de evidéncias aponta para o fato
de que a interacéo entre o receptor LpR e a LDLp é pouco significativa e improvavel
seja qual for o tecido.

A fim de caracterizar a captacao da HDLp pelos testiculos como um processo
endocitico, experimentos de binding e internalizacdo. A 4°C, a OG-HDLp somente é
capaz de se ligar aos seus receptores nos testiculos, visto que nestas condicdes a
endocitose é inibida (DUNN e cols., 1980). Porém, quando a temperatura é elevada
a 27°C, observa-se que a HDLp anteriormente ligada, é capaz de ser internalizada e
encapsulada em vesiculas endociticas no interior das células (Figura 24). Os
mesmos resultados foram obtidos mediante a incubagdo com Dil-HDLp
demonstrando que a entrada de lipidios da HDLp nas células esta condicionada a

endocitose da particula inteira (Figura 25).
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A endocitose da OG-HDLp pelos testiculos a 27°C também foi inibida por um
excesso de HDLp ndo-marcada mas nao por um excesso de albumina, uma proteina
inespecifica (Figura 26). Isto implica que a endocitose da HDLp pelos testiculos é
mediado por um receptor, o LpR. De maneira interessante, a endocitose da HDLp de
L. migratoria pelos testiculos deste inseto também foi inibida por um excesso de Lf
de R. prolixus o que pode indicar que o receptor LpR pode reconhecer Lfs de
diferentes insetos (Figura 26). Além disso, este dado pode indicar que o gene do
receptor LpR em L. migratoria e o gene deste receptor em R. prolixus possivelmente
possuem um gene ancestral comum e que, devido a isto, podem reconhecer
dominios comuns nas Lfs destes insetos.

Observou-se também a inibicdo da endocitose da HDLp pelos testiculos na
presenca de inibidores como o NH4Cl e a suramina (Figuras 27-29), em que a
acidificacdo dos endossomas e a ligacio da HDLp ao seu receptor foram
interrompidas respectivamente (SCHNEIDER e cols., 1982; MELLMAN e cols., 1986;
TSUCHIDA & WELLS, 1990).

A partir dos resultados obtidos neste projeto em colaboracdo e mostrados
nesta tese, conclui-se que a HDLp é endocitada via um receptor especifico, o LpR,
em testiculos de L. migratoria. Tracando um paralelo com R. prolixus, o presente
trabalho proveu evidencias diretas da localizacdo da Lf no interior do tecido, da
dependéncia de energia e do envolvimento de um receptor no processo de
incorporacdo da Lf pelos testiculos. Portanto, postula-se que a endocitose de Lf
mediada por receptor em testiculos também ocorre em Rhodnius. Entretanto, a
identificacdo de um receptor de Lf nos testiculos deste inseto precisa ser

futuramente elucidada.
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Os testiculos s@o 6rgaos responsaveis pela producdo dos espermatozoéides
em animais. Neste 6rgéo, existem diferentes demandas lipidicas como a obten¢éo
de energia, a formacdo de reservas energéticas para 0s espermatozoéides e,
principalmente, a sintese de biomembranas dos espermatozéides (DUMSER, 1980;
MITA & Nakamura, 1993; FLESCH & GADELLA, 2000). Neste contexto, a Lp
desempenharia um papel importante no transporte de lipidios a fim de suprir a
demanda dos testiculos.

Em um experimento de injecdo de *H-Lf em machos adultos de R. prolixus e
posterior isolamento dos espermatozéides, foram detectados lipidios radioativos na
fracdo de espermatozoéides principalmente na forma de fosfolipidios (Figura 16A).
Além disso, também encontramos radioatividade proveniente da *H-Lf na fracédo do
fluido seminal (Figura 16B). Isto implica que a Lf incorporada pelos testiculos
constitui uma fonte de lipidios & espermatogénese e consequiente producdo do
sémen. A localizacdo de lipidios fluorescentes vindos da Lf nas vesiculas seminais
(Figura 17) reforca este conceito visto que este 6rgdo tem como funcdo a
armazenagem temporéaria do sémen antes da c6pula.

Em relacdo aos lipidios encontrados no fluido seminal, estes poderiam ser
usados como fontes de energia durante a migracdo do espermatozoéide até o ovo
como ja foi descrito em outros invertebrados (MITA e cols., 2002). Além disso, estes
lipidios livres poderiam ter diferentes sitios de a¢do na fémea levando a respostas
como estimulo a producao de ovos, reducao da receptividade sexual da fémea e, até
mesmo, diminui¢do do tempo de vida da fémea; eventos ja atribuidos a acdo das
acps, proteinas das glandulas acessoérias de Drosophila melanogaster (CHAPMAN &

DAVIES, 2004).
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Nesta tese, o papel da Lf na transferéncia de lipidios dos machos as fémeas
durante a copula de R. prolixus também foi estudado (Figura 30-34). Os resultados
sugerem que, apls a incorporacdo da Lf pelos testiculos, os fosfolipidios séo
remodelados a fim de gerar acidos graxos, provavelmente por acdo de fosfolipases,
para sintese de novos fosfolipidios. Estes novos fosfolipidios podem ser transferidos
as fémeas durante a copula junto com o sémen, visto que a presenca de
fosfolipidios livres, ndo-associados aos espermatozéides, foi detectada no fluido
seminal (Figura 16).

Outra possibilidade é que a remodelagem dos fosfolipidios ocorre nas
espermatecas apoés a transferéncia do esperma. Classicamente, as espermatecas
tém como funcao principal a retencdo do sémen apos a copula (KHALIFA, 1950) e,
portanto, ndo teriam o aparato enzimatico necessario a quebra e sintese de novo de
lipidios. Entretanto, a incubacdo de espermatecas com *2Pi e *H-acido palmitico
mostrou que elas sdo capazes de sintetizar fosfolipidios a partir destes precursores
(Figura 35). Estas evidéncias viabilizam o conceito de que os fosfolipidios da Lf
incorporados pelos testiculos, usados na producdo do fluido seminal e entéo
transferidos as fémeas durante a cépula sofreriam remodelagem nas espermatecas
e ndo nos testiculos.

A transferéncia de lipidios apés 5 dias de unido dos casais esta associada ao
aumento do nimero de espermatozéides presentes na espermateca neste periodo
(Figura 37). Além disso, apds injecdo de *H-Lf em machos e ensaio de cépula,
verificou-se a presenca de radioatividade atribuida aos *H-lipidios neutros da Lf
injetada em ovos postos e também na hemolinfa das fémeas (Figura 38).

Estes resultados somados aos mostrados na Figura 16 sdo evidéncias diretas

que os lipidios da Lf sdo usados na producdo dos espermatozéides e do fluido
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seminal a fim de compor o sémen a ser transferido as fémeas durante a cépula. Nas
fémeas, os espermatozoéides participam da fecundacgdo dos ovos e, os lipidios do
fluido seminal atravessam o trato reprodutor das fémeas e alcancam a hemolinfa
assim como descrito para as Acps de D. melanogaster (HEIFETZ e cols., 2000). A
funcao destes lipidios na hemolinfa permanece néo esclarecida.

Uma vez que a Lf é responsavel pelo abastecimento de lipidios aos misculos
de vbo durante o exercicio (VAN HEUSDEN e cols., 1987; VAN DER HORST e cols.,
2002) a influéncia do vbo na transferéncia de lipidios durante a copula e na
producdo de espermatozdides e ovos foi abordada nesta tese.

A capacidade de vbo é um dos mais importantes fatores para o sucesso na
colonizagdo do ambiente terrestre pelos insetos. Por este motivo, o vbo tem sido
alvo de estudo de muitos grupos de pesquisa em diversas areas do conhecimento.
Este topico torna-se mais instigante se considerarmos o vbo de insetos vetores
responsaveis por efeitos alarmantes nas popula¢ées humanas (WHO, 2006). Isto
porque o vbo potencializa a capacidade de dispersdo destes insetos aumentando a

area de incidéncia das doencgas transmitidas pelos mesmos.

Sabe-se que o vOo de fémeas de varias espécies de insetos pode prejudicar o
desenvolvimento dos ovarios, retardar e até mesmo inibir a ovogénese resultando
numa diminuicdo do numero de ovos postos pelas mesmas (JONHSON, 1963;
KENNEDY, 1961; RANKIN e cols., 1994). Estes eventos foram descritos
primeiramente por Kennedy (1961) e denominado sindrome v6o-ovbgenese. Esta
sindrome propde que o vdo consumiria muita energia de modo que menos fontes
energéticas, como os lipidios, ficariam disponiveis para a ovogénese e, de forma

anéloga, o0 mesmo ocorreria com a espermatogénese e 0 sucesso reprodutivo da
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copula. Entretanto, pouco se sabe da influéncia do v6o na espermatogénese em
insetos foi realizado.

A capacidade de vbo e de producéo de espermatozéides de machos adultos
ao longo dos dias ap6s a alimentacdo é mostrada na Figura 39. Observou-se que
por volta do 2° dia apds a alimentacdo, os machos sdo capazes de voar por mais
tempo. Neste mesmo periodo, a producédo de espermatozéides atinge seu patamar
maximo. Também neste periodo, a captacéo de lipidios, e consequentemente, da Lf
pelos testiculos € maxima como mostrado na Figura 6. Nos primeiros dias apos a
alimentacdo, em consequéncia da digestdo do sangue, a disponibilidade de
nutrientes é grande no inseto. Desta forma, este maior aporte de lipidios fica
disponivel para utlizacdo na dispersdo do inseto pelo v6o e/ou para fins
reprodutivos. Porém, a particula responsavel pela entrega de lipidios, utilizada
nestes dois processos, a Lf, é a mesma.

Durante o véo de machos ou fémeas (Figura 40 e 41, respectivamente),
verificou-se que o transporte de fosfolipidios e lipidios neutros € desviado para
sustentar o v6o prolongado. Isto porque se observou uma menor transferéncia
lipidica as génadas e consequiente aumento aos musculos de véo. Este fenémeno
foi mais explicito ao se analisar o perfil lipidico de ovarios e musculos de véo apés o
exercicio (Tabela 1). Nos ovérios, houve diminuicdo das quantidades de todas as
classes lipidicas. Ja nos musculos de vdo, houve aumento do contetdo de todos 0s
lipidios, exceto triacilglicerol. Este triacilglicerol provavelmente constitui reserva dos
proprios musculos, sendo hidrolisado rapidamente a fim de se obter &cidos graxos
livres para a pronta obtencdo de energia para o voo.

Como reflexo desta menor incorporacgdo de lipidios pelos testiculos durante o

vb0o, 0 nimero de espermatozoéides presentes em testiculos de machos que voaram
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até a exaustdo se mostrou 40% menor se comparado a machos mantidos em
repouso (Figura 42). Obviamente, os efeitos deletérios da producdo de espécies
reativas de oxigénio (estress oxidativo) pela atividade de vdo especialmente
peroxidacao lipidica e dano as membranas biologicas deve ser incluido como fator
importante na diminuicdo na producdo de espermatozéides durante o vbo. Estes
resultados indicam que existe uma relacdo antagbnica entre o vbo e a
espermatogénese em Rhodnius prolixus como ja descrito para a ovogénese em

outros insetos (KENNEDY, 1961, RANKIN e cols., 1994).

O vbo também foi capaz de interferir na transferéncia de lipidios as fémeas
durante a copula. Fémeas que copularam com machos submetidos ao vbo
apresentaram menos lipidios transferidos na espermateca apds a cOpula (Figura 43).
Este decréscimo na transferéncia de lipidios causado pelo véo de machos esta
diretamente relacionado a uma diminuicdo do numero de espermatozéides
presentes nas espermatecas das fémeas em 25% (Figura 44). Como resultado final
deste processo, o vbo de machos responde por uma diminuicdo da oviposi¢cao de
40% (Figura 45). O vbéo de fémeas, nas mesmas condi¢cbes experimentais, uma
sessdo de vdo até a exaustdo, também levou a uma diminuicdo do nimero de ovos
postos (Figura 46). Porém, esta diminuicdo foi menos acentuada do que para o véo
de machos.

E importante considerar que além quantidade, provavelmente, a qualidade
dos espermatozdides e fluido seminal transferidos por machos que voaram é inferior
se comparada a de machos em repouso. O estresse oxidativo causado pelo vdo, os
danos aos lipidios da Lf como oxidacdo de acidos graxos nesta situagéo fisiolégica
(OLIVEIRA e cols., resultados ndo-publicados) e a falta de lipidios disponiveis aos

testiculos durante o exercicio podem levar a uma formagcédo inadequada da



124

membrana plasmatica dos espermatozéides que é um fator crucial para o sucesso
na fecundacéo (FLESCH & GADELLA, 2000).

Em sintese, esta tese apresentou evidéncias experimentais que explicitam o
papel da lipoforina na espermatogénese e copula de insetos como fonte de lipidios
para formacdo do sémen. Adicionalmente, foi demonstrado como o vdo, ao interferir
no transporte da lipoforina, atua como um antagonista as fun¢®es reprodutivas. Além
disso, este é o primeiro relato da endocitose de uma lipoproteina por testiculos em

insetos.
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Biochemical Aspects of Lipid Metabolism

Giselle A. Oliveira,' Daniela L. Baptista,' Horacio Guimardes-Motta,' Igor C. Almeida,”
Hatisaburo Masuda, and Georgia C. Atella™

Lipopharin (Lp), either labeled in dicAghyceral moicty with [*H]-Palmitic acid or in phospholipid meiety with P, wos
injected into Rhodnis prolis femoles, Insects were induced fo flight for different fimes. In just o few minutes of Jight, the
‘ransher of radioadivity to ovaries demrensed, occomponied by its inrease fo flight musdes, Afier one hour of flight, Lp density
was higher (1,132 g/mL) than before flight (1,114 o/mL), Lp purified from insects afier fight was analyzed by gel filiration
chromgtography and o polyaarlamide ged pore limit elecrophoresis, Both anakyses demomsirgted o decrease in Lp molecular
muss after flight but no changes in apolp-Il amaurts were cbeerved. Time-course experiments showed that only 30 min of flight
are requires] for the detection of changes: in Lp density and molecular mass, About the same time of rest is negessory for Lp density
and molealar mass to refum o the boseline ke, The lipid qonfertt from Lp particles, determined by high-perfommance thin-layer
chromatography (HPTLC), showed o deaense in total lipids after fight. At the same time, an inaese of many dasses of lipids was
obszred in flight muscles eswept for iacylghycerol, which wos reduded, The ingreose of flight musde lipids wos accompanied by o
deaense of the ovaries lipid content, The insects subjected o duily edaustve flight shawed o significant dearense in fotal number
of egas produced, But insects subjected o o single eausive ight showed only a small reduction in fofal number of eggs. Lp
density warigfion during the fight activity of Rhodniss prolis females s disarssed in mssodotion with physiological evertts sudh s
oogeness. Arch Insext Biochem Plrysiol 62:164—175, 2006, @ 2006 Wik Inc.

Kenweas: flight-oogeness syndrome; lipophaiin; ingact flight; lipid transport; ovaries; ovipasition

INTRODUCTION

Insect flight involves one of the most intense bio-
chemical processes known in nature. Many species
such as Manduca sexta and Locusta migratoria are ca-
pable of long-term flight (Blacklock and Ryan,
1994). To provide energy for this exercise, it is nec-
essary to mobilize and transport substrates to flight
muscles. Carbohydrates are used for the first 30 min
of flight (Beenakkers et al., 1984; Van der Horst

2003). After that, lipids become the main fuel for
flight activity. The mobilization of lipid stores in-
volves the release of a peptide, adipokinetic hor-
mone (AKH), from corpus cardiacum (Van der Horst,
2003). Additionally, there is the participation of a
lipoprotein called lipophorin (Lp), used as a reus-
able shuttle in lipid transport (Van Heusden et al.,
1987; Surholt et al., 1991; Van der Horst et al., 2002).

High-density Lp (HDLp) is the major lipopro-
tein in the hemolymph of resting insects. It is
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known to transport lipids of many classes between
tissues involved in lipid absorption, storage, and
utilization (Beenakkers et al., 1985; Shapiro et al.,
1988). HDLp is generally composed of two apo-
proteins: apolp-1 (250,000 daltons) and apolp-I1
(80,000 daltons). A third apolipoprotein called
apoLp-IIT (18,000 daltons) can be present in adults
of the same species, including Rhodnius prolixus
(Gondim et al., 198%a), depending on their physi-
ological state (Kawooya et al., 1984; Weers and
Ryan, 2003).

During insect flight, AKH interacts with fat body
cell receptors and stimulates the hydrolysis of
triacylglycerol (TAG), resulting in large amounts of
diacylglycerol (DAG). Gradually, DAG is transferred
to HDLp particles. Simultaneously, apoLplIl mol-
ecules associate with those particles. As a result,
HDLp is converted into low-density Lp (LDLp). At
flight muscdles, DAG is hydrolyzed and LDLp dis-
sociates into HDLp and apolp-IIl. HDLp can re-
wrn to fat body to be reloaded with DAG, thus
acting as a reusable shuttle during flight (Van
Heusden et al., 1987; Surholt et al., 1991; Van der
Horst et al., 2002).

Flight activity in the kissing bug R, prolixus has
been described in the field (I.ehane and Schofield,
1981) and under laboratory conditions (Gringorten
and Friend, 1979; Schofield, 1979; Ward and Baker,
1982). It is known that lipid stores are present in
flight muscles and can be used as fuel resources
for flight activity (Ward et al., 1982). It seems likely
that the kissing bugs rely on fat oxidation to sup-
ply energy for flight. It is proposed that flight ac-
tivity consumes energy so that less energy resources
are available for oogenesis (flight-oogenesis syn-
drome) (Kennedy, 1961; Rankin et al., 1986;
Sappington and Showers, 1992). However, the role
of Lp in the transport of lipids from fat body to
flight muscles and the possible changes in the me-
tabolism during flight process are unknown in in-
$ect vectors,

In this work, we investigate changes in Lp den-
sity and the dynamics of lipid transport during R.
profixus flight and we discuss its possible implica-
tions in oogenesis. Due to the fact that diacyl-
glycerol and phospholipids are of fundamental
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importance for oogenesis and embryogenesis, the
principal classes of neutral lipids and phospholip-
ids are also investigated.

MATERIALS AND METHODS
Insects

Tnsects were taken from a colony of R, prolixus
maintained at 28°C and 80% relative humidity. The
experimental insects were normal mated females
fed on rabbit blood at 3-week intervals.

P Purification

Carrier-free *’Pi purchased from Comissio
Nacional de Energia Nuclear (Sao Paulo) was pu-
rified by means of a Dowex 1x-10 column (de Meis
and Masuda, 1974).

Flight Experiments

Rhodnius prolixus females on the third day after
a blood meal were subjected to a wind tunnel
based on an apparatus described by Weis-Fogh
(1956). The insects were tethered by means of a
thin cotton thread fixed to the pronotum by glue.
Some insects stopped flying occasionally during the
test period, but they were immediately re-stimu-
lated to fly. The non-flying period was never more
than 5% of the test time. Flight times given are
the total of the actual period of flight.

Lp Purification

The hemolymph, which contains about 40 ug
of Lp per uL (Gondim et al., 1989a), was collected
in the presence of phenylthiourea (30-130 mg/mL),
5 mM EDTA, and a mixture of protease inhibitors
prepared in 0.15 M NaCl, in a final concentration
of 0.05 mg/ml soybean trypsin inhibitor, leu-
peptin, antipain, and 1 mM benzamidine, Tt was
centrifuged at room temperature for 5 min at
13,000g. The supernatant was diluted to 7 mL with
0.15 M NaCl and 1.75 g KBr was added. This ma-
terial was centrifuged at 45,000 rpm in a Beckman
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Type 70.1Ti rotor at 4°C for 20 h and Lp was col-
lected from the top of the KBr gradient (Gondim
et al., 198%a). To determine the Lp density, it was
diluted to 10 mL with PBS (10 mM phosphate, 0.15
M NacCl, pH 7.4) and applied to a second gradient
using 10 mL of a solution of KBr 50% (w/v) pre-
pared in 0.15M NaCl. After ultracentrifugation at
45,000 rpm in a Beckman Type 70Ti rotor at 4°C
for 20 h, the gradient was fractionated and the den-
sity of each fraction was measured in a refracto-
meter (Ryan et al., 1984). The fractions were
applied to Sephadex G-50 spin columns (Penesfsky,
1977), and for radioactive samples, radioactivity
was estimated by scintillation counting (Coelho et
al., 1997).

Preparation of Labeled Lp

To prepare [“P|-labeled Lp, adult females were
fed with blood enriched with **Pi (Gondim et al,,
1989a) using a special feeder (Garcia et al.,, 1975).
On the third day after the blood meal, females of
R. prolixus were kept flying at different times ac-
cording to experimental conditions. After this,
hemolymph was collected and Lp was purified as
described above. [*H]-labeled Lp was prepared as
follows. [*H]-palmitic acid (10 ul, 10 pGi; specific
activity: 1 mCi/mL, Perkin Elmer) was injected with
a Hamilton syringe into adult females on the third
day after a blood meal. After 2 h, the hemolymph
was collected and Lp was purified as described
above. Routinely, [*H]-Lp was subjected to a lipid
extraction and thin layer chromatography (TLC).
The spot of each lipid was scrapped and the radio-
activity estimated by scintillation counting. The
main lipid labeled in [*H}-Lp was diacylglycerol
(data not shown).

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)

Polyacrylamide slab gels were run both under
denaturing conditions (with SD§; Laemmli, 1970)
and under non-denaturing conditions (Davis,
1964 ). The protein concentration was estimated ac-
cording to Lowry et al. (1951), using bovine serum

albumin as a standard. For radioactive samples, the
gels were stained, scanned, dried, and autoradio-
graphed.

Molecular Mass Determination

Molecular mass of Lp was estimated in a Superose
6 HR 10/30 HPLC column equilibrated with 20
mM Tris-HCI, 1.0 M NaCl, pH 8.0, at 0.5 m1/min,
and calibrated using following protein standards:
thyroglobulin, 662,000 daltons; apoferritin, 440,000
daltons; f-amylase, 200,000 daltons; bovine serum
albumin, 66,000 daltons; soybean trypsin inhibi-
tor, 20,000 daltons. Alternatively, molecular mass
of Lp was determined by a pore-limiting gradient
PAGE (3-20%), as described by Nichols et al.
(1986). The gels were subjected to 100 V for 24 h.
Calibration standards were: thyroglobulin, apofer-
ritin, catalase (232,000 daltons), and bovine se-
rum albumin.

Influence of Time of Flight in the Transfer of
Radioactivity From Lp to the Ovary and Flight Muscles

Lp labeled in the phospholipid moiety with *Pi
(40 pg) and labeled in the diacylglycerol lipid moi-
ety with [*H|-palmitic acid (40 ug) was injected
into R. prolixus females subjected to different flight
times (5 females for each time). Twenty-four hours
after injection, ovaries and flight muscles were dis-
sected and washed in physiological saline (Madrell,
1969). The organs were homogenized in 0.15 M
NacCl and incorporated radioactivity was measured
by scintillation counting.

Time-Course of Flight Activity

On the third day after feeding with blood en-
riched with *Pi, adult females were induced to fly
for O, 1, 5, 25, 45, and 60 min (20 females for
each time). Their hemolymph was collected and
subjected to KBr gradient ultracentrifugation as men-
tioned before. The Lp of each group of insects was
purified and its density determined. The Lp molecu-
lar weight of each group was estimated by a pore-
limiting gradient PAGE as described previously.
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Time-Course of Lp Density Recovery

Adult females flew for 1 h on the third day af-
ter a blood meal enriched with **Pi. After this, they
were kept in rest for 0, 5, 10, 30, and 60 min (20
females for each time). Control was performed by
maintaining the females in rest without previous
flight activity. Their hemolymph was collected and
subjected to KBr gradient ultracentrifugation as
mentioned before. The Lp of each group was puri-
fied and its density determined. The Lp molecular
weight of each time (except 5 min of rest) was es-
timated by a pore limiting gradient PAGE as de-
scribed previously:

Influence of Flight Activity in the Lipid
Composition of Flight Muscles and Ovary

Adult females (n = 5) flew for 1 h; after that,
flight muscles and ovary were dissected, washed,
and homogenized in 0.15 M NaCl. The organs
were subjected to a lipid extraction (Bligh and Dyer,
1959). The lipids extracted were analyzed by TLC,
as described for neutral lipids (Vogel et al., 1962).
The TLC plate was stained as described by Ruiz
and Ochoa, (1997) and subjected to densitomet-
ric analysis. Each lipid spot was identified by com-
paring to lipid standards (Sigma, St. Louis, MO)
run in parallel. A lipid mass curve was done to
convert the densitometric values into micrograms
of each lipid on TLC plate using samples of 50,
100, and 200 ug of cholesterol standard (Sigma).

Lipid Composition of Lp After Flight

Lp before and after 1-h flight (90 ug) was sub-
jected to a lipid extraction (Bligh and Dyer, 1959).
The lipids were analyzed by a high-performance
thin layer chromatography (HPTLC) as described
for neutral lipids (Vogel et al., 1962). HPTLC plates
were stained as described by Ruiz and Ochoa,
(1997) and subjected to densitometric analysis.
Each lipid spot was identified by comparing to
lipid standards (Sigma) run in parallel. A lipid
mass curve was done to convert the densitometric
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values into micrograms of each lipid on TLC plate
using samples of 50, 100, and 200 ug of choles-
terol standard (Sigma).

Influence of Flight Activity in Qviposition

Adult females (n = 30) were induced to daily
exhaustive flight for 2 weeks after blood meal. Dur-
ing that period, the number of eggs of each female
was counted and compared to females kept in rest.
Another experiment was done when females (n =
30) were induced to one session of exhaustive flight
on the first day after a blood feeding. During 2
weeks, the number of eggs was counted and com-
pared to females kept in rest.

Influence of Flight Activity in Apolipoprotein
Amounts of Lp

Lp before and after 1-h flight were purified as
described above and additionally after KBr gradi-
ent were applied in a Superose 6 HR 10/30 HPLC
column equilibrated with 20 mM Tris-HCL, 1.0 M
NaCl, pH 8.0, at 0.5 mL/min. The purified lipo-
phorins (30 pug) were applied to a polyacrylamide
gel (6-22.5%) electrophoresis in the presence of
SDS (Laemmli, 1970). The gels were stained,
scanned and analyzed by densitometry.

RESULTS

[**P]-Lp was injected into R. prolixus females
subjected to different times of flight activity. Un-
der these conditions, | *P|-phospholipid transfer to
the ovaries decreased and the transfer to flight
muscles increased during the initial minutes of
flight activity (Fig. 1A). The same experiment was
conducted using [*H|-labeled Lp (Fig. 1B). The
transfer of [*H]-diacylglycerol to the ovaries de-
creased, followed by an increase in the flight
muscles. These experiments indicated that just a
few minutes of flight can promote a partial inter-
ruption of lipid flow from Lp to ovaries and, con-
sequently, a major mobilization of energy resources
to the flight muscles providing conditions for the
physical exercise. Associated with this transfer of
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lipids to the muscle, Lp particles reduced their con-
tent of lipids after 1-h flight, about 0.26 ug of to-
tal lipids per ug Lp protein (Table 1).

To follow Lp density variation during flight ac-
tivity, females of R. prolixus were kept flying for 1
h. After flight, hemolymph was collected, Lp puri-
fied, and its density measured, as described in Ma-
terials and Methods. After 1-h flight, the major
population of Lp in the hemolymph was denser,
about 1.132 g/mL, than before flight, about 1.116
g/mL (Fig. 2). SDS-PAGE analysis of Lp purified
from females that flew during 1 h showed that the
amount of apoLp-III (percentage of apoLp-III from
total lipophorin) did not vary when compared to
the rest, from 5.75% (£ 2.1) before flight to 4.5%
(+ 1.65) after 1-h flight (Fig. 3).

To ascertain whether the Lp density variation
was followed by a variation of Lp native molecu-
lar mass, samples of Lp before and after flight were
applied to a gel filtration chromatography and a

TABLE 1. Lipophorin Lipid Profile After Flight Activily”

Resst Flight
Lipids (ug lipidjug profein) [ug lipidfug protein)
Cholesferol ester 0.26 (£ 0.02) 047 (£0.01)
Triacylglyceral 0.22 (£ 0001) 015 (£0.01)
Diacylghycerol 0.25 (+0.01) 0.18 (+0.01)
Phospholipids 0.10 (+0.01) 0.07 (£0.01)
Tuial lipid 0.83 (0,05 0.57 (£ 0.04

Lp (90 ug) besiore and afier 1-h Migh: was subjeched Lo lipid exiracion. BExraced
lipids wene seperafed by HPTLC and fhe confent of each class of lipid esimaled
by densitomedry, as described in Maferials and Methods. Dafa comesponds o pg
of lipid per pg of Lp profgin. Values shown are the mean of iwo disiingt experi-
menés with ihe respeciive SEs in parentheses.

“The diffienenee batwgen the 2 groups is significand for P < 005
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The density was measured by a refractometer and the ra-
dioactivity of each fraction was estimated by scintillation
counting. The density value of fractions with the highest
levels of radicactivity is shown at the top of the graph.
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Fig. 3. Analysis of apoLp-Ill amounts of Lp before and
after 1-h flight. Females were induced to fly for 1 h. Con-
trol was performed by keeping a group of females in rest.
Lp before (R) and after (F) flight was purified by a KBr
gradient ultracentrifugation and subjected to a SDS-PACE
(6=22.5%) as described in Materials and Methods.
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Fig. 4. Determination of Lp
native molecular mass after
flight activity. Females were
kept flying for 1 h and a con-
trol group was perfomed by
keeping the females in rest.
Hemolymph was collected and
Lp purified as described in
Materials and Methods. Lp
obtained before (R) and after
flight (F) was subjected to a
gel filtration chromatography
in an HPLC column. Thyo-
globulin, apoferritin, catalase,
and bovine serum albumin
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Fig. 5. Time-course of Lp density variation at different
flight times. Females of R. prolixus, previously fed with
blood enriched with **Pi, were induced to fly for differ-
ent times, Hemolymph was collected and Lp purified of
different insect groups. The density of major Lp popula-
tions of each flight time was measured by a refractometer
(—). Time-course of Lp molecular mass variation during
flight activity (——-). The Lp molecular mass was estimated
by a pore-limiting gradient PAGE. The vertical bars repre-
sent 5.E. for 3 determinations. Other experimental details
are described in Materials and Methods.

pore-limiting gradient PAGE (inset in Fig. 4). The
experiments shown in Figure 4 indicated that after
1 h of exercise Lp became smaller than Lp before
flight.

The time-course of changes in density and mo-
lecular mass, associated with flight activity, is

shown in Figure 5. At the beginning of flight ac-
tivity, Lp density remained close to the resting
value. After 30 min of flight, Lp density reached a
maxmum value (1.132 g/mL). Lp of each time was
subjected to a pore-limiting gradient PAGE to esti-
mate the molecular mass of the particles. It was
observed that the increase of Lp density during
flight activity was accompanied by a gradual de-
crease of Lp molecular mass (Fig. 5).

The transport of lipids from Lp particles to flight
muscles changes the density of Lp particles. To see
whether the composition of phospholipids asso-
clated with Lp particles was changed or not, a care-
ful qualitative analysis of phospholipids associated
with Lp particles, before and after flight, was con-
ducted by Electrospray Mass Spectrometry (ES-MS).
No change in phospholipids composition was de-
tected (data not shown).

To verify whether the change in Lp transfer ac-
tivity, induced by flight, was enough to change the
content of lipids in the tissues, flight muscles and
ovaries were dissected before and after flight, and
subjected to a lipid extraction and TLC analysis.
Table 2 shows that except for TAG, all other classes
of lipids amounts increased in the muscles after
flight, while all classes of lipids amounts decreased
in the ovaries. This set of results has suggested that
flight activity has changed the metabolic effort
from oogenesis to muscle activity. To ascertain
whether this metabolic change affected or did not

affect the egg production, the eggs produced by a
group of insects subjected to a single flight were
counted. We observed a reduction of 19.5% in the
total eggs laid (Table 3).

TABLE 2. Lipid Profile From Flight Muscles and Ovarigs Atter Flight Activity”

Flight muscles (pg lipid) Onvaries (ug fluid)

Lipids Resst Flight Rzt Flight
Choleserol ester 9.05 [+ 0.9) 13,76 (= 1.0 131 =11) 885 (+0.8)
Triaclghyerol W22 2681 2 26) 3262 (£ 26) 1792+ 12)
Free Fafy acids 23 (£27) 3357 (£0.5) 1001 2110) 830 (£0.6)
Diacylgfycerol 1047 [+1.1) 1231 [+ 0.8) 1076 (£1.7) 7.0 (£0.7)
Phospholipids 7.50 (£ 0.8 821 (0] 731 (£0.6) 491 (£0.3)
Monwacylglyceno] — — 132 (£0.1) 0.13 (£ 0.01)

"Flight, acfivify was induced for 17 in £. prfws fermades (n = 5). Muscles and ovaries were then dissecied and lipids
exiracied. Lipid profile was amatyzed followed by TLC. The confert of each lipid class wes estimeled by densitomedy as
described in Makerials and Mefhods. Dela comesspond o pg of lipid per organ. Values shown are mesn of o disfing?

experiments with the respective SEs in parentheses.
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TABLE 3. Effect of a Single Flight Session and Daily Flight on B, prodxus
Oviposition”

Sidle Averane of eggsfemale % of inhibition
Flight (one session)” 3243 19.5
Res? one session)™ 40£5 e
Fligt, (daity)™ 2045 625
Rest (daily)” 04 —

“On the first day afer a blood feeding, insects (n = 300 were forced o fiy undl
exhausiion (just one session). Another group of females (n = 300 was forced fo
fly urtil exhaustion daily for 2 weeks. During 2 weeks, the number of eqgs of each
fiernale of bofh groups was counted and compared bo the number of eggs laid Gy
females keptin rest. Deta represent the mean £ SE for 4 defeminafions.

“Levels of significance, P < 0.06.

As the ovary was slightly affected 1o the point
of reducing the egg production, we analyzed the
time of recovery of Lp as regards its ability to trans-
port lipids.

The time-course of Lp density recovery shown
in Figure 6 indicates that 30 min of rest were re-
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Fig. 6. Time-course of Lp density recovery. Females of R,
prolivus previously fed with blood enriched with **Di, were
induced to fly for 1 h on the third day after blood meal.
After this time, insects were kept in rest during different
times. The hemolymph was collected and Lp purified. The
density of major Lp populations of each time was mea-
sured by a refractometer (—). Time-course of Lp molecu-
lar weight recovery (-—). The Lp molecular weight of each
time of rest (except 5 min) was estimated by a pore-limit-
ing gradient PAGE. The vertical bars represent S.E. for 3
determinations. Other experimental details are described
in Materials and Methods.
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quired for Lp density to return to the pre-flight value
(1.116 g/mL). Lp of each time was subjected to a
gel filtration chromatography and the change in
molecular mass analyzed. It was observed that a
gradual decrease in the density of Lp particles was
accompanied by an increase of Lp molecular mass.
These results indicate that the mechanism of
lipid supply for Lp in R. prolixus is very efficient.
Under flight activity, only a few minutes are re-
quired to detect denser and smaller Lp particles in
the hemolymph, indicating a significant flux of lip-
ids carried by lipophorin to the muscles. As soon
as flight activity ceases, Lp particles are loaded back
with lipids reaching their initial density.
According to the theory known as flight-oogen-
esis syndrome, insects subjected to long periods
of flight reduce the number of eggs laid. The ratio-
nale for this is that flight activity consumes so
much energy that less substrates are left for oo-
genesis. As we observed only a small reduction in
the number of eggs laid (Table 3), another group
of females was subjected to a daily session of ex-
haustive flight. Under these conditions, the females
reduced by 62.5% the number of eggs laid when
compared to females maintained at rest (Table 3).

DISCUSSION

Flight activity is a process that requires mobili-
zation and transport of resources that will be used
as fuel in flight muscles. Lipid transport involves
the participation of Lp that acts as a reusable
shuttle (Van Heusden et al., 1987; Surholt et al.,
1991; Van der Horst et al., 2002). We have previ-
ously demonstrated that during oogenesis, Lp
transfers phospholipids to the growing oocytes
(Gondim et al., 1989b), and can be reloaded at
the fat body and midgut (Atella et al., 1992, 1995).
Here we show that R. prolixus Lp density and mo-
lecular mass are changed upon flight. In addition,
lipid flow from Lp to the ovaries is partially inter-
rupted during the flight process.

‘We observed that two different results were ob-
tained as regards the transfer of [**P]-phospholip-
ids and [*H]-diacylglycerol from 1p to ovaries and
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flight muscles associated with flight activity. When
[*P]-Lp was injected into females after flight, the
transfer of [**P|-phospholipids to ovaries decreased.
However, this transfer to flight muscles increased
during the initial minutes of flight activity. The
same occurred with the transfer of |*H]-diacyl-
glycerol when [*H]-Lp was injected after flight (Fig.
1). These experiments show that flight activity pro-
motes a major mobilization of phospholipids and
diacylglycerol 1o flight muscles.

The results indicate that flight activity can depress
responses to vegetative functions, such as oogenesis,
as described previously in many lepidoptera spe-
cies (Kennedy, 1961). Certainly, this occurs because
both processes utilize basically the same energy re-
sources. Building and maintaining flight activity
consume energy and material reserves, otherwise
available for oogenesis (Rankin et al., 1986;
Sappington and Showers, 1992).

Lp density variation in R. prolixus, associated
with oogenesis, was observed by Coelho et al.
(1997). On the third day after feeding, Lp density
reached its lower value because of an intense uptake
of lipid from blood digestion. From day 3 onward,
associated with the egg praduction, a continuous in-
crease in the Lp density was observed. Around day
12, Lp density reached its highest value. From day
12 onward, coinciding with the end of vitellogen-
esis, the Lp density returned to its original value.

A similar event was observed when females of
R. prolixus flew for 1 h (Fig. 2). Lp density changed
from a rest value of 1.116 to 1.132 g/ml. Prob-
ably, after 1 h of flight activity, the capacity of
muscles to take up lipids from Lp overcame lipid
loading of Lp and the particle became denser, That
variation of density was also associated with varia-
tion of Lp molecular mass (Fig. 4). However, no
variation in apolLp 11T amounts in Lp particles af-
ter flight and before flight was observed (Tig. 3) as
similar to that previously demonstrated by Gondim
et al. (1992) for R, prolixus Lp treated with phos-
pholipase A, for complete removal of phospholip-
ids, as opposed to what was previously reported
for long-distance flying species such as Locusia
migratoria and Manduca sexta, where an increase in

apolll amount could be observed (Weers and Ryan,
2003).

The time-course of flight activity demonstrated
that about 30 min of exercise was necessary o ob-
serve a denser and smaller Lp particle in hemo-
lymph (Fig. 5). On the other hand, about the same
time of rest after flight activity was required for Lp
density and molecular mass to return to rest value
(Fig. 6). The transfer of neutral lipids and phos-
pholipids to the flight muscles changed the den-
sity of Lp particles. The total lipid amount of Lp
after flight decreased when compared to Lp of Test-
ing females (Table 1). However, a careful qualita-
tive analysis by Electrospray Mass Spectrometry
showed that the composition of phospholipids as-
sociated with Lp particles did not change after flight
(data not shown). None of the phospholipid
classes associated with Lp was depleted from the
particles as a consequence of {light activity.

The changes in the density and molecular mass
of Lp particles observed during R. profivus flight
were not observed in long-range migratory species
such as Acherontia atropos, Locusta migratoria, and
Manduca sexta (Ryan et al., 1987; Van Heusden et
al., 1987; Surholt et al., 1991, 1992; Van der Horst
et al., 2002}, in which there is a predominance of a
low-density Lp, LDLp, during exercise. Therefore, the
efficiency of metabolic mechanisms involved in the
reloading of Lp particles must vary between flying
insect species. Since R. prolixus is not an insect in-
valved in long-term flight, it is tempting to specu-
late that it lacks such fast Lp reloading mechanisms.

It was also shown here that the rapid redirec-
tion of the metabolism from oogenesis (o flight
activity was accompanied by a change in the con-
tent of lipids of the tissues. In the flight muscles,
except for TAG, all other classes of lipids measured
augmented following by the beginning of flight
(Table 2). Flight activity induced Lp particles to
unload all classes of lipids from the muscles. The
fact that TAG was the only class of lipid muscle
reduced can be interpreted as evidence that, as it
occurs in other insect species (Ward et al., 1982),
TAG is also the main lipid class consumed in R.
prolixus in order to release fatty acids to be used as
an energy resource,
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The change in the content of lipids associated
with the ovary, induced by a single flight activity,
was enough to cause a small alteration in the total
number of the eggs produced (Table 3). This can
be explained by a rapid recovery of Lp capacity to
carry lipids. The detection of reduced amount of
lipids in the ovary as compared to the control
(Table 2) does not mean necessarily that the ovary
delivered lipids to other tissues, but simply that
the ovary started a process of follicle resorption,
as reported for insects subjected to metabolic stress,
nutritional (Clements and Boocock, 1984; Soller
etal., 1999) or parasitic infection (Hurd and Arme,
1987; Hopwood et al., 2001).

‘When the insects were subjected to a daily ex-
haustive flight activity (Table 3), the number of
eggs laid was reduced significantly, probably as a
consequence of a metabolic stress caused by the
large consumption of energy required for generat-
ing flight activity.

This work suggests that R. prolixus flight can only
be used as a mechanism of dispersion for short
distances, since the loading of Lp with lipids after
some minutes of flight, which results in a density
and molecular mass variation, seems to be ineffi-
cient to provide a long-term exercise. This mecha-
nism can be used either to reduce high populations
or when environmental conditions for growth and
oviposition, such as food availability, are not suit-
able, as described by Kennedy (1961). Moreover,
we demonstrated that flight and oogenesis are an-
tagonistic processes since both utilize, basically, the
same energy sources. We have observed that the
capacity of the insect to fly, changes in a very com-
plex way following the days after a meal, but the
meaning of this is not clear and is currently under
investigation.
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Abstract

Lipid transport through the aqueous circulatoryteys of animals is mediated by
lipoproteins. In insects, lipophorin (Lp), the majoeemolymphatic lipoprotein, is able to
selectively deliver lipids to target tissues sushosaries during oogenesis. In this work, we
demonstrated for the first time the Lp uptake tgett testes using the hematophagous insect,
Rhodnius prolixus, as the experimental model. Lp labeled in thespholipid moiety with
3pj (%P-Lp) was injected into adult males at differenyslafter blood meal. The testes and
fat body incorporated large amounts of lipids fréaR-Lp. On the second day, phospholipid
uptake by testes reached its maximum value. Kisetit **P-Lp and **3-Lp at 28C
demonstrated that the entire Lp particle was talkerby testes at a similar rate. Such a
process was blocked alGt Lp uptake by testes was also inhibited by aesxof unlabeled
Lp, but not by bovine serum albumin. Western hhgttof testes total homogenates revealed
the presence of apolipophorin | (apoLp-1) and ggphorin Il (apoLp-Il) inside the tissue.
Using double fluorescently labeled Lp, we obseraamb-localization of the imported Lp and
its lipids in testes. Together these findings iatica receptor-mediated Lp endocytic uptake
by testis cells. Moreover, we detected the preseaadioactive lipids fron?H-Lp in the
spermatozoa and seminal fluid fractions. Matingesxpents showed the transfer of théide
lipids to female spermatheca. The Lp uptake andusigeof its lipids as substrates by testes,

during physiological processes such as spermatsgersee discussed.

Key words: lipophorin, insect, testes, spermatogeses, lipid.
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1. Introduction

Lp is the major lipoprotein in the hemolymph ofents (Chino et al., 1981). The
main function of this lipoprotein is the transpoftseveral classes of lipids among tissues
involved in lipid absorption, storage, and utilinat (Shapiro et al., 1988; Blacklock and Ryan
1994; Van der Horst et al., 2002). Lp is composeivo apolipoproteins: apoLp-I (250,000
daltons) and apoLp-II (80,000 daltons). A third lgpaprotein, called apoLp-Ill (18,000
daltons), can be present in adults of the samdeseatepending on their physiological state

(Kawooya et al., 1984; Weers and Ryan, 2003).

The lipid transport by Lp is a key step of impottamsect physiological processes,
such as flight activity. During flight, HDLp (higidensity Lp) can be loaded with
diacylglycerol (DAG) in fat body cells and assoethtvith apoLp-11l molecules, resulting in a
less dense and larger particle called LDLp (lowsitgrip). LDLp is able to deliver DAG to
flight muscles, without protein internalization,cabe reloaded in fat body, thus acting as a
reusable shuttle during flight activity (Van Heusds al., 1987; Van der Horst et al., 2002).

Oogenesis is another insect process in which Lpspda important role. This process
is characterized by a rapid accumulation of prateind lipids by the developing oocytes, and
the production of a great number of eggs in a ikt short period of time. Lp is able to
transfer several classes of lipids, such as diamégol, cholesterol, and phospholipids to
growing oocytes (Kawooya and Law, 1988; Gondimlet1®89; Jouni et al., 2003; Atella, et
al., 2006). As a result, in some insect species4®® of the dry mass of a mature egg
consists of lipids (Kawooya and Law, 1988; Ziegdad Van Antwerpen, 2006). However,
the role of Lp in the lipid transport to testis ithgr spermatogenesis is unknown in insects.

In mammals, lipoproteins are involved in the sélectransfer of cholesteryl ester to
testis cells. This cholesteryl ester can be coedeiihto testosterone by gonadotrophic

hormone treated Leydig cells (Reaven et al., 208%J,can be involved in membrane renewal
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by Sertoli cells and, putatively, by germ cells \(abet et al., 1998; Fofana et al., 2000). The
lipid transfer to testes is an essential step efraptogenesis since spermatozoa are subjected
to changes in the composition of their plasma mamdiin order to modulate their motility
and fecundity. The lipid composition of spermatazqdasma membrane is an important
aspect of the membrane fusion during acrossoméigaaand subsequently in the success of
fertilization (Flesch and Gadella, 2000).

In insects, lipids can play different roles in thale reproduction system. Stanley-
Samuelson et al. (1986) demonstrated that fattgsacan be incorporated by testis and
converted into prostaglandins by the Australiardfiericket, Teleogryllus commodus. In
addition, free fatty acids can also be involvedhia synthesis of mating plugs by males of
Bombus terrestris L (Baer et al.,, 2001). Lipids also function as eutal regulators of
membrane-actin cytoskeleton interactions duringvadge of crane fly spermatocytes (Saul et
al., 2004). Therefore, the lipid transport by lipojeins to testis in insects can be postulated to
supply the lipid demands of this organ. In the pn¢sarticle, we examine the capacity of

testes oRhodnius prolixus to uptake lipids from Lp and the role of Lp in spatogenesis.
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2. Materials and methods

2.1 Insects

Insects were taken from a colony Rifiodnius prolixus maintained at & and 80%
relative humidity. The experimental insects werenmad adults fed on rabbit blood at 3-week

intervals.

2.2%%pj Purification
Carrier-free®®Pi purchased from Comissdo Nacional de EnergiaddudiSao Paulo)

was purified by means of a Dowex 1x-10 column (dedvand Masuda, 1974).

2.3 Lp Purification

The hemolymph, which contains aboutof Lp peruL (Gondim et al., 1989), was
collectedin the presence of phenylthiourea (30-130 mg/mLyN EDTA, and a mixture of
protease inhibitors prepared in 0.15 M NaCl, ifnalfconcentration of 0.05 mg/mL soybean
trypsin inhibitor, leupeptin, and antipain, and lnbnzamidine. It was centrifuged at room
temperature for 5 minutes at 13,000g. The superhatas diluted to 7 mL with 0.15 M NacCl
and 1.75g KBr was added. This material was cemgfeifuat 45,000 rpm in a Beckman Type
70.1Ti rotor at AC for 20 hours, and Lp was collected from the tépthe KBr gradient
(Gondim et al., 1989). The Lp samples were apptiedSephadex G-50 spin columns
(Penesfsky, 1977). The degree of purification ofwas monitored by SDS-PAGE (Laemmli,
1970). Protein concentration of Lp was estimatetbating Lowry et al (1951) using BSA

(bovine serum albumin) as a standard.
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2.4 Preparation of isotopically Labeled Lp
To prepare®’P-labeled Lp, adult females were fed on blood @edc with *°Pi

(Gondim et al., 1989) using a special feeder (Gaetial., 1975)*P-Lp was purified from
hemolymph on a KBr gradient ultracentrifugationdescribed above. °H-labeled Lp was
prepared as follows’H-palmitic acid (1QL, 10 puCi; specific activity: 1 mCi/mL, Perkin
Elmer, USA) was injected with a Hamilton syringéoimdult females on the third day after a
blood meal. After 2 hours, the hemolymph was ctdlécand Lp was purified as described
above. Routinely®H-Lp was subjected to a lipid extraction and thager chromatography
(TLC). The spot of each lipid was scrapped, and theioactivity was estimated by
scintillation counting. The main lipid labeled 3H-Lp was diacylglycerol (data not shown).
In order to preparé®i-labeled Lp, purified Lp was iodinated witff3-sodium iodide
(Comisséo Nacional de Energia Nuclear) in the prtigno of 20QuCi/mg of protein, using
lodo-gen (Sigma Chemical Co, St. Louis) (u§0ng of protein) as per the manufacturer’s
instructions. To remove the free iodine, the remctmixture was passed through three

Sephadex G-50 spin columns (Penefsky, 1977).

2.5 Preparation of Fluorescently labeled Lp

Purified Lp was doubly-labeled with fluorescein;igothiocyanate (FITC), and Texas
Red-conjugated phosphatidylethanolamine, N-Texasl” Rsulphonyl-1,2-dihexanoly-sn-
glycerol-3-phosphoethanolamine, triethylamoniunt ¢akxas Red-PE) (Molecular Probes,
USA) as described by Martin-Nizaed al. (1987). Alternatively, purified Lp was labeled
with  BODIPY labeled palmitic acid, 4,4-difluoro-5¢dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene-3-hexadecanoic acid (BODIPY-FA), or with[@PY labeled phosphatidylcholine,

2-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diazansidcene-  3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-
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sn-glycero-3-phosphocholine (BODIPY-PC) (MoleculBrobes, USA). Distribution of
fluorescent lipids and Lps was observed using nustltzscribed in the literature (Atella and

Shahabuddin, 2002).

2.6. Phospholipid uptake by different organs and diing the days after feeding

¥p.Lp (4Qug) was injected into adult males (n=10) at differeiatys after blood
feeding. On each day, testes were dissected andediéa physiological saline (Madrell,
1969). The testes were homogenized in 0.15 M Na@d, incorporated radioactivity was
measured by scintillation counting. To verify thieoppholipid uptake by different tissues,
¥2p-Lp (4Qug) was injected into adult males on the secondafsr meal (n=10). After 24
hours, the organs were dissected, homogenized, radibactivity was measured by

scintillation counting.

2.7. Lp and lipid uptake by testes

Lp (40ug) labeled in the phospholipid moiety witfP, in the diacyglycerol moiety
with *H-palmitic acid, or in the apolipoprotein moietytivi®3 was injected into adult males
on the second day after feeding. At different timesstes were dissected, washed and
homogenized (n=10). The hemolymph was also colieetech time. The radioactivity was
estimated by scintillation counting f6fP and®*H samples, or gamma counting &l

samples.

2.8. Lp binding to the testes
Non-radioactive testis (n=5) were dissected andbatad at different times on ice
under three distinct experimental conditions: wgithified **P-Lp (0,5mg/mL); with*?P-Lp in

the presence of non-radioactive Lp (70 mg/mL);rothie presence of bovine serum albumin
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(70 mg/mL). After incubation, testes were washed mL of physiological saline (Maddrell,
1969) for 30 minutes at 28 and homogenized in NaCl 0.15 M. The radioactivitgts

determined using a scintillation counter.

2.9. Lipid analysis

On the second day after me3-Lp (40ug) was injected into adult males (n=10).
After 24 hours, the testes were dissected, wasiedi homogenized in 0.15M NaCl. Lipid
extraction was performed according to Blight andeD{A959) for 2h in a stoppered tube in 5
mL of methanol-chloroform-water solution (2:1:0\8y), with intermittent agitation. After
the centrifugation, the supernatant was collectetithe pellet was subjected to a second lipid
extraction (1h). To the pooled supernatants, 5 rhiwater and 5mL of chloroform were
added. The mixture was shaken and, after cenétifoig, the organic phase was removed and
dried under nitrogen. Extracted lipids were analybg one-dimensional TLC for neutral
lipids (Vogel et al., 1962). Each lipid spot wagrtified by comparison to lipid standards
(Sigma) run in parallel. The plates were stainethvodine. The spots were scrapped, the
lipids eluted, and the radioactivity associatechveiich spot was determined by scintillation

counting.

2.10 Fluorescent experiments

Fluorescent-labeled Lp (u@) was injected into adult males (n=4) on the seatmd
after feeding. After 24 hours, testes were disseeted washed. Fluorescent observations
were made by epifluorescence microscopy (Carl Zdiss, Thornwood, NJ, USA) with
phase-contrast component and monochromatic filtens FITC/BODIPY (excitation

505nm/emission 515nm) or for Texas Red (excitafi®2nm/emission 601nm).
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2.11 Spermatozoa separation

®H-Lp was injected into adult males (n=10) on theoselcday after blood feeding.
After 24 hours, testes were dissected and washexdhyriological saline (Maddrell, 1969).
The spermatozoa separation was performed accordin@erolini et al. (1997) with
modifications. The tissues were gently homogenineBBS 1% sucrose, and centrifuged at
room temperature for 5 minutes at 1000 rpm. Theeswgiant was collected and the same
volume of PBS 1% sucrose was added. The mixturecemsifuged at 24C for 15 minutes at
2500 rpm to separate spermatozoa (pellet) fromrsdrfiuid (supernatant). The supernatant
was collected, the pellet washed with PBS 1% secrarsd centrifuged under the same
conditions. The pooled supernatants and pellet Esnwere subjected to a lipid extraction,

and the lipids were analyzed by TLC as describedeab

2.12 SDS-PAGE and Western blotting

Lp (40ug) was injected into adults males on tltewsé day after feeding. After 24 and
48 hours, the testes were dissected and homogeimzadnixture of protease inhibitors as
described above. Total proteins (30ug) from tes@m®ogenates were separated by SDS-
PAGE. Polyacrylamide gels were run at 20mA andnsthiwith amido black. Western
blotting was performed as follows. Gels were trarrgfd to a nitrocellulose membrane at 190
mA for 90 min. Membranes were blocked with albunmand then probed with a 1:10000

dilution of a rabbit polyclonal anti-Lp antibodydwdeveloped using the ECL system.

2.13 Mating experiments
On the second day after feedififl-Lp was injected into virgin males (n=10). These

males were placed into single vials with non-radin@ virgin females for 4 days. After that,
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the testes, seminal vesicles, and accessory gfesmismales and female spermathecas were
dissected and washed in physiological saline (Melddt969). The radioactivity associated
with each organ was determined by scintillationntimg. A further analysis of lipid transfer
during mating was performed using fluorescentlyeled Lp with BODIPY-FA or BODIPY-
PC. Fluorescent-labeled Lp {) was injected into adult males (n=4) on the sdcday
after feeding. These males were placed into singls with non-injected virgin females for
24 hours. After that, the testes and female spéwmat were dissected and washed in
physiological saline (Maddrell, 1969). Fluorescembservations were made by

epifluorescence microscopy (Carl Zeiss, Inc., Thaod, NJ, USA) as described previously.
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3. Results

The lipid uptake by different organs was studied®yLp injection into adult males.
After 24 hours, the heart, midgut, fat body, anstde were isolated, and the radioactivity
associated with each organ was then estimatedl@&)igAs expected, the fat body was able to
incorporate large amounts of lipids from Lp. Morepvtestis tissue was also capable of
uptake a significant amount of lipids from Lp.

Since the blood meal regulates the metabolismR. gfrolixus, the capacity of Lp to
deliver lipids to testes during the days after Hioneal was examined. THéP-Lp was
injected into adult males on several days aftedifeg At the desired times, testes were
dissected, and the radioactivity associated withdmssue was estimated (Fig. 1B). On the
second day after feeding, the lipid uptake by testached its maximum value. The rate of
lipid incorporation slightly declines during th& and 4" days after blood meal. After that, we
observed a still significant incorporation in th@ldwings days until the 15day. This data
indicates a constant lipid supply by Lp to testes.

A further study of the lipid uptake by testes wasformed. We examined the kinetics
of incorporation at different times aftéP-Lp injection into adult males on the second day
after feeding (Fig. 2). The lipid uptake was linegy to 30 hours and then diminished.
Simultaneously, we observed a gradual decreasedadactivity in the hemolymph.

To analyze if Lp was also internalized by testiiscave performed a kinetics study
using®3-labeled Lp at 28 and 4C (Fig. 3A). At 28C, Lp uptake was linear up to 30 hours
and then decreased, but &C4 no increase of Lp uptake was observed (Fig. I&js
indicates that Lp internalization by testis is arergy-dependent active process. In addition,
we traced the radioactivity in the hemolymph foddys after injection to verify whether the
Lp apolipoproteins could be recycled back to hemmpllp. No peak of radioactivity was

observed in hemolymph during the analyzed time .(Fd4). Total testes homogenates
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obtained from 24 and 48 hours after Lp injectionrevanalyzed by immunoblotting to
observe the presence of Lp. As shown in Figure3BpoLp-I and apoLp-Il were detected.
Together these findings demonstrate that testis aglernalize the entire Lp particle, both
lipid and protein moiety, in an energy-dependenhmea. Furthermore, the apolipoproteins
are kept in the cells and not returning to hemolymp

To examine if Lp-uptake by testes is a receptoriaied process, we performed a
competition assay using3-Lp and unlabeled Lp. Unlabeled BSA was used asraspecific
protein competitor in control experiments. Figurehbws that, in the presence of unlabeled
Lp, ®3-Lp uptake is inhibited in a time-dependent manriEnerefore, there is a clear
competition between unlabeled Lp aHd-Lp for binding sites in testes. No inhibition was
observed using unlabeled BSA. The results sughestlp uptake is related to a receptor-
mediated process, and probably involves partiaypeadi a specific receptor for Lp.

To obtain more spatial information about Lp-intdizetion by testes, we injected a
double fluorescently labeled Lp (both lipid andtpio moiety) into adult males on the second
day after feeding. After 24 hours, testes wereaigal and Lp localization was analyzed using
microscopy (Fig. 5). We observed an accumulatiolaloéled lipids in bodies localized close
to testicular junctions (Fig. 5A). Labeled Lp wdsoafound in these bodies (Fig. 5B), which
indicates a co-localization of the protein anddipnoieties of Lp inside of testis cells (Fig.
5C). This is consistent with the fact the entirefapticle is internalized by testes at a similar
rate (Fig 2-3).

To reveal the composition of incorporated lipidstéstis cells?H-Lp, which contains
large amounts of labeled diacylglycerol, was irgddnto adult males on the second day after
feeding. After 24 hours, the testes were isolatetl lgpids were analyzed by TLC (Table 1).

Phospholipids and triacylglycerol were the mainelad lipids found in testes total
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homogenates. These results demonstrate that imategdolipids from Lp can be converted
into other classes of lipids by testis cells.

Testes are responsible for spermatozoa productltiohwequires a great supply of
lipids (Dumser, 1980). In order to examine if lipidrom Lp could be associated with
spermatozoa or seminal fluith-Lp was injected into adult males. The testes wiissected,
and spermatozoa and seminal fluid fractions weskated and subjected to lipid extraction.
Table | shows that lipids from labeled Lp were présin the isolated spermatozoa from
testes, mainly as phospholipids (54%). On the ollaexd, triacyglycerol, diacyglycerol, and
phospholipids were the main labeled lipids founthie seminal fluid fraction.

In order to verify whether Lp lipids associated hwipermatozoa and seminal fluid
fractions are transferred to females during mafiHgl.p was injected into adult males. These
males were paired with virgin females for 4 dayteAthat, the male reproductive organs and
female spermathecas were dissected. Figure 6A stimysresence of radioactivity frothi-
lipids in testes, but also in female spermatheca.al§o injected fluorescently labeled Lp with
BODIPY-FA (Fig 6B-C) or BODIPY-PC (Fig. 6D-E) intadult males. Afterwards, the
injected males were placed with virgin females is¢parated vials for 24 hours. After that,
the spermatheca was isolated and the fluorescemeen@d by microscopy. In agreement
with radioactive experiments, the fluorescent ipigere found in spermatheca, demonstrating

lipid transfer from males to females during mating.
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4. Discussion

In mammals, lipoproteins have been proposed tatheddy deliver lipids to testes to
be converted to testosterone or to be used dueng gell membrane production (Levallet et
al., 1998; Fofana et al., 2000; Reaven et al., 2Q86re, for the first time, we have observed
the Lp uptake by insect testes using our experiahemiodel, the kissing-bugrhodnius
prolixus. We also examined which lipids are incorporatedtdstes and their utilization in
spermatozoa production and posterior transferrt@fes during mating.

A high accumulation of lipid from Lp was noted istes when radioactively labeled
Lp in the lipid moiety was injected inf prolixus adult males (Fig. 1A). It is strong evidence
of the great demand for lipid in this organ to aurstnale reproductive functions.

Figure 1B shows that, on the second day after btoedl, the lipid incorporation by
testes reached its maximum value. This result agmreement with the fact that large amounts
of nutrients are available on the earlier daysefdigestion process, so Lp can be loaded with
lipids in the midgut and deliver them to targestiss (Coelho et al., 1997; Rodenburg and van
der Horst et al.,, 2005; Atella et al., 2006). Néveless, we also verified a significant
incorporation of radioactivity until the {5day after feeding. This demonstrates a constant
demand for lipid which is required by a continuopocess, such as spermatogenesis
(Dumser, 1980; Oliveira et al., unpublished data).

The kinetics of lipid and Lp uptake by testes redir up to 30 hours, as shown in
Figure 2 and 3A. The rate of Lp uptake by testitsds slower compared witR. prolixus
ovary, fat body, and flight muscles (Gondim et &B89; Atella at al., 2000; Oliveira et al.,
2006). Most likely, oogenesis, lipid storage, ahght activity are metabolic processes that
more readily require energy sources than spermaésig

The presence of apoLp-l and apoLp-Il in testesl| tatenogenates (Fig 3B) and the

visualization of Lp inside of the organ (Fig. 5)nuenstrate that the entire Lp particle is
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internalized by testis cells. After that, no apofihorins are recycled back to hemolymph
(Fig. 3A). Together these findings support the ephchat Lp does not act as a reusable
shuttle during lipid transport t& prolixus testes. A similar lipid transport pathway was
described foAnopheles gambiae, whereas Lp was taken up by developing oocyted|é

al., 2006).

We observed no Lp entry into testes & 4Fig. 3A), whereas cell surface binding still
occurs (Fig. 4). In addition, we also demonstrdteat unlabeled Lp competes strongly with
radioactively labeled Lp for binding sites in testiells. The same was not verified using a
nonspecific protein competitor (Fig. 4), indicatiagpossible participation of a specific Lp
receptor in Lp uptake by testes.

Receptor-mediated lipoprotein endocytosis has Ipeeposed, both in mammals and
insects models (Rodenburg and van der Horst, 2BG%yn et al., 1997). In mammals, LDL
particles are internalized upon binding to LDL netoe (LDLR), released in initial endosomes
which mature to lysosomes where total LDL degraaaticcurs (Brown and Goldstein, 1986;
Stoorvogel et al., 1991, Hussain et al., 1999).ceRdy, genes for Lp receptors have been
cloned and sequenced froocusta migratoria fat body (Dantuma et al., 1999%alleria
mellonella (Lee et al., 2003), antledes aegypti ovaries (Cheon et al., 2001; Seo et al., 2003)
and were identified as members of LDLR receptor ifamvVan Hoof et al. (2003)
demonstrated that a novel member of this recemorily, LpR, is able to mediate Lp
endocytosis in fat body cells &f migratoria. Moreover, LpR or a variant thereof was also
detected in testis cells from young adult locuats] can be related to Lp endocytosis in this
organ (Oliveira et al., unpublished).

In the present work we have provided direct evideotendocytic uptake of Lp by
testes inR. prolixus. Clearly the entire Lp particle is taken up bytieand accumulated on

lipid bodies inside the organ. Based on these t®sahd together with the temperature
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dependence of the process and competition expetsiea can postulate an endocytic uptake
of Lp in testes. However, the identification of lgm receptor inR. prolixus testes remains to
be elucidated.

Table 1 shows the fate of Lp lipids by testes. ifestlls are able to internalize Lp and
use its lipids as substrates for spermatogenasie sve detected the presence of radioactive
lipids from®H-Lp in the spermatozoa fraction, principally a®gbholipids. Furthermore, we
also observed radioactive lipids frot-Lp in the seminal fluid fraction.

The spermatozoa plasma membrane formation and mitatulare dynamic processes
which take place in male and female reproductiaetsy; respectively, and are related to the
maturation and capacitation of sperm cells (Dum4®80; Flesch and Gadella, 2000).
Mammalian lipoproteins can play an important raighiese processes since they are able to
transfer lipids to supply the lipid demands of ésstReaven et al., 2000). Our results suggest
that Lp can play a similar role durifig) prolixus spermatogenesis, providing lipids to be used
as either energy sources or spermatozoon plasmabragen compounds by testis cells.
Furthermore, lipids from Lp are present in semifiaid, and probably can be used as an
additional energy resource when spermatozoa coosetfemale tract. They may also have
sites of action within and outside the female rdpative system causing different responses,
such as the hormonal stimulation described for sahpeptides and proteins Dfosophila
accessory glands (for review see Chapman and D&6064).

Figure 6 shows that, during mating, labeled lipidsn Lp can be transferred from
males to female spermatheca, which is responsiblthé retention of sperm after copulation
(Khalifa, 1950a). These results are in agreemettt thie idea that Lp is taken up by testes,
and their lipids are used to synthesize spermatatieh is transferred to female spermatheca
during mating. Therefore, the lipid transport méetiaby Lp to testes may be an important

step in maintaining the reproductive fitness ofthisect. We are currently addressing the
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effect of flight activity on Lp incorporation by gees and the possible implications on lipid

transfer during mating and posterior fertilization.
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8. Figure captions

Fig.1. (A) Uptake of radiolabeled lipids by diffeteorgans3?P-Lp was injected into adult
males on second day after meal. After 24 hoursptbans were dissected, homogenized and
radioactivity measured by scintillation countingesRlits are the average of three different
experiments. (B) Lipid uptake by testes at différéays after feeding’’P-Lp was injected
into adult males during days after blood meal. @oheday, testes were dissected, washed,
and homogenized. The incorporated radioactivity wasasured by scintillation counting.

Data represents the mean + SEM of three indepem@etriments.

Fig.2. Kinetics of lipid uptake by testes a’@80n the second day after feedif§-Lp was

injected into adult males. After different timessties were dissected)(and hemolymph

collected ©). The associated radioactivity was estimated lytilation counting. A parallel

experiment was conducted dlC4to determine the basal levels of Lp binding te tissue

(A).The vertical bars represent S.E. for 3 deterrionat

Fig.3. Incorporation of Lp by testes. (A) KinetiobLp uptake by testes at Z8 At different

times after injection of?-Lp into males, testes were dissectejignd hemolymph collected

(0). The associated radioactivity was estimated bintilation counting. A parallel

experiment was conducted diC4to determine the basal levels of Lp binding te tissue
(A).The vertical bars represent S.E. for three detetions. (B) SDS-PAGE and (C)
Western blotting detection of Lp in testes. Twefayr and forty-eight hours after injection of
Lp into males, the testes were dissected and hammegkin a mixture of protease inhibitors
described under Materials ad Methods. Total prstefrom testes homogenates were

separated by SDS-PAGE. The gel was blot-transfetoed nitrocellulose membrane and
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reacted with an anti-Lp polyclonal antibody. Paeland B: lane 1. molecular weight

standard; lane 2 and 3: 24 and 48 hours after jiegtion.

Fig.4. Lp binding at testes tissue €4 Non-radioactive testes were incubated WitP-Lp
without any competitor i), in the presence of unlabelled Lp ), or BSA ¢). After

incubation, testes were washed in physiologicainsafor 30 minutes at 268 and
homogenized as described under Materials and Msthidtke radioactivity of each organ was
determined using a scintillation counter. The waiti bars represents S.E. for three

independent experiments.

Fig.5. Localization of FITC labeled -Lp and phosiithdethanolamine in testes. Double
fluorescently labeled-Lp was injected into adultlesaon the second day after blood meal.
After 24 hours, testes were dissected and fluoresceanalyzed by epifluorescence
microscopy. More experimental details are descrileter Materials and Methods. Scale bar,
100 pm. (A) Localization of Texas Red-PERn prolixus testis. (B) Localization of FITC
labeled-Lp in testis. (C) Merged image of A and IBws similar localization of FITC

labeled-Lp and Texas Red-PE. (D) Phase-constragarof the testis shown in A and B.

Fig.6. (A) Transfer ofH-lipids during mating®H-Lp was injected into males on the second
day after blood meal. The injected males wereegaivith females for 4 days. After that, the
organs were dissected and the radioactivity detexchias described under Materials and
Methods. The vertical bars represent S.E. for @rd@hations. AG: accessory glands; SP:

spermatheca; SV: seminal vesicles; TES: teste&)(Becalization of fluorescently labeled
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fatty acid (B) and phosphatidylcholine (D) in femapermatheca. Fluorescent-labeled Lp
with BODIPY-FA or BODIPY-PC was injected into aduitales. These males were placed
into single vials with non-injected females for 2durs. After that, the testes and spermatheca
were dissected and the fluorescence analyzed bflu@giscence microscopy. More
experimental details were described under Mateaald Methods. Tracheae are indicated
with t (B,C). Black and white arrows indicate spermathiternal channels. Scale bar, 50
pm. (B) Localization of BODIPY-FA iR. prolixus spermatheca. (C) Phase-constrast image
of B. (D) Localization of BODIPY-PC in spermathe¢g) Phase-constrast image of the testis

shown in D.



9. Tables

Table 1
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Incorporation of lipids from Lp into spermatozoa fraction by Rhodnius prolixus testes.

®H-Lp was injected into adult males (n=10) on theosel day after blood meal. After

24 hours, the testes were dissected, gently honmwagtnand the spermatozoa and seminal

fluid fractions separated as described under Magerand Methods. The radioactivity

associated with each fraction was determined usaigtillation counting and described as

percentage. The S.E. values were calculated froeetindividual experiments (indicated

under parentheses). CHOEs: esterified cholest®Al5: diacylglycerol; FFA: free fatty

acids; ND: non-determined; PL: phospholipids; TAGacylglycerol.

LIPID INCORPORATION PERCENTAGE OF PERCENTAGE OF
ASSOCIATED EACH LIPID CLASS
RADIOACTIVITY (%)
Testes-total homogenate 100 (20% =+ 2.0 from initial PL 29+15
injected®H-Lp) DAG 19+1
FFA 11+1
TAG 20£0.4
CHOEs 9.5+05
ND 11.5+15
Spermatozoa fraction 18.8+3.5 PL 54+9.1
DAG 84+16
FFA 18.6 £3.2
TAG 14627
CHOEs 4.4+0.9
Seminal fluid fraction 6.5£1.3 PL 28.8+x5.4
DAG 20+ 3.9
FFA 154 +3.1
TAG 222+4.4
CHOEs 13.6 £2.6
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