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Introducgao

A cada ano observa-se um aumento crescente nos casos de dengue no Brasil. Na auséncia de
uma vacina contra essa doenga, o controle deve se concentrar no vetor Aedes aegypti. Uma
alternativa € compreender como ocorre o funcionamento de mecanismos essenciais para a
manutengéo da vida do inseto, como por exemplo, o metabolismo de lipidios. A caracterizagédo
molecular da expressao de lipases, perilipina e CGI-58, proteinas que estdo diretamente
associadas ao metabolismo, € de suma importancia para compreender a homeostase do
animal. As lipases estdo associadas a hidrdlise de triacilglicerol (Lord & Brown, 2012). A CGI-58
€ um co-ativador da hidrélise de triacilglicerol por lipases (Lass et al., 2006), quando nao
encontra-se sob estimulo hormonal a proteina CGI-58 é sequestrada pela perilipina e mantida
na goticula de lipidios e a ATGL (Adipose triglyceride lipase) esta associada a goticula de
lipidio. Uma vez submetida a uma estimulagdo hormonal uma proteina quinase fosforila a
perilipina que libera a CGI-58 que vai se ligar a ATGL ativando-a (Granneman et al., 2007). O
presente estudo tem como objetivo caracterizar a expressdo dessas proteinas em estagios
larvais, pupas e adultos de Aedes aegypti.

Metodologia

Os animais foram mantidos em condigbes controladas de umidade, luminosidade e
alimentacdo. Os insetos foram coletados para a extragdo de RNA total utilizando Direct-zol™
RNA MiniPrep Kit em diferentes estagios de desenvolvimento. Apds isso, as amostras foram
quantificadas utilizando Nanodrop® ND-1000 e amostras com a concentragcado de 1ug diluido
em 8ul de H,O-DEPC 0,1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). As amostras de RNA foram
tratadas com DNase | (Fermentas Internacional Inc., Burlington, Canada) para a remogéo de
uma eventual contaminacédo por DNA genémico. Foi executada a sintese do cDNA através do
High-capacitycDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Foster City, EUA). As
amostras de cDNA foram amplificadas através de uma técnica de Reagbes da Polimerase em
Cadeia (PCR End-Point) com a utilizagdo da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas) e
primers especificos para a amplificagdo de cada fragmento do gene da perilipina. Aos produtos
de PCR obtidos foi adicionado o corante blue-green LoadingDye | (LGC Biotecnologia) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% em tampao TAE 1X (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM). As reacdes de PCR em tempo real (QPCR) foram realizadas equipamento
StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems) usando Power SYBR® Green PCR
Master Kit (Applied Biosystems). RP49 foi utilizado como gene normalizador.

Resultados e Discussao

Os resultados mostram que o mosquito Aedes aegypti expressa o gene da perilipina. A
expresséao diferencial foi determinada através de PCR quantitativo (Figura). Foram avaliados
larvas (L1, L2, L3 e L4), pupas, machos e fémeas adultos alimentados com sacarose e fémeas
alimentadas com sangue. Nos estagios larvais foi observada maior expressao em L1, o que



sugere uma preparagao no estabelecimento de reservas de lipidios nos estagios seguintes. Em
fémeas adultas alimentadas com sangue observou-se o aumento de aproximadamente sete
vezes mais na expressao relativa, quando comparadas com machos e fémeas alimentados
com sacarose. O aumento dessa expressao indica uma preparagao para estabelecimento de
reservas de lipidios e futura contribuicdo na ovogénese (Ziegler & Ibrahim, 2001). A pupa em
relagdo ao controle L1 foi observada uma redugéo na expressao da perilipina.
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Figura. Expressdo do gene da perilipina em Aedes aegypti em diferentes estagios de
desenvolvimento. Estagios larvais (L1, L2,L3 e L4), pupa (P), macho alimentado com sacarose
(MSac), fémea alimentada com sacarose (FSac) e fémea alimentada com sangue (FSang).

Conclusao

Os resultados indicam que a perilipina é expressa em A. aegypti e que essa expressao ocorre
de forma diferencial nos diferentes estagios larvais, pupa e adultos.
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