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Apresentacao

O grupo de estudos Arthromint (Artropodes e Helmintos) teve origem a partir
de discussées entre pesquisadores durante o XXIV Encontro Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica (SBBq) em 1995. O grupo foi efetivamente implantado em
1997, ano em que comecaram as reunides anuais. A ideia original que tentamos
conservar até hoje é o estimulo ao contato mais direto entre pesquisadores seniores
com os estudantes, tanto de Pos-graduacdo como os de Iniciagdo Cientifica de diversas
institui¢Ges brasileiras. Além disso, a presenca de técnicos e agentes envolvidos com
a promoc¢do e a melhoria dos servigos de saide do pais tem apontado para a
possibilidade adicional de integragdo da pesquisa académica com a pratica da saade.

O encontro do grupo Arthromint é hoje um dos principais eventos cientificos da
area de entomologia e helmintologia realizado regularmente no Brasil. Abrange as
mais diversas dreas de pesquisa, com destaque para a fisiologia, genética, evolugdo,
ecologia, controle, sistematica, epidemiologia, interacdo parasito/hospedeiro,
comportamento, entomologia molecular, dentre outras.

O Arthromint é uma excelente oportunidade para troca de conhecimento entre
os estudantes e pesquisadores, o que tem gerado um efeito positivo nas mais diversas
pesquisas. Em mesas de discussdes os estudantes e pesquisadores pds doutores
apresentam seus trabalhos que sdo discutidos com os demais colegas e com
pesquisadores/docentes.

No ano de 2020 e impacto da pandemia do Covid-19 sobre o sistema de satde
brasileiro, seguimos as recomendac¢des do Ministério da Saude e OMS, optamos pelo
adiamento de nosso encontro para garantir a seguranca de todos os participantes. Mas
para ndo ficarmos sem nos encontrarmos, foi criada a versio online para 2020:
Encontro Virtual do Grupo Arthromint - com palestras e as mesas aleatodrias virtuais.
Nesse Livro de Resumo apresentamos o resumo dos trabalhos discutidos nas mesas

de discussoes aleatorias do Encontro Virtual do Grupo Arthromint de 2020 22 Edicao.



Comissao Organizadora

A organizagdo do Arthromint Virtual da 12 edigdo de 2020 foi realizada em
maio e a 22 edicdo em novembro. Em ambas as edi¢ées do Arthromint Virtual foram
coordenadas por Andréa Fogaca (USP) e Itabajara da Silva Vaz Junior (UFRGS).

O evento contou também com os colaboradores Daniele Pereira de Castro
(IOQ) e na secretaria, Emerson de Avelar.
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Atividade

Palestra Dr. Guilherme Marcondes Klafke - Instituto de Pesquisas
Veterindrias Desidério Finamor, Eldorado do Sul, RS, Brasil

Resisténcia a pesticidas em carrapatos

Palestra Dr. Michalis Kotsyfakis — Biology Centre CAS, Institute of
Parasitology, Laboratory of Genomics and Proteomics of Disease
Vectors, Ceské Budéjovice, Republica Tcheca

Host homeostasis regulators of tick origin

Mesas Aleatdrias (12 Sess3o)

Atividade: Mesas Temadticas
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Mesas Tematicas:

ARTROPODES VETORES DE INTERESSE VETERINARIO: ONDE ESTAMOS E
PARA ONDE PODEMOS IR
Coordenadores:

e Melissa Floréncio - UFRR]
o Patricia Fampa Negreiros Lima - UFRR]

O grupo de artropodes vetores de importdncia veterinaria é muito heterogéneo,
incluindo carrapatos, e insetos. Os danos causados por esses organismos sdo
imensuraveis e vio desde grandes prejuizos em ambientes de cria¢do até a transmissdo
de agentes patogénicos para animais de companhia. Quando comparados a saude
humana, o mundo de vetores de interesse veterindrio abrange um universo muito
maior de patogenos que infectam muitas espécies de hospedeiros diferentes, tendo
que levar em conta ainda os que transmitem patdgenos causadores de zoonoses mas
que também infectam seres humanos. As espécies ectoparasitas no cendrio veterindrio
sdo de relevancia em Satide Unica por conta justamente de interligar satide humana,
veterindria e meio ambiente. As limitacdes no controle desses vetores sugere a
urgéncia no desenvolvimento de novas estratégias alternativas aos pesticidas
convencionais, além da caracterizacdo de vetores de patogenos emergentes ou re-
emergentes e o desenvolvimento de ferramentas moleculares para entender melhor a
fisiologia desses organismos. Ferramentas de gendmica funcional, como obtengdo de
transcriptomas e proteomas, andlise quantitativa de expressao génica e silenciamento
génico por RNA de interferéncia ja estdo disponiveis para diferentes espécies de
carrapato. Entretanto, os estudos para outros vetores, e aqui focaremos em insetos da
ordem Diptera, sdo predominantemente de cunho epidemiolégico e clinico.
Apresentaremos algumas perguntas, principalmente relacionadas a fisiologia e
interacdo com patdgenos desses importantes vetores, que merecem ser respondidas.

BIOLOGIA DOS OVOS DE INSETOS: MUITO MAIS FASCINANTES DO QUE
PARECEM
Coordenadores:

e Gustavo Lazzaro Rezende - UENF

Os ovos de insetos sdo um estagio de vida fascinante por conta dos desafios que a sua
imobilidade impde. Por serem pequenos e ficarem muitas vezes escondidos, sdo um
estagio de vida que de forma geral é negligenciado pelos pesquisadores. O
enciclopédico livro de Howard Hinton contendo mais de 1.000 paginas é datado de
1981 e muitos avangos no tema ocorreram desde entdo. O estudo dos ovos é
importante para o controle de insetos vetores e pragas, bem como o entendimento de
processos de biologia do desenvolvimento importantes até para humanos, além de



serem um excelente modelo para se testar e entender processos bioquimicos,
fisiologicos, ecologicos e evolutivos. Apresentacdo de slides sobre estudos recentes
realizados por grupos brasileiros e estrangeiros, sobre os seguintes temas: estudo da
embriogénese e fisiologia de insetos "ndo- modelo", relacdes hidricas dos ovos,
ecologia e evolucdo do tamanho e forma de ovos de mais de 6,700 espécies, padroes
de coloragio de ovos (colora¢io facultativa, cores aposemadticas, disruptivas,
protetoras contra radia¢do UV), plasticidade fenotipica em ovos, etc.

COMPORTAMENTO EM INSETOS VETORES
Coordenadores:

o Luciana Ordunha Araripe - FIOCRUZ

Aspectos comportamentais de insetos vetores podem ser importantes
determinantes da sua capacidade vetorial, com efeito sobre a expansao de
doencas em populacdes humanas. Dentre esses aspectos podemos citar a
busca por hospedeiros, a fase de atividade/repouso, 0 comportamento
reprodutivo e a busca por sitios de oviposicdo. Encontrar maneiras de
guantificar essas caracteristicas e entender como sua variacdo € regulada
geneticamente e ambientalmente constituem os objetivos basicos do estudo
do comportamento, com a finalidade de contribuir para o melhoramento de
estratégias de controle desses insetos. Nesta mesa tematica vamos falar da
importancia do estudo do comportamento, citando trabalhos classicos e
recentes e discutindo novas perspectivas.

DESENVOLVIMENTO DE VACINAS
Coordenadores:

o Itabajara da Silva Vaz Junior - UFRGS

As doencas infecciosas sempre foram uma das principais causas da mortalidade e
morbidade humana e animal. As vacinas sdo o meio mais pratico e barato para
controlar doencas. Como exemplos da eficiéncia das vacinas, podemos citar a
erradicacdo da variola humana e a quase erradicagdo da paralisia infantil, além do
controle de diversas enfermidades. Classicamente, as vacinas foram baseadas em
organismos atenuados, inativados ou partes de organismos. Grande parte das vacinas
disponiveis e bem-sucedidas foi desenvolvida de modo empirico, antes de termos uma
compreensdo dos mecanismos imunes envolvidos. Nos ultimos 50 anos grandes
avancos foram obtidos no desenvolvimento de vacinas, o que resultou em novos
produtos comerciais. Mais recentemente, foram desenvolvidas vacinas com antigenos



particulados, recombinantes, sintéticos e, mais recentemente, baseada na inoculacdo
de DNA ou RNA. O uso destes antigenos, por ser menos imunogénico que organismos
inteiros, levou a uma maior necessidade no estudo e uso de adjuvantes e co-
estimuladores, que aumentam a resposta imune associada a vacina. O conhecimento
dos mecanismos envolvidos na resposta imune humoral e celular também é
fundamental para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na protecdo, e
também no desenvolvimento de novas vacinas. Nos tultimos anos, a compreensdo da
apresentacdo e processamento de antigenos e da regulagio da resposta imune
forneceu bases teoricas para o desenvolvimento de novas vacinas. Devido ao COVI-19,
o processo de desenvolvimento, testes clinicos de vacinas e uso de vacinas esta sendo
acompanhado, pela populagdo, em tempo real. Entretanto, as informagdes reais estdo
acompanhadas por controvérsias e desinformacdo, utilizada com fins politicos e
geopoliticos. Atualmente, centenas de projetos de pesquisas para o desenvolvimento
e producdo de novas vacinas estdo sendo realizados em diversos paises. Entretanto, a
transformacdo de conhecimentos basicos em vacinas comerciais ndo é rapida e nem
facil, como consequéncia existe um grande nimero de doengas que ndo podem, ainda,
serem controladas com o uso de vacinas. As doengas infecciosas sempre foram uma
das principais causas da mortalidade e morbidade humana e animal. As vacinas sdo o
meio mais pratico e barato para controlar doengas. Como exemplos da eficiéncia das
vacinas, podemos citar a erradicagdo da variola humana e a quase erradica¢do da
paralisia infantil, além do controle de diversas enfermidades. Classicamente, as
vacinas foram baseadas em organismos atenuados, inativados ou partes de
organismos. Grande parte das vacinas disponiveis e bem-sucedidas foi desenvolvida
de modo empirico, antes de termos uma compreensio dos mecanismos imunes
envolvidos. Nos tltimos 50 anos grandes avanc¢os foram obtidos no desenvolvimento
de vacinas, o que resultou em novos produtos comerciais. Mais recentemente, foram
desenvolvidas vacinas com antigenos particulados, recombinantes, sintéticos e, mais
recentemente, baseada na inoculagdo de DNA ou RNA. O uso destes antigenos, por
ser menos imunogénico que organismos inteiros, levou a uma maior necessidade no
estudo e uso de adjuvantes e co-estimuladores, que aumentam a resposta imune
associada a vacina. O conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune
humoral e celular também é fundamental para a melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos na protec¢dao, e também no desenvolvimento de novas vacinas.
Nos ultimos anos, a compreensdo da apresentacdo e processamento de antigenos e da
regulacdo da resposta imune forneceu bases tedricas para o desenvolvimento de novas
vacinas. Devido ao COVI-19, o processo de desenvolvimento, testes clinicos de vacinas
e uso de vacinas esta sendo acompanhado, pela popula¢do, em tempo real. Entretanto,
as informagdes reais estdo acompanhadas por controvérsias e desinformacdo,
utilizada com fins politicos e geopoliticos. Atualmente, centenas de projetos de
pesquisas para o desenvolvimento e producdo de novas vacinas estdo sendo realizados
em diversos paises. Entretanto, a transformac¢do de conhecimentos basicos em vacinas
comerciais ndo é rapida e nem facil, como consequéncia existe um grande numero de
doengas que ndo podem, ainda, serem controladas com o uso de vacinas.



DIGESTAO EM INSETOS
Coordenadores:

o Adriana Rios Lopes - Instituto Butantan
« Fernando Ariel Genta - [OC

Oficina de discussdo em grupos de aspectos fundamentais e projetos sobre a digestao
de aracnideos e insetos. O melhor trabalho receberd um prémio a ser divulgado
durante a sessdo.

EPIGENETICA EM PARASITAS HELMINTOS E SEUS HOSPEDEIROS: O QUE,
COMO E PARA QUE?
Coordenadores:

« Fernanda Janku Cabral - UNICAMP

Os mecanismos epigenéticos na interacdo parasita-hospedeiro; os métodos
experimentais para o estudo (ChIP, ChIP-Seq e espectrometria de massas) e qual a
consequéncia do conhecimento desses mecanismos na patogénese, infecc¢do,
progressdo do ciclo de vida e manutengdo do parasitismo e perspectivas para
tratamento e diagnostico

INTERACAO DE TRIPANOSSOMATIDEOS COM ARTROPODES
Coordenadores:

o Angela Hampshire de Carvalho Santos Lopes - UFR]

Sabidamente, milhdes de pessoas adquirem doencas transmitidas por artrépodes
todos os anos. No caso de tripanossomatideos, milhdes de pessoas sdo infectadas com
Leishmania spp. (varias leishmanioses), Trypanosoma brucei (tripanossomiases
africanas, que podem causar doengas e mortes em gado, cavalos e humanos (doenca
do sono)) e Trypanosoma cruzi (doenca de Chagas). Além das doencgas animais e
humanas, os tripanossomatideos podem causar doengas em plantas (Phytomonas
spp.). Assim, o estudo de aspectos biologicos, morfologicos, bioquimicos e genéticos
das interagdes entre tripanossomatideos com seus hospedeiros insetos é de suma
importancia, ja que um melhor entendimento sobre essas intera¢des pode levar ao
desenvolvimento métodos de controle da transmissdo desses protozoarios. Pelo
exposto, poderdo ser submetidos a esta mesa redonda, trabalhos que versem sobre



variados aspectos das interagdes de quaisquer trypanossomatideos com seus
hospedeiros insetos.

MINIATURIZACAO DOS ORGANISMOS MODELO: NEMATOIDES COMO
EXEMPLO
Coordenadores:

e (arlos Eduardo Winter - USP

A manuten¢do do organismo modelo que usamos em nossas pesquisas pode consumir
tempo e dinheiro. Em épocas de ‘vacas magras’ responder questdes e testar hipdteses
em ‘organismos pequenos’; pode ser surpreendentemente eficiente e barato. Foi assim
que a Biologia Molecular foi estabelecida. As perguntas sobre os mecanismos
moleculares comuns a todos os seres vivos (qual a natureza quimica do material
genético? Como sdo produzidas as proteinas? etc.) foram inicialmente respondidas
utilizando organismos muito simples (virus e bactérias). Uma vez estabelecidos esses
principios, perguntas mais sofisticadas precisaram ser respondidas (como se
estabelece o padrdo durante a embriogénese? Por que algumas células morrem
durante o desenvolvimento? Como ocorre o controle da expressdo génica que permite
a diferenciagdo celular? Como funciona o sistema nervoso? etc.) e organismos mais
complexos passaram a ser utilizados. Nesta mesa os participantes poderdo discutir
como poderiam responder suas perguntas experimentais utilizando Caenorhabditis
elegans, ou outros nematdides de vida livre, como modelos bioldgicos.

MONITORAMENTO DE COMPORTAMENTO COMPLEXO DE VETORES COM O
SOFTWARE ETHOFLOW EM AMBIENTES HOMOGENEOS E HETEROGENEOS
BASEADO EM INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Coordenadores:

e Gustavo Ferreira Martins - UFV
o Rodrigo Bernardes - UFV

Nesta mesa, sera discutida andlise de comportamento animal, com foco em insetos
no programa Ethoflow (DOI: 10.1101/2020.07.23.218255) . Serdo tratados temas como
mensuragdes cinematicas do comportamento, heuristicas para gera¢do de dados,
modulos de inteligéncia artificial para avaliagdo de comportamento em ambiente
heterogéneo e analise de comportamento complexo.
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O SISTEMA IMUNE DE INSETOS NA INTERACAO COM OS PATOGENOS
Coordenadores:

e Cecilia Stahl Vieira - IOC
e Daniele Pereira de Castro - IOC

Com o avanco do conhecimento do sistema imunologico dos insetos, percebemos sua
complexidade, especificidade e até durabilidade (memoria). Dessa forma, novos
fatores associados ao desenvolvimento de patdgenos nos insetos vetores estdo sendo
desvendados. Além da agdo da microbiota que possui um papel importante na
imunidade basal do inseto afetando assim o desenvolvimento do patogeno. Portanto,
pretendemos nessa mesa tematica estimular os participantes a compartilhar
conhecimento sobre os principais avangos na pesquisa da intera¢do patdgenos, insetos
e microbiota no contexto do sistema imune nos diferentes modelos.

O USO DA ALIMENTACAO ARTIFICIAL EM ARTROPODES HEMATOFAGOS
Coordenadores:

e Simone Michaela Simons - Instituto Butantan

Muitas espécies de animais hematofagos sdo mantidos e criados em laboratorios para
diversos fins de pesquisa, como taxonomia, ecologia, biologia, infeccao experimental
de microoganismos, métodos de controle e bioprospecgdo. E que sdo alimentados em
animais convencionais de laboratério, como coelhos e roedores. Contudo, com a
evolucdo do pensamento e comportamento ético em relacdo ao uso de animais em
experimentac¢do, que esta ocorrendo na atualidade, tem-se procurado desenvolver
técnicas que promovam métodos alternativos de alimenta¢do , que visam substituir
ou diminuir em pelo menos em algum estagio do ciclo de vida (dos artrépodes
hematofagos) o uso de animais vivos como hospedeiros.

RESISTENCIA A INSETICIDAS
Coordenadores:

o Ademir de Jesus Martins Junior - IOC

Embora tenhamos novas e promissoras estratégias para controle de vetores, os
inseticidas e acaricidas tém o potencial de rapidamente diminuir a densidade destes
vetores, quando corretamente aplicados. Contudo, a resisténcia aos compostos
permissivos para uso em saude publica é uma ameaga global, especialmente em
mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles. Portanto, precisamos melhor entender o
fendmeno da resisténcia, ndo somente pela beleza de sua natureza bioldgica, mas
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também para que possamos evitar o desperdicio de uma importante ferramenta
contra os vetores. Nesta edi¢cdo online do Arthromint vamos discutir teorias e
exemplos de transformacdes fisiologicas que levam populagdes naturais e linhagens
de laboratorio ao status de resistentes a inseticidas, quando submetidas a pressdo de
selecdo com estes compostos. Exemplos de seus estudos serdo muito bem vindos para
serem discutidos entre os colegas participantes desta mesa.

RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM ANIMAIS DE CRIACAO
Coordenadores:

o Josiana Gomes de Andrade ~-UENF

Doengas causadas por nematoides parasitasrepresentam perdas econdémicas na
criagdo de animais devido aos danos gerados por habitos hematofagos ou por
obstrugdes intestinais. Dessa forma, a presenca elevada desses nematoides podem
acarretar no desenvolvimento de anemia, contribuindo na reducdo do peso dos
animais, além de provocarem diarreias e esfoliagdes da mucosa do trato digestério. No
combate as nematodioses algumas classes de anti-helminticos, como benzimidazdis,
imidazotiazdis e lactonas macrociclicas, vém sendo utilizadas de formas inadequadas
e descontroladas, acarretando na resisténcia a essas drogas. Nessa mesa temadtica serao
apresentadas algumas espécies de nematoides parasitas e os danos causados por elas
em animais de criacdo, assim como o modo de a¢do das principais classes de anti-
helminticos e seus mecanismos de geracdo de resisténcias. Serdo apresentadas ainda,
algumas formas de diagndsticos de resisténcia anti-helmintica e as alternativas que
vem sendo pesquisadas para o controle de nematodioses.
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RESUMOS DOS PALESTRANTES
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Pesticide resistance in ticks
Guilherme Marcondes Klafke

Departamento de Pesquisa Agropecudria. Secretaria da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento Rural. Centro de Pesquisa em Saude Animal (IPVDF), Eldorado do Sul,
RS, Brazil.

Since the late 19th century chemical acaricide treatment of cattle remains the main method
of controlling the cattle tick, Rhipicephalus microplus, worldwide. Populations of R.
microplus have developed resistance to every acaricide chemical class since the first report
of resistance to arsenicals in the 1940s. Synthetic pyrethroids, organophosphates, amitraz,
fipronil, macrocyclic lactones, and fluazuron are generally marketed in Brazil and resistance
to all these chemical classes have already been reported in the states of Rio Grande do Sul,
Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias and Mato Grosso do Sul. In a scenario of absence of novel
molecules with different modes of action, multiple resistance to acaricides is the major
obstacle for sustainable R. microplus control. Good practices of acaricide treatments and
resistance detection are the core of sustainable control ticks. Resistance can be diagnosed
with toxicological bioassays that are simple, low-cost laboratory procedures aimed at the
detection of resistance individuals (adults or larvae) in a given tick population. Bioassays
have the disadvantage of taking four to six weeks to completion, and time can be critic for
decision making in terms of acaricide choice and treatment of animals. Molecular detection
in the other hand can be performed quickly with any development stage of the tick. However,
it depends on high-cost equipment and there are no molecular markers for all the acaricides
available in the market. In the past ten to twenty years there was a remarkable increase in the
number of studies describing the mechanisms of resistance to acaricides in R. microplus and
other tick species. PCR-based techniques are already available to detect mutations associated
to resistance to synthetic pyrethroids, amitraz and fipronil. The mechanism of resistance to
macrocyclic lactones seems to be related to overexpression of ATP-biding cassette
transporters, however, a molecular marker of macrocyclic lactone resistance detection is yet
to be developed. Further studies are needed to comprehend and develop markers associated
with metabolic resistance. This information can be used to develop a high-throughput method
to genotype and detect allele-specific mutations in cattle tick populations to inform acaricide
resistance management strategies.

Financial support: CNPq, FAPERGS, CAPES, FAPESP, INCT-EM, USDA-ARS, ORISE.
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Host homeostasis regulators of tick origin
Michalis Kotsyfakis
Biology Centre CAS, Institute of Parasitology, Ceské Bud&jovice Czech Republic.

We demonstrate that the hard tick Ixodes Ricinus serves as a model organism to apply a
systems-based and multimodal approach to discover tick effectors determining blood feeding
success. The produced data, in turn, forms the conceptual basis to understand which
vertebrate host proteolytic cascades are regulated by tick salivary secretion at sites of tick
infestation and how salivary constituents facilitate blood meal uptake and successful
completion of the tick lifecycle. Another goal is to test the pharmacological action(s) of
recombinant tick salivary proteins and non-coding RNAs (long non-coding and microRNAS)
and their mechanism of action in the vertebrate host at the molecular, cellular, and organismal
level to expedite drug development.

Our overall aim is to:

i) Explore basic mechanisms of tick blood feeding success as the conceptual basis for the
future development of novel methods/tools (e.g., anti-tick vaccines and diagnostic Kits to
monitor exposure of vertebrate hosts to arthropod disease vectors) to control tick populations.
i) Demonstrate the pharmacological action of tick salivary proteins and non-coding RNAs
in the regulation of vertebrate host homeostasis (hemostasis, vascular biology, immunity,
neuromodulation) and test their potential for drug development, ideally in the near future.
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Analise protedbmica das antenas de Rhodnius prolixus

Oliveira, D.S.'; Brito, N.F.%; Nogueira, F.C.S.%; Moreira, M.F.1; Leal, W.S.?;
Soares, M.R.1; Melo A.C.Al

'DBg-IQ-UFRJ; ? Universidade da California-Davis, Departamento de Biologia Molecular
e Celular, Davis, CA, USA

O inseto Rhodnius prolixus é um dos vetores da doenga de Chagas. Nos ultimos anos,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado pesquisas cientificas destinadas ao
controle de insetos vetores, que ndo agridam o meio ambiente. Neste contexto, o estudo de
proteinas envolvidas na olfacdo pode ser um potencial alvo para interromper a comunicacao
quimica de insetos. Quando as moléculas de odor alcancam as antenas, elas se ligam as
proteinas ligadoras de odor (OBPs) e sdo transportadas através da linfa sensilar até atingir os
receptores olfativos (ORs). Técnicas que possam interferir com o sistema olfativo e perturbar
a percepc¢do de mensagens quimicas podem ser desenvolvidas para o controle destes insetos.
O objetivo deste trabalho foi descrever o perfil protedmico das antenas de fémeas (AF) e
machos (AM) de R. prolixus, para desvendar todo o repertorio de proteinas olfativas deste
inseto. Usando as abordagens proteémica shotgun e eletroforese em gel bidimensional
seguidas por nano cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem
LTQ Velos Orbitrap, foram identificadas 581 proteinas Unicas nas antenas. Dentre estas,
foram identificadas proteinas diretamente envolvidas com a olfag&o, incluindo 17 OBPs, 6
proteinas quimiossensoriais, 2 ORs, 3 receptores transitdrios de canais de cation e 1 receptor
gustativo. Proteinas envolvidas em funcdes celulares gerais, como precursores metabdlicos,
geracdo de energia e catabolismo foram expressos em niveis elevados. Além disso, proteinas
que participam da transdugéo do sinal, ligacdo de ions e resposta ao estresse, atividade de
quinase e oxidorredutase foram identificadas nas antenas de ambos o0s sexos. Este estudo
descreve, pela primeira vez, o perfil proteico das antenas de R. prolixus, abrindo novas
perspectivas de pesquisa para a area de comunicagdo quimica em insetos vetores. Esses
achados ndo apenas aumentam nossa compreensdo do processo olfativo em espécies de
triatomineos, mas também identificam potenciais alvos moleculares a serem explorados para
o controle populacional de tais insetos vetores.
Palavras-chave: antena, Rhodnius prolixus, protedmica, OBP, olfacgdo.
Apoio financeiro: CNPg, INCTEM/CNPq, FAPERJ e CAPES. Area: Ecologia quimica de

insetos.
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Venomics and structural biology studies on peptides derived from Bothriurus

bonariensis venom

Elisa Beatriz de Oliveira John'; Marina Amaral Xavier'; Célia Regina Carlini?, Carlos
Termignoni?
Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre/Brazill; ?Instituto do Cérebro, PUCRS,
Porto Alegre/Brazil

Bothriurus bonariensis (Bothriuridae) is a scorpion species with a broad distribution in the
Pampas biome in South America, causing low severity sting accidents each year. Possibly
due to minor clinical interest, B. bonariensis venom has not been fully characterized
concerning its molecular composition and may constitute an underestimated source of
compounds with e. g. antimicrobial and insecticidal activities, valuable in drug discovery
research. This work intends to provide an analysis of the components in the venom of
specimens captured in Southern Brazil, using transcriptomics and proteomics approaches
(collectively called "venomics"), as well as molecular modeling, in order to find molecules
with biotechnological applications. The functional annotation of the obtained sequences
through RNA-seq revealed the presence of many ion channel modulators, proteases, protease
inhibitors, and antimicrobial peptides among the transcripts (alongside with proteins
implicated in common cellular processes important for venom gland function), indicating the
potential of this venom as a source of molecules with biotechnological relevance. This
transcript database was used as basis for the annotation of peptides in mass spectrometry
measurements (top-down proteomics) of the venom. For the toxins identified so far, several
peptides were investigated using homology modeling, revealing some structural motifs that
can be used to predict their activities. These results provide valuable information concerning
the diversity of molecules present in B. bonariensis venom, encouraging further exploration

of venoms from neglected taxa in the prospecting of novel compounds.

Keywords: venom gland transcriptome, scorpion venom, Bothriurus bonariensis
Acknowledgments: CNPq, CAPES and FAPERGS
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Aedes aegypti post-emergence transcriptome: Unveiling the molecular basis for the
hematophagic and gonotrophic capacitation

Stephanie S de Carvalho®?; Cynara de Melo Rodovalho®; Alessandro Gaviraghil; Maria
Beatriz S Mota?; Willy Jablonka?; Carltcio Rocha-Santos®, Rodrigo D. Nunes**; Thayane
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Patricia Fampa®; Marcus F. Oliveiral*; Mario Alberto C da Silva-Neto'*'; Rafael D
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#Current address: Department of Biochemistry and Molecular Biology, Bloomberg School
of Public Health, Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland - USA

fin memoriam

The adult females of Aedes aegypti mosquitoes are facultative hematophagous insects but
they are unable to feed on blood right after pupae emergence. The maturation process that
takes place during the first post-emergence days, hereafter named hematophagic and
gonotrophic capacitation, comprises a set of molecular and physiological changes that
prepare the females for the first gonotrophic cycle. Notwithstanding, the molecular bases
underlying mosquito hematophagic and gonotrophic capacitation remain obscure. Here, we
investigated the molecular and biochemical changes in adult Ae. aegypti along the first four
days post-emergence, prior to a blood meal. We performed a RNA-Seq analysis of the head
and body, comparing male and female gene expression time courses. A total of 811 and 203
genes were differentially expressed, respectively in the body and head, and both body parts
showed early, mid, and late female-specific expression profiles. Female-specific up-
regulation of genes involved in muscle development and the oxidative phosphorylation
pathway were remarkable features observed in the head. Functional assessment of
mitochondrial oxygen consumption in heads showed a gradual increase in respiratory
capacity and ATP-linked respiration as a consequence of induced mitochondrial biogenesis
and content over time. This pattern strongly suggests that boosting oxidative phosphorylation
in heads is a required step towards blood sucking habit. Several salivary gland genes,
proteases, and genes involved in DNA replication and repair, ribosome biogenesis, and
juvenile hormone signaling were up-regulated specifically in the female body, which may
reflect the gonotrophic capacitation. This comprehensive description of molecular and
biochemical mechanisms of the hematophagic and gonotrophic capacitation in mosquitoes
unravels potentially new targets for vector control.

Palavras-chave: Hematophagic and gonotrophic capacitation; Post-emergence, Oxidative

Phosphorylation
Apoio financeiro: CNPg, FAPERJ and INCT
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Estabelecimento e caracterizacdo de células embrionarias de Aedes aegypti infectadas
com Wolbachia pipientis

Angélica Fernandes Arcanjo?, Cristiano Calixto?, Jodo Vitor Costa da Silval, Cintia
Lopes?, Luciano Moreira e Carlos Logullo?.

1. Laboratorio de Bioquimica de Artropodes, Instituto de Bioquimica Medica (IBgM),
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 2. Laboratério Integrado
de Bioguimica Hatisaburo Masuda (LIBHM), Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade
(NUPEM), Universidade Federal do Rio de Janeiro, Macaé, RJ, Brasil. 3. Centro de
Pesquisas René Rachou, Fiocruz Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil.

Wolbachia sp. sdo bactérias intracelulares simbiontes que vivem em mais de 60% dos
insetos. Apesar de serem comumentes encontradas em muitas espécies de mosquitos, estdo
ausentes e, alguns com importancia na transmissdo de patdgenos a humanos, como o Aedes
aegypti. O Aedes aegypti € o principal vetor dos virus causadores da dengue, zika e
chicungunha. Como néo existem vacinas eficazes para esses virus, a prevencao de casos em
humanos depende quase que exclusivamente do controle do mosquito vetor. Nos Gltimos
anos, a bactéria Wolbachia sp. esta sendo utilizada, em diversas partes do mundo, como uma
abordagem inovadora para controlar a transmissao de patdgenos transmitidos por mosquitos.
A cepa wMel de Wolbachia pipientis tem sido utilizada em ensaios de campo com mosquitos
Aedes aegypti, tendo atingido e permanecido em uma frequéncia populacional muito alta e
esses mosquitos mostram susceptibilidade ao DENV bastante reduzida varios anos depois.
Os mecanismos por tras desse fen6tipo de inibicdo permanece incerto. Baseado nesses dados
0 Nnosso grupo tem como objetivo estudar a relacdo parasita-hospedeiro do ponto de vista
metabolico. Para isso, células embrionarias de Aedes aegypti, infectadas ou ndo com
Wolbachia pipientis, estdo sendo estabelecidas e serdo caracterizadas. Além disso, 0s seus
perfis metabdlicos serdo avaliados a fim de elucidar quais sdo as consequéncias que a
infeccdo pela bactéria Wolbachia pipientis no mosquito Aedes aegypti e 0 quanto essas
possiveis consequéncias contribuem para o perfil de baixa transmissdo da dengue.

Palavras chaves: Wolbachia pipientis. Aedes aegypti e células embrionarias.

Suporte financeiro: INCT, Capes, CNPqg e FAPERJ.
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Controle Gliconeogénico em células embriondarias do carrapato R. microplus
linhagem BME26

Cintia Nogueira!; Angélica Arcanjo!; Barbara Pitta 1; Carlos Logullo!

tUniversidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

Carrapatos sdo ectoparasitas hematofagos obrigatorios e possui caracteristicas muito
peculiares em seu ciclo de vida. Como larva, na auséncia de hospedeiro, conseguem
sobreviver a longos periodos de jejum, aproximadamente 60 dias. Para garantir a sua
sobrevivéncia, ocorre uma remodelacdo metabolica em que sdo mobilizadas reservas
energéticas para garantir a sua sobrevivéncia. Embora muitas pesquisas tenham sido
realizadas sobre o metabolismo do carrapato R. microplus, os mecanismos pelos quais a
regulacdo do metabolismo energético ocorre por um longo periodo na completa auséncia de
nutrientes permanecem desconhecidos. Neste trabalho, estd se investigando mecanismos
pelos quais células embrionarias do carrapato R. microplus, condicionadas a um jejum
prolongado, sdo capazes de sobreviver. Observa-se que as células sobrevivem mesmo na
auséncia total de nutrientes. Inicialmente se realizou andlise transcricional dos principais
genes envolvidos no metabolismo de glicose. Observou-se que a transcrigdo da PEPCK, uma
das principais enzimas gliconeogénicas, aumenta significativamente apds 6h e 24h em jejum.
Além disso, € possivel evidenciar por microscopia uma alteracdo conformacional muito sutil
dessas células apds o jejum, apresentando uma retracdo citoplasmatica. Evidenciou-se ainda
um aumento da granularidade, nas mesmas condic¢Ges, por citometria de fluxo. J& a
quantificacdo do glicogénio nessas células ndao apresentou diferenca significativa na resposta
ao jejum. O conjunto de resultados até 0 momento indicam que essas células sdo capazes de
resistir a periodos prolongados de jejum por meio de uma fina rede de adaptacbes
metabdlicas. Esses achados contribuirdo para um melhor entendimento da regulacdo do
metabolismo no carrapato R.microplus, bem como em outros artropodes, uma vez que essas
vias tendem a ser altamente conservadas entre os vetores de doencas, dando-nos maior
conhecimento para o desenvolvimento de estratégias no bloqueio da transmissdo de
patogenos.

Palavras chaves: Gliconeogénese, R. microplus, Metabolismo

Apoio financeiro: Capes, CNPq, FAPERJ
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ESTUDO DA VIABILIDADE E PROLIFERACAO DAS CELULAS AAG2 APOS
DESAFIO OXIDATIVO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

Daniel Costa Santos, Angélica Arcanjo, Barbara Della Noce, Carlos Logullo

Laboratorio de Artrépodes Hematofagos/IBQM, CCS - Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), (RJ, Brasil).

Este trabalho pretende investigar os mecanismos de adaptacdo metabdlica e tolerancia em
celulas embrionéarias do mosquito Aedes aegypti, (linhagem Aag2) tolerantes ao desafio
oxidativo com peroxido de hidrogénio. No recente trabalho publicado pelo nosso grupo, foi
observado um perfil comparativo de sobrevivéncia celular ao H20. em diferentes tipos
celulares (Della Noce et al, 2019). As células do mosquito Aedes aegypti, linhagem Aag2,
exibiram alta tolerancia a exposicao entre 62,5 - 1000 uM de H20>, assim como também foi
observado, a tolerancia ao H>O2 na linhagem celular do carrapato R. microplus, BMEZ26,
sendo ambas linhagens de células embrionéarias de artrépodes. Contudo, as células Aag2
exibiram um aumento do numero de células de aproximadamente 30% mais células na faixa
de concentracdo 125 - 250 uM de H20,. Efeitos citotoxicos foram observados somente na
maior concentragao testada, de 1000 uM (1mM) de H203, causando uma letalidade para 20%
das células Aag2. Em comparacdo as culturas de células de mamifero testadas, linhagem de
cultura primaria de macréfagos do camundongo BLACKS®6 e linhagem de células epiteliais
renais de macaco Rhesus (LLMCK2), o H202 induziu efeitos citotoxicos promovendo
reducéo na viabilidade celular, atingindo a DLso na faixa de concentragdo entre 125 -250 uM
H20>. Trabalhos de outros grupos que também demonstraram a sensibilidade de células de
mamiferos ao estresse oxidativo causado pelo H20z, reforcam o interesse do nosso grupo em
expandir nosso conhecimento sobre a possivel tolerancia/ ou resisténcia ao H202 em células
Aag2. Foi observado em cultura de HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana)
uma exposic¢ao por 18 horas ao H20> (250 — 1000 uM) resultou em perda grave de viabilidade
celular com uma diminui¢ao de 80% com ImM (1000 uM) de H20O: (Li et al., 2012). Dash e
colaboradores também demonstraram a sensibilidade ao H.O> em cultura de fibroblasto
epitelial (linhagem AH927), onde a viabilidade celular diminuiu notavelmente de forma
dependente da concentragdo (0,1 — 1 mM), com uma DLso de 200 uM de H20- ap6s 24 horas
de exposicdo. Deste modo, pretendemos induzir o desafio oxidativo em células embrionarias
do mosquito Aedes aegypti (Aag2) com H202, em concentracdes diferentes, para verificar a
viabilidade e proliferacdo celular. Para isso, neste projeto usaremos, as 3 concentracoes de
H202: 125uM, 500puM e 1000uM, respectivamente relacionadas a proliferacdo celular,
neutro e reducdo aproximadamente em 20% da viabilidade. Para testar no curso temporal de
2, 6, 12 e 24 horas, a contagem celular e viabilidade por MTT. Com intuito, de observar a
proliferacdo dessas celulas apds o tratamento, sera realizada a marcacgéo da proteina Ki67 por
nucleo DAPI, e avaliacdo da transcri¢do das CDKSs.

Palavras-chave: H2Oz, tolerdncia e Células embrionérias de artrépodes.
Apoio financeiro: FAPERJ, CNPg e CAPES.
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Estabelecimento e caracterizacdo de uma linhagem de células embrionarias de
Rhodnius prolixus.

Jodo Vitor Costa da Silval, Angélica Fernandes Arcanjo?, Cristiano Calixto? e Carlos
Logullo?.

! Instituto de Biogquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil. 2 Laboratério Integrado de Bioquimica Hatisaburo Masuda (LIBHM), Instituto de
Biodiversidade e Sustentabilidade (NUPEM), Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Macae, RJ, Brasil.

O estudo da doenca de Chagas se torna de suma importancia pois estima-se que
aproximadamente 12 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo Trypanosoma cruzi sendo de
5 a 6 milhGes s6 no Brasil. O T. cruzi, considerado o agente etioldgico dessa doenca, faz uso
de insetos denominados “barbeiros” como hospedeiros intermediarios, sendo esses os
transmissores da Chagas. Estudar o funcionamento desse inseto bem como a interagcdo com
0 protozoario € vista como uma forma de obtencao de novos dados cientificos e futuramente
um maior entendimento da doenga, o que possibilita a descoberta de um controle eficaz. Um
bom modelo de estudo da interacdo inseto vetor/patdgeno é o uso de células. Esse modelo é
considerado uma alternativa extremamente idonea para tais tipos de pesquisa, isso porque
permite um maior controle de ambiente e homogeneidade de amostra, quando comparada ao
uso de animais. Além disso, ¢ um modelo de estudo econémico. De acordo com as Comissdes
de Etica para Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) é o principal método alternativo para a
substituicdo de cobaias animais. As células de inseto facilitam a adaptacéo para o crescimento
em cultura, isso porgue sdo mais robustas quanto ao cultivo, manutencao e por apresentarem
maior resisténcia ao estresse provocado como alteracdo de osmolaridade e pH sendo assim,
compreende-se que é de vital importancia que tal animal seja usado como modelo
experimental ainda levando em consideragdo que embora haja diversas linhagens celulares
de inimeras espécies de insetos estabelecidas, a linhagem embrionaria de R. prolixus ainda
ndo foi estabelecida tampouco caracterizada. Baseando-se nesse propdsito, o seguinte
trabalho busca estabelecer e caracterizar morfologicamente e molecularmente uma linhagem

de células embrionéarias de Rhodnius prolixus.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus; cultura celular; células embrionarias.
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The Study of Aedes aegypti Protein Tyrosine Phosphatase (PTP) Lar after Mosquito
Emergence

Carlos Renato de Oliveira Daumas Filho?; Jhenifer Nascimento da Silva?; Ronald Sodré
Martins®; Carlos Jorge Logullo de Oliveira?; Luciana Araripe*; Rafaela Vieira Bruno®;
Rafael Dias Mesquita’.

!Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, UFRJ, Brazil.
?Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis, UFRJ, Brazil.
3Computational Biophysics and Molecular Modeling, 10C, Brazil
“Laboratdrio de Biologia Molecular de Insetos, 10C, Brazil.

Mosquitoes are vector of many pathogens, as malaria, dengue (DNV), West Nile Virus
(WNV) etc., causing many deaths every year due to the poorly effectiveness of existing
treatments. This happens when females feed on the blood of an infected host, and then the
infected female bites the next vertebrate, transmitting the pathogen and perpetuating the
cycle. To be able to feed on blood, females need to face an entire maturation process after
emergence, that allows them to seek and feed on the host. The study of Protein Tyrosine
Phosphatases (PTPs) have been used to understand many diseases, of metabolic or genetic
origin mainly, and this background can be applied in the vector control studies. The PTP Lar
was first studied in Drosophila melanogaster, and its role as a negative regulator of the
Insulin Receptor, can help us to understand molecular and biochemical features important
for this maturation process, once the Insulin Signaling pathway (11S) is important to foraging,
egg development, circadian clock etc. We injected double-strand RNA for the PTP Lar
(AeLar) in 5h post-emergence female A. aegypti mosquitoes, and then we analyze the flight-
locomotor activity for 7 days after injection, the amount of females willing to feed on blood
72h after injection, the amount of eggs laid 96h after blood meal, and the amount of viable
eggs. Then, we measured the level of pAKT by Western Blotting in the Head, Flight Muscle,
Fat Body, Midgut, and Ovary, as well as a glycogen quantification in the mosquitoes Fat
Body and Flight Muscle 72h after injection, to address the activation changes of the 1IS after
AelLar knockdown. The AeLar knocked down females showed a reduction in the
locomotor/flight activity and an impairment in the circadian rhythm once the females were
less efficient to anticipate the nighttime. Less females were willing to feed on blood and the
fed females laid less eggs, than the control ones. At the molecular level, the dsAeLar
mosquitoes showed an increasing in the pAKT levels and a reduction in the amount of
glycogen stored in the Flight Muscle and Fat Body. Now, we are investigating how these
changes are important in the mosquito maturation process after emergence.

Key words: Mosquito, PTP, Insulin, Emergence
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Caracterizacdo da enzima lipase Brummer e sua importancia na fisiologia e
bioquimica do inseto Rhodnius prolixus

Daniela Saar Arédes; Katia Calp Gondim
Laboratorio de Bioguimica e Fisiologia de Insetos — Universidade Federal do Rio de
Janeiro

O Rhodnius prolixus € um inseto obrigatoriamente hematofago da ordem Hemiptera
e subfamilia Triatominae, apontado atualmente como um importante vetor da Doenca de
Chagas, transmitida pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Os lipideos provenientes da dieta
sdo digeridos no lumem intestinal do inseto através de enzimas lipases, liberando acidos
graxos livres. Os &cidos graxos sdo entdo absorvidos pelas células intestinais e utilizados para
a formacdo de lipideos mais complexos como triacilglicerol e fosfolipideos. Os lipideos
armazenados no corpo gorduroso estdo majoritariamente na forma de triacilglicerol, que
podem ser mobilizados em situacGes de baixa energia e demanda enegética, como nos
processos de ovogénese e voo. Atraves desse processo, chamado lipdlise, acidos graxos sao
liberados, podendo ser utilizados em processos de sintese ou degradacdo de lipideos. A
mobilizacdo das moléculas de triacilglicerol das goticulas lipidicas ocorre através da lipase
brummer, enzima que € ortologa da triacilglicerol lipase de mamiferos chamada ATGL
(“adipose triglyceride lipase”). Os estudos envolvendo as enzimas lipases em insetos sdo
escassos, revelando assim a importancia de novos projetos que ajudem a entender seu papel
em um inseto vetor. Sendo assim, o objetivo do atual trabalho € caracterizar a enzima lipase
brummer e analisar sua importancia no metabolismo e fisiologia do inseto Rhodnius prolixus
atraves de RNA de interferéncia. Até o atual momento, os dados obtidos mostram a expressao
génica da lipase brummer com niveis mais elevados no corpo gorduroso, intestino médio
anterior e intestino médio posterior, quando comparados a outros 6rgdos. Devido aos atuais
problemas, novos experimentos estdo em andamento para dar continuidade ao projeto. Ap6s
a inibicdo da expressdo génica por RNA de interferéncia, os seguintes fenotipos serdo
analisados: verificar os efeitos da inibicdo da expressdo génica na fisiologia e metabolismo
de lipideos do inseto como, por exemplo, contetdo de triacilglicerol nos 6rgédos de interesse,
taxa de ovoposicdo, eclosao e sobrevivéncia, capacidade de voo, analise do perfil de outras
classes lipidicas mediante a inibicdo da expressao génica, morfologia e tamanho das goticulas
lipidicas através de microscopia confocal, entre outros. Sendo assim, este projeto visa
analisar se ha relevancia da proteina para o metabolismo e fisiologia do inseto, ajudando na
elucidacédo de novas vias metabdlicas neste vetor.

Palavras-chave: Rhodnius, metabolismo, fisiologia
Apoio financeiro: CNPg, CAPES e FAPERJ.
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Caracterizacao bioguimica de uma esfingomielinase D — like do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Fernando Allan Abreu Silval; Aparecida Sadae Tanaka!
1 - Departamento de Bioquimica, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo
Paulo (UNIFESP).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um ectoparasita responsavel por grandes
prejuizos para a pecudria brasileira, gerando impacto de maneira direta e indireta na
economia e perdas estimadas em 3,24 bilhdes de dolares por ano no Brasil. A
Esfingomielinase D (smase D) é o principal componente do veneno da Loxosceles latea e é
responsavel por diversos efeitos associados a sua picada, como dermonecrose, hemdlise e a
inducdo da agregacdo plaquetaria. Em carrapatos uma smase D — like de Ixodes scapularis
foi relacionada como importante para modulagdo da resposta imune e para transmisséo de
virus para hospedeiro. Uma Esfingomielinase D — like foi identificada no transcriptoma do
carrapato Rhipicephalus microplus, clonada e expressa em bactéria. A sequéncia da smase D
identificada revelou a auséncia de um residuo importante para sua atividade catalitica,
entretanto a literatura descreve fosfolipases que possuem atividade biolégica mesmo com sua
capacidade catalitica comprometida. Alteracdes nos residuos importantes para atividade
catalitica diminuem a taxa de hemolise, mas ndo ha estudos sobre o efeito na agregacao
plaquetaria. Como uma pseudo-enzima, estamos sugerindo que a smase D de R. microplus
possa se ligar a membrana das plaquetas, mas como ndo possui um dos residuos responsaveis
pela atividade catalitica ndo podera causar as alteraces na membrana das plaquetas que
induzem a agregacdo, atuando assim como um anticoagulante e facilitando o processo de
alimentacdo do carrapato. O objetivo é verificar se esfingomielinase D de R. microplus é
capaz de interferir na agregacédo plaquetaria. Para atingir tal fim, estamos trabalhando para
expressar smase D — like recombinante na sua forma sollvel para em seguida fazer a sua

caracterizacdo bioguimica e verificar o seu efeito na agregagéo plaquetaria.
Palavras-chave: Rhipicephalus microplus; Esfingomielnase; Caracterizacdo; Agregacao

plaquetaria.
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Caracterizacgado bioquimica do inibidor de serinoproteases putativo da familia tipo Kazal
(AaKz211) modulado em mosquitos Aedes aegypti infectados com virus Dengue 2

Giulia Scomparim, Veronica M. Manzato, Ricardo J. S. Torquato e Aparecida S. Tanaka

O Aedes aegypti é o principal vetor responsavel pela transmissdo de arboviroses
(como o virus da dengue, Zika virus, febre chikungunya e febre amarela) e o combate do
vetor ainda é a melhor estratégia de controle e prevenc¢édo dessas doencas. A replicacao viral
no mosquito acontece em condigdes especificas, e sua eficiéncia depende de respostas
celulares controladas e de proteinas do proprio vetor. Cada proteina viral pode interagir com
mais de uma proteina do mosquito, colaborando para a progressdo da infec¢do. Portanto, a
identificacdo de proteinas que atuem inibindo o ciclo viral e ou inibidores de enzimas virais
pode ser importante para o desenvolvimento de agentes antivirais. Recentemente,
identificou-se a presenca de um inibidor do tipo Kazal (AAEL000211) no genoma de Aedes
aegypti, uma sequéncia génica que se encontra modulada negativamente durante a infeccao
do mosquito com virus DENV2 (em experimentos de microarray). Os inibidores do tipo
Kazal sdo descritos principalmente em animais hematdfagos, atuando como inibidores de
enzimas digestivas e fatores de viruléncia codificados por patdgenos, além de estarem
envolvidos em outras vias. Estudos indicam que algumas serinoproteases séo limitantes na
infecgdo viral, e quando silenciadas ou inibidas nas células, h4 uma reducdo da infecgéo.
Assim, seus inibidores podem estar interagindo tanto com serinoproteases do mosquito,
quanto do virus, envolvidas na infeccdo, ou sendo modulados pelo proprio virus. Portanto, o
presente projeto tem como objetivos: a clonagem, expressao e caracterizacdo do inibidor
putativo tipo Kazal (AAEL000211) de Ae. aegypti. Até o presente momento, realizamos a
clonagem e sequenciamento do fragmento de DNA que codifica o inibidor tipo Kazal
AaKz211, em vetor de expressdo pPIC9 para levedura. Posteriormente, fizemos a
transformacéo de leveduras Pichia pastoris com a construcéo vetorial contendo a sequéncia
de DNA de AaKz211. Selecionamos alguns clones de levedura com niveis elevados de
expressdo da proteina AaKz211. Um dos clones com alta expressdo foi utilizado para a
expressdo em maior escala. A proteina recombinante presente no sobrenadante de cultura de
leveduras apresentou atividade inibitdria para a subtilisina A. As perspectivas do projeto sao:
purificar a proteina recombinante expressa e testar a inibigdo para outras serinoproteases.
Palavras-chave: Aedes aegypti, inibidores de serinoproteases, arboviroses, proteina,
infecgéo viral
Apoio financeiro: FAPESP, CNPq, CAPES e INCT-EM
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Estudo das alteracdes no metabolismo e transporte de lipideos em Rhodnius prolixus

durante a infec¢do por Trypanosoma rangeli

Guilherme dos Santos Machado e Georgia Correa Atella

Laboratorio de Bioquimica de Lipidios e Lipoproteinas, IBqM, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

A espécie Rhodnius prolixus € vetor de Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenga de
Chagas, na Venezuela e Colombia. Esses insetos hematofagos sdo modelos para estudos de
fisiologia, interacdo parasito-vetor. Portanto, o metabolismo de diversas substancias e
nutrientes no organismo desses insetos vem sendo investigada. Nos insetos e R. prolixus,
os lipideos sdo uma importante fonte nutricional, sendo utilizados em atividades importantes
para manutencao do ciclo de vida, fonte nutricional para producdo de ovos e como fonte
energética durante o voo. Apds a digestdo, os lipideos sdo transportados através de proteinas
carreadoras de lipideos reutilizaveis, denominadas lipoforinas, que realizam o transporte de
lipideos entre os diferentes tecidos. Neste inseto, o corpo gorduroso e o intestino sdo 0s
principais sitios de abastecimento de lipideos das lipoforinas. De modo contrario, outros
tecidos, como ovarios e muasculos de voo, captam os lipideos a partir da lipoforina circulante.
Além de vetor de T. cruzi, R. prolixus é também vetor de Trypanosoma rangeli, sendo fonte
de isolamento de diversas cepas. Trypanosoma rangeli causa diversos efeitos patogénicos
em seus insetos vetores, impedindo ou causando atrasos no processo de muda, invadindo e
danificando diversos tecidos e érgdos, como musculos, corpo gorduroso, ovarios e glandula
salivar. A infecg¢@o causa ainda um aumento em certos aminoacidos livres na hemolinfa de
R. prolixus e decréscimo de outros. Em R. prolixus, experimentos in vitro demonstraram que
T. rangeli € capaz de utilizar a lipoforina como fonte de lipidios e, possivelmente, modular o
metabolismo de lipideos deste inseto. Dessa forma, estamos investigando através de métodos
bioquimicos e moleculares, possiveis alteragdes no metabolismo de lipideos de fémeas de R.
prolixus.

Palavras-chave: Metabolismo, lipidios, interacdo parasito vetor, Rhodnius prolixus,
Trypanosoma rangeli .
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Clonagem, expressao e caracterizacdo de uma proteina tipo microplusina de
carrapato Rhipicephalus microplus

Lucas Gomes Bezerra, Veronica M. Manzato, Gabriel C. A. Costa e Aparecida S. Tanaka

O carrapato Rhipicephalus microplus € o principal ectoparasita do bovino, responsavel por
grandes perdas econémicas no setor agropecuario em todo o mundo. O impacto econémico
causado pelo R. microplus no Brasil chega a 3,24 bilhGes de ddlares ao ano. O controle
deste ectoparasita ainda é realizado principalmente por acaricidas, que contaminam o meio
ambiente e deixam residuos nos produtos derivados de bovinos, além de levar a selecdo de
cepas de carrapatos resistentes. A vacina seria um metodo alternativo de controle de R.
microplus, mas infelizmente ndo existe uma vacina com eficécia para o rebanho brasileiro,
visto a escassez de informacGes bioquimicas e fisiologicas deste ectoparasita. Portanto, na
tentativa de contribuir para esta rea do conhecimento, este projeto tem como objetivo geral
estudar bioquimicamente a proteina similar ao peptideo antimicrobiano microplusina,
denominada RmSEI e identificada em um transcriptoma de intestino do carrapato R.
microplus. Para alcancar este objetivo, a proteina RmSEI sera expressa em sistema de
expressao de levedura P. pastoris. E a proteina recombinante sera purificada e caracterizada
bioquimicamente. Os resultados obtidos permitirdo analisar o potencial desta proteina como
um possivel alvo para vacina.

Palavras-chave: Carrapatos, Rhipicephalus microplus, microplusina, proteina, peptideo
antimicrobiano
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Caracterizacio da a-fucosidase de Rhodnius prolixus

Maiara do Valle Faria Gamal*: Cecilia Stahl Vieiral; Daniele Pereira de Castro’:
Fernando Ariel Gental.
Linstituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.

A doenca de Chagas tem como agente etiolégico o Trypanossoma cruzi. Que pode ser
transmitido através das fezes e urinas contaminadas de triatomineos. O Rhodnius prolixus €
um triatomineo considerado um importante modelo de estudo e um dos principais
transmissores da doenca de Chagas. Dentre as diferentes enzimas que atuam no
compartimento intestinal de R. prolixus, podemos destacar a a-fucosidase (EC 3.2.1.51) que
é uma glicosideo hidrolase da familia 29 (GH29) responsavel pela hidrélise de ligacGes
glicosidicas em fucosideos e glicoconjugados, podendo desempenhar um importante papel
na digestdo. Além disso, como parte do ciclo do parasita ocorre no tubo digestério do inseto,
e T. cruzi possui uma extensa rede de glicoconjugados de membrana, essa enzima pode
também estar envolvida na interacdo parasita-vetor. A fim de anuir a participagdo da o-
fucosidase no processo digestivo, avaliamos 0s mecanismos de inducao através do emprego
de dietas distintas (sangue, plasma, fracdo celular, PBS) e notamos a inducéo da atividade de
a-fucosidase no intestino médio anterior conteudo (IMAc) e ndo nos demais tecidos
(IMPc/IMPe/IMAe). No IMAc o plasma corresponde a atividade majoritaria em relacdo a
fracdo celular, embora ndo haja diferenca significativa. Utilizamos sangue desfibrinado,
citratado, heparinado e PBS nos ensaios, e pudemos concluir que o sangue desfibrinado de
coelho ndo é uma boa opc¢éo para separacdo do plasma, devido a lise das hemécias; o citrato
usado como anticoagulante inibe a atividade de alfa fucosidase; e a inducdo da alfa fucosidase
pela alimentacdo é uma resposta especifica as proteinas presentes na alimentacdo. Através
da técnica de RNA de interferéncia obtivemos um 6timo silenciamento da expressao génica
em todos os tecidos (GS, IMA, IMP e IP) em 2, 7 e 42 dias apds a injecdo, com o éxito do
silenciamento comparamos as atividades dos insetos controle e silenciados e observamos a
queda na atividade (pU/inseto), nos insetos silenciados em todos os tecidos. Agora,
pretendemos verificar alteracfes sobre os parametros fisioldgicos do inseto e na interacao
parasita-vetor além de analisar a capacidade tripanolitica da a-fucosidase sobre T. cruzi,
compreendendo melhor sua importancia no processo digestivo e sua modulagéo frente a
interacdo do vetor com o parasito.

Palavras-chave: a-fucosidase, RNAI, Rhodnius prolixus, Trypanosoma cruzi.
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Study of phospholipase Az in Rhodnius prolixus midgut

Maria Fernanda Carvalho de Araujo, Livia Silva Cardoso,
George Eduardo Gabriel Kluck, Georgia Correa Atella
Laboratory of Biochemistry of Lipids and Lipoproteins,
Institute of Medical Biochemistry Leopoldo de Meis, UFRJ, RJ-BRASIL.

Rhodnius prolixus is a hematophagous insect of the Hemiptera order and Triatominae
subfamily. As other triatomines, R. prolixus is a known vector of a parasite named
Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas’s disease. Fighting against the vector is still
the best way to prevent this disease and, because of that, finding molecules that are crucial
for the infection is necessary. In this scenario, previous studies from our group demonstrated
the involvement of a lysophospholid, lysophashatidylcholine (LPC), in different aspects of
the infection. Thus, the aim of this work was to study a superfamily of enzymes that can
promote the release of this lysophospholid, phospholipases A. In the present study,
phospholipasic A. activity of different classes of PLA> from the lumen and epithelium of
anterior and posterior midgut was analyzed days after insect’s feeding using enzymatic assay.
In anterior and posterior midguts it was possible to observe activity of secreted PLA2 (SPLA?)
and platelet activating factor acetylhydrolases (PAF-AH), whereas calcium independent
PLA: (iPLA?) activity was only detected in the anterior midgut epithelium and posterior
midgut lumen. To verify the possible roles of two genes of SPLA2, RpPLA> 4037 and 9995,
insects were injected with dsRNA for silencing and feeding performance was analyzed,
showing that these insects ingested significantly less blood. To determine if silencing these
genes would result in the alteration of phospholipasic Az activity of sSPLA>, the midgut of
these insects were submitted to enzymatic assay and the expression of other sSPLA. were
analyzed. It was not possible to observe significant difference in the activity and, when the
gene expression of other SPLA> were analyzed, there was a trend of increase expression of
the gene RpPLA2 8617 in anterior midgut and RpPLA> 8619 in posterior midgut when the
gene RpPLA: 4037 was silenced, while when RpPLA: 9995 gene was silenced, the
expression of RpPLA> 8619 gene tends to increase in the anterior midgut and is significantly

higher in posterior midgut.

Keywords: Rhodnius prolixus, phospholipase Az, midgut.
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Sinalizacédo de um Fator Induzido Por Hipoxia em Células Embrionarias do
Carrapato Bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Maria Luisa Corréa Sampaio, Angélica Arcanjo, Carlos Logullo, Leonardo Araujo de
Abreu

Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade — NUPEM/ Universidade Federal do Rio de
Janeiro

Instituto de Bioquimica Médica/ Centro de Ciéncias e Saude/ Universidade Federal do Rio
de Janeiro

A via do fator transcricdo induzido por hipdxia (HIF) se relaciona com o controle
transcricional de enzimas glicoliticas e de processos da mitocéndria, dentre 0s mecanismos
de adaptacdo a uma menor disponibilidade de oxigénio. De modo a avaliar a participacdo da
via do HIF na linhagem de células BME26, foram investigadas possiveis adaptacdes
metabolicas e celulares a partir do desafio frente a diferentes indutores quimicos de hipdxia,
e avaliacdo da viabilidade celular (ensaio de MTT). Adicionalmente, o metabolismo
anaerobico foi estudado baseado na determinagdo da atividade de Lactato Desidrogenase
(LDH) e do contetdo de Lactato. A partir da identificacdo e amplificacdo (reacdo de PCR)
das sequéncias de transcritos de duas hidroxilases [PHD (Prolil hydroxilase) e FIH (inibidor
da via do HIF)] que atuam como sensores de oxigénio, e de um alvo regulado positivamente
[PDK (Piruvato Desidrogenase Quinase)] pela via do HIF, espera-se iniciar a caracterizagao
funcional desta via em células BME26 (RT-qPCR e silenciamento génico por RNAI). Tanto
0 conteido de glicogénio como a eventual participacdo da via do HIF na expressdo e/ou
atividade de enzimas glicoliticas, e na funcdo mitocondrial serdo investigados. Dada a
importancia do metabolismo de carboidratos nas células BME26, os resultados obtidos aqui
ampliam a compreensdo dessa rota metabodlica, e inauguram uma abordagem relativa a

homeostase de oxigénio neste modelo.
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Atividade de transglicosidase de uma a-glicosidase digestiva em adultos de Lutzomyia
longipalpis

Silva, N. X.%, Genta, F.A. !, Costa-Latgé, S. G.1
!Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro
Lutzomyia longipalpis é o vetor do parasito Leishmania infantum, causador da

leishmaniose visceral nas Américas. Estes vetores exploram diferentes fontes alimentares
nos diferentes estagios de seu desenvolvimento. Os adultos possuem uma dieta rica em
acucares, essencial para atender as demandas energéticas necessarias ao desenvolvimento; as
fémeas, também se alimentam de sangue. a-glicosidases, sdo enzimas envolvidas na digestao
de aclcares e em altas concentracbes de substrato podem realizar uma reacdo de
transferéncia, a transglicosilacdo. A transglicosilacdo € um mecanismo adaptativo que visa
diminuir o estresse osmético causado as células do epitélio intestinal, em insetos que se
alimentam de altas concentracBes de acUcares. Este trabalho possui como objetivo a
caracterizagdo da atividade de transglicosidase da a-glicosidase digestiva de L. longipalpis.
A atividade de a-glicosidase foi determinada utilizando sacarose como substrato. O ensaio
enzimatico foi incubado a 30 °C e as reacBes foram interrompidas em diferentes intervalos
de tempo. A quantificacdo foi realizada utilizando amostras do intestino médio de fémeas
alimentadas com sacarose 70% (p/v) por trés dias. A fracdo obtida a partir do intestino médio
foi enriquecida com a-glicosidases de membrana a partir de extracdo com Triton X-100 1 %,
testando diferentes tempos de incubacdo com o detergente. A quantificacdo de proteinas foi
realizada pelo método do é&cido bicinconinico. Para determinacdo da atividade de
transglicosidase, ensaios foram realizados utilizando diferentes concentragdes de sacarose
(10-1400mM) e a reagéo foi incubada durante 1h a 30 °C. Amostras obtidas a partir de
ensaios realizados com 1400mM de sacarose foram analisados por HPLC e coletadas apds
cromatografia para a quantificacao de agucares totais pelo método fenol sulfurico. O presente
trabalho mostra que a o-glicosidase de L. longipalpis ndo segue a cinética classica de
Michaelis-Menten sendo inibida em altas concentracfes de substrato. Esta inibicdo pode ser
explicada por uma reacédo de transglicosilacdo, visto que apds analise da reacdo por HPLC,
observamos a formacdo de outros produtos, além dos formados pela hidrélise da sacarose. O
entendimento do mecanismo que leva a inibicdo da atividade enzimatica digestiva em L.
longipalpis e a caracterizagdo da atividade de transglicosilacdo nos permite a obtencéo de
informacdes bioquimicas e fisioldgicas desse vetor e possivel caracterizacdo de alvos para
controle de flebotomineos transmissores de Leishmania.
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Avaliacdo preditiva estrutural das serino peptidases de aranhas: as relacGes evolutivas
e de estrutura/funcao.

Rosangela Aparecida dos Santos Passos; Adriana Rios Lopes

Escola Superior do Instituto Butantan - ESIB

Em geral, em um genoma, as enzimas proteoliticas representam de 2 a 4% do numero total
de genes. As serino peptidases emergiram ao longo da evolugdo como 0 grupo mais
abundante e funcionalmente mais diverso. Serino peptidases sdo enzimas envolvidas no
processamento proteico presente em praticamente todos 0s organismos vivos e envolvidos
nos mais diversos processos fisiolégicos como a digestao, coagulacdo sanguinea, fibrindlise,
desenvolvimento, fertilizacdo, apoptose e imunidade (Di Cera, 2009). Dentre as serino
peptidases envolvidas no processo digestivo estéo as tripsinas e quimotripsinas. Os diversos
processos fisiologicos presentes em aranhas incluindo a producéo de veneno e a composicao
deste, alimentacéo, sistema imunoldgico, dentre outros dependem da expressao e sintese de
peptidases. Recentes e crescentes estudos utilizando técnicas de dmica em aranhas indicam
uma abundancia de serino peptidases nos diversos tecidos e processos fisioldgicos em
aranhas. Entretanto, ainda sdo desconhecidas as alteracBes estruturais (mutacdes, presenca
de SPHs, adicdo de dominios, organizacdo de motivos) e a correlacdo destas com a evolucao
das aranhas bem como com suas especificidades e funcionalidades. Desta forma, este projeto
propdem uma avaliacdo preditiva das diversas estruturas de serino-peptidases presentes nos
diversos grupos de aranhas através de analises in silico, do estudo de expressdo destas
enzimas nos diversos tecidos de diferentes espécies de aranhas e de um estudo combinado in
silico e bioquimico da especificidade destas enzimas em aranhas para elucidacdo da
importancia fisiologica destas enzimas, principalmente na comparacdo entre envenenamento

e processo digestivo e envenenamento e defesa nestes organismos.

Palavras-chave: serino peptidases, tripsinas, enzimas, aranhas, fisioldgico, digestdo,

dominios, envenenamento.
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Comparative analysis of the digestive system and the envenomation system in
spiders: physiological and molecular aspects

Valladdo, R!2., Gonzaga, M. O.2, Hui, F. W.%, Mathias, T. C.#, Vivian, A.V. A%,
Coelho, G. R.%, Beraldo-Neto, E.%, Silva, D. L., Pimenta, D. C., Bento, O.22, Lopes, A. R.?
1- Laboratory of Biochemistry, Instituto Butantan
2- Institute of Ambiental Chemistry and Pharmaceutical Science, Federal University of Sdo
Paulo
3- Institute of Biology, Federal University of Umberlandia
4- Laboratory of Arthropods, Instituto Butantan

Pharmacological and biotechnological potential of spiders has been extensively explored
with the characterization of the venoms of these organisms and the identification of a series
of molecules. However, little has been evaluated about the nutritional physiology of these
animals and the impact of obtaining nutrients from different diets and the consequences of
the digestive process of food for venom production. Most digestion in spiders occurs
extracorporeally, which makes it possible for a large predator to consume large prey. In order
for the digestion of the prey to occur, spiders inject the venom in order to promote prey’s
paralysis and then regurgitate in the prey the digestive fluid produced by the intestine to
promote digestion. As a result of these two events: envenomation and digestion, there is still
a discussion in the literature as to the importance of envenomation and digestive fluid for
processing prey. Enzymatic studies and early comparative proteomic analysis of the venom
and digestive system of spiders from different families that have different envenomation
resources, including from the Uloboridae family (Uloborus), which lost secondarily over the
course of evolution as venom glands, to the families with complex venoms with a harmful
effect on human health, such as the Sicariidae (Loxosceles) and Ctenidae (Phoneutria)
families indicate different compositions of both their venoms and the composition of the
digestive system, corroborating the data that this system is a rich and still unexplored source
of molecules with insecticidal potential. Thus, in this project, we will use a combination of
transcriptomics and proteomics techniques to understand the role of these spider secretions

(venom and digestion) and explore their potential applications.
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Estudo do papel da autofagia para a mobilizacéo de lipideos em Rhodnius prolixus.
Samara Santos de Araujo

Filiaco institucional: UFRJ

A autofagia € uma das principais vias catabolicas intracelulares, conhecida classicamente
como uma via de degradacdo de proteinas, organelas danificadas, entre outros materiais.
Nesse projeto, abordamos a lipofagia, a degradacdo de goticulas lipidicas via autofagia,
ocorrendo a liberagdo de &cidos graxos livres, que, na mitocdndria, podem ser direcionados
a via de beta- oxidacdo. J& foram descritas mais de 30 proteinas relacionadas a autofagia,
cada qual com a sua funcdo bem determinada. O objetivo desse projeto foi realizar o estudo
do papel da autofagia para a mobilizacdo de lipideos em Rhodnius prolixus. Para isso, a
metodologia utilizada foi a inibicdo da expressdo génica de RhoprAtg6 e RhoprAtgs,
proteinas essenciais para o processo autofagico, atraves da técnica de RNA de interferéncia,
utilizando-se fémeas adultas em jejum. Atg6 participa do complexo fosfatidilinositol 3-
quinase (PI13K). Esse complexo gera fosfatidilinositol 3-fosfato (PI13P), cujo acimulo sinaliza
para a continuidade do fluxo autofagico. J& Atg8, conhecida como LC3 em mamiferos, é
utilizada como marcador de autofagossomos, auxiliando no elongamento e fechamento da
mesma. A inibicdo da expressdo desses genes foi comprovada por gPCR, e provocou uma
menor mobilizacdo lipidica, evidenciada pelo maior contetido de triacilglicerol no corpo
gorduroso das fémeas. Do mesmo modo, goticulas lipidicas maiores foram encontradas
nesses insetos. No corpo gorduroso, os conteudos de proteinas totais dos corpos gordurosos
também foram alterados apds a inibicdo da expressdo génica de RhoprAtg6 e RhoprAtgs,
sendo maiores do gque nos insetos controles. Entretanto, esse perfil ndo foi encontrado no
musculo de voo. A inibicdo acarretou ainda na diminuicdo da taxa de sobrevivéncia durante
0 jejum, do tempo de voo até a exaustdo, e da atividade locomotora desses insetos. O
silenciamento de RhoprAtg6 e RhoprAtg8 também alterou a expressdo génica de importantes
genes do metabolismo lipidico, medido por gPCR, como a lipase Brummer, e o receptor do
hormonio adipocinético. A ativacao autofagica de Atg8 foi avaliada por Western blotting, e
ela mostrou-se maior no 70 e 140 dias apds a alimentacdo e ndo no jejum como era o
esperado, tanto no corpo gorduroso como no musculo de voo. Os fen6tipos encontrados
suportam a hipotese de que a lipofagia € importante em momentos de jejum, e que a sua
inibicdo pode provocar alteracoes fisioldgicas relevantes para o inseto.

Palavras-chave: Autofagia, Lipofagia, Atg6, Atg8, Rhodnius prolixus, Lipidios,

Metabolismo
Apoio financeiro: CAPES
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Estudo do Metabolismo de Lipidios de Caramujos Biomphalaria glabrata durante a
infec¢é@o por Schistosoma mansoni
Suellen Silva Cabral®; Clélia Melo Silva?; Georgia Correa Atella’

!Laboratdrio de Bioquimica de Lipidios e Lipoproteinas — Instituto de Bioquimica Médica
Leopoldo de Meis — (UFRJ)

2|_aboratdrio de Promoc&o a Satide Ambiental — Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada que afeta mais de 200 milhdes de
pessoas no mundo. E causada pelo parasito trematddeo, o Schistosoma mansoni que possui
diferentes estagios no seu ciclo vida e para desenvolvé-los, requer dois hospedeiros: um
hospedeiro definitivo, os mamiferos, e um hospedeiro intermediario, o caramujo
Biomphalaria glabrata Para o desenvolvimento do ciclo deste parasito requer a captacdo e
uso de macromoléculas advindas dos seus hospedeiros, como carboidratos, proteinas e
lipidios. Lipidios sdo macromoléculas envolvidas em diversos processos celulares e
metabolicos. Os parasitos ndo possuem as vias de sintese e degradacdo dessa macromolécula
completas, logo captam dos seus hospedeiros. Assim, o0 objetivo deste trabalho € determinar
alterac6es no perfil lipidico da hemolinfa, da glandula digestiva do caramujo B. glabrata
durante a infeccdo com o S. mansoni. Os lipidios da hemolinfa apresentaram um perfil
similar, com todas as classes apresentando uma reducdo em seu contedo em todas as
semanas analisadas, com exce¢do dos acidos graxos que apresentaram um aumento na
segunda semana apos a infeccdo nos grupos de animais infectados. Em relacdo a glandula
digestiva foi possivel observar um aumento de forma significativa nos triacilglicerdis na
quarta semana apos a infec¢do, aumento nos acidos graxos na terceira e quarta semanas apés
a infeccdo. Em uma abordagem paralela, analisamos a distribuicdo das proteinas
hemolinfaticas em gradiente de KBr, eletroforese em gel de poliacrilamida, HPLC.
Observamos a presenca de uma lipoproteina, com massa molecular 550 kDa, composta de
duas subunidades (250 e 80kDa), com a composi¢do lipidica consistindo de colesterol
esterificado e hidrocarbonetos, triacilgliceréis, um lipidio ndo determinado, acidos graxos,
colesterol, diacilglicerois e fosfolipidios. A partir dos resultados obtidos, concluimos que
houve alteracdo do metabolismo de lipidios em caramujos B. glabrata infectados com S.
mansoni. Além disso, pela primeira vez na literatura, a caracterizagdo bioquimica da
lipoproteina deste caramujo foi feita, o0 que poderd ser de suma importancia para
compreensdo dos efeitos da infeccéo e obtencgéo de lipidios pelo parasita S.mansoni.
Palavras-chave: B. glabrata, S. mansoni, lipidios, esquistossomose

Apoio Financeiro: CNPq, Capes, Faperj
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Estacdes de Iscas como ferramenta para o controle de Aedes aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE): Avaliacao de modelos e componentes de iscas atraentes toxicas
acucaradas (ATSB) em laboratorio.

Aurea Vieira Teixeiral; Alyne Cunha Alves Diast; Alexandre de Almeida e Silvat?
Pés Graduagdo em Biologia Experimental®
Universidade Federal de Rondonia-Unir?

O Aedes aegypti € um importante transmissor de arboviroses como Dengue, Febre Amarela,
Chikungunya e Zika e a auséncia de vacinas e outros tratamentos, torna o controle vetorial a
principal alternativa para reduzir a transmissdo dessas doencas. Dessa maneira o controle
quimico, um dos métodos empregados, € um aliado para o controle dessa espécie, e tem
envolvido novas abordagens, dentre elas, as Iscas Atraentes Toxicas Agucaradas (ATSB). As
ATSBs visam o fornecimento de um inseticida em solucdo acucarada atrativa e assim,
explorando proprio habito alimentar de machos e fémeas, induz os mosquitos a ingestao da
isca. Dentre as substancias toxica ja avaliadas para a ATSB, a ivermectina (IVM) foi testada
contra mosquitos do género Anopheles e o Dinotefuran (DNT) contra género Aedes e Culex.
A IVM € um endectocida que atua nos canais de cloreto, interferindo nas sinapses
neuromusculares. O DNT €é um neonicotindide, age como agonista dos receptores de
acetilcolina, provocando a hiperexcitacdo do sistema nervoso, ambos possuem relatos dos
seus efeitos contra mosquitos, tendo impacto na sobrevivéncia e reproducdo. Além da
versatilidade dessa isca em relacdo a sua composicao, alguns estudos indicaram o potencial
da ATSB quando oferecidas por meio de estacdes de iscas (EIs), tornando-a ferramenta
adicional prética e de baixo custo. Nosso objetivo é avaliar diferentes modelos de Els que
levem ao ingurgitamento das iscas por machos e fémeas de Ae. aegypti e, posteriormente,
avaliar o uso da IVM e do DNT isolados e combinados. Os modelos de El descritos na
literatura, utilizados foram: Planta artificial, garrafa pet, ovitrampa e caixa de repouso
receberam a aplicacdo de dois tratamentos: 1. solucdo de sacarose a 10% (SB) e 2. solucdo
de sacarose a 10% e suco de goiaba (ASB). Os experimentos foram realizados em gaiolas
teladas com 100 mosquitos em jejum (24h machos e 48h fémeas) durante 6 horas,
posteriormente os mosquitos foram separados conforme o grau de ingurgitamento. Houve
maior ingurgitamento de SB por ambos 0s sexos independentemente do tipo de EI. O uso de
planta artificial resultou em maior frequéncia de graus intermediarios de ingurgitamento (2 -
+3) com o uso de SBs, sugerindo o seu uso como EI para 0s proximos testes. Os resultados
foram pouco conclusivos para selecdo de Els com o uso de ASBs devido ao baixo
ingurgitamento geral. O proximo passo do trabalho sera responder o segundo objetivo na
estacdo de isca modelo-Planta.

Palavras-chave: ATSB; Estagéo de Isca; Inseticidas Combinados.
Apoio financeiro: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-Capes
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Yeast-encapsulated essential oils efficiency as larvicide and its impact on oviposition for
Aedes mosquitoes
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Control measures targeting aquatic environments are an important component for integrated
mosquito management. They aim to stop larvae development by reducing breeding sites
and/or the application of larvicides. Essential oils have been considered an environmentally
friendly alternative for chemical larvicides, but they present challenges in their application
(e.g. rapid degradation by UV radiation). Here, we explore the impact of the larvicide based
on yeast-encapsulated orange oil (yeast-OQ) in larvae of Aedes aegypti and Aedes albopictus.
Larvicide activity was tested in multiple populations of both mosquito species. The yeast-
00 was highly effective (LCso < 50 mg-L™) against all 8 populations under laboratory
conditions, regardless of their species, geographic origin or resistance phenotype for
chemical insecticides. The LCso values for A. aegypti vary between 8 — 26 mg-L* and they
are consistently lower than those observed for A. albopictus (26 — 32 mg-L™t). When we
tested yeast-OO activity in A. aegypti larvae maintained in natural light and without
temperature control, the larvicide was still highly effective (LCso < 50 mg-L™) but larvae of
A. aegypti seem more tolerant for the yeast-OO. The larvicide activity of yeast-OO is
consistent across multiple populations in different settings. Moreover, oviposition assays
were carried inside BugDorm-2400 Insect Rearing Tent with one blood fed female (3 — 4
days) of A. aegypti. All valid assays had eggs in ovitraps with water whereas only 60% of
assays had positive ovitraps with yeast-OO. Females seem to lay more eggs in ovitraps
without yeast-encapsulated orange oil (Wilcoxon-ranked test: W = -314, z = -3.57, P <
0.0004). This indicates a potential secondary effect for the larvicide based on orange oil. The
repelling action against Aedes aegypti oviposition may provide a strategy for reducing egg
laying in primary breeding sites that cannot be removed by control agencies.

Keywords: Aedes aegypti, Aedes albopictus, Orange oil, breeding site management

Funding: This study was funded through contract #200-2017-93140 with the Centers for
Disease Control and Prevention.
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Role of organic anion transporting polypeptides in the transport and toxicity of
acaricides in Rhipicephalus microplus.

Sabadin, Gabriela A.2 da Silva Vaz Jr, 1.2 ¢
# Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Bento
Gongalves, 9500, Porto Alegre, RS, Brazil.
b Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Entomologia Molecular (INCT-EM).
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Chemical acaricides are the mainly control method for Rhipicephalus microplus
control. However, the remaining use of this strategy favors to select resistant ticks, leading
to the main obstacle of parasite control. The influx transporter OATP (organic anion
transporter polypeptides) is responsible to pick up compounds into the intracellular
environment and play an important role in the xenobiotics uptake. Therefore, the aim of this
work is to elucidate the potential role of OATPs in the acaricides transport and detoxification
in R. microplus tick. The tetrazolium dye MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) was used to evaluate the Lopinavir (LOP) cytotoxicity and the effect
of different ivermectin (IVM) concentrations in the absence or presence of LOP, an OATP
transporter inhibitor, in BMEZ26 cells after 24 hours. To evaluate the toxic LOP concentration
in vivo, fully engorged females were injected with LOP between 63 mM and 630 uM
concentrations, and after 10 days egg mass (mg) were measured. Effects of IVM and OATP
inhibitor on tick engorgement and reproduction were evaluated throughout partially
engorged female blood artificial feeding with 0,02 mg/mL IVM, after LOP 100 uM or just
blood artificial feeding. RNA from ovary and Malpighian tubes of these ticks, and from
midgut, fat body, salivary glands and ovary from non-treated ticks and from BME26 cells
were collected to quantification of 5 OATP transcriptional gene levels by gPCR. The highest
non-toxic concentration of LOP in BME26 cells was 10 uM. This concentration was chosen
to be used to evaluate IVM toxicity in presence or abstence of LOP. BME26 cells showed
decreased levels of viability in IVM at 1 pg/ml and 3 pg/ml in presence of LOP 10 uM
compared with cells without LOP. LOP at 5 uM was also able to decrease cell viability with
IVM at 5 pg/ml compared with cells without LOP. Injected LOP at 63 mM concentration
was able to decrease egg laying mass in fully engorged females. Partially engorged females
feed with LOP and IVM showed highest egg laying index than females that feed just IVM.
OATP transcriptional gene leves showed to be highest in ovary and midgut of non-treated
ticks. One of 5 OATP genes showed to be transcriptionally up regulated when ticks feed on
blood plus IVM. In conclusion, OATP inhibition by LOP showed to increase IVM toxicity
in BME26 cells, but it increased the tick egg laying capacity.

Keywords: Rhipicephalus microplus, tick, resistance, transporter, OATP.
Acknowledgements: INCT- Entomologia Molecular, CAPES, CNPg, FAPERJ and
FAPERGS.
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Oleos essenciais como larvicidas ambientalmente amigaveis para controle de
mosquitos
Jean Paulo dos Santos Costal, vy Hurwitz?, Fernando A. Gental®, Bruno Gomes!
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O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor das arboviroses que provocam a dengue, a
chikungunya e a Zika. No controle deste mosquito, os inseticidas quimicos tém um papel
importante sendo utilizados pelos programas de controle e a populacdo. No entanto 0 uso
destes compostos tem alguns problemas: a toxicidade dos produtos, neurotoxinas e inibidores
do crescimento que podem representar um risco significativo para as comunidades, e a
emergéncia de resisténcia aos inseticidas nos insetos. O desenvolvimento de produtos
ambientalmente amigaveis com acgdo inseticida e baixo custo sdo essenciais para diversificar
as estratégias de controle. Este trabalho tem como objetivo principal caracterizar
potencialidade de alguns 6leos essenciais no manejo de fontes larvais (MFL), e identificar
um novo OE com propriedades larvicidas para aplicar no processo de encapsulamento com
levedura optimizado pelo consércio do projeto com OE de laranja. Nos ensaios para
determinar concentraces letais (CL), n6s usamos nove concentracdes de OE e dois controles
negativos (com &gua e etanol), com quatro réplicas técnicas de 25 larvas L3 por cada
concentracdo. Mortalidade foi verificada 24h ap6s o inicio do ensaio. Os ensaios foram
realizados com dois volumes finais diferentes (i.e. 25 ml e 100 ml). Todos os 6leos essenciais
testados apresentaram atividade larvicida contra Ae. aegypti, contudo esta atividade variou
entre cada Oleo essencial. O 6leo OE_02 é considerado muito ativo (CL < 50 mg/L) e os
demais (OE_01, OE_03-05) séo ativos (CL < 100 mg/L). Este trabalho demonstra a acéo
larvicida de dleos essenciais e que estes sdo alternativas para o desenvolvimento de novos
produtos de controle para Ae. aegypti.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Aedes aegypti, larvicidas, mosquitos.
Apoio Financeiro: CNPg, CDC (contrato #200-2017-93140).
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Efeito de Metabdlitos Secundarios de Metarhizium spp. em Insetos Vetores
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Estratégias de controle de insetos vetores foram baseadas no uso de inseticidas quimicos ao
longo da historia da vigilancia entomoldgica, porém a pesquisa por novos meios de
interrupcao na transmissao de patdgenos se faz necessario, visto a resisténcia dos insetos aos
mesmaos por uso continuo e indiscriminado. Alternativas de controle por meio bioldgico sao
estratégias a serem investigadas como parte de um manejo integrado afim de diminuir a
incidéncia das doencas de grande impacto na satde publica nacional e mundial. A utilizacdo
de fungos entomopatogénicos, como os do género Metarhizium spp. € promissor, visto a sua
capacidade de viruléncia, associada a producdo de seus metabolitos secundarios, como ja
testemunhado no controle de pragas agricolas e sua diversidade genética, que é uma étima
zona de exploracdo de recursos sustentaveis para desenvolvimento de bioprodutos. Nesse
projeto pretendemos avaliar o efeito de metabodlitos secundarios extraidos de fungos do
género Metarhizium spp. na sobrevivéncia de diferentes espécies de insetos vetores como
triatomineos, Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) (Stal), mosquitos, Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) (Linnaeus) e flebotomineos, Lutzomya longipalpis (Diptera:
Psichodidae) (Lutz) e identificar quimicamente os principais metaboélitos. Como ja apontado
na literatura, Donzelli e Krasnoff (2016), os metabdlitos secundarios estao relacionados com
a capacidade de infectar e matar uma variedade de insetos. Metarhizium spp produzem uma
variedade de metabolitos secundarios em varias classes quimicas, incluindo citocalasinas C
e D, mirroridinas, destruxinas A, B e E, tirosinas e muitos outros. Esses metabolitos sdo
toxicos para uma variedade de animais, microorganismos e insetos. A maioria dos
metabolitos foram isolados a partir de micelios, conidios ou extratos de fermentacdo. Com
isso, em nosso trabalho iremos cultivar cepas fungicas e obter por fermentacdo os
metabolitos. Esse processo continuara com analise cromatografica e fracionamento dos
extratos por cromatografia liquida a vacuo para realizar diferentes aplicacdes sobre insetos
que sdo mantidos nos insetarios do laboratorio.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos, controle bioldgico, insetos vetores,
Metarhizium spp.

Apoio financeiro: Fundagdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
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Desenvolvimento de silenciamento génico por RNA de interferéncia em Larvas de
Lutzomyia longipalpis através da alimentacéo.

Jodo P. D. Simoni!, Maiara V.F. Gama?, Taina N. Ferreiral, Fernando A. Genta'?,
Caroline S. Moraest,
1 Laboratorio de Bioguimica e Fisiologia de Insetos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro
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Lutzomyia longipalpis é um diptero de grande importancia médica nas Américas por ser o
principal vetor do agente etioldgico da Leishmaniose Visceral. Apesar da existéncia de um
grande nimero de estratégias para controle desse inseto, ainda hd uma lacuna em estratégias
especificas para o estado larval, devido ao desconhecimento sobre a biologia dessa fase. Esse
cenario dificulta a aplicacdo de um controle integrado mais efetivo, essencial frente a grande
ocorréncia de casos da doencga e a urbanizagdo do vetor. Nesse sentido, pesquisas com RNA
de interferéncia para larvas de L. longipalpis sdo interessantes como uma proposta de
controle biotecnoldgica e podem oferecer subsidios para mais estudos sobre a biologia desse
estagio. Com isso, esse projeto visa desenvolver silenciamento génico através de RNAi em
larvas de L. longipalpis através de métodos ndo invasivos como ingestdo de RNA dupla fita
(dsRNA). Primeiramente, padronizamos uma alimentacéo artificial contendo agar 1% (p/v)
mais azul de bromofenol 0,25% (p/v), que serd utilizada em testes com dsRNA. No0ssos
resultados mostraram que as larvas ndo rejeitam a alimentacdo além de nenhum dos
compostos apresentarem um efeito negativo sobre a mortalidade e a emergéncia de adultos
em relacdo aos insetos da coldnia. Para testes com dsRNA, trés genes foram selecionados:
ferritina (LLOJ008576), citocromo ¢ oxidase (LLOJ006246) e epoxi hidrolase de horménio
juvenil (LLOJ00407). O silenciamento sera avaliado por gPCR, para isso trés pares de
oligonucleotideos correspondentes aos genes escolhidos foram padronizados para essa
técnica. Até o momento, apenas a amplificacdo de LLOJ00407 apresentou uma boa
eficiéncia. Dessa forma, somente a epdxi hidrolase de horménio juvenil sera testada
futuramente para silenciamento por RNAI.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, silenciamento génico, RNA de interferéncia,

alimentacdo com dsRNA, insetos vetores.
Apoio financeiro: CNPQ, CAPES, FAPERJ, FIOCRUZ.
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Influéncia do 6leo essencial de laranja encapsulado em levedura (OELE) na atividade
enzimatica de Aedes aegypti.
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O dleo essencial de laranja (OEL) apresenta evidente atividade larvicida contra a espécie
Aedes aegypti. Nesse projeto, essa atividade tem sido explorada para elaboragdo de uma nova
forma de aplicacdo desses promissores inseticidas: o encapsulamento. Ensaios prévios
mostraram que o 6leo essencial de laranja encapsulado em levedura (OELE) foi capaz de
gerar alta mortalidade de larvas de A. aegypti no terceiro estagio de desenvolvimento. Por
conseguinte, foi considerado analisar a capacidade do OELE interferir na atividade de
enzimas digestivas das larvas estudadas. Essa fase do estudo esta concentrada em medir a
atividade enzimética de enzimas como quitinase e beta-1,3-glucanase, importantes na
nutricdo do inseto e na digestdo da parede celular do fungo utilizado no encapsulamento,
Saccharomyces cerevisiae, possibilitando a liberacdo do OEL no interior do intestino da larva
que o ingeriu. Os primeiros dados obtidos ndo apresentaram resultado consistente,
requerendo ajustes e repeticdes no manejo técnico. Tal estudo teve seus procedimentos
interrompidos devido a mobilizacao ao enfrentamento da pandemia de Covid-19, e deve ser
retomado mediante a liberacdo das atividades.

Palavras-chave: 6leo essencial, laranja, encapsulamento, atividade enzimatica, Aedes

aegypti.
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Investigacdo da influéncia da resisténcia ao inseticida pyriproxyfen na suscetibilidade
de Aedes aegypti a infec¢do e transmissdo do Zika virus

Kauara Brito Campos; Marcos Takashi Obara
Universidade de Brasilia/Nucleo de Medicina Tropical

A resisténcia de Aedes aegypti a inseticidas pode ocorrer por varios mecanismos, entre 0s
quais o0 aumento dos niveis de enzimas de detoxificacdo destas substancias. Alteracfes em
multiplas categorias de processos bioldgicos em mosquitos vetores tém sido relatadas em
resposta a infecgdo por arbovirus. Zhao et al. (2018) realizaram sequenciamento de RNA
para comparar transcriptomas de Ae. aegypti entre cepas resistentes e suscetiveis a permetrina
e relataram que a maioria das enzimas de detoxificacdo e enzimas do sistema imunoldgico
tiveram sua expressdo génica alterada entre as duas linhagens, em resposta a infeccao pelo
virus Zika. Melhor compreensdo das consequéncias da resisténcia a inseticidas nos aspectos
bioldgicos da populacdo de mosquitos e na sua interacdo com os arbovirus pode contribuir
com o desenvolvimento de novas abordagens para o controle da transmissdo de arbovirus.
Com o objetivo de avaliar a influéncia da resisténcia de populacdes brasileiras de Ae. aegypti
ao larvicida IGR pyriproxyfen na infecgdo e transmisséo do virus Zika, ovos de mosquitos
Ae. aegypti com resisténcia previamente detectada ao larvicida pyriproxyfen em 2017/2018
serdo amostrados em 6 municipios da regido nordeste do pais (ltabuna, Brumado e
Serrinha/BA; Quixada, Ico e Juazeiro do Norte/CE, além de mosquitos com suscetibilidade
detectada ao larvicida, provenientes de Natal/RN. Ovos coletados serdo levados a eclosdo e
criadas as geracbes F1 destas populacdes em laboratorio. As amostras de virus serdo
amplificadas em cultura de células e as fémeas de Ae. aegypti serdo alimentadas com sangue
contendo virus, por meio de sistema de alimentacdo artificial. Apos separacdo das cabecas e
patas dos mosquitos, a saliva sera coletada e sera realizado o exame gRT-PCR para detec¢do
do RNA viral na saliva e patas das fémeas experimentalmente infectadas. Taxas de infeccédo
viral, competéncia vetorial e taxa de infec¢do disseminada seréo calculadas em diferentes
periodos pds infeccdo, comparando-se as populacbes avaliadas. Apoio financeiro sera
realizado pelo Ministério da Saude e pelo Laboratdrio de Entomologia Médica da Flérida.

Palavras-chave: Zika virus; Aedes aegypti; Resisténcia a inseticidas; Hormdnios juvenis
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presenca da toxina CrylAc
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A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis é considerada a principal praga desfolhadora de soja
no Brasil. Mecanismos de controle biol6gico, como a aplicagdo de microrganismos
entomopatogénicos, tém sido utilizados como estratégia livre de inseticida quimico, tendo
em vista que estes organismos sdo altamente especificos contra as espécies-alvo. Bacillus
thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, com ampla dispersdo global, caracterizada pela
producdo de inclusGes cristalinas proteicas, denominadas toxinas Cry, durante a fase
estacionaria de seu crescimento (esporulacao), as quais é atribuido efeito entomopatogénico.
Devido a isto, esta bactéria é utilizada como biopesticida para controle de diversas pragas
agricolas, incluindo A. gemmatalis. Todavia, os insetos tém desenvolvido resisténcia a este
controle. A literatura mostra que grande parte desta resisténcia esta relacionada a mudanca
do perfil de proteinas do tecido epitelial do intestino médio do inseto, que é a principal
barreira de defesa natural e fisico-quimica contra microrganismos invasores. Este trabalho
tem como objetivo a quantificacdo, em larga escala, de proteinas presentes no epitélio do
intestino médio de A. gemmatalis apds desafios alimentares com a toxina CrylAc de B.
thuringiensis através da protedmica, observando diferencas de regulacdo proteica com
relacdo a: receptores desta toxina nas células epiteliais intestinais, proteinas digestivas,
proteinas que participam da cascata do sistema imune e de morte celular programada. Foram
testados cinco protocolos diferentes de extracdo de proteinas para desenvolver uma
metodologia eficaz de extracdo de proteinas do epitélio do intestino médio de A. gemmatalis.
As analises foram realizadas por nLC-MS/MS no espectrometro LTQ-Orbitrap VELOS
(Thermo Scientific). O método de preparacdo com auxilio de coluna S-Trap (Protifi®), com
digestdo proteica utilizando tripsina e com etapa de fracionamento de peptideos por
cromatografia de fase reversa, prévia ao nLC-MS/MS, obteve o melhor resultado com 1780
proteinas identificadas, através da técnica de identificacdo por similaridade de sequéncia,
aplicada a caracterizagcdo de proteomas de organismos com genoma nédo sequenciado. Como
perspectivas temos a realizacdo de bioensaios de exposicdo das lagartas a toxina Cry para
realizarmos a protedmica comparativa, observando proteinas moduladas perante a
intoxicacao, e a validacdo destes resultados por métodos de biologia molecular, microscopia
e atividade enzimética.

Palavras-chave: lagarta-da-soja, protebmica, toxinas Cry
Apoio financeiro: CAPES, CNPq, FAPERJ
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Characterization of cystatins as antigens for the development of tick vaccines

Luis Fernando Parizi!, Daniel Ubiratan Haas de Brito®, Itabajara da Silva Vaz Junior!?,
Carlos Termignonit?
Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil; ?Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil; *Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil.

Ticks are responsible for increasing health and economic concerns to human and
animals worldwide. Currently, tick control is based mainly by use of chemical acaricides;
however, alternative tick control methods are been investigated, as vaccination. Tick
hematophagy is highly dependent on salivary components, among them cystatins, a family
of cysteine peptidase inhibitors. Here, we investigated the potential Rhipicephalus
sanguineus and Rhipicephalus microplus cystatins as antigens. For that, total RNA was
extracted from R. sanguineus male and female tissues. By RT-PCR, a cystatin open reading
frame (ORF) sequence from male tissue was amplified. After inserting the amplicon into
pGEM-T vector, the ORF cystatin sequence was determined by sequencing. The predicted
protein sequence of R. sanguineus cystatin contains: 161 amino acid residues, four cysteine
residues that form two disulfide bridges, the motifs P1 (G), P-11 (QxVxG) and P-111 (PW), as
well as signal peptide, characteristic of secreted type two cystatins group. The effects of
antibodies anti-cystatin in R. microplus physiology was analyzed by artificial feeding
protocol using bovine blood plus rabbit sera previously raised against two R. microplus
cystatins (BrBmcys2b and BrBmcys2c). Four groups composed by 25 semi engorged tick
females were fed with blood mixed with anti-BrBmcys2b, anti-BrBmcys2c, pre-immune
purified antibodies, or only blood. After feeding, engorgement, survival, egg laying and
hatching rates were evaluated. No differences were observed in physiological parameters
among experimental groups. To further prospect the protective potential of tick cystatins, we
will determine the induction of protection against R. sanguineus by rabbit vaccination with
R. sanguineus cystatin, as well as feed artificially R. microplus combining antibodies against
BrBmcys2b and BrBmcys2c. The identification of cystatins showing immunoprotective
potential against ticks will improve the development of effective vaccines for the control of
these parasites.

Keywords: Cystatin; Control; Rhipicephalus microplus; Rhipicephalus sanguineus.
Support by: CAPES, FAPERGS, CNPq.
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Estudo da Aminopeptidase N como possivel receptor da toxina CrylAc de Bacillus
thuringiensis em células epiteliais do intestino médio da lagarta-da-soja
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Mendonga Gomes?, Larissa Maciel Bomfim?, Isabela Ramos*, Cristiane Dinis Ano Bom?,
Danielle Maria Perpétua de Oliveiral
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Aminopeptidases N (APNs) sdo exopeptidases presentes nas células epiteliais do intestino
médio das larvas de lepiddpteros, que participam da acdo das toxinas Cry entomopatogénicas
de Bacillus thuringiensis. Estes microrganismos sdo utilizados como estratégia de controle
bioldgico altamente eficiente e especifico. As APNs sdo descritas como um dos receptores
destas toxinas, facilitando sua entrada nas células epiteliais digestivas do inseto. Apesar de
sua especificidade, este controle biolégico vem apresentando resisténcia em diversos
modelos de insetos, com uma diminuicdo da expressao génica e proteica dos receptores da
toxina em insetos resistentes, inclusive de APNs. Nosso modelo de estudo é a Anticarsia
gemmatalis, uma das principais pragas da soja no Brasil. Através da analise do transcriptoma
e do proteoma das células de intestino médio deste inseto previamente realizadas pelo grupo,
foram identificados 15 hits e 13 proteinas classificadas como APNs, respectivamente. O
objetivo deste trabalho visa a escolha de uma sequéncia de APN que se encontra presente em
ambas as anélises para sua expressdo heteréloga e analise como receptor para a toxina Cry.
Além disto, visamos o silenciamento do gene para observacdo da variacdo susceptibilidade
do inseto a toxina. Intestinos médios de lagartas de 5° instar serdo dissecados e seu RNA total
extraido pelo método do TriZol® e o cDNA total serd produzido seguindo o protocolo do kit
SuperScript Il First-Strand (Invitrogen). A amplificacdo do fragmento da APN seré
realizada com o uso de oligonucleotideos especificos para a reacdo de PCR e o fragmento
sera clonado em plasmideo pET-28a para expressdo heter6loga em células de Escherichia
coli BL21(DE3). Apos etapas de purificagdo e enriquecimento da APN, seréo realizados
ensaios de western blot e ELISA, com etapa de exposicao a toxina CrylAc, e revelacdo com
anticorpo policlonal para a toxina, visando investigar a ligacdo da toxina com a APN. Ja 0s
ensaios de silenciamento do gene serdo realizados através do uso de RNAI especificos
sintetizados. 30 lagartas de 2° instar, divididas em grupos com 6 individuos, serdo
alimentadas com o RNAI e, posteriormente, expostas a toxina CrylAc. O RNA total de 1
individuo de cada grupo sera extraido para analise de gPCR de checagem do silenciamento.
A taxa de sobrevivéncia sera acompanhada por 5 dias. Com estes resultados, visamos
descrever a funcdo da APN como receptora da toxina Cry e sua influéncia na susceptibilidade
neste inseto.

Palavras-chave: Aminopeptidase N, Anticarsia gemmatalis, Toxina Cry
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UTILIZACAO DE METABOLITOS MICROENCAPSULADOS DA ALGA
LAURENCIA DENDROIDEA NO CONTROLE DE MOSQUITOS

Orlando Salvador Neto
Instituto de Sustentabilidade e Biodiversidade - UFRJ

As doencas negligenciadas sempre foram alvo de pesquisas académicas, porque acometem
grande parte da popula¢do mundial e como o préprio nome diz, aparentemente, ndo possuem
a devida atencdo por parte dos governos mundiais. Dentre elas pode-se destacar as doencas
transmitidas por mosquitos como: maléria, dengue, zika, chikungunya e febre amarela. Os
mosquitos sao insetos classificados dentro da familia Culicidae, subordem Nematocera e da
ordem Diptera. Esta familia possui acima de 3200 espécies descritas e tipicamente é
subdividida em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. O Aedes é o
principal género de mosquitos transmissores de arboviroses da subfamilia Culicinae que
compreende mais de 1200 espécies. A importancia do controle do vetor é fundamental,
principalmente em sua fase larval, fase em que os insetos estdo em uma densidade
populacional maior, e o desenvolvimento de novas estratégias de controle que agridam
menos 0 meio ambiente e atinjam menos espécies ndo alvo. Extratos naturais sempre foram
uma alternativa para o controle de insetos. Os sesquiterpenos e terpendides utilizados pelas
plantas como defesas quimicas para pragas e doencas sao efetivas contra os insetos quando
utilizados como inseticidas em diferentes formulacdes. Oleos essenciais extraidos de plantas
atuam como repelentes e inseticidas naturais utilizados por toda populagcdo. O mais
conhecido € o Gleo de citronela utilizado, principalmente, como matéria prima para velas
aromaticas e formulacdes em spray. A utilizacdo de novos meios de controle é incentivada
pela Organizacdo Mundial de Salde e como os extratos de plantas geralmente sdo menos
toxicos para 0 ambiente, animais e mais baratos para produzir, sua utilizacdo no mercado no
futuro devera ser cada vez mais presente. A Laurencia dendroidea, a espécie mais importante
do género e a mais estudada por ser grande produtora de metabdlitos secundarios como o
Elatol e Iso-Obtusol. Estes metabolitos, cujas estruturas estdo discriminadas na figura 3, sdo
alvo de estudos em todo o mundo por seus notaveis efeitos em Leihsmania, e células
tumorais. Nosso grupo ja demonstrou a eficacia dos sesquiterpenos obtusol e elatol, obtidos
de algas da espécie Laurencia dendroidea, no controle do mosquito A. aegypti, com indice
de mortalidade de 80% de larvas em 24h com o obtusol e o presente trabalho pretende realizar
uma nova abordagem para os extratos em formas microencapsulados para iscas agucaradas
para adultos.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios, Controle de vetores, Aedes aegypti, Laurencia

dendroidea, microencapsulado
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Efeitos de 6leos essenciais e nanoemulsdes em insetos pragas
Apolinario R.%, Passos B.G.2, Rocha L., Feder D.
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2 Laboratorio de Tecnologia de Produtos Naturais — Faculdade de Farmacia— Universidade
Federal Fluminense

Estudos serdo realizados para se avaliar a acdo inseticida de 6leos essenciais e nanoemulsdes
obtidas das espécies vegetais X da familia Lauraceae e Y da familia Asteraceae sobre o
desenvolvimento dos insetos (I) Dysdercus peruvianus (Guérin-Méneville, 1831),
considerado uma séria praga de algodoeiros (Gossypium hirsutum); (11) Oncopeltus fasciatus
(Dallas, 1852), utilizado como modelo em estudos entomoldgicos. Atraves de ensaios
biol6gicos como tratamentos topico, por contato e por fumigacao, serdo reportados resultados
como a sobrevivéncia dos insetos e deformacdes apresentadas ao longo do desenvolvimento.
A interacdo de metabolitos secundarios presentes nos produtos com processos fisioldgicos e
hormonais ocorrentes nos insetos pode ser responsavel por alteraces dos processos de muda
e metamorfose, agindo como possiveis reguladores de crescimento de insetos (Insect Growth
Regulators — IGR) através da mudancga dos niveis de horménio juvenil (HJ), horménio
protoracicotropico (HPTT) e ecdisona (Ec). As diferentes acbes exercidas por componentes
destes dleos e nanoemulsdes demonstrardo seus potenciais biolégicos existentes e a sua
importancia como fonte para a utilizacdo em medidas alternativas para o controle de pragas

agricolas.

Palavras-chave: Controle alternativo. Reguladores de crescimento de insetos. Dysdercus
peruvianus. Oncopeltus fasciatus.
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Utilizacao de carboidrases de veneno e digestivas de Arachnida no processamento de
glicanas estruturais e envolvidas em interagéo celular.

Rayssa Oliveira Araujo®?; Lincohn Suesdek Rocha®; Adriana Rios Lopes!?

Laboratdrio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan®;
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Polissacarideos sdo polimeros de carboidratos compostos de cadeias de unidades
monossacaridicas formados por ligacGes glicosidicas e envolvidos em diferentes processos
fisiolégicos. Muitos destes polissacarideos estdo presentes na interacdo entre células tanto no
reconhecimento celular entre diferentes organismos (relagdes patdgeno-hospedeiro) como
entre as diferentes células de um mesmo organismo. Além disso, alguns dos polissacarideos
mais abundantes no planeta, como é o caso da quitina, estdo presentes nas paredes celulares
de fungos e na cuticula de artropodes, 0s quais sdo pragas agricolas e urbanas ou vetores de
doencas. O processamento destes polissacarideos por enzimas sdo uma potencial forma de
controle para estes organismos. Dado que, em geral, os carboidratos envolvidos em interagdo
e/ou estruturais sdo principalmente compostos de manose, N-acetil glucosamina e fucose,
enzimas que processem estes acucares podem ser utilizadas para o teste desta hipotese.
CaracterizacOes transcriptdbmicas, protebmicas e bioquimicas das glandulas de venenos de
diferentes aranhas e do sistema digestério destas tém identificado uma série de enzimas com
esse potencial. Portanto, este projeto propdem a utilizacdo de preparacGes de carboidrases
nativas (quitinase, manosidade e hexosaminidase) presentes no intestino e/ou veneno de
aranhas e enzimas recombinantes como, por exemplo, a fucosidase recombinante da aranha
Nephilingis cruentata para remocdo de acUcares estruturais em organismos alvo no

processamento de glicanas.

Palavras-chave: carboidrases, patdgenos, glicanas, veneno, intestino, glicoproteinas.
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Acompanhando um estudo de flebotomineos marcados com caseina bovina

caracterizacdo temporal de técnicas de imunomarcacao.

Cristina dos Santos; Fernando Ariel Genta.
IOC/FIOCRUZ — FAPERJ

Leishmania é uma doenca de preocupagdo global com um bilhdo de pessoas que
vivem em areas endémicas sob risco de infeccdo. Em 2015, 19.000 novos casos de
leishmaniose cutdnea e mais de 3.000 casos de leishmaniose visceral foram relatados no
Brasil. O amplo nicho ecoldgico das espécies vetores de flebotomineos conhecidas como
Lutzomyia sp. permitiu sua adaptacdo ao ambiente urbano e aos reservatorios domésticos e
aumentou a transmissdo de leishmania independente do ciclo zoonoético silvestre. A
explicacdo das mudancas observadas na incidéncia espacial e temporal da leishmaniose exige
um conhecimento detalhado da dispersao de seus vetores em diferentes paisagens e habitats.
Imunomarcacao envolve o uso de marcadores de proteina que podem ser usados para marcar
insetos in situ, direta ou indiretamente adquiridos através do contato com um substrato de
habitat tratado através do qual eles passam. O uso de ELISA altamente sensivel e especifico
para detectar o marcador de proteina permite uma triagem rapida e econémica de um grande
namero de individuos. A técnica de imunomarcacdo tem se mostrado uma ferramenta
altamente eficaz na quantificagdo do comportamento de voo de Culicoides, sugerindo sua
adequacdo para outros vetores, como 0 Plebotominae. O processo de imunomarcacao
(ELISA) foi validado para Culicoides utilizando insetos derivados de coldnias. A exposicao
direta por pulverizacdo tdpica e a exposicdo indireta a um substrato de papel tratado foram
eficazes na marcacdo desses Culicoides individualmente. A biologia e 0 comportamento dos
flebotomineos exigirdo alguma adaptacdo da teécnica de imunomarcacdo em relacdo a
utilizada para Culicoides que serdo adaptados durante a execucdo do estudo. O subprojeto
intitulado: “Estudo de flebotomineos marcados com caseina bovina: caracterizagdo temporal
de técnicas de imunomarcagdo” tem como objetivo principal adaptar a técnica de
imunomarcacao aos fleb6tomos usando a bem estabelecida col6nia de Lu. longipalpis (cepa
Jacobina) do Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos. Através da técnica de ELISA
0 marcador de proteina, caseina de leite bovino sera testado e identificado nas moscas
buscando realizar uma comparacdo direta com os resultados obtidos em Culicoides.

Palavras-chave: Flebotomineo, imunomarcacéo, disperséo, Lu. Longipalpis.
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Leishmaniose Visceral: Descri¢do de uma Nova Area de Transmissdo

Ingrid Marciano Alvarenga?, Marina Martins Oliveirat, Beatriz Mendon¢a Campos?,
Joseane Camilla de Castro?, Tarcisio de Freitas Milagres?, José Dilermando Andrade Filho?,
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Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca infeciosa parasitaria que tem como agente
etiologico nas Américas a espécie Leishmania infantum, e seu principal vetor Luztomyia
longipalis. Considerando a importancia da LV e sua expansdo geografica, a compreensdo das
relacdes epidemioldgicas € de extrema importancia para a proposi¢cdo de medidas de
prevencéo, vigilancia e controle da doenga. Desse modo, 0s objetivos deste trabalho foram
realizar o levantamento da fauna de flebotomineos no municipio de Ribeirdo Vermelho, Sul
de Minas Gerais, assim como a investigacdo da ocorréncia de casos de infeccdo natural em
caes e a deteccdo de DNA de Leishmania nos vetores. Foram conduzidas duas acfes de
educacdo em saude nas quais foram realizados testes DPP-Biomanguinhos em cées, como
teste de triagem, e ELISA, como teste confirmatorio. Foram testados 348 animais, destes, 14
animais (4,02%) apresentaram sorologia positiva em ambos os testes, e dois destes cées
foram submetidos a eutanasia, ap0s autorizacdo dos proprietarios, com confirmacéao
parasitoldgica e molecular da infecgdo. Com relacdo a investigacdo entomoldgica, durante o
periodo de fevereiro de 2018 a maio de 2019 foram instaladas armadilhas do tipo HP em
residéncias, nas quais havia presenca de cédes positivos nas sorologias e ao redor dessas
residéncias. Um total de 443 espécimes de flebotomineos foram capturados, sendo estes
pertencentes a pelo menos 13 espécies. A espécie mais abundante foi Lu. longipalpis
(73,8%). A anélise molecular permitiu identificar a presenca de DNA Leishmania em 21 das
157 amostradas testadas, sendo estas pertencentes aos seguintes géneros e/ou espécies Lu.
longipalpis, Brumptomyia spp., Migonemyia migonei, Expapillata firmatoi, Evandromyia
cortelezze e Pintomyia fischeri. Este foi o primeiro estudo que investigou a situagédo da LV
no municipio de Ribeirdo Vermelho. Os dados obtidos permitiram fazer o primeiro registro
de leishmaniose visceral canina no municipio, assim como o primeiro relato de 13 espécies
de flebotomineos na area de estudo. Ademais, os resultados demonstram a presenca de DNA
de L. infantum em espécies com reconhecida importancia no ciclo de transmissao do parasito,
e espécies que ainda estdo sendo estudadas. A partir destes resultados o municipio de
Ribeirdo Vermelho passa a ser classificado como area de transmissdo de LV, com a
necessidade de medidas de vigilancia e controle, a fim de evitar novos casos caninos € a
ocorréncia de casos humanos.

Palavras-chave: Leishmanioses, Flebotomineos, Vigilancia epidemiologica.
Apoio financeiro: FAPEMIG, CAPES, CNPq, UFLA, Prefeitura de Ribeirdo Vermelho.
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“ldentificacdo e Caracterizagdo de Fatores Associados ao Estabelecimento e
Ampliacdo de Areas Endémicas para Leishmaniose Visceral em Minas Gerais”

Priscilla Elias Ferreira da Silva®; Luciana de Almeida Silva Teixeira?
L2Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), Uberaba, Minas Gerais, Brasil.

Ao considerar a extensdo do problema Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil e a sua franca
expansao, torna-se premente a realizacao de investigacdes em areas acometidas pela doenca
para o fortalecimento de medidas que visem a reducdo do nimero de casos no pais e evitem
a sua propagacao em areas sem transmissdo. Nessa conjuntura, destacam-se 0s municipios
de Uberaba e Uberlandia que, segundo classificacdo das areas endémicas de Leishmaniose
Visceral sobre as faixas de intensidade e transmissao estdo enquadrados como area sem casos
ou silenciosa e area esporadica, respectivamente. Em contrapartida, a prevaléncia da doenca
em cdes abarca grandes indices nesses municipios, instaurando situacao de risco a ocorréncia
de casos humanos. Essas areas se mantém sem casos humanos mesmo apés longo periodo de
identificacdo e estudos envolvendo casos caninos. Recentemente, foi encontrado no Bairro
Santa Fé, municipio de Uberaba, o vetor (Lutzomyia longipalpis) responsavel pela
transmissdo da doenca, colocando em alerta a vigilancia entomolégica local. Assim, esta
pesquisa tem como objetivo geral identificar e caracterizar fatores parasitologicos e
ambientais associados ao estabelecimento e ampliacdo de areas endémicas para
Leishmaniose Visceral em municipios de Minas Gerais. A fim de atender tal objetivo, serdo
realizadas acOes que visem identificar se existe variabilidade genética entre as espécies
Leishmania infantum e, compreender se os fatores ambientais podem influenciar na dindmica
de distribuicdo dos fleb6tomos. No ambito dos fatores ambientais, serdo consideradas as
varidveis bioclimaticas, fisiograficas e de uso e cobertura da terra. Durante o estudo, sera
realizado o inquérito soroldgico canino, o levantamento e identificacdo da fauna
flebotominica, a caracterizacdo das areas envolvidas no estudo e a caracterizacdo genética de
parasitos isolados. Portanto, considera-se que a pesquisa se constituira como um novo esforco
tedrico-metodoldgico capaz de investigar se os elementos parasitologicos e ambientais
favorecem a manutencdo e controle da situacéo epidemioldgica da doenca nesses municipios.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Variabilidade genética, Geografia da
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Avaliacao fisioldgica de ovos de diferentes tamanhos do besouro vermelho da farinha
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae)

Cinthia Melo dos Santos?, Gustavo Lazzaro Rezende!
1 Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ

A plasticidade fenotipica (PF) é a capacidade que um gendtipo possui em apresentar
diferentes fenotipos em resposta a variagao ambiental. Esses fenotipos diferenciados, por sua
vez, podem ou ndo ser adaptativos e levar a especiacdo. Em insetos, a PF pode ainda atuar
em diferentes estagios de desenvolvimento. O aumento da temperatura € um estresse abiotico
importante, capaz de induzir PF em ovos de insetos. Ovos do besouro Tribolium castaneum
podem ser encontrados em dois tamanhos: grandes e pequenos. H& uma hipotese de que o
tamanho do ovo diminui ao longo da embriogénese (que leva em média 86 h a 30 °C), uma
vez que anteriormente demonstramos a perda de peso média de 7,5% em ovos ao final de sua
embriogénese, quando mantidos a 73% de umidade relativa (UR) e 30 °C. Nesse sentido, o
presente trabalho objetiva entender se o tamanho do ovo é uma caracteristica estavel
decorrente da PF ou associada a perda de peso ao longo do desenvolvimento embrionario.
Besouros adultos da criagdo do laboratdrio até entdo aclimatados a 30 °C foram submetidos
a posturas sob 29,7 £ 0,2 °Ce 77,5% UR e 29,4 £ 0,4 °C e 87% UR onde foram obtidos ovos
com idades entre 0-6 horas e entre 0-24 horas, respectivamente. Adultos foram aclimatados
a34,9+0,1°Ce814% UR pelos periodos de 3, 10 e 17 dias, € a partir da postura destes
foram obtidos ovos com idades entre 0-24h sob as mesmas condic¢des de aclimatacdo. O
tamanho dos ovos foi classificado a partir do uso de peneiras de solo com malhas de 300 e
250 pm, onde foram retidos ovos grandes e pequenos, respectivamente. Sob todas as
condicdes testadas foram obtidos apenas ovos grandes, os quais foram diariamente checados
em peneiras de 300 um a fim de observar diminuigdo de tamanho em diferentes dias de
embriogénese. O tamanho dos ovos ndo variou com base no critério estabelecido. Resultados
preliminares indicam uma diminuicdo na viabilidade de ovos obtidos a partir de adultos
submetidos a 3 dias de aclimatacdo. Assim, infere se que apesar de perder peso, 0 0vVo nao
apresenta diminuicao de tamanho perceptivel ao longo da embriogénese quando mantido sob
as condigOes descritas e o choque de aumento de temperatura parece causar queda transiente
na viabilidade dos ovos. Os atuais resultados contrastam com resultados obtidos previamente
no laboratério onde eram observados ovos pequenos. De toda forma as condicGes abidticas
e o tempo de aclimatacdo estabelecidos parecem favorecer o fenétipo de ovos grandes.

Palavras-chave: Embriogénese, Plasticidade Fenotipica, Ovo.
Apoio Financeiro: Faperj.
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Cytochromes P450 and neuropeptides in tick physiology

Jéssica Waldman!; Itabajara da Silva Vaz Junior'?

Centro de Biotecnologia and 2Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brazil

The goal of this work is the characterization of two groups of tick proteins: cytochromes
P450 (CYP) and neuropeptides. Based on insect CYP sequences involved in insecticide
resistance, ten Rhipicephalus microplus transcripts were selected. The CYP transcriptions in
acaricide-susceptible, acaricide-resistant and field larvae were evaluated. Also, susceptible
and field females were treated with deltamethrin and ivermectin to evaluate the effect in CYP
transcription. At the same time, an in silico analysis was performed from a R. microplus
synganglion transcriptome to identify and characterize tick neuropeptides. The qPCR using
larvae cDNA demonstrated that resistant and field ticks have a downregulation in the CYP
transcription when compared with susceptible larvae. Also, susceptible and field ticks treated
with deltamethrin have CYP upregulation in midgut, that non-treated ticks. The ticks treated
with ivermectin do not show alterations in CYP transcription in midgut. It was identified 43
neuropeptides in synganglion transcriptome. The most abundant transcript categories present
in this tissue are: secreted, energetic metabolism and oxidant metabolism/detoxification. In
a comparison to other R. microplus tissues, the synganglion presented 164 transcripts (mainly
encoding for secreted proteins and neuropeptides) that are at least five-fold more abundant.
Additional work is still required to clarify the relationship between CYP and acaricide
resistance, and the role of neuropeptides in tick physiology.

Keywords: tick; resistance; cytochrome P450; neuropeptides; physiology.
Acknowledgments: CNPq, CAPES and INCT-EM
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Rhodnius prolixus (Hemiptera; Triatominae) submetidos a altas temperaturas:
Avaliacdo do condicionamento e do papel das proteinas de choque térmico HSP 70 e
90
Alvarez LC; Costa LM; Pessoa, GCD; Sant’Anna MRV; Gontijo NF; Koerich LB; Aratijo
RN; Pereira MH

LFIH — Depto. Parasitologia — ICB/UFMG

Rhodnius prolixus € um dos principais triatomineos vetores do Trypanosoma cruzi —
agente etioldgico da Doenca de Chagas, na América Central e norte da América do Sul. Ha
varios fatores ambientais que impactam na biologia e fisiologia dos artrépodes, sendo a
temperatura um dos mais importantes. No caso dos artropodes hematdfagos, o estresse
térmico ocorre também pela alimentacdo do sangue vertebrado homeotérmico. Tem sido
demostrado que o repasto sanguineo neste hospedeiro pode desencadear o0 aumento da sintese
de proteinas de choque térmico (HSPs), proteinas chaperonas que atuam em Varios
mecanismos fisioldgicos, como na manutencdo do enovelamento correto das proteinas, as
protegendo de formarem aglomerados ou de precipitarem, eventos comuns em condicfes de
estresse e que podem inviabilizar o funcionamento celular. O objetivo deste projeto € avaliar
0 aumento do termoresisténcia e o papel das HSPs (70 e 90) de R. prolixus submetido a
choques térmicos de curta duracdo (2 h). Inicialmente padronizou-se um teste para avaliar a
termoresisténcia das ninfas de primeiro estadio (5 dias de idade). Os melhores resultados,
considerando a distribuicdo da mortalidade dos insetos normais durante e ap6s ao ensaio,
foram obtidos com banho maria mantido a 41°C/12h (ensaio hipertérmico prolongado). Para
avaliar a influéncia do condicionamento prévio na resisténcia térmica dos insetos, grupos de
ninfas (n=30) foram submetidos ao choque de 40°C/2h (choque térmico curto). Os grupos
receberam choques curtos por 3 dias (G1), 72h (G2), 48h (G3), 24h (G4), 2h (G5) antes do
ensaio hipertérmico prolongado (41°C/12h) e o controle (G6) ndo recebeu choque prévio. A
mortalidade foi avaliada a cada hora do ensaio e 24,48,72h pds ensaio. Também foram
avaliados grupos tratados com dsRNA para HSP 70 ou 90, diluido em acetona por aplicacédo
topica no abdémen de ninfas recém-eclodidas e ndo tratados (controle). Estes grupos
experimentais ndo receberam choque curto prévio antes do ensaio de termoresisténcia. A
mortalidade foi avaliada a cada hora do ensaio e 24,48,72h pds ensaio. Nos resultados obtidos
até o momento, a mortalidade dos insetos foi maior nos grupos controle (83/%) e G5 (67%).
Os grupos G4 e G3 apresentaram a menor mortalidade (20%). Ja os grupos G2 e G1, tiveram
uma mortalidade intermediaria de 37% e 43%, respectivamente. Esses resultados mostram,
entre os tratamentos testados, aqueles grupos submetidos a pelo menos um choque térmico
curto prévio de 24-72h, desenvolveram uma protecdo (adquirida) ao estresse hipertérmico
(p<0,05-Kaplan Meier). Nos ensaios com ninfas tratadas com dsRNA, a mortalidade apos
72h foi similar entre o grupo controle (43%) e dsHSP90 (37%), e significativamente menor
nas tratadas com dsHSP70 (90%). Estes resultados sugerem que a HSP70 é importante na
termoresisténcia inata de R. prolixus. O proximo passo sera testar a influéncia das HSPs na
protecdo pelo condicionamento induzido por chogue térmico curto.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus, Doenca de Chagas, Resposta ao estresse térmico,
Proteinas de choque térmico (HSP 70 e 90).
Financiamento: CAPES, CNPq, INCT-ENTOMOLOGIA
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Physiological effects of sugary feeding in Triatomines

Costa, MC!: Moreira, CJCY Juberg, J*; Genta, FA'?
! Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
?Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Entomologia Molecular, Rio de Janeiro,
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Triatomines are vectors of Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease (also
known as American trypanosomiasis), which are considered obligate hematophagous.
However, different alternative eating behaviors have already been described. This illness
affects 8 million people in the Americas, causing about 13,000 deaths per year. Currently,
there is no effective vaccine, thus, control of the insect vector population is the preferred
strategy. Despite the decrease in the number of cases of vector transmission in endemic
countries, several outbreaks have recently been recorded in Brazil, Colombia and Venezuela,
related to the consumption of contaminated foods, mainly sugar cane, bacaba, guava and
acai. The association of these insects with plants has always been considered as derived from
the habitat preference of their vertebrate hosts. Triatomines collected in the field are usually
found in a very poor nutritional state, supporting long periods of fasting. Our group reported
sugar feeding and phytophagy in Rhodnius prolixus, suggesting that local plants may play a
nutritional role in the maintenance of these insects. We also described the ingestion of
different sugary solutions in several species of triatomines. However, many aspects related
to the importance of sugary feeding in kissing bugs are unknown. The description of new
food sources opens new perspectives for the study and control, through the elaboration of
sugary baits. In this work, we propose a detailed study of the physiological, behavioral,
microbiological and parasitological impacts of sugary food in triatomines.

keywords: Triatomines; Sugar; Insect; Chagas disease
Supported by FIOCRUZ, FAPERJ, CNPqg and CAPES.
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Ecologia e fisiologia das relacdes hidricas em ovos do percevejo Oncopeltus fasciatus
(Hemiptera: Lygaeidae)

Mariana M. de Andrade?, Gustavo L. Rezende?.
1 LQFPP, CBB, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes, - RJ.

A vida no planeta se originou na agua e a terrestrializagdo foi um dos grandes eventos que
marcaram a evolucdo dos organismos na terra. Dentre os animais que obtiveram maior
sucesso no ambiente terrestre, a Classe Insecta se destaca. Insetos possuem diversas
adaptacOes para viverem nos mais variados habitats, mas alguns fatores ecoldgicos e
climéticos afetam a distribuicdo e frequéncia desses organismos. Assim, as previsdes de
alteracbes climaticas globais com cenarios de aumento da temperatura, menor
disponibilidade hidrica e secas severas, podem afetar diretamente os insetos. Por outro lado,
algumas espécies possuem estratégias ecolégicas e fisiologicas em estagios pds-embrionarios
que permitem lidar com um decréscimo na umidade relativa (u.r.) e perda de agua, como
migracdo, dorméncia e um exoesqueleto impermeéavel. No ovo a perda de agua ocorre
principalmente em funcdo da respiracdo e a sua regulacdo hidrica se da por meio de
mecanismos distintos de outros estagios de vida e sdo ditados pela ecologia de cada espécie.
Por exemplo, algumas espécies apresentam cuidado parental ou melanizag&o da casca do ovo
ou uma cuticula serosa. O percevejo Oncopeltus fasciatus possui ampla distribuicédo
geografica, deposita seus ovos na superficie de plantas e € facilmente mantido em laboratorio.
N&o existem dados na literatura sobre as relagdes hidricas em seus ovos, sendo este 0 objetivo
do presente projeto. Como resultado, foi feito o acompanhamento fotografico dos ovos ao
longo da embriogénese, em trés experimentos independentes, totalizando 14 ovos. Obteve-
se 3 videos em que 9 ovos eclodiram (viabilidade de 78%) e apresentaram mudanca de cor
de amarelo para laranja escuro. Desses 9 ovos, 7 demonstraram gradativo murchamento, 6
deles entre ~ 60 e 95% do desenvolvimento, sugerindo perda de agua na parte final da
embriogénese. Também sera analisada a viabilidade e perda de peso em ovos mantidos ao
longo da embriogénese em condic¢des de u.r. baixa, "normal” e alta: 13, 66 e 100% u.r.. Dado
preliminar aponta para uma reducdo de viabilidade em alta u.r. (quando comparado as baixas
u.r. de 13 e 66%) além de alteracdo fenotipica na formacdo das ninfas. Relacionando com a
literatura, 0 murchamento dos ovos ocorre apds o fechamento dorsal do embrido quando o
consumo de oxigénio ainda estd aumentando, antes de se estabilizar com 70% de
embriogénese. Os resultados sugerem maior adaptabilidade a ambientes mais secos e esse
pode ser um fator que influencia a migracéo da espécie.

Palavras-chave: Terrestrializacdo, perda de agua, eco-fisiologia.
Apoio financeiro: CAPES e FAPERJ.



A reducdo da absorc¢ao de colesterol em carrapatos impede o desenvolvimento dos
embrides e a protecdo antibacteriana dos ovos

Marina Amaral Xavier!, Flavia Roberta Brust?, Alexandre José Macedo!?, Itabajara da
Silva Vaz Junior*3, Carlos Termignonit*
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Em carrapatos, além de ser componente das membranas celulares, o colesterol é precursor
de moléculas como o horménio 20-hidroxiecdisona e o antimicrobiano boophiline (um dos
componentes da cera que recobre os ovos em Rhipicephalus microplus). No entanto, 0s
carrapatos ndo possuem a via de sintese de colesterol, sendo a Unica fonte o sangue do
hospedeiro. A hipotese deste trabalho é que interferir no metabolismo de colesterol, uma via
fundamental e supostamente ndo redundante em carrapatos, pode ser uma abordagem para
interferir na fisiologia dos carrapatos (usando inibidores de absor¢do de colesterol
proveniente da dieta) e servir de base para o desenvolvimento de métodos alternativos de
controle de infestacfes. Fémeas parcialmente alimentadas de R. microplus foram distribuidas
em quatro grupos, e foram artificialmente alimentadas com sangue bovino contendo: (i)
avasimibe; (ii) ezetimibe; (iii) DMSO; (iv) sangue sem aditivos. Apos 24h, as fémeas foram
incubadas em estufa (28°C, 98% umidade) por 30 dias para determinacdo da capacidade de
postura de ovos e eclosao das larvas. Apos a alimentacdo artificial, intestino e 6rgao de Gené
foram dissecados de trés fémeas de cada grupo, para extracdo de lipideos totais. A camada
de cera que recobre os ovos foi extraida daqueles ovos que ndo eclodiram do grupo
avasimibe, e de ovos de fémeas naturalmente alimentadas (cerca de 15 dias). O colesterol
total dos tecidos e da camada de cera quantificado. Para analisar formacéo de biofilme, os
ovos congelados foram incubados por 24h em meio contendo Pseudomonas aeruginosa e
analisados por microscopia eletronica de varredura. Foi observada uma redugédo na postura
de ovos e na eclosédo das larvas do grupo avasimibe, 0s ovos tinham a aparéncia escurecida
e enrugada. O oOrgdo de Gené das fémeas do grupo avasimibe mostraram uma menor
abundancia de colesterol, embora 0 mesmo néo tenha sido observado no intestino e na cera
dos ovos. Interessantemente, a alimentacgéo dos carrapatos com os inibidores do metabolismo
do colesterol levou a uma diminuicdo da atividade antibacteriana da cera que recobre 0s ovos,
ja que foi observada aderéncia bacteriana e formacdo de biofilme na superficie destes ovos.
O metabolismo do colesterol é uma via com potencial de ser usada como alvo de novos
métodos de controle de carrapatos.

Palavras-chave: carrapato, colesterol, 6rgao de Gené, cera
Apoio financeiro: CNPg, CAPES, INCT-EM.
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Identificacdo, Caracterizacdo, Expressado e Purificacdo da Proteina Ligadora de Odor
17 de Rhodnius Prolixus para Prospecc¢éo de Novos Compostos
Comportamentalmente Ativos
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A manutencdo da vida de insetos depende fortemente da interpretacdo de semioquimicos
presentes no meio ambiente, cuja detec¢do evoca comportamentos de resposta (atracdo ou
repeléncia) essenciais para a sobrevivéncia. A olfacdo é a modalidade sensorial responsavel
pelo processamento desta informacao e ocorre basicamente nas antenas dos insetos. Diversas
proteinas participam desse processo, dentre as quais se destacam as proteinas ligadoras de
odor (OBPs), que representam a interface entre 0 meio ambiente e 0s neurdnios sensoriais
olfativos, sendo responsaveis pelo transporte de odores até os receptores olfativos (ORs),
localizados na membrana desses neurdnios. O estudo de proteinas envolvidas na olfacéo
fornece informacdes para o desenvolvimento de produtos que visem impedir o contato de
insetos vetores de doengas com o ser humano ou o controle populacional destes vetores. O
objetivo principal deste projeto é a identificacdo e obtencdo de uma OBP recombinante de R.
prolixus que possa ser utilizada como alvo molecular na prospec¢do de compostos capazes
de produzir comportamentos de resposta neste agente transmissor da doenca de Chagas.
OBPs previstas no genoma de R. prolixus que, quando avaliadas por PCR quantitativo,
apresentarem transcritos abundantes em antenas, serdo selecionadas como alvos de interesse.
Ap0ds clonagem e sequenciamento das regides codificantes correspondentes, essas proteinas
serdo entdo heterologamente expressas em Escherichia coli e purificadas. Em seguida, a
afinidade de ligacdo de proteinas olfativas por compostos candidatos a atrativos/repelentes
poderd ser investigada através de ensaios de ligacdo competitivos utilizando sonda
fluorescente. Por fim, é possivel avaliar se compostos com alta afinidade in vitro sdo, de fato,
capazes de provocar uma resposta comportamental in vivo, através de ensaios
comportamentais em olfatbmetro. Partindo de dados protedmicos, ensaios iniciais de gPCR
em diferentes tecidos do inseto identificaram a OBP17 de R. prolixus como alvo de interesse
e, além do trabalho aqui previsto, foi iniciado um estudo de caracterizacdo funcional desta
proteina atraves de silenciamento por RNAI. Analises iniciais in silico confirmaram seu
potencial como alvo molecular, a proteina foi heterologamente expressa no periplasma de E.
coli com sucesso e um protocolo de purificacdo utilizando etapas de troca idnica e gel
filtragcé&o foi estabelecido. A identidade da OBP17 recombinante purificada foi confirmada
por espectrometria de massas, com auxilio do programa Mascot. A proxima etapa consiste
na realizagdo dos ensaios de ligacdo previstos na Metodologia e estd temporariamente
suspensa devido a pandemia de COVID-19, assim como 0S experimentos previstos para
caracterizacdo funcional, elaborados em paralelo. No momento, estudos mais detalhados de
caracterizagdo in silico estdo sendo realizados e a afinidade de ligagdo entre a OBP17 e
ligantes candidatos sera avaliada através de docking molecular.

Palavras-chave: proteina ligadora de odor, comunicacdo quimica, Rhodnius prolixus,
olfacéo

Apoio Financeiro: CAPES, CNPq, FAPERJ, UC Davis



Avaliacao de compostos anti-Leishmania em diferentes parametros da fisiologia do
inseto vetor L. longipalpis
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As leishmanioses sdo doencas parasitarias infecciosas causadas por parasitos do género
Leishmania, que sdo transmitidos pela picada de flebotomineos. Para reducdo no nimero de
casos em paises endémicos é necessaria a combinacao de diferentes abordagens como o
vigilancia e controle vetorial e desenvolvimento de novos farmacos. Na fase adulta, esses
insetos obtém energia de acucares de origem vegetal. Quanto aos parasitos, sabe-se que
desenvolveram estratégias para sobreviver dentro do intestino do vetor. Em trabalhos prévios
mostramos que metabdlitos secundarios de plantas que apresentaram efeito anti-Leishmania
in vitro, também reduziram a longevidade de adultos de L. longipalpis e a porcentagem de
insetos infectados. Dados da literatura vem descrevendo compostos sintéticos com atividade
antiparasitaria, produzidos a partir de outros metabdlitos secundarios, que podem ser uma
alternativa as drogas atuais no tratamento das leishmanioses. No entanto, esses efeitos foram
estudados apenas nos parasitos e nao na infeccdo do vetor. Assim, pretendemos avaliar o
efeito desses compostos em diferentes aspectos da fisiologia de L. longipalpis, adicionando-
os na dieta agucarada. Em testes de atracdo/repulsao, usando gaiolas de acrilico com divisoria
e entrada de ar, observamos que o composto L4 apresenta efeito atrativo enquanto que o
composto P9 mostrou efeito repulsivo em fémeas. Em experimentos de quantificacdo de
solucdo acucarada contendo drogas antiparasitarias ingeridas, verificamos que L1 (fémeas),
L3 (fémeas), L4 (machos), L5, L7 (fémeas - ambos), P8 (machos) e P10 (machos) parecem
gerar efeito fago-inibidor. Com relagdo a preferéncia entre as dietas verificamos que L2
(machos), L7 (fémeas), P8, P9 e P10 tiveram maior preferéncia por pela dieta experimental,
enquanto L1, L2 (fémeas), L3, L4, L5, L6 e L7 (fémeas), P8, P9 e P10, tiveram efeito
contrario. Dos testes em andamento avaliando a longevidade, nenhum dos compostos reduziu
0 tempo médio de vida. Os compostos testados podem vir a ser incorporados em testes de
campo de novas ferramentas de controle da transmisséo de Leishmania.

Palavras-chave: L. longipalpis, compostos anti-Leishmania, atratividade/repuls&o,
preferéncia e ingestdo e longevidade.
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Analise funcional do gene elovl2 na embriogénese do besouro Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebrionidae)
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O Tribolium castaneum € uma espécie de coledptera cosmopolita, considerado uma praga de
grdos armazenados. Devido a caracteristicas como o curto ciclo de vida, a facilidade na
manutenc¢do de sua criacdo e sua importancia econdmica, esse inseto tem sido modelo de
estudo em diversas areas. O nosso grupo ja mostrou que genes da familia elovl sdo
importantes durante o desenvolvimento embrionario de T. castaneum. Os genes elovl sdo
encontrados em todos 0s organismos eucariotos, apresentando-se bem conservados ao longo
da evolucdo. Genes elovl codificam elongases, enzimas que atuam na via de biossintese de
acidos graxos de cadeia muito longa. Esses acidos graxos compdem Varios outros tipos de
lipidios, sdo precursores de hidrocarbonos (HCs) e desempenham diversos papeis bioldgicos.
O gene Tc-elovl2, quando silenciado em T. castaneum via RNAI, acarreta grande mortalidade
nos ovos, apesar do embrido se desenvolver normalmente durante sua embriogénese inicial.
O objetivo deste trabalho é investigar a funcdo do gene elovl2 na embriogénese de T.
castaneum. Para cumprir tal intento, esse projeto possui 0s seguintes objetivos especificos
com as respectivas metodologias: i) determinar a expressdo de Tc-elovl2 na embriogénese
tardia através de RT-PCR, gRT-PCR e hibridizac&o in situ; ii) confirmar silenciamento
especifico de Tc-elovl2, apds injecdo de dupla fita de RNA, através de qRT-PCR; iii)
observar o desenvolvimento embrionario tardio de embrides apds silenciamento de Tc-elvol2
via microscopia de fluorescéncia e marcacdo com DAPI; iv) determinar quais efeitos o
silenciamento de Tc-elovI2 acarreta nos ovos em sua embriogénese tardia (a metodologia
dependeréa dos resultados obtidos no objetivo iii); v) determinar quais lipidios ou HCs deixam
de ser formados apds silenciamento para Tc-elovl2 via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa e vi) confirmar que Tc-elovl2 codifica uma elongase funcional
através de expressdo heter6loga em Saccharomyces cerevisiae. Como resultados
preliminares foi determinada a expressdo de Tc-elovi2 em toda a embriogénese de T.
castaneum e também foi observada a morfologia do embrido nos intervalos de tempo entre
0-24 horas, 24-48 horas e 48-72 horas da embriogénese apds o silenciamento de Tc-elovi2.
Foi observado um desenvolvimento normal em todos os intervalos de tempo analisados.
Esperamos que os resultados encontrados contribuam para o avango na compressédo do papel
dos genes elovl em insetos.

Palavras-chave: coledptera, desenvolvimento embrionario, lipideos.
Apoio financeiro: CNPq, FAPERJ
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A leishmaniose é um grupo de doencas negligenciadas causadas por protozoarios do género
Leishmania e os caes domésticos sdo o principal reservatorio na area periurbana. Muitos cédes
infectados de &reas pobres sdo severamente infestados por ectoparasitas, como o carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Sua estreita associacdo com cdes levantou a hipotese de que
carrapatos poderiam ser vetores do parasita. O objetivo deste estudo foi estabelecer um
modelo para avaliar a interacdo da Leishmania com células de carrapatos a fim de analisar
seus aspectos celulares e bioquimicos. Foram utilizados promastigotas de Leishmania
amazonensis e Leishmania infantum e linhagens celulares embrionarias de Ixodes scapularis
(IDES8) e R. sanguineus (RML-RSE) em comparacdo com células de linhagem de Lutzomyia
longipalpis (LL5). As células foram incubadas com promastigotas de L. amazonensis ou L.
infantum nos tempos de 2, 24 e 48 horas a 34 ° C. Os resultados mostraram que 0s parasitas
sdo endocitados por células de carrapatos e permanecem em um vacuolo justaposto,
conforme demonstrado por microscopia eletronica de transmissdo. O indice de associacdo
ndo apresentou diferenca significativa nos tempos de interacdo entre RML-RSE ou IDE8
com L. amazonensis. No entanto, houve um aumento de 3 vezes para RML-RSE e L.
infantum apo6s 24 horas de infeccdo em comparacdo com o tempo de 2 horas. Nao foi
observado diferenca significativa na interacdo entre L. infantum e LL5 nos tempos de 2h e
24h. A viabilidade celular da célula de carrapato foi analisada pela atividade da lactato
desidrogenase (LDH) apds 48 h de infeccdo e ndo apresentou alteragdo. Assim, os dados
preliminares indicam a capacidade de Leishmania spp. interagir com células de carrapatos in
vitro e sugere uma relagéo especie-especifica entre L. infantum e R. sanguineus.

Palavras-chave: Leishmaniose, células de carrapato, interagdo, L. infantum.
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Development of transmission blocking vaccines against visceral leishmaniasis using as
targets both parasite and vector
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Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease that affects mainly low- and
middle-income regions, with a death rate of up to 10%. Brazil is one of the countries with
the highest incidence of the disease. Despite the attempts for the control of VL, the lack of
effectiveness in treatments and vector management is still a major concern. Therefore, the
development of new strategies, like transmission blocking vaccines (TBVS), is a necessity.
TBYV is known as an altruistic method of disease control considering that it was developed to
induce immunization against molecules, from the parasite or the insect, that impairs parasite
development and thus transmission by the vectors. The general aim for this project the
development of an alternative method for the control of visceral leishmaniasis, a vaccine that
blocks the transmission by the sandfly vector. The specific objectives to be reached are: (1)
Identification of promising targets in the parasite L. infantum and in the vector L. longipalpis;
(2) Validation of those targets with the use of artificial infection model in sandflies in the
presence/ absence of target’s anti-serum;(3) Use of animal model (hamster/ mice) to analyze
the immunization capacity of the target molecules followed by the transmission blocking test
through sandfly feeding on those immunized animals. For the identification and validation
of L. infantum targets, our group has been studying and identifying molecules whose
expression varies throughout the infection in the vector L. longipalpis. Those molecules are
interesting candidates that might be involved in the success of the infection. Regarding the
identification of promising targets in the vector L. longipalpis, our group has already
identified a strong candidate, the gut-specific chitinase Llchit. This enzyme is responsible
for the degradation of the peritrophic matrix (PM), which is a structure that
compartmentalizes the bloodmeal and is degraded by chitinases (LIchitl) at the end of
digestion. It is known that the PM degradation process is crucial for the sandfly’s digestion
and interferes with leishmania’s development. After the identification of TBVs candidates,
production of recombinant proteins and antisera, and the validation of these candidates
through sandlfy artificial infection and antisera feeding, they will be inoculated in mice and
hamsters. In conclusion, we expect to have immunized mice/hamsters that would be able to
block the transmission of Leishmania.

Keywords: transmission blocking vacines, visceral leihmaniasis, control
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Influéncia da Infeccé@o por Leptomonas Wallacei (Trypanosomatidae) na Morfologia,
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Oncopeltus fasciatus € um hemiptero fitéfago e hospedeiro natural do tripanossomatideo
Leptomonas wallacei. Formas promastigotas infectam o intestino médio do hospedeiro,
encontrando-se livres no Iimen ou aderidas a membrana perimicrovilar. Nosso grupo tem
mostrado que insetos ndo infectados possuem maior tamanho corporal, asas e demais
apéndices maiores e com menos deformidades, vivem mais, copulam com maior frequéncia
e geram maior prole. Fémeas infectadas depositam menos ovos, apresentam maior
reabsorcdo de ovos e alteracdes em seus ovarios. Quando quantificado o gene intersex (ix),
relacionado com desenvolvimento do aparelho reprodutor, identificou-se uma expressao
invertida em machos e fémeas das 2 col6nias. Sendo assim, este trabalho tem por objetivo
avaliar as diferencas no comportamento sexual, morfologia e fisiologia de O. fasciatus
infectados por L. wallacei. Ninfas de 4° estadio (n=10) foram induzidas a ingerir dsSRNA para
silenciamento do gene ix. Para o comportamento sexual, observou-se a selecdo sexual de
fémeas (n=31) diante de parceiro novo e parceiro ja conhecido. Para a reproducdo em
diferentes condicdes de infeccdo, foram separados 4 grupos: casais infectados (I), nao
infectados (NI), @ infectada x & ndo infectado (FI) e @ ndo infectada x & infectado (Ml).
Machos infectados e ndo infectados tiveram seus testiculos dissecados em solucéo salina e
fotografados. Dados preliminares mostraram que ovérios de fémeas ndo infectadas
silenciadas e testiculos de machos infectados silenciados estavam consideravelmente
atrofiados. Fémeas ndo infectadas tiveram preferéncia por novo macho (51,6%) enquanto
fémeas infectadas preferiram o macho com o qual ja haviam copulado anteriormente
(54,8%), geralmente apds diversas tentativas de corte e da ndo aproximacdo do novo macho.
Somente 32,3% das fémeas infectadas preferiram o novo macho e 12,9% ndo voltaram a
copular novamente. A quantidade de ovos postos nos grupos Ml e FI foi menor que | e NI,
principalmente quando o macho estava infectado (47%). Machos ndo infectados
apresentaram deformidades leves nos testiculos (20%) enquanto machos infectados
apresentaram testiculos com severas deformidades (60%). Estudos anteriores mostraram que
o silenciamento de ix em fémeas gera uma morfologia externa similar a do macho. Assim, a
infeccdo por L. wallacei parece alterar o comportamento sexual dos insetos e induzir as
deformidades tanto em ovarios como nos testiculos.

Palavras-chave: Aparelho Reprodutor, selecdo sexual, RNAI e intersex.
Apoio: FAPERJ, CNPq, Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia em Entomologia
Molecular (INCT-EM), CAPES.
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Avaliacao de genes diferencialmente expressos no cérebro e corpo gorduroso de
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Os triatomineos sdo insetos hemat6fagos que, além da espoliacdo sanguinea que causam,
podem transmitir parasitos como o Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas e o Trypanosoma rangeli. J& sdo bem conhecidos os efeitos patogénicos produzidos
pelo T. rangeli no seu principal hospedeiro invertebrado Rhodnius prolixus. Entretanto,
pouco se sabe ainda sobre os mecanismos moleculares que modulam o0s processos de
interacdo entre esses dois organismos. Nesse contexto, o presente projeto tem como objetivo
realizar um estudo de gendmica funcional a partir da analise da expressao diferencial de
genes de R. prolixus infectados por T. rangeli. O trabalho é realizado a partir da anélise
transcriptdmica de amostras de cérebro e corpo gorduroso de ninfas de R. prolixus infectadas
a cepa CHOACHI de T. rangeli. As amostras ja foram sequenciadas, e a partir destes dados,
estd sendo realizada uma analise para identificacdo e caracterizacdo dos transcritos que estdo
sdo expressos em condi¢cdes basais, nas amostras controles. Além disso, os dados de
expressao diferencial dos genes em relagdo a infeccéo, serdo detectados e utilizados para a
selecdo de candidatos para avaliacdo do seu papel na infec¢do. A expressao relativa dos genes
candidatos sera validada por PCR em tempo real e sua funcdo avaliada através de
silenciamento por RNA de interferéncia e posterior analise fenotipica que incluira o estudo
da dinamica da infeccdo e ensaios comportamentais, que poderdo incluir a avaliagdo da

atividade locomotora e uso de abrigos, além de outros ensaios que se mostrarem relevantes.

Apoio Financeiro: CNPq, Capes e Fiocruz Minas.
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O West Nile virus (WNV) é um arbovirus neurotropico transmitido por mosquitos do
género Culex spp., particularmente o Culex pipiens nos Estados Unidos. No ciclo de
transmissdo, as aves silvestres sdo hospedeiros naturais e os mamiferos atuam como
hospedeiros acidentais, devido alguns vetores realizarem repasto sanguineo em aves e
mamiferos, dentre eles o Cx. quinquefasciatus. No Brasil, o virus foi isolado em 2018 de
equino proveniente do Espirito Santo durante surto de doengas neuroldgicas. Desse modo, 0
presente estudo tem por objetivo avaliar a susceptibilidade do Cx. quinquefasciatus a
infeccdo pelo WNV isolado no Brasil. Estudo experimental, onde 150 fémeas (F3) foram
expostas por 50 minutos a sangue de carneiro desfibrinado contendo WNV (VNO BEAN
854747) a uma proporcdo de 1,5:3,0 ml. Ao final, as fémeas ingurgitadas (n=85) foram
separadas em gaiola entomoldgica e acompanhadas por 21 dias, sendo segmentadas em lotes
de cabeca e corpo em 7°, 14° e 21° dias de p6s-infeccdo (dpi), com nove mosquitos por lote.
Ap0s a titulacdo da suspenséo viral o sobrenadante dos lotes foi inoculado em células C6/36
e analisados por Imunofluorescéncia Indireta (IFI). A suspensao viral apresentou titulo de
1,42x108 PFU/mL e as amostras inoculadas apresentaram efeito citopético a partir do 5° dpi
sendo coletadas para IFI no 7° dpi. Os lotes de cabeca do 7° dpi apresentaram resultado
negativo e os de corpo resultado positivos. Das amostras do 14° dpi apenas um lote de cabeca
e todos os lotes de corpo apresentaram positividade. Todos os lotes de cabeca e corpo do 21°
dpi apresentaram resultado positivo. A partir dos resultados do estudo, conclui-se que o Cx.
quinquefasciatus da regido metropolitana de Belém é susceptivel a infecgdo artificial com
WNV, faz-se necessario estudos mais detalhados em regifes anatbmicas como intestino
médio, glandula salivar e saliva para caracteriza-lo como possivel vetor para transmisséo do
WNV no Brasil.

Palavras-chave: Infeccdo Experimental; Culex quinquefasciatus; West Nile virus.
Apoio Financeiro: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
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Determinacéo dos efeitos do silenciamento génico de uma proteina inibidora de
apoptose (IAP) sobre o processo de apoptose do carrapato Amblyomma sculptum

Marcelly Bastos Nassar, Eliane Esteves, Sirlei Daffre, Andréa C. Fogaca.
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A febre maculosa das Montanhas Rochosas é uma doenca severa que acomete 0 homem. No
Brasil, seu agente etiologico, a bactéria intracelular obrigatoria Rickettsia rickettsii, é
transmitido pela picada dos carrapatos Amblyomma sculptum e Amblyomma aureolatum.
Ap0s a picada do carrapato, a bactéria, que é inoculada juntamente a saliva, invade e se
prolifera nas células endoteliais, causando vasculite. A disseminagdo da vasculite pode ser
fatal caso atinja 6rgdos como o cérebro e os pulmdes. Apesar de estar restrita as células
endoteliais do hospedeiro vertebrado, R. rickettsii infecta todos os 6rgéos dos carrapatos,
incluindo os ovérios. Portanto, além de vetores, esses artropodes sdo reservatdrios da
bactéria. E conhecido que bactérias intracelulares utilizam diferentes mecanismos para evadir
aos mecanismos de defesa das células hospedeiras, incluindo o atraso da apoptose, de modo
a completar o seu desenvolvimento. A apoptose € um processo de morte celular programada
presente em todos os organismos multicelulares e é ativada por duas vias principais: a via
intrinseca (ou mitocondrial) e a via extrinseca (ou via receptores de morte). Ambas culminam
na ativacdo de caspases, as quais sao fundamentais tanto para a ativacdo quanto para a
execucdo da apoptose. As caspases sao reguladas por membros da familia de proteinas
inibidoras de apoptose (IAPs), que possuem 1-3 copias do dominio BIR (do inglés,
baculoviral IAP reapeat) in tandem, que inibem a atividade das caspases. Algumas IAPs de
artropodes também apresentam o dominio RING, que possui atividade de E3 ubiquitina
ligase. O objetivo desse projeto é avaliar os efeitos do silenciamento génico de uma IAP,
mediado por RNA de interferéncia, sobre a alimentagdo sanguinea e a aquisicdo de R.
rickettsii pelo carrapato A. sculptum.

Palavras-chaves: apoptose, carrapato, caspase, IAP, riquétsia.
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Comparative analysis of the microbiota of two natural tick vectors of Rickettsia
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Although the ticks Amblyomma sculptum and Amblyomma aureolatum are important vectors
of Rickettsia rickettsii, causative agent of the life-threatening Rocky Mountain spotted fever,
A. aureolatum is considerably more susceptible to infection than A. sculptum. As the
microbiota can interfere with the colonization of arthropod midgut (MG) by pathogens, in
the current study we analyzed the MG microbiota of both tick species. Adult female ticks,
infected or not (control) with R. rickettsii in the larval stage, were fed on rabbits for three
days. After, they were dissected and the MGs were collected for DNA extraction. In order to
quantify total bacteria, qPCR for 16S rRNA (V2 region) was performed, as well as for the
gltA gene, genus-specific of Rickettsia, to quantify the infection. Our results revealed that the
MG of A. aureolatum harbors a prominent microbiota, while A. sculptum does not.
Remarkably, a significant reduction of the bacterial load was recorded in R. rickettsii-infected
A. aureolatum. In addition, DNA of some samples was pooled, VV3-V4 regions of 16S rRNA
were amplified and sequenced to identify the microbiota bacterial composition. The
taxonomy analysis of the MG bacterial community of A. aureolatum revealed a dominance
of the genus Francisella, suggesting an endosymbiosis. Due to low yield of DNA from A.
sculptum, we could not obtain good quality sequences for this species. This study was the
first step in getting insights into the mechanisms underlying the interactions among
Amblyomma species, their microbiota and R. rickettsii. We are currently characterizing the
microbiota of the MG, the salivary glands and the ovaries of A. aureolatum and A. sculptum
exposed or not to infection with R. rickettsii in the larval stage and fed for 8 days on rabbits.
Combined with the already published work, these new data will help us to better understand
the interactions among vector, pathogen and endosymbionts, and may also support the
development of novel alternatives to block rickettsial transmission.

Keywords: host-microbe interaction; microbiota; rickettsiae; tick; vector competence.
Financial support: FAPESP, CNPq and CAPES.
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Diversidade da microbiota intestinal de Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae) em &reas com diferentes paisagens do Rio
de Janeiro
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Aedes albopictus é responsavel pela transmissdo de DENV e CHIKV na Asia e Africa,
respectivamente, sendo, em condi¢fes de laboratério, competente para transmitir diversos
arbovirus. No Brasil, este mosquito tem um papel vetorial ainda indefinido, mas € designado
como potencial vetor ponte de virus em interfaces urbano-florestal. A microbiota intestinal
vem sendo estudada pelo seu potencial em influenciar infeccdes por arbovirus em mosquitos
e também o desenvolvimento e biologia destes vetores. Sabe-se que 0 ambiente é importante
na formacdo da microbiota, contudo pouco se sabe a respeito da influéncia da paisagem.
Assim, o presente estudo visa caracterizar a microbiota intestinal de trés populagdes de Ae.
albopictus provindas de areas com diferentes paisagens (comunidade/ bairro arborizado/
floresta) no Rio de Janeiro, Brasil. Cerca de 30 fémeas adultas foram coletadas por localidade
nas estacdes inverno (seca) e verao (chuvosa) e tiveram seu intestino médio removido e
armazenado em PBS a -30 °C. Além disso, a geracdo F1 de cada populagdo e uma linhagem
de Ae. albopictus de >20 geracdes em laboratorio foram criadas em insetario, a partir das
quais 20 fémeas tiveram o conteldo intestinal processado como descrito acima. O DNA total
sera extraido dos intestinos e submetido a PCR do gene 16S rRNA, cujos amplicons serdo
encaminhados para sequenciamento em llumina MiSeq. As sequéncias obtidas serdo
analisadas para determinacdo da diversidade, riqueza e abundancia de taxa bacterianos, além
de comparagdo das amostras geograficamente e temporalmente. Esperamos obter
informacdes quanto a influéncia da paisagem, criacdo em campo ou laboratorio, sazonalidade
e populacdo do vetor na composicao da microbiota intestinal de Ae. albopictus.

Palavras-chave: Aedes albopictus, microbiota e ambiente
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Lutzomyia longipalpis é o principal vetor da Leishmaniose Visceral na América Latina.
Trata-se de uma das doencas tropicais negligenciadas mais graves que acomete
principalmente as populagdes de paises pobres, como o Brasil. Flebotomineos séo insetos
holometabolos, apresentando no seu desenvolvimento as fases de ovo, larva, pupa e adulto.
Os adultos se alimentam de acUcares de fontes vegetais e de secrecBes de afideos, além da
alimentacdo sanguinea necessaria para a ovogénese das fémeas. Através dessas diferentes
fontes alimentares, esses dipteros podem ingerir também microrganismos, que de acordo com
a literatura, influenciam no ciclo de desenvolvimento do parasito dentro dos vetores, além de
influenciar em outros aspectos da fisiologia dos insetos. Com base nisso, varios estudos tem
contribuido para o conhecimento da diversidade microbiana presente no tubo digestério de
adultos de flebotomineos. Entretanto, poucos trabalhos abordam a diversidade microbiana
em larvas. Atualmente, o estudo da diversidade fungica no trato digestério dessas fases
imaturas do inseto e sua relagdo com a biologia e fisiologia das larvas é totalmente escasso,
0 que justifica o desenvolvimento do presente estudo. Neste sentido, o trabalho em questéo
visa isolar e identificar fungos que fazem parte da microbiota dos diferentes estagios de
desenvolvimento de L. longipalpis (ovo, larva, pupa e adulto) e da sua dieta na colonia, dando
uma énfase maior na fase larval, a fim de verificar o impacto destes sobre a biologia e
fisiologia dessas fases imaturas do inseto.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, microbiota intestinal, fungos, insetos vetores.
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Neuroendocrine interactions in Rhodnius prolixus immune system:
ecdysone importance on gut microbiota and basal immunity.
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Rhodnius prolixus is an insect vector of Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas
disease in Latin America. Despite the medical relevance of R. prolixus this species has been
considered an interesting model to study the insect physiology. Several papers described
aspects of the relation between insect humoral defenses and neuroendocrine system, although
molecular mechanisms of hormonal regulation of R. prolixus immunity are not clear. The
knowledge about how the neuroendocrine system modulates the R. prolixus immune
responses are crucial to identifying molecular components involved in the interface of
parasite-vector interaction. Since it is known that the triterpenoid natural product,
azadirachtin, inhibits the ecdysone synthesis of R. prolixus, the present work evaluated the
basal humoral immunity and the homeostasis of gut bacterial microbiota by hormonal
reposition therapy. Insect groups were fed on blood containing azadirachtin or azadirachtin
plus ecdysone and the effects of these treatments on ecdysis, expression of antimicrobial
peptides (AMPs), as well as in nuclear factor kappa B transcription factors (NF-kB) genes
RpDorsal and RpRelish were evaluated. In addition, the impact of azadirachtin on Serratia
marcescens, an abundant bacterial species that compose R. prolixus microbiota was also
analyzed. Our results demonstrated that azadirachtin promoted a rapid inhibition of AMPs
gene expression, with exception of defensin C which was late super expressed in azadirachtin
treated insects. The NF-kB TF genes were also modulated in response to the triterpenoid
ingestion and a dysregulation of microbiota proliferation dynamics was observed. The
concomitant administration of ecdysone and azadirachtin in R. prolixus blood meal reverted
the azadirachtin effects in insect molt and restored the mRNA levels of AMPs. Here, we
suggested an additional role of the neuroendocrine system in the R. prolixus physiology.
These findings contribute to the understanding of important factors which regulates gut
microbiota and promotes intestinal homeostasis in vector insects.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus, ecdysone, Immune system, Antimicrobial Peptides,
Microbiota
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Stomoxys calcitrans, conhecidos popularmente como mosca-dos-estabulos, sdo insetos
hematofagos da ordem diptera. Sua picada causa forte do dor nos hospedeiros que sao
principalmente bovinos e equinos, gerando quando em grandes nimeros importante perda
sanguinea e estresse que leva a perda de peso e reducdo na producdo de leite, com grande
impacto econdmico na atividade agropecudria. Durante a alimentacdo sanguinea, o inseto
pode transmitir mecanicamente varios patdégenos ao hospedeiro, o que gera ainda mais
prejuizos. A saliva de insetos hematdfagos possui diversas moléculas farmacologicamente
ativas que facilitam sua alimentacéo, além de afetar a infeccdo de patdgenos que transmitem
por efeitos imunomoduladores em seus hospedeiros. Esse potencial imunomodulador pode
afetar diferentes células do sistema imune, dentre elas os neutréfilos, que participam da
primeira linha de defesa do hospedeiro contra infecgcdes e estdo envolvidas na fagocitose,
apoptose e netose que ¢ um processo de morte celular em que ha liberagao de uma “rede”
extracelular que aprisiona e auxilia na eliminacdo de patégenos. No sialoma de S. calcitrans
foram encontradas entre outras moléculas interessantes, nucleases, serino proteases,
antigeno-5 (Wang et al., 2009). Diante do disposto, o presente trabalho tem como objetivo
verificar as propriedades imunomoduladoras dos componentes da saliva de S. calcitrans em
neutrofilos infectados por Leishmania amazonensis, através da avaliacdo da carga parasitaria
presentes em neutréfilos infectados tratados e ndo tratados com extrato da glandula salivar
da mosca, além de visualizar sua acdo na formacdo de NET (neutrophilis extracellular traps)
por essas células, para melhor compreensao do efeitos da saliva de Stomoxys calcitrans no

sistema imune do hospedeiro.
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Respostas imunes de larvas de Aedes aegypti desafiadas por diferentes bactérias

Garcia, M. M. M., Miranda, R. P. R.%, Castro, D. P.!

1 Laboratdrio Bioquimica e Fisiologia de Insetos, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz/RJ

O Aedes aegypti € um mosquito da familia Culicidae, vetor de arbovirus que causam
doencas ao homem, as principais sendo dengue, febre amarela, Zika e chikungunya. Seu ciclo
bioldgico possui quatro estagios, sendo: ovo, larva, pupa e adulto. No estagio larval, sdo
individuos detritivoros, pois se alimentam de particulas solidas e micro-organismos, como
bactérias, por isso sua presenca em seu criadouro pode ser uma ameaga imunolégica. A
melanizacdo é a resposta imune gerada pela acdo da enzima fenoloxidase (PO) que pode
atuar associada a respostas celulares como nodulacdo e encapsulacdo, mas também atua
como resposta humoral. Nesse projeto visamos estudar o efeito de microrganismos na
resposta imunoldgica, viabilidade e ecdise das larvas de A. aegypti. As larvas foram
desafiadas imunologicamente com diferentes tipos e espécies de bactérias, sendo elas:
Escherichia coli, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus. Para o desafio das larvas
diferentes volumes de solucio das bactérias na concentracio de 1x108 CFU/mL (10 pL, 100
ML e 1000 pL) séo adicionados a tubos de 50mL contendo 10 larvas em fase L3 e volume
final de &gua mais bactéria de 15mL. As larvas ficam em contato com as diferentes bactérias
por um periodo de 24h. Apds esse periodo, as larvas sdo preparadas para os ensaios de
respostas imunes. A atividade da fenoloxidase é quantificada apds incubacdo das amostras
de larvas (pool de 2 larvas) com dihidroxifenilalanina (4 mg/mL) e tampé&o cacodilato e lidas
em 490nm a cada 5 minutos por 40 minutos no leitor de microplacas. As amostras de larvas
desafiadas com E. coli na concentragdo mais alta (1x10°) apresentou significativamente
(p>0,01) maior atividade de fenoloxidase do que o grupo controle. Em relacdo a bactéria S.
marcescens, as larvas desafiadas apresentaram significativamente maior atividade de
fenoloxidase nas concentragdes de 1x10° (p>0,05) e 1x10° (p>0,001) em comparagio com o
grupo controle. J& nas larvas desafiadas com S. aureus ndo observamos diferengas na

atividade da enzima em comparagédo ao grupo controle.
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O Metabolismo redox como modulador da resposta de tolerancia em Aedes albopictus
infectado com o virus dengue

Klein-Junior, V. J. C; Rocha, M. M; Mansur, D. S; Oliveira, J. H. M.
Universidade Federal de Santa Catarina

Arbovirus séo virus transmitidos pela picada de artropodes infectados, principalmente por
mosquitos Aedes spp; como o virus zika, febre amarela, chikungunya e dengue. Estimativas
feitas em 2013, citam que 390 milhdes de pessoas tém infeccBes por virus dengue, com 96
milhdes de casos anualmente em todo o mundo. Nas Américas, a doenca custa em media 2,1
bilhdes de ddlares por ano, excluindo o controle de vetores, superando os custos de outras
doengas virais. Ndo ha tratamento antiviral ou vacina eficiente e o combate a0 mosquito vetor
é reconhecido pela Organizacdo Mundial da Salde como a mais eficiente estratégia anti-
dengue disponivel atualmente. Apesar da presenca de altas cargas virais e ciclos replicativos,
a infeccdo nos insetos ndo gera impacto negativo em sua salde, tornando-os tolerantes aos
arbovirus. Isso ocorre pela ativacdo de vias imunoldgicas e por estimulos fisiologicos
disparados pela alimentacdo com sangue. Dessa forma, investigacdes a respeito dos
mecanismos envolvidos na interagdo mosquito-virus tem sido alvo de intensos estudos com
objetivo final de bloguear a competéncia vetorial do mosquito e assim impedir a transmisséo
de doencas. Nesse sentido, hipotetizamos que os mecanismos de protecdo antioxidante
envolvidos na alimentacdo do mosquito Aedes albopictus promovem tolerancia durante a
infeccdo por arbovirus. Para testa-la, executou-se dois tipos de experimentos: A -
determinacéo do padréo de expressdo de genes candidatos a efetores da resposta de tolerancia
no intestino médio de A. albopictus infectados com dengue. B - determinacdo da taxa de
mortalidade de mosquitos infectados com virus através de curvas de sobrevivéncia. Os dados
preliminares gerados confirmaram o fenotipo de tolerancia dos mosquitos durante infeccéo
por dengue. Foi demonstrado que a ativacéo transcricional de genes candidatos a promotores
de tolerancia, como a glutamina sintetase, apresentou expressédo relativa de 1000 vezes no
intestino de mosquitos infectados. Futuros experimentos ainda serdo realizados para
determinar os mecanismos moleculares envolvidos na manutengdo de infec¢bes virais
persistentes em mosquitos vetores.
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Analise do silenciamento génico dos genes que codificam enzimas modificadoras de
histonas em estagios parasitarios do Schistosoma mansoni.

Giulliana Galdini Costa, Fernanda Janku Cabral
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

A esquistossomose, popularmente conhecida como “barriga d’agua”, ainda ¢ uma doenga
negligenciada que afeta varios paises, dentre eles o Brasil. O medicamento mais utilizado no
combate a essa doenca é o Praziquantel, porém ele ndo é eficaz contra o estagio de
esquistossomulos e vermes jovens do S. mansoni e ndo impede a reinfec¢éo do paciente pelo
parasita. Ao longo dos anos, foram surgindo cada vez mais estudos para se buscar novos
alvos terapéuticos e com isso, viu-se grande importancia no aprofundamento do estudo dos
genes que codificam enzimas modificadoras de histonas, sabendo-se agora que elas tém um
importante papel na ativacdo ou na inibicdo da transcricdo génica. E, para que possamos
entender melhor o funcionamento de cada uma dessas enzimas, utilizaremos a técnica do
silenciamento génico através do RNAI, que é o grande foco deste projeto. Entdo, foram
selecionados trés genes que transcrevem diferentes proteinas (Smp_137240, Smp_053140 e
Smp_034000), escolhidas mediante estudo prévio (Projeto regular FAPESP #2017/07364-
9), e serdo aplicadas as técnicas do silenciamento génico por RNAI, as técnicas de Western
Blotting e PCR Real Time para verificarmos se o silenciamento de fato ocorreu.
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