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Resumo

No presente estudo, investigamos o metabolismo de glicose durante a
embriogénese do mosquito Aedes aegypti. Foi detectado um aumento nos niveis de
glicose e glicogénio durante o desenvolvimento embrionario de A. aegypti, que
demonstrou poder ser devido a alta atividade da via gliconeogénica e
concomitantemente baixa atividade da via glicolitica. Glicose-6-fosfato (G-6P),
formada pela reacdo catalisada pela hexoquinase, na fase inicial da embriogénese,
parece ser dirigida principalmente para via das pentoses, usada possivelmente na
biossintese de nucleotideos. Entretanto, apos a celularizagdo (10h) a G-6P pode ser
dirigida preferencialmente para a via glicolitica como substrato energético para o
desenvolvimento embrionario. Este fato foi confirmado pela deteccédo de um
aumento nas atividades das enzimas hexoquinase e piruvato quinase, apdés a
celularizagédo do embridao. O acumulo de metabdlitos-chave como o glicogénio e a
glicose foram monitorados sendo detectado um aumento em suas concentragdes de
Oh até as 15h apds a oviposigdo. Detectamos a atividade da enzima glicogénio
sintase quinase-3 (GSK3) nos tempos iniciais até 3 hr, e de 48h até o fim da
embriogénese, estando inversamente relacionada ao conteudo de glicogénio nos
ovos. Adicionalmente, clonamos e sequenciamos um fragmento de DNA de 600 pb
relativo a uma regido conservada do gene da enzima GSK3 a partir de RT-PCR de
ovos de Oh. O conjunto dos dados obtidos sugere um alto controle do metabolismo

de glicose durante a embriogénese do mosquito Aedes aegypti.
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Abstract

In the present study we investigated glucose metabolism during the
embryogenesis of the mosquito Aedes aegypti. An increase in glucose and glycogen
content during the A. aegypti embryonic development was detected and showed may
be due to the high enzyme activity of gluconeogenesis and concomitantly low
glycolisis activity. Glucose-6-phosphate (G-6P), formed by hexokinase, enzyme that
catalyze the first step of glycolisis, at the initial part of embryogenesis may be driven
mainly to pentose phosphate pathway, in order to produce for biosynthesis
nucleotides. However, after cellularization (10h) it may be driven mainly to glycolytic
pathways as energetic substrate to embryo development. This fact was confirmed by
the detection of an increase in hexoquinase and pyruvate kinase activities after the
embryo cellularization. Accumulation of key metabolites such as glycogen and
glucose was monitored and revealed that their concentration increases from hour 0
up to hour 15 after oviposition. We detected the glycogen synthase kinase 3 (GSK3)
activity that was inversely related of the glycogen content in the eggs in initial times,
until to 3h, and from 48h until to the end of embryogenesis. Additionally, we cloned
and sequenced a DNA fragment of 600 bp related to the conserved region of GSK3
enzyme using RT-PCR from the Oh old eggs. Taken together these data suggest

there is a high metabolism control during the Aedes aegypti embryogenesis.



Abreviaturas utilizadas

DNA — acido desoxirribonucléico

G6PDH — glicose 6-fosfato desidrogenase
GSKa3 — glicogénio sintase quinase 3

HK — hexoquinase

IDP — inositol difosfato
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PBS — tampao fosfato de sédio 10 mM, NaCl 0,15 M
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PFK-1 — fosfofrutoquinase

PIP; — fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato

PI3K — fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato quinase
PK — piruvato Kinase

PKB/Akt — proteina quinase B

PMSF — phenyl metyl sulphonyl fluoride

TRIS — tris-hidroximetil aminometano
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1. INTRODUCAO
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1.1 O mosquito Aedes aegypti

Por sua estreita associagdo com o homem, o Aedes aegypti é
essencialmente um mosquito urbano, encontrado em maior abundancia em cidades,
vilas e povoados. Entretanto, no Brasil, México e Coldmbia, ja foi localizado em
zonas rurais tendo sido provavelmente transportado de areas urbanas em vasos
domeésticos, contendo ovos e/ou larvas (OPAS/OMS, 1991).

Os mosquitos sao insetos holometabdlicos, ou seja, desenvolvem-se através
de metamorfose completa, e o ciclo de vida do Aedes aegypti compreende quatro

fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1).

Aedes aegypti

Filo: Artrépoda

Clase: Insecta

Ordem: Diptera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Subgénero: Stegomyia

vy
MILIMETROS r )

PRIMEIRO ESTADIO =
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 1: Classificagao taxondomica e o ciclo de vida do mosquito Aedes
aegypti.

Os ovos sao postos fixados milimetros acima da superficie agua. Os quatro estagios
larvares assim como a pupa consistem na fase de vida aquatica do inseto (Retirado
de FUNASA, 2001).
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A fecundagdo se da durante a postura. Os ovos sdo postos pela fémea,
individualmente, aderidos a um substrato umido proximos a superficie da agua. No
momento da postura os ovos sao brancos, mas, rapidamente, adquirem a cor negra
brilhante (FUNASA, 2001).

A larva do Aedes aegypti é dividida em cabega, térax e abdémen O segmento
posterior e anal do abdémen tem quatro braénquias lobuladas para regulagao
osmotica e um sifao ou tubo de ar para a respiragao na superficie da agua. A larva
passa por quatro mudas (ecdises) anteriores as quais correspondem quatro estagios
larvares. A pupa é dividida em cefalotérax e abdémen (FUNASA, 2001).

O adulto de Aedes aegypti € escuro, possui faixas brancas nas bases dos
segmentos tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto. O macho pode ser
identificado macroscopicamente da fémea por possuir antenas plumosas, entre
outras caracteristicas (FUNASA, 2001).

Fémeas adultas de Aedes aegypti podem ingerir néctar ou de sangue como
fonte nutritiva. A alimentagdo sanguinea é essencial para as fémeas de A. aegypti
de fato completarem a ovogénese e consequentemente o processo reprodutivo
(Burke, 1976; Grimes, 1980). O papel dos mosquitos, como vetores de doengas
devastadoras como malaria, febre amarela e dengue esta ligada a sua estratégia
reprodutiva (Raikhel & Dhadialla, 1992), sendo o mosquito Aedes aegypti o mais

importante vetor dos virus da dengue e da febre amarela (Jasinskiene et al., 1998).

1.2 Ovogénese

A fémea prové o ovo com ingredientes organicos e inorganicos necessarios
para a construcdo do embrido (Stewart & Thompson, 1993). No momento da
ovoposicao tudo que é requerido para o desenvolvimento do embrido ja foi
adicionado no ovo, com exce¢ao de oxigénio para o metabolismo aerébio (Rahn et
al., 1974) e, em algumas espécies, agua (Vleck, 1991).

Grandes quantidades de proteinas, lipidios e agucares sao incorporados nos
ovocitos em crescimento durante a ovogénese. A principal proteina de reserva dos
ovos de artropodes € a vitelina, a qual é derivada de um precursor hemolinfatico, a
vitelogenina. A vitelogenina é adquirida pelos ovocitos através de endocitose

mediada por receptor e € acumulada em estruturas chamadas granulos de vitelo
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(Sappington & Raikhel, 1998). Em insetos aminoacidos derivados da alimentagao
sanguinea sao utilizados por células do corpo gorduroso para a sintese de proteinas
do vitelo. Tais proteinas sintetizadas pelo corpo gorduroso sdo entdo secretadas na
hemolinfa e subsequentemente absorvidas pelos ovarios onde sao depositadas nos
ovocitos. Este processo é denominado vitelogenese (Raikhel & Dhadialla, 1992). A
funcdo da vitelina € suprir o desenvolvimento do embrido com aminoacidos, e sua
utilizacdo esta relacionada a acado de proteases especificas (Fagotto, 1990;
Yamamoto & Takahashi, 1993; Logullo et al., 1998).

A deposicao sequencial de componentes do vitelo durante a ovogénese em
Aedes aegypti, foi observada paralelamente a dois processos de crescimento do
comprimento tanto dos foliculos ovarianos como dos ovdcitos. A primeira fase de
crescimento linear foi associada com a incorporagédo equicaldrica (em quantidades
equivalentes em calorias) e sincronica (simultédnea) de lipideos e proteinas aos
ovocitos. A segunda fase linear de crescimento foi caracterizada pela incorporacao

rapida e tardia de glicogénio aos ovdcitos (Brigel et al., 2003).

1.3 Embriogénese

Os embrides desenvolvem-se basicamente de duas formas: os que tém a
embriogénese ocorrendo desde o inicio por divisdes mitéticas formando estruturas
semelhantes a moérula (16 células), como é o caso de mamiferos, ras, ourigos e
galinhas; e os que formam um sincicio com abrupta celularizagdo, como é observado
na mosca Drosophila melanogaster (Bate & Arias, 1993).

Por ser amplamente estudada e devido a sua alta proximidade evolutiva com
o Aedes aegypti, utilizamos como referéncia a embriogénese da mosca Drosophila
melanogaster.

A embriogénese da D. melanogaster € rapida, com duragao de 24 horas a
26°C (Figura 2). Apo6s a fecundacéo, o zigoto passa por rapidas divisdes mitoticas,
uma a cada nove minutos. Em seguida, o processo é realizado sem clivagem do
citoplasma, resultando em uma estrutura denominada sincicio, na qual muitos
nucleos estao presentes em um citoplasma comum. Até esse momento, o embrido é
considerado unicelular. Apds nove divisbes, 0s nucleos migram para a periferia

formando o blastoderma sincicial. Posteriormente, membranas crescem a partir da
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superficie envolvendo os nucleos e formando células, que dao origem ao
blastoderma celular. No entanto, ndo s&o todos os nucleos que dao origem a esta
estrutura. Em torno de 15 nudcleos posicionam-se na extremidade posterior do
embrido, desenvolvendo-se em células polares, que futuramente dardo origem as

células germinativas, ou seja, espermatozoéide ou évulo (Bate & Arias, 1993).

Figura 2: Microscopia eletronica de varredura demonstrando estruturas e
processos na embriogénese de Drosophila melanogaster.

a) Regido posterior da célula-ovo b) Blastoderma sincicial c) Blastoderma celular d)
Gastrula e) Extensado da banda germinal, f) Retragao da banda germinal g) Inicio da
segmentagcdo h) Fechamento dorsal i) Involugdo da cabega (Retirado de Bate &
Arias, 1993).

A descrigdo sobre morfologia de embrides de mosquitos € muito precaria o
que tem sido atribuido a problemas relacionados a permeabilizacdo dos ovos, que
dificultam a entrada dos agentes fixadores utilizados em microscopia Optica ou
eletrébnica. Entretanto, publicagbes anteriores descreveram morfologicamente o
desenvolvimento embrionario do mosquito Aedes aegypti (Raminani & Cupp, 1975 e
1978). O ovo de Aedes aegypti, na oviposi¢cado, consiste em uma tipica matriz
citoplasmatica de vitelo. A fusao dos nucleos do macho e da fémea ocorre ao fim de
1h. O blastoderma sincicial é formado com 6h de desenvolvimento. A celularizagao

do blastoderma esta completa com 10h. A segmentagao do embrido termina em 20h
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(Raminani & Cupp, 1975). A retracdo da banda germinal inicia-se com 30h e com
40h esta completa. A formagao dos rudimentos gonadais ocorre com 35h. As células
polares em cada rudimento iniciam mitose em 70h; em torno de 90h o numero total
se células em cada rudimento é atingido. Nenhuma outra parte do sistema

reprodutivo é formada durante a embriogénese (Raminani & Cupp, 1978).

1.4 Metabolismo energético em insetos

Os processos anabodlicos, de modo geral, visam suprir os organismos de
energia para manutengao de suas fungdes vitais. Em seres autotroficos a energia da
luz é utilizada para converter agua e diéxido de carbono em glicose. Ja em seres
heterotréficos, a energia é retirada dos alimentos que fornecem os carboidratos, os
lipideos, as proteinas, as vitaminas, os nucleotideos e os sais minerais. A utilizagcao
destas moléculas tem como objetivo principal a obtengcdo de energia na forma de
ATP (adenosina trifosfato) para as células. Quando o ATP é hidrolisado, ele é capaz
de liberar uma grande quantidade de energia livre, contida nas suas ligacbes de
fosfato, permitindo que reagdes importantes, que “in vitro” sdo termodinamicamente
desfavoraveis acontegam com muita facilidade dentro dos seres vivos (de Meis,
2001). No entanto, dentro das células a degradagéo de moléculas energéticas como
a glicose nado acontece em um unico passo e sim, em multiplas etapas reacionais
coordenadas, denominadas em conjunto de vias metabdlicas.

Ao longo da evolugdo, os seres vivos desenvolveram a capacidade de
converter certas moléculas em energia, através de processos bioquimicos. Sugere-
se que a primeira via metabdlica de obtengdo de energia que surgiu na natureza,
tenha sido a glicdlise, ja que nas primeiras fases de adaptagdo ao nosso planeta nao
existia oxigénio, ou seu nivel era muito baixo (Fothergill — Gilmore & Michels, 1993).

No que diz respeito ao estudo do metabolismo em insetos, recentes trabalhos
tém como foco a participagdo de aminoacidos no metabolismo energético. Em
fémeas de mosquitos apds realizarem sua alimentacdo sanguinea os aminoacidos
derivados da digestado de proteinas podem ser usados para sintese de proteinas e
de lipideos dos ovos ou ainda, em situagdes de equilibrio energético desfavoravel,
serem oxidados pelos tecidos da fémea para produgdo de energia. Entretanto a

oxidagao destes aminoacidos gera a liberagao de nitrogénio sob forma de amdnia
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téxica. Em recente estudo, fémeas de Aedes aegypti foram alimentadas
exclusivamente com uma proteina deficiente em aminoacidos essenciais, a
parvalbumina. Tal deficiéncia na composicdo de aminoacidos desta dieta
impossibilita a realizagao de sintese protéica para a vitelogénese e a ovogénese,
porem continua oferecendo aminoacidos susceptiveis de oxidagao pela fémea. Os
resultados mostraram que nivel de prolina na hemolinfa aumentou duas vezes
quando comparado ao grupo controle positivo de fémeas alimentadas com albumina.
A degradacdo dos aminoacidos da dieta produz uma quantidade de amodnia
adicional que é estocada sob forma de prolina. Os autores sugerem ainda a
existéncia de um ciclo da prolina em mosquitos, que permitiia a estocagem
temporaria de aménia derivada da desaminagdo de aminoacidos em uma forma nao
téxica (Pennington et al., 2003).

Em outro estudo sobre o metabolismo energético em Aede aegypti, outra
importante funcao foi atribuida a prolina durante a atividade de voo desta espécie.
Os resultados obtidos permitiram atribuir a prolina a fungao de transferir unidades de
acetil-coenzima-A (acetil-CoA) do corpo gorduroso para o musculo de v6o. No corpo
gorduroso, moléculas de acetil-CoA sao convertidas em alfa-cetoglutarato pelo ciclo
do acido citrico e posteriormente em glutamato e prolina que pode ser trasportada
para o musculo de vbéo através da hemolinfa. No musculo de véo a prolina é entéao
convertida de volta a alfa-cetoglutarato que entra no ciclo do acido citrico para ser
oxidado produzindo ATP (Scaraffia & Wells, 2002).

No que diz respeito ao balango energético durante a embriogénese o custo
metabdlico do desenvolvimento embrionario pode ser definido como a quantidade
total de energia consumida pelo embrido durante o desenvolvimento, incluindo o
gasto para o crescimento, biossintese e manutengdo dos tecidos (Thompson &
Stewart, 1997). O ovo fertilizado de inseto € um sistema fechado dependente do
conteudo do vitelo para a embriogénese e para nutricido do embrido. O metabolismo
energético foi estudado no desenvolvimento embrionario do mosquito Culex
quinquesfasciatus. Neste trabalho foram determinados os conteudos totais de
proteina lipideos e glicogénio em ovos recém postos e em larvas recém eclodidas.
Os conteudos de lipideos e glicogénio decairam de modo significativo durante a
embriogénese desta espécie. Entretanto o conteudo de proteinas totais ndo variou

significativamente neste mesmo periodo, fato este atribuido a transformacéo de
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vitelina em proteinas larvais sem gerar queda mensuravel na quantidade total de
proteinas (Van Handel, 1993).

O estudo do metabolismo de carboidratos durante a embriogénese do peixe
de agua doce Coregonus spp., identificou as vias centrais do metabolismo e alguns
importantes metabdlitos foram caracterizados em ovos desta espécie em trés
estagios distintos do desenvolvimento embrionario. A glicdlise foi monitorada pelas
atividades das enzimas fosfofrutoquinase (PFK-1), piruvato quinase e pela queda
nos niveis de hexoses. A gliconeogénese foi constatada pela atividade da glicose 6-
fosfatase, a via da pentose fosfato pela atividade da transaldolase (via ndo oxidativa)
e da glicose-6 fosfato desidrogenase (via oxidativa) e pelo aumento da sintese de
ribose. Durante todos os estagios da embriogénese foram investigados os niveis de
riboses, heptoses e pentoses 0s quais apresentaram correlagdo com a viabilidade
dos ovos. Os niveis de hexoses, 6-desoxihexoses e a atividade da glicose-6
fosfatase apresentaram correlagdo com parametros de qualidade dos ovos em
alguns dos estagios embrionarios investigados, confirmando a importancia do

metabolismo de carboidratos em ovos (Lahsteiner, 2005).

1.5 A enzima GSK3 e suas fungoes

A enzima glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) foi identificada originalmente
como reguladora do metabolismo de glicogénio (Embi et al., 1980). A inibicdo da
atividade de GSK3 por insulina € mediada pela proteina quinase B (PK B; também
de chamada Akt) (Cross et al., 1995). Trabalhos subsequentes elucidaram a via
dependente de fosfatitil inositol (P1) 3-quinase pela qual a PKB é ativada por insulina
(Cohen et al., 1997; Cohen, 1999). Desse modo, em resposta a insulina, a inibi¢ao
de GSK3 promove a desfosforilagdo e ativagao de glicogénio sintase (Figura 3)

contribuindo para sintese de glicogénio e de proteinas (Walker et al., 2000).
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@ Mo ™

Glycogen synthase
(active)

Figura 3: Insulina estimula sintese de glicogénio e sintese protéica via inibigao
de GSKa3.

A ligacdo da insulina ao seu receptor dispara uma cascata de sinalizagdo mediada
por proteinas IRS, Pl 3-quinase e PKB (Akt) que inibe a GSK3 por fosforilagao.
Como resultado, residuos da glicogénio sintase e do fator de iniciagdo eucariotico
(elF2B) sofrem desfosforilagdo aumentando suas atividades e assim estimulam
respectivamente a sintese de glicogénio e proteinas (Retirado de Frame & Cohen,
2001).

Mais de 40 enzimas sao fosforiladas pela GSK3, incluindo 12 fatores de
transcricao (Jope & Johnson, 2004). O mau funcionamento da GSK3 esta ligado a
um numero surpreendente de doengas. Trabalhos recentes associam a GSK3 com a
hipertrofia muscular (Hardt & Sadoshima, 2002 e Haqg et al. 2003), cancer
(Manoukian & Woodgett, 2002; Hill & Hemming, 2002), depressao bipolar (Klein &
Melton, 1996; Jope, 1999; Phiel & Klein, 2001), esquizofrenia (Kozlovsky et al.,
2002), doenga de Alzheimer (Grimes & Jope, 2001) e diabetes (Eldar-Finkelman,
2002; Nikoulina et al., 2000).

Alguns anos apoés sua descoberta, a GSK3 também foi foco de diversos
estudos que mostraram que esta € uma quinase essencial para o destino especifico
de células em embrido precoce de Drosophila e Xenopus (Dominguez et al., 1995).
A inibicdo de GSK3 por Li" induziu a duplicacéo do eixo dorsal em Xenopus (Kao et
al., 1986) o mesmo fendtipo observado quando uma versao negativa dominante de

GSK-3 é expressa do lado ventral do embrido (Dominguez et al., 1995; Pierce &
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Kimelman, 1995). A raz&o para isso tornou-se clara quando foi descoberto que o ion
Li' inibe a GSK3 (Stambolic et al., 1996; Hedgepeth et al., 1997).

A via de sinalizacdo Wnt atua sobre o crescimento e diferenciagao celular em
mamiferos, assim como, define a diregdo dos eixos polares e dos segmentos
embrionarios em Drosophila e Xenopus, respectivamente (Figura 4) (Frame &
Cohen, 2001). Também exerce fun¢des em tecidos adultos, mantendo células tronco
em estado pluripotente (Frame & Cohen, 2001). Na falta do sinal Wnt, a GSK3 ativa
esta presente em um complexo multiprotéico que se liga a Pcatenina para

degradagao mediada por ubiquitina (Aberle et al., 1997).
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Figura 4: Componentes da via de sinalizagao Wnt sao altamente conservados
entre diversos organismos.

O esquema acima representa particularidades desta via em diferentes organismos
demonstrando seus componentes e efeitos especificos sobre a expressdo génica.
Abreviaturas: D, Drosophila; X, Xenopus; Wg, wingless; Dvl/Dsh, Dishevelled
(Retirado de Frame & Cohen, 2001).

A GSK3 é um importante componente da via de sinalizagdo Wnt (Frame &
Cohen, 2001), que ¢é essencial para a definicdo de um padrao corporal Unico durante
o0 desenvolvimento embrionario de Drosophila e Xenopus. A clonagem molecular
revelou que existem duas isoformas intimamente relacionadas, GSK3a e GSK3p,
que podem ser distinguidas principalmente por um dominio rico em glicina na
extremidade amino-terminal, presente apenas na isoforma a (Woodgett, 1990).

Para testar como a GSK3 esta envolvida no padrdao de formacado de
vertebrados, sua fungdo foi investigada durante o desenvolvimento inicial de
Xenopus (He et al., 1995). Foi visto que o dominio mutante negativo de GSK3
induziu a diferenciagcdo dorsal, enquanto que o tipo selvagem de GSK3 induziu a
ventralizacao. Tais resultados indicam que a GSK3 é essencial para a diferenciagao
ventral e sugerem ainda que a diferenciacéo dorsal observada envolva a supresséo

da atividade de GSK3 pela via de sinalizagdo Wnt.
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Em recente estudo foi mostrado o controle de GSK3 sobre a expressao de
importantes enzimas relacionadas ao metabolismo de glicose em cultura de células
hepaticas, (Lochhead et al., 2001). A inibicdo de GSK3 controlou a inibicao da
expressao génica de PEPCK e glicose-6 fosfatase. Os autores sugerem ainda que
inibidores de GSK3 podem gerar profundos efeitos na produgao de glicose no figado
bem como a disponibilidade de glicose na periferia. Isso abriu uma nova perspectiva
de trabalho em nossos estudos, pois ambas as enzimas, GSK3 e PEPCK sao
importantes reguladoras de vias metabdlicas envolvidas no controle do metabolismo
de glicose em varios organismos.

Recentemente, em nosso grupo, clonamos e analisamos a expressao da
GSK3 e da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima que catalisa a etapa
determinante da gliconeogénese durante a embriogénese do carrapato bovino
Boophilus microplus (Figura 5A). Ambas as enzimas sao classicamente descritas
como inibidas pela sinalizagdo por insulina, favorecendo a sintese de glicogénio
(GSK3), e interrompendo a gliconeogénese (PEPCK). Observamos um grau de
expressao variado para a PEPCK comparada a expressdo de GSK3 ao longo da
embriogénese do B. microplus. O conteudo de glicose em ovos de diferentes idades
variou de modo significativo e inversamente correlacionado com a expressao de
PEPCK (Figura 5A, B). Tais resultados sugerem um controle refinado e
particularmente diferenciado da expressdo da enzima PEPCK durante o

desenvolvimento do B. microplus.
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Figura 5: Analise de expressao (A) de PEPCK e GSK3 e niveis de glicose (B)
em ovos do carrapato bovino B. microplus, durante a embriogénese.
(Logullo et al. 2006; Moraes et al, 2006).
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Neste contexto com a intengdo de ampliar os horizontes de nossos estudos,
comegamos a avaliar aspectos basicos do metabolismo energético em embrides do
mosquito Aedes aegypti.

No atual estudo analisamos o metabolismo de glicose ao longo da formagéao
dos embrides de Aedes aegypti. Adicionalmente clonamos e sequenciamos um
fragmento de DNA relativo a uma regido interna conservada do gene da enzima
GSKa.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS:

Objetivo 1: Caracterizagdo de aspectos relacionados ao metabolismo de glicose

durante a embriogénese do mosquito A. aegypti.

- Quantificacao de glicose e glicogénio em ovos de A. aegypti.

- Determinacdo da atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo de
glicose:

1° ) hexoquinase;

2°) glicose-6-fosfato desidrogenase;

3°) piruvato quinase;

4° ) fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK);

5° ) glicogénio sintase quinase-3 (GSK3).

Objetivo 2: Clonagem do gene da enzima GSK3 de Aedes aegypti.

- RT-PCR do gene da GSKS;

- Subclonagem do gene da GSK3;

- Sequenciamento do gene da GSKS3;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Os animais utilizados para obtencdo dos ovos sdo mosquitos da espécie
Aedes aegypti, cepa Rockfeller, criados no insetario do Laboratério de Biotecnologia
da Universidade Estadual do Norte Fluminense. Os mosquitos adultos sdo mantidos
a umidade relativa e temperatura ambiente em gaiolas de plastico teladas,
alimentados com solugédo de sacarose a 10% ad libitum. As larvas sado criadas em
bandejas com agua e racado. As fémeas de A. aegypti sao alimentadas naturalmente
com sangue de camundongo, imobilizado no interior da gaiola, para a obtencédo de

Seus OVOsS.

3.2 Postura e manutencao dos ovos

Fémeas adultas do mosquito Aedes aegypti, naturalmente fecundadas com
duas semanas de idade sao separadas dos machos e alimentadas com sangue de
camundongo, estimulo necessario para o inicio da ovogénese.

A postura é realizada cinco dias apds a alimentacdo sanguinea, através da
transferéncia das fémeas para placas de petri recobertas no fundo com papel de
filtro. A sincronizagdo da postura € conseguida pelo retardamento da oviposigao
espontanea através da retirada prévia de substratos umidos do interior das gaiolas,
sem o0 qual as fémeas alimentadas nao ovipde (retém os ovocitos). Apds a
transferéncia das fémeas para placas de petri contendo papel de filtro a postura é
disparada pela umidificagcdo do papel. Para a oviposicdo as fémeas sao mantidas
sob temperatura de 28°C e umidade de 80% durante 15 min em uma estufa
incubadora. Em seguida as fémeas sao descartadas.

Os ovos aderidos ao papel de filtro umido sao entdo contados e incubados
sob temperatura de 28°C e umidade de 80% durante os respectivos tempos de 0; 5;
15; 24; 48; 72 e 96 horas apds a oviposi¢ao. Para interromper o desenvolvimento
embrionario os ovos sincronizados de diferentes idades s&o transferidos para

criotubos e congelados a -190°C em nitrogénio liquido.
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3.3 Obtencao de homogeneizados de ovos

Todos os homogeneizados de ovos de A. aegypti foram obtidos por ruptura
mecanica (com auxilio de um homogeneizador manual) sob baixa temperatura (no
gelo) em microtubos de 1,5 mL na presenga de um coquetel de inibidores de
proteases contendo leupeptina (50 uM), pepstatina (2 uM) e PMSF (0,5 mM).

A quantidade de ovos e solugdes utilizadas, bem como a adi¢gao de outros

tipos de inibidores esta especificada na metodologia respectiva.

3.4 Quantificagao de glicose

1000 ovos (5mg) sincronizados foram homogeneizados. Nos tempos descritos
anteriormente, em 250 puL de tampdo PBS 100 mM, pH 7,4. Submeteu-se os
homogeneizados de ovos a centrifugagdo a 200 X g por 10 minutos e recolheu-se
5,0 uL do sobrenadante. Avolumou-se até 250 uL com PBS pH 7,4 e reagiu-se com
250 uL de glucox (15 mg/mL de PBS pH 7,4). Incubou-se este meio reacional a 37°C
por 10 minutos. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro
(Shimadzu UV-visilvel-1240) a 510 nm. Calculou-se o conteudo de glicose contida
nos ovos com base em uma curva padrao de glicose. (Kit enzimatico glucox para
dosagem de glicose. registro MS 10231810011).

3.5 Quantificagao glicogénio

1000 de ovos (5mg) sincronizados foram homogeneizados como descrito
anteriormente, em 250 uL de tampdo acetato de sddio 200 mM, pH 4,8. Os
homogeneizados de ovos foram submetidos a centrifugagdo a 200 X g por 10
minutos e 5,0 puL do sobrenadante foram recolhidos. 20 uL da enzima o-
amiloglucosidase (1,0 mg/mL) foram adicionados e incubou-se este meio de reagao
a 40°C por 4 horas. Os tubos foram avolumados com PBS pH 7,4 até 250 uL. 250
uL de glucox (15 mg/mL de PBS pH 7,4) foram adicionados e incubados a 37°C por

10 minutos. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro (Shimadzu
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UV-visilvel-1240) a 510 nm. Calculou-se o conteudo de glicogénio nos ovos com
base em uma curva padrédo de glicogénio submetida as mesmas condigbes do

ensaio.

3.6 Atividade de Hexoquinase

10 mg de ovos sincronizados foram homogeneizados em 250 pL tampéo
TRIS-HCI 20 mM pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 200 x g por 10
minutos e recolhido 10,0 uL do sobrenadante. Foram adicionados 385 uL de meio de
reacdo contendo MgCl, 6 mM, ATP 0,5 mM e B-NAD"™ 0,5 mM e glicose 6-fosfato
desidrogenase 3 unidades/mL. A reacao foi disparada com 5,0 uL de glicose 2 mM.
A leitura das amostras foi realizada em espectrofotémetro (Shimadzu UV-visilvel-
1240) a 340nm em intervalos de 1 minuto, durante 10 minutos de reagdo. A
atividade de total HK foi determinada indiretamente pela oxidacdo de [B-NADH,
acoplada ao consumo de glicose pela glicose 6-fosfato desidrogenase. O método
fundamenta-se na detecg¢ao da formacgao de B-NADH a 340 nm, que é proporcional a
velocidade de formagao de glicose 6-fosfato no meio (Galina Filho et al., 1999). A
atividade especifica foi obtida pela razdo entre a atividade total, proporcional a

formacao de B-NADH, pela quantidade de proteinas (em mg) na amostra.

3.7 Atividade de Piruvato Quinase

10 mg de ovos foram homogeneizados em 250 uL de tampao TRIS-HCI 20
mM, pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 200 x g por 10 minutos e recolhido
10,0 pL do sobrenadante. Foram adicionados 380 uL de meio de reagdo contendo
ADP 0,8 mM, MgCl, 5 mM, B-NADH 0,4 mM e lactato desidrogenase 5 unidades/mL.
Disparou-se a reagao com 10,0 uL de fosfoenolpiruvato (PEP) 15 mM. A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-visilvel-1240) a 340nm
em intervalos de 1 minuto, durante 10 minutos de reagao. A atividade de PK foi
medida indiretamente pela oxidagcao de B-NADH acoplada ao consumo de PEP pela
lactato desidrogenase. O método fundamenta-se na detecgdo do consumo de
B-NADH a 340 nm, que é proporcional a velocidade de formagao de piruvato no

meio (Worthington, 1998). A atividade especifica foi obtida pela razdo entre a
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atividade total, proporcional ao consumo de -NADH, pela quantidade de proteinas

(em mg) na amostra.

3.8 Atividade de Glicose 6-Fosfato Desidrogenase

10 mg de ovos sincronizados foram homogeneizados em 250 uL de tampéao
TRIS-HCI 20 mM pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 200 x g por 10
minutos e o sobrenadante foi separado. Em um tubo foram adicionados 390 uL de
meio de reagdo contendo Tris-HCI 55 mM, pH 7,8, B-NAD* 6 mM e glicose 6-fosfato
100 mM. A reacao foi disparada com 10 uL do sobrenadante. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-visilvel-1240) a 340 nm em
intervalos de 1 minuto, durante 10 minutos de reacdo. A velocidade foi determinada
pela detecgdo da formagéao de B-NADH (Moritz et al., 2000). A atividade especifica
foi obtida pela razado entre a atividade total, proporcional a formagao de (3-NADH,

pela quantidade de proteinas (em mg) na amostra.

3.9 Atividade de Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase

10 mg de ovos sincronizados foram homogeneizados, conforme descrito
anteriormente, em 250 uL de tampao Hepes 100 mM pH 7,5. O homogeneizado foi
centrifugado a 200 x g por 10 minutos e recolhido 10 uL de sobrenadante. Foram
adicionados 380 uL de meio de reagao contendo Hepes 100 mM pH 7,0, MnCI,10
mM, KHCO3; 100 mM, glutationa reduzida 2 mM, PEP 10 mM, B-NADH 0,2 mM e 24
unidades/mL de malato desidrogenase. A reacao foi disparada com a adi¢cao de
10 pL de IDP 2,5 mM. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-visilvel-1240) a 340nm em intervalos de 1 minuto, durante 10 minutos
de reacdo. A atividade de PEPCK foi medida indiretamente pela oxidagao de [B-
NADH acoplada ao consumo de malato pela malato desidrogenase. A atividade de
PEPCK foi determinada na direcdo da formacao de oxaloacetato, pela deteccao da
formacao de B-NADH (Peters-Wendisch, 1996). A atividade especifica foi obtida pela
razao entre a atividade total, proporcional a formacao de B-NADH, pela quantidade

de proteinas (em mg) na amostra.
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3.10 Atividade da GSK3

10 mg de ovos sincronizados foram homogeneizados em 250 uL de tampéao
TRIS-HCI 20 mM pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 200 x g por 10
minutos e recolhido 10 uL do sobrenadante para disparar a reagdo. Em um tubo
foram adicionados 90 uL de meio de reagao contendo MgCl, 10 mM | dithiothreitol 5
mM, peptideo CREB 50 pM e 5-ATP radioativo 100 uM (500-3000 CPM/pmol).
Adicionou-se molibdato de aménio 1 mM (inibidor de fosfatase) e heparina 1ug/mL
(inibidor de caseina cinase). Apos a reacao foram aplicadas aliquotas em tiras de
papel fosfocelulose Whatman P-81 (1cm x 2cm). As tiras de papel foram lavadas
com 5 mL de acido fosférico 75 mM. O papeis foram secos sob lampada
infravermelha, colocados em tubos especiais e embebidos com 300 uL de liquido de
cintilacédo, para contagem em um cintilador liquido. A contagem foi feita em janela de
carbono por 30 segundos (Wang et al., 1994). A atividade especifica foi obtida pela
razao entre a atividade total, proporcional ao numero de contagens por minutos

(CPMs), pela quantidade de proteinas (em mg) na amostra.

3.11 RT-PCR do gene da GSK3

Realizou-se a extracdo de mRNA de ovos de 0 hora apds a oviposicao
utilizando o “QuickPrep micro mRNA purification kit (Amersham Biosciences)”, e o
cDNA correspondente foi sintetizado com o “kit First-strand cDNA Synthesis
(Amersham Biosciences)”.

Para a amplificacdo dos cDNAs por PCR utilizou-se “primers” degenerados
sendo o primeiro primer GTIGCIATHAARAARGTIYTICARGAY e o primer reverso
YTTRWRYTCIRTRTARTTIGGRTTCAT, para uma regido quinase extremamente
conservada da GSK3 em Drosophila, Xenopus, Humano, Zebra Fish e ourico do
mar, depositadas no “genbank”. O programa utilizado para amplificagcédo no PCR foi:
94°C/5min; 40 x ( 94°C/1min.; 45°C/1min.; 72°C/1min.; 72°C/10min.); 4°C ().

O produto da reacdo de PCR foi observado por eletroforese de DNA em gel

de agarose 2,5%, corado com brometo de etidio.
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3.12 Subclonagem e sequenciamento do gene da GSK3.

Realizou-se a subclonagem de um fragmento de DNA de 600 pb, amplificado
por RT-PCR, de ovos sincronizados de Oh de A. aegypty, em células DH5a de E. coli
com o plasmidio “pGEM-T Easy”.

Apds a ligagcao do fragmento de DNA de 600 pb amplificado (produto do
RT-PCR) ao plasmidio com a enzima DNA ligase, promoveu-se a transformacgao
bacteriana de E. coli por choque térmico com o produto da ligacdo. Em seguida,
selecionou-se os clones positivos de E. coli, contendo o plasmidio com o inserto.
Para isso, apos a extragao de DNA plasmidial realizou-se a digestao deste material
com a enzima EcoRI “overnight”. Em seguida foi analisada a presenga de clones
positivos através de uma eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo

de etidio.

O sequenciamento dos clones selecionados foi realizado em um
sequenciador de nucleotideos BigDye Terminator v3.0, modelo ABI 377XL
(AppliedBiosystems), no Setor de Sequenciamento do Laboratério de Biotecnologia
do Instituto Oswaldo Cruz. Apés o sequenciamento as sequéncias foram submetidas

ao “gene bank” para identificagdo e comparacgao.
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4. RESULTADOS
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41 AGlicodlise

A atividade da via glicolitica foi avaliada durante a embriogénese de A.
aegypti por medida das atividades das enzimas-chave envolvidas neste processo, a
hexoquinase (HK) e a piruvato quinase (PK). O padrao de atividade de PK esteve
correlacionado com a atividade de HK ao longo de toda a embriogénese (Figura 6A e
B). Os resultados demonstram um acentuado aumento da atividade glicolitica em
ovos a partir da 152 hora do desenvolvimento embrionario. Estes dados sugerem uma
crescente utilizagdo da via glicolitica, o que pode estar correlacionado a um aumento

da demanda energética ao longo do desenvolvimento embrionario.
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Figura 6: Atividade especifica de hexoquinase (A) e de piruvato quinase (B) na
embriogénese de Aedes aegypti

As atividades de HK de PK foram monitoradas em ovos sincronizados de diferentes
idades, em horas, ao longo do desenvolvimento embrionario. As atividades
especificas das enzimas foram determinadas de acordo com o coeficiente de
extingdo molar do B-NADH que foi monitorado a 340 nm. Os simbolos representam a

média das atividades especificast erro padrio.
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4.2 Via das Pentoses

A atividade especifica da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi
monitorada durante a embriogénese de A. aegypti para avaliar a participacdo da via
das pentoses nesta fase do desenvolvimento. Esta enzima catalisa a reagao glicose
6-P — 6-P-gliconolactona, uma etapa limitante da via das pentoses. Verifica-se que
de 0 a 15 horas a atividade passa de 20 U/mg para niveis abaixo do limite de

deteccao até os tempos finais da embriogénese (Figura 7).
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Figura 7: Atividade especifica de glicose 6-fosfato desidrogenase na
embriogénese de Aedes aegypti

A atividade de GHPDH foi monitorada em ovos sincronizados de
diferentes idades. A producédo de B-NADH foi monitorada a 340 nm. Os pontos

representam a média das atividades especificas * erro padrao.
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4.3 Gliconeogénese

A gliconeogénese, na embriogénese do A. aegypti, foi avaliada pela
determinacao do conteudo de glicose nas diferentes fases do desenvolvimento pela
atividade da enzima-chave, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (Figura 8B).
Verifica-se um aumento no nivel de glicose de 0 a 15 horas (Figura 8A). Por outro
lado, a concentragdo de glicose é reduzida a baixos niveis até 72 horas.
Inversamente a atividade de PEPCK é reduzida até 24 horas, e subsequentemente
sofre um aumento até 42 horas, sugerindo um controle gliconeogénico dependente

do balanco de glicose nestes ovos durante a formacao dos embrides.
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Figura 8: Niveis de glicose e atividade especifica de fosfoenolpiruvato
carboxiquinase na embriogénese de Aedes aegypti

Conteudo de glicose (A) e a atividade especifica de PEPCK (B) foram monitorados
em ovos sincronizados de diferentes idades. Os pontos nas figuras representam a

média dos parametros avaliados + erro padrao.



38

44 Conteudo de Glicogénio

A quantidade total de glicogénio nos ovos (Figura 9A) acompanhou o
conteudo de glicose nos ovos (Figura 8) durante a embriogénese de A. aegypti. A
atividade especifica de GSK3 diminui drasticamente nas primeiras 5 horas de
embriogénese (Figura 8B). Entre 5 e 24 horas de desenvolvimento a atividade de
GSK3 nao foi detectada. Entretanto, apds 24 horas a atividade GSK3 aumenta até
48 horas, junto a uma drastica diminuicdo no conteudo de glicogénio (Figura 8A).
Isto mostra uma relagdo inversa destes parametros, sugerindo uma possivel

regulacdo no controle de sintese de glicogénio pela GSK3 na embriogénese deste

mosquito.
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Figura 9: Conteudo glicogénio e atividade especifica de GSK3 na
embriogénese de Aedes aegypti

Em ovos sincronizados de diferentes idades, o conteudo de glicogénio (A) foi
determinado pela digestdo por a-amyloglucosidase e a subsequente quantificagéo
de glicose liberada. A atividade de GSK3 (B) foi determinada com 8-ATP, o peptideo
CREB e tampéo de incubacao. A reagao foi disparada com 5-ATP. Apés 30 minutos
aplicaram-se trés aliquotas em um papel de fosfocelulose, lavou-se e determinou-se
a radioatividade incorporada. Os pontos representam a média das atividades

especificas * erro padrao.
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4.5 RT-PCR do gene da GSK3

O conjunto dos dados obtidos sugere um possivel controle do metabolismo de
glicose e glicogénio durante a embriogénese do mosquito Aedes aegypti. Assim
voltamos nossos esforgos para a subclonagem e o sequenciamento do gene da

enzima GSK3 de A. aegypti.

O RNA total foi extraido a partir de ovos com 0 h de desenvolvimento, e
subsequente submetido a reacdo com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR).
Apos a sintese da primeira fita de DNA procedeu-se reacdo em PCR utilizando-se
“primers” degenerados desenhados para um sitio quinase conservado de diferentes
GSK3 obtidas no “GENE Bank”. O produto da reagdo de PCR foi monitorado, por
eletroforese de DNA em gel de agarose, revelando o aparecimento de uma banda
esperada em torno de 600 pb (Figura 10). Este resultado era o esperado, uma vez

que os “primers” foram desenhados para amplificar um fragmento deste tamanho.

Neste gel é possivel observar uma outra banda fraca abaixo daquela

amplificada que pode ser atribuida a uma possivel dimerizacédo dos “primers”.

600 pb =—p

Oh cnt

Figura 10: Resultado do RT-PCR do gene da GSK3 por eletroforese de DNA em
gel de agarose na embriogénese de Aedes aegypti.

A amplificagdo dos cDNAs obtidos de ovos sincronizados de Oh de desenvolvimento
gerou uma banda préxima de 600pb. Um controle negativo sem cDNAs (cnt) foi
usado. O produto do PCR foi analisado por eletroforese em gel de agorose 2,5%
corado com brometo de etidio.
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4.6. Subclonagem e sequenciamento do gene da GSK3

Uma eletroforese de DNA plasmidial de E. coli em gel de agarose objetivou a
selecao dos clones positivos de E. coli, que absorveram o plasmidio com o inserto
apos a transformacdo. O resultado da eletroforese (Figura 11), realizada apods
extragdo de DNA plasmidial dos clones, revelou o aparecimento da banda esperada
em torno de 600 pb, relativa ao inserto clonado, constatando a presenca de trés

clones positivos entre quatro coldnias testadas.

Vetor — BTN N

Figura 11: Eletroforese de DNA plasmidial de E. coli para a sele¢gdo dos clones
positivos.

A selecao dos clones positivos de E. coli, apés a tranaformacdo. Vetor: pGEM-T
Easy; 1. padrao de peso molecular; 2, 3 e 4: plasmidio + inserto e
5: plasmidio. O resultado foi analisado por eletroforese em gel de agorose 2%,
corado com brometo de etidio apds incubagdo com a enzima EcoRI como descrito
em Materiais e Métodos.
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O sequenciamento do DNA plasmidial dos clones selecionados foi realizado e

a sequéncia obtida foi submetida a um alinhamento no “gene bank”.

O fragmento de DNA sequenciado apresentou, apds analise, um grau de

homologia altissimo com inumeras sequéncias de proteinas entre elas enzimas

GSK3 de inumeros organismos. Podemos observar na Tabela 1 algumas espécies

que apresentaram um alto grau de homologia com a sequéncia de GSK3 de A.

aegypti obtida.

Entre todas as sequéncias homdlogas o fragmento submetido apresentou um

maior grau de homologia com a enzima ENSAGP00000017061 de Anopheles

gambiae, isoforma de GSK3 nesta espécie de mosquito (Holt et al., 2002).

A. gambiae

Xenopus

Galus gallus

Mus musculus

Humana

GSK3 (%) 96%

87%

86%

86%

86%

Tabela 1: Percentual de homologia da sequiéncia de A. aegypti com a enzima
GSK3 de outros organismos

A sequéncia de A. aegypti apresentou um alto grau de homologia com
enzimas GSK3 de organismos evolutivamente distintos.
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O alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do

fragmento de DNA clonado e a sequéncia de aminoacidos da enzima
ENSANGP00000017061 de Anopheles gambiae (Figura 12), revelou um grau de
homologia de 96%.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

711

50

531

110

351

170

171

230

IVAIKKVLODKRFKNRELQIMRRLEHCNIVKLKYFFYSSGDKKDEVYLNLVLEYIPETVY
+VATIKKVLODKRFKNRELQIMRRLEHCNIVKLKYFEFYSSG+KKDEVYLNLVLEYTIPETVY

LVATKKVLODKRFKNRELQIMRRLEHCNIVKLKYFFYSSGEKKDEVYLNLVLEYIPETVY

KVARYYAKNKQTIPINFIRLYMYQLFRSLAYTIHSLGICHRDIKPONLLLDPETAVLKLCD
KVAR+YAKNK TIPIN+IR+YMYQLFRSLAYTHSLGICHRDIKPONLLL+PETAVLKLCD
KVARHYAKNKLTIPINYIRIYMYQLFRSLAYTHSLGICHRDIKPONLLLNPETAVLKLCD

FGSAKQLLHGEPNVSYICSRYYRAPELIFGAINYTTKIDVWSAGCVLAELLLGQPIFPGD
FGSAKQLL GEPNVSYICSRYYRAPELIFGAINYTTKIDVWSAGCVLAELLLGQPIFPGD

FGSAKQLLDGEPNVSYICSRYYRAPELIFGAINYTTKIDVWSAGCVLAELLLGQPIFPGD

SGVDQLVEIIKVLGTPTREQIKEMNPNYTEFK 76
SGVDQLVEIIKVLGTPTREQIKEMNPNYTEFK

SGVDQLVEIIKVLGTPTREQIKEMNPNYTEFK 261

532

109

352

169

172

229

Figura 12: Alinhamento da seqliéncia de GSK3 de A. aegypti com a isoforma de
GSK3 do mosquito Anopheles gambiae.

Os simbolos positivos (+) representam substituicdes relativas a aminoacidos de

mesma funcdo. Os espacos em branco (

aminoacidos de fungdes distintas.

) representam substituicoes relativas a
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5. DISCUSSAO
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Em animais oviparos o desenvolvimento embrionario ocorre fora do
organismo materno. Devido a este fato, todos os nutrientes necessarios a
embriogénese sédo colocados nos ovécitos pela mae (Matova & Cooley, 2001). Uma
vez fora do organismo materno, € necessario o uso sistematico destas reservas
depositadas nos ovos, para ndo haver comprometimento do embrido em formacgao
(Chinzei & Yano, 1984). O metabolismo de carboidratos é essencial para o
desenvolvimento embrionario normal de modo que embrides com o metabolismo de
carboidratos insuficiente tém seu desenvolvimento interrompido (Lahnsteiner &
Patarnello, 2003). O desenvolvimento embrionario em invertebrados tem sido
analisado sob diversos aspectos, tendo a morfogénese e o controle do ciclo celular
como exemplos (Nusslein-Volhard & Roth, 1989; Bate & Arias, 1993; Edgar et al.,
1994; Patel, 1994). No atual estudo, particularmente, investigamos a dindmica do

metabolismo de glicose durante a embriogénese do mosquito Aedes aegypti.

Nossos estudos inicialmente revelaram o destino de um importante
intermediario-chave entre o metabolismo energético e a biossintese de nucleotideos,
a glicose 6-fosfato (G6-P), que faz a ligagdo entre glicolise e via das pentoses,
durante a embriogénese de A. aegypti. No inicio da embriogénese, a G6-P é
desviada para suprir de substratos a via das pentoses (Figura 7). Observamos que
de Oh até 3h de embriogénese, a via das pentoses é intensamente utilizada. Em
contrapartida, nesta mesma etapa, também foi observado um baixo fluxo glicolitico
(Figura 6A, B), mostrando um pequeno consumo de G6-P direcionado para a
formacao de piruvato, ATP e energia. Em Coregonus spp. a via das pentoses foi
mostrada por aumento nos niveis de ribose e também pela atividade da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (Lahnsteiner, 2005). Em nosso estudo a
atividade de G6PDH, a primeira enzima da via das pentoses, ndo € mais detectada a
partir de 5h até o fim da embriogénese (Figura 7). Desse modo, a G6-P nesta fase, é
prioritariamente dirigida para via das pentoses, podendo ser convertida em ribose
para sintese de nucleotideos. Assim, nas primeiras horas de embriogénese de A.
aegypti, relativas a ocorréncia de sucessivas divisdes nucleares, anteriores a
formacao do blastoderma sincicial (Raminani & Cupp, 1975), o destino da glicose
poderia ser efetivamente a sintese de nucleotideos fundamentais para a divisao

nuclear.

Durante o embriogénese do peixe de agua doce Coregonus spp. Foram

registrados aumentos significativos no metabolismo de carboidratos, principalmente
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na taxa de glicdlise (Lahnsteiner, 2005). Em nosso estudo durante a embriogénese
de A. aegypti as atividades de HK e de PK, enzimas-chaves da via glicolitica,
aumentaram significativamente e em quantidades diferentes durante a
embriogénese (Figura 6A, B), conforme observado no estudo citado anteriormente.
Uma taxa muito elevada de glicolise foi observada apos 15h do desenvolvimento,
como revelado pelas atividades crescentes de HK e de PK (Figura 6A, B), até 96
horas. Este resultado sugere que, apds a celularizagdo do embrido (10h), a glicose
poderia ser usada prioritariamente como substrato energético até o fim da

embriogénese.

A gliconeogénese foi estudada através da determinacao da atividade de
PEPCK e em conjunto com os niveis de glicose (Figura 8A, B). A PEPCK apresenta
atividade decrescente de Oh até 24h de embriogénese. Nas primeiras 15 horas de
desenvolvimento os niveis de glicose aumentam simultaneamente a queda da
atividade de PEPCK. A detecgdo da diminuigdo na atividade desta enzima-chave
pelo seu produto final pode representar um mecanismo de regulagdo comandado
pela concentragao de glicose no interior destas células. A alta atividade de PEPCK e
o aumento do nivel de glicose e glicogénio nas primeiras horas de embriogénese
sugerem que a gliconeogénese atua como a principal via de reabastecimento de
glicose para a célula-ovo nesta etapa, visto tratar-se de um sistema fechado a
entrada de substratos energéticos. Fato semelhante foi observado no estudo sobre a
embriogénese do peixe Coregonus spp., onde autores mostraram uma alta
gliconeogénese. Em ovos nao fertilizados os autores mostraram uma importante
participagédo da gliconeogénese como fonte de glicose para a via das pentoses, para
a sintese de frutose e de polissacarideos (Lahnsteiner, 2005).

Em recente estudo sobre a ovogenése de Aedes aegypti observou-se que a
deposic¢ao de glicogénio, esta associada a uma segunda fase de crescimento dos
ovocitos. Por outro lado, a incorporagao sincronica (simultanea) de lipideos e de
proteinas se da durante a uma primeira fase de elongacao destes ovdcitos (Brigel et
al., 2003). Esta deposicao tardia de glicogénio, na ovogénese, foi também
observada no mosquito Culex quinquefasciatus. O autor sugere ainda que os
ovoécitos maduros devam reter muitas enzimas capazes de sintetizar glicogénio (Van
Handel, 1992). Ambos os autores propdem que ovocitos em desenvolvimento inicial
de ambas as espécies, sofrem uma supressao parcial da sintese de glicogénio. Esta

hipétese poderia explicar entdo a baixa glicogénese durante a primeira fase de
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incorporagdo de nutrientes nos ovécitos (Brigel et al., 2003). Adicionalmente
monossacarideos foram mensurados, em ovoécitos maduros, em tempos posteriores
aos fenbmenos de elongagao e incorporagdo de componentes aos ovocitos, o que
reforca a hipdtese de acumulo tardio de glicogénio. A deposicdo de glicogénio
nestes ovos é considerada como uma reserva estratégica nutricional para estes
embrides desde a década de setenta (Hagedorn e Kunkel, 1979). No atual estudo
observamos que os conteudos de glicogénio (Figura 9A) e glicose (Figura 8A)
aumentam em ovos de A aegypti, nas primeiras 15 horas de embriogénese. Depois
sofrem uma queda gradual até o fim da desta etapa do desenvolvimento. O aumento
desta reserva, nos tempos iniciais da embriogénese, vem reforcar a hipétese da
participagdo de enzimas capazes de realizar glicogenogénese nos ovocitos maduros
(Brigel et al., 2003). Tais consideragdes nos permitem ainda supor que estas
enzimas podem ser ativadas imediatamente apds a oviposigao, visto o significativo
acumulo de glicogénio observado nas primeiras horas de embriogénese em nossos
resultados (Figura 9A). O conjunto destes dados sugere um mecanismo coordenado
de controle do metabolismo glicidico durante a embriogénese deste mosquito.

A enzima glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) foi originalmente descoberta
como uma proteina quinase que inativava a glicogénio sintase em diferentes
espécies (Embi et al. 1980). Esta enzima reguladora da etapa final na biossintese de
glicogénio é também controladora de diversas estratégias celulares de regulacéo,
expressao e diferenciagdo (Frame & Cohen, 2001). Durante a embriogénese de A.
aegypti observa-se que a atividade especifica da enzima GSK3 foi detectada
somente nas primeiras horas, de Oh a 3h, e em tempos relativos ao final desse
processo, de 48h a 72h, (Figura 9B). Em ambos os momentos, o nivel de glicogénio
esta baixo nos ovos de A. aegypti. A atividade de GSK3 nao foi detectada entre 5h e
48h, quando existe um aumento significativo no nivel de glicogénio nos ovos. Sendo
a funcdo classica da GSK3 o controle da homeostase de glicogénio seria
metabolicamente coerente observar que esta enzima esteja inativa em momentos
em que ocorre um aumento da sintese de glicogénio em um sistema fechado como o
ovo.

Em embrides de Drosophila melanogaster os carboidratos sdo a principal
fonte de energia para a rapida segmentagdo do embrido assim como em diferentes
modelos de artropodes (Nusslein-Volhard & Roth, 1989). Durante a embriogénese

de A. aegypti, registramos altos niveis de glicose em momentos relativos a
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segmentacdo, entre 15h e 20h, sugerindo ser uma importante fonte energética
também nesta etapa da embriogénese deste mosquito.

Em espécies marinas como Sparus aurata e Diplodus puntazzo o
metabolismo de carboidratos, avaliados pelo estudo da glicélise, da gliconeogénese
e da via da pentose-fosfato, mostrou-se essencial para o desenvolvimento
embrionario destas espécies. Nestas espécies os carboidratos representam uma
importante fonte de nutrientes que é decisiva para a formacdo destes embrides
(Lahnsteiner & Patarnello, 2004a, b). Em nosso estudo, o nivel de glicose em
tempos intermediarios da embriogénese € aparentemente mantido pela degradacao
do glicogénio inicialmente acumulado como também pela gliconeogénese inicial.
Observa-se que ocorre ainda uma diminuigdo progressiva do conteudo de glicogénio
ap6s as 15h do desenvolvimento (Figura 9A). Concomitantemente detecta-se um
drastico aumento da atividade de PEPCK entre 24h e 42h (Figura 8B). Estes dados
sugerem que a degradacado de glicogénio e/ou gliconeogénese poderiam ser as
duas principais fontes de reabastecimento de unidades de glicose, nesta etapa do

desenvolvimento.

Entre os tempos de 15 e 42h do desenvolvimento de A. aegypti a via
glicolitica e a gliconeogénese sofrem aumento (Figura 6A, B). Esta aparente
contradicdo pode ser explicada por uma possivel micro-compartimentoalizagao
destas vias metabdlicas como o que ja foi observado durante a embriogénese de
Drosophila melanogaster (Yamazaki & Nusse, 2002). Neste trabalho também foi
mostrado que o conteudo de glicogénio aumenta durante o desenvolvimento
embrionario. O mesmo foi observado durante a embriogénese do carrapato bovino
Boophilus microplus, onde se atribui 0 acumulo de glicose e glicogénio nos ovos a
uma intensa atividade gliconeogénica (Moraes et al. 2006). E interessante notar que
em A. aegypti, apesar das progressivas taxas de glicélise observadas, entre 24h e
48h (Figura 6A e 6B), o conteudo de glicose nos ovos nesta fase (Figura 8A)
permanece estavel, sem que ocorra um consumo total da glicose dos ovos. Estes
dados sugerem que o glicogénio esta localizado em compartimentos proprios nestes
ovos, de modo semelhante ao observado em Drosophila melanogaster (Yamazaki e
Nusse, 2002).

A enzima glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) & atualmente reconhecida
como um componente-chave no controle de um grande numero de processos

celulares e doencas (Jope & Johnson, 2004). Muitos anos apds a sua descoberta, a
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GSK3 ressurgiu como uma quinase essencial para o destino especifico de células no
desenvolvimento embrionario inicial de Drosophila e Xenopus. (Siegfried et al., 1992)
Recentemente a GSK3 foi também incluida como um importante componente da via
de sinalizagdo Wnt (Frame & Cohen, 2001), com papel fundamental na definigdo do
sentido e localizagdo dos eixos embrionarios em diferentes modelos. Em estudos
anteriores do nosso grupo clonamos e analisamos a expressao da GSK3 durante a
embriogénese do carrapato bovino Boophilus microplus (Figura 5) (Logullo et al.
2006; Moraes et al, 2006). Nosso atual estudo em A. aegypti revelou semelhangas
no metabolismo de glicose quando os dois modelos sdo comparados. O aumento do
nivel de glicose por gliconeogénese nos ovos ja havia sido anteriormente observado
durante a embriogénese de B. microplus (Moraes et al.; 2006). Considerando-se o
alto grau de importancia das enzimas GSK3 e da PEPCK no controle da sintese
glicogénio e no reabastecimento de unidades de glicose respectivamente, o conjunto
dos dados observados na embriogénese de A. aegypti e de B. microplus, reforga a
hipétese da existéncia de mecanismo de regulagdo génica entre estas enzimas
também em A. aegypti.

A clonagem molecular da enzima GSK3 revelou que existem duas isoformas
intimamente relacionadas, GSK3a e GSK3p que podem ser diferenciadas por
clonagem molecular principalmente pela presenga de um dominio rico em glicina na
extremidade amino-terminal presente apenas na isoforma a (Woodgett, 1990).
Diferentes isoformas de GSK3 vem sendo identificada em diversos organismos
como em Xenopus e em Drosophila melanogaster (Frame & Cohen, 2001). No
presente trabalho, realizamos a clonagem de um fragmento de DNA de
aproximadamente 600 pb obtido por RT-PCR de embrides de A aegypti (ovos de
com de Oh de desenvolvimento) em E. coli (Figura 10, 11). O sequenciamento do
fragmento de DNA clonado revelou, apos analise, um altissimo grau de homologia
com inumeras sequéncias de proteinas entre elas enzimas GSK3 de inumeros
organismos. Entre estas, a protéina ENSANGP00000017061, isoforma de GSK3 no
mosquito Anopheles gambiae (Holt et al., 2002), apresentou a maior similaridade
com a sequéncia submetida entre todas as sequéncias homologas (Figura 12). O
género Anopheles pertence a mesma familia do género Aedes (Culicidae), o que
justifica a alta homologia observada entre estas sequéncias. Este resultado permite-
nos afirmar que o fragmento clonado a partir de ovos de Aedes aegypti é, de fato,

relativo a uma regiao interna do gene da enzima GSK3 de mosquito Aedes aegypti.
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Neste estudo, determinamos a dinamica do metabolismo de glicose, de modo
a detectar estagios estratégicos durante a embriogénese do mosquito Aedes aegypti
e adicionalmente clonamos uma isoforma de GSK3 de A. aegypti. Resultados
semelhantes aos deste trabalho foram observados na embriogénese do carrapato
bovino Boophilus microplus (Logullo et al. 2006, Moraes et al., 2006), mostrando o
metabolismo de glicose e sua relagdo com a embriogénese de ambos artrépodes
hematéfagos. Por outro lado, os tempos e sincronismos em A. aegypti sdo bem
diferentes dos observados em B. microplus. Tais achados durante a embriogénese
de Aedes aegypti demonstraram a existéncia de uma sincronia e de uma auto-
regulacdo no metabolismo de glicose, dentro do ovo, um sistema fechado para
entrada e saida de nutrientes.

Acreditamos que as informacdes obtidas por este trabalho possam contribuir
relevantemente no aumento do conhecimento dos processos bioquimicos e
fisiolégicos envolvidos no desenvolvimento embrionario do mosquito Aedes aegypti,
revelando alvos adicionais e possivelmente suscetiveis ao desenvolvimento de
metodologias de controle deste vetor que atualmente causa enormes perdas em

NOsso pais e no mundo.
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6. CONCLUSOES
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Os resultados apresentados nesta dissertagdo nos permitem concluir:

1) Durante a embriogénese do mosquito Aedes aegypti, foi observado um acumulo
de glicogénio nos ovos até 15h de embriogénese, seguido de diminuicdo do

conteudo deste metabdlito nos ovos até o fim deste estagio.

2) Durante as sucessivas divisdes nucleares anteriores a formagédo do blastoderma
sincicial, nas primeiras horas de embriogénese de Aedes aegypti, a glicose pode

estar sendo direcionada preferencialmente para sintese de nucleotideos.

3) Apo6s a celularizagao (15h), a glicose parece ser usada preferencialmente como

substrato energético pela via glicolitica, até o fim da embriogénese.

4) A gliconeogénese parece atuar como uma possivel via metabdlica de
reabastecimento de glicose para a célula-ovo, servido como substrato para a sintese

de glicogénio e nucleotideos.

6) O fragmento de DNA clonado a partir de ovos de Aedes aegypti com Oh de
desenvolvimento é relativo a uma regiao conservada do gene de uma isoforma da

enzima GSK3 de mosquito Aedes aegypti.
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