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RESUMO

CAIADO, Matheus Silva. Efeitos da morina sobre o metabolismo lipidico de Aedes
aegypti e seus efeitos na fisiologia reprodutiva. 2024. 63p Dissertacdo (Mestrado em
Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2024.
A utilizacdo de aleloquimicos provenientes de plantas tem se destacado como uma alternativa
promissora para o controle de insetos, devido & sua ndo toxicidade para humanos e ao meio
ambiente. A morina, um flavonoide extraido principalmente de plantas da familia Moraceae,
tem demonstrado uma ampla gama de aplicacbes em organismos modelo. Este composto ja
mostrou eficacia na inibicdo da acido graxo sintase e da ecdisona 20-monoxigenase, enzimas
essenciais para o ciclo de vida de insetos. A acido graxo sintase desempenha um papel
fundamental no metabolismo lipidico, sintetizando acidos graxos de cadeia longa a partir de
moléculas de Malonil-CoA e formando lipideos complexos, como os triacilglicerdis (TAGS).
Nos insetos, essa sintese lipidica é crucial em diversos eventos do ciclo de vida, como
reproducdo, voo e desenvolvimento. Neste estudo, investigamos os efeitos da ingestdo de
morina em Aedes aegypti, o principal vetor de varios arbovirus, incluindo os agentes causadores
da Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela. Para isto, foi utilizada uma abordagem em
que os mosquitos eram alimentados e separados em 24, 48, 72 e 96h pos-emergéncia. Além
disto, fémeas e machos foram mantidos em gaiolas separadas durante todo o ensaio. A partir
disto, foi possivel avaliar o conteido de TAG do corpo inteiro e do corpo gorduroso dos insetos
e 0s niveis de expressdo relativa da acido graxo sintase (fasl) e da triacilglicerol lipase (tagll).
A partir desta abordagem foi possivel observar que os efeitos da alimentacdo variaram de
acordo com o sexo e idade dos mosquitos. Enquanto as fémeas ndo apresentaram reducao no
conteddo lipidico no corpo gorduroso apos a ingestdo de morina, 0s machos exibiram niveis
menores de triacilglicerdis. Por isso, investigamos os efeitos nos machos alimentados com
morina na copula, constatando que fémeas copuladas com machos tratados apresentaram menor
numero de ovos e uma taxa de eclos@o reduzida. Em suma, nossas descobertas indicam que a
alimentacdo com morina foi mais eficaz em machos do que no periodo pre-vitelogénico de
fémeas. Os resultados relacionados a fecundidade e fertilidade destacam a morina como uma
molécula promissora para estudos de controle de insetos de interesse, tanto em salde publica

quanto em contextos agroecondmicos.

Palavras-chave: Flavonoide; triacilglicerol; &cido graxo sintase



ABSTRACT

Morin effects on Aedes aegypti lipid metabolism and its effects on reproductive physiology.
2024. 63p Dissertation (master’s in chemistry). Institute of Chemistry, Department of
Biochemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

The use of plant-derived allelochemicals has emerged as a promising alternative for insect
control, owing to their non-toxicity to humans and the environment. Morin, a flavonoid
primarily extracted from plants of the Moraceae family, has exhibited a wide range of
applications in model organisms. This compound has demonstrated efficacy in inhibiting fatty
acid synthase and ecdysone 20-monooxygenase, enzymes crucial for the insect life cycle. Fatty
acid synthase plays a fundamental role in lipid metabolism, synthesizing long-chain fatty acids
from Malonyl-CoA molecules and forming complex lipids such as triacylglycerols (TAGSs). In
insects, this lipid synthesis is critical in various life cycle events including reproduction, flight,
and development. In this study, we investigated the effects of morin ingestion in Aedes aegypti,
the primary vector of several arboviruses, including those causing Dengue, Zika, Chikungunya,
and Yellow Fever. For this purpose, a feeding approach was employed, with mosquitoes being
fed and separated at 24-, 48-, 72-, and 96-hours post-emergence. Additionally, females and
males were kept in separate cages throughout the assay. Through this, it was possible to assess
the TAG content of the whole body and fat body of the insects, along with the relative
expression levels of fatty acid synthase (fasl) and triacylglycerol lipase (tagll). This approach
revealed that the effects of feeding varied according to the sex and age of the mosquitoes. While
females did not show a reduction in lipid content in the fat body after morin ingestion, males
exhibited lower levels of triacylglycerols. Therefore, we investigated the effects of morin-fed
males on copulation, finding that females mated with treated males laid fewer eggs and had a
reduced hatching rate. In summary, our findings indicate that morin feeding was more effective
in males than in the pre-vitellogenic period of females. The results related to fecundity and
fertility highlight morin as a promising molecule for studies on insect control of interest, both

in public health and agro-economic contexts.

Keywords: Flavonoid; triacylglycerol; fatty acid synthase
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1. INTRODUCAO

O Aedes aegypti, pertencente a familia dos culicideos, tem sido objeto de atencdo devido
a sua relevancia epidemiologica, sendo o principal vetor de diversos arbovirus, incluindo os
responsaveis pela Zika, Chikungunya, febre amarela e dengue (Leta et al., 2018). Para
reproducéo, as fémeas desse mosquito necessitam se alimentar de sangue, preferencialmente
humano, facilitando a transmissdo de virus infecciosos (Ziegler; Ibrahim, 2001). Atualmente,
encontra-se disseminado em todas as zonas tropicais e subtropicais do mundo, representando

um sério risco para a saude das populagGes locais (Kraemer et al., 2015).

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos para controlar essa espécie,
priorizando métodos que ndo representem ameacas a salde humana e ao meio ambiente. A
utilizacdo de compostos extraidos de plantas tem sido considerada uma alternativa promissora
nesse sentido. Um desses candidatos € a morina. A morina (3,5,7,2',4'-pentahidroxiflavona) é
um flavonoide pertencente a classe dos flavonois, composto por dois anéis aromaticos ligados
por um heterociclico oxigenado. Encontra-se principalmente em folhas e frutos da familia
Moraceae, como tailva (Maclura tinctoria), laranja-osage (Maclura pomifera) e diversas
espécies de figos (Ficus sp.) (Chung et al., 2016). Sua eficacia no combate a insetos é respaldada
por estudos que demonstraram sua capacidade de inibir enzimas cruciais em seu ciclo de vida,
como a acido graxo sintase e a ecdisona-20-monoxigenase (Alekseeva, 2004; Li; Tian, 2004).
Embora a morina tenha se destacado como o mais potente inibidor da FAS entre os flavonoides,
outros polifendis também foram relatados como inibidores da FAS, inclusive em organismos
procariéticos (Brown et al., 2007; Li & Tian, 2004; Tian, 2006).

Os acidos graxos sdo unidades fundamentais na formacéo de lipidios mais complexos,
essenciais como constituintes nos sistemas biologicos. Eles podem ser utilizados para a
formacdo de fosfolipidios, componentes das membranas bioldgicas, ou armazenados como
triacilglicerol. Quando transportados para o citosol das células, os &cidos graxos sdo ativados
pela enzima acil-CoA sintetase, formando acil-CoA (Toprak et al., 2020). Essa molécula é entdo
ligada a proteina ligante de acil-CoA e encaminhada para a 3-oxidagdo mitocondrial, em
condicGes de baixa energética, ou utilizada em vias de sintese, como a via do glicerol-3-fosfato,
onde n&do apenas o triacilglicerol é sintetizado, mas também fosfolipidios e diacilglicerol
(Gondim et al., 2018). O triacilglicerol sintetizado € armazenado na célula em goticulas de

lipideo e mobilizado quando ha demanda energética (Ziegler; Ibrahim, 2001).



Duas enzimas desempenham um papel crucial na via biossintética dos &cidos graxos: a
acetil-CoA carboxilase, responsavel pela carboxilacéo do acetil-CoA para formar malonil-CoA,
e a acido graxo sintase, que inicia a biossintese de acidos graxos pela condensacdo de um
malonil-CoA, proveniente da acetil-CoA carboxilase, com uma molécula de acetil-CoA no
dominio cetoacil sintase (Alabaster et al., 2011). A acido graxo sintase (FAS) apresenta sete
dominios funcionais altamente integrados, e a inibicdo de qualquer um desses dominios
compromete toda a reacao de sintese do acido graxo (Li; Tian, 2004). Assim, o efeito inibitorio
observado pela morina pode impactar a formacao de reservas de triacilglicerol e fosfolipidios

em insetos.

Além do efeito inibitorio sobre a FAS, estudos também destacaram sua agdo sobre a 20-
monoxigenase, outra enzima essencial para insetos. Dentre os flavonoides analisados, a morina
demonstrou ser um dos mais potentes inibidores da atividade dessa enzima, atuando de maneira
dose-dependente (Mitchell et al., 1993). Em mosquitos, essa enzima desempenha um papel
crucial no ciclo gonadotrofico das fémeas, convertendo a ecdisona em sua forma mais ativa, a
20-Hidroxiecdisona (20-E) (Ling; Raikhel, 2020; Roy et al., 2016). A 20-E é um horménio de
suma importancia para insetos. Em A. aegypti, a sinalizacdo provocada por ele no corpo
gorduroso desencadeia a mobilizagdo de recursos energéticos armazenados durante as fases
imaturas do mosquito para a maturacdo dos ovos, além da liberacdo de vitelogenina, uma

proteina crucial para a maturacdo dos ovos (Alabaster et al., 2011; Roy et al., 2016).

O fato de a morina ter sido identificada como um excelente inibidor de vias importantes
para a fisiologia dos insetos destaca a necessidade de estudos que explorem esse composto em
diversas espécies, especialmente por ser um composto natural que oferece a possibilidade de
desenvolver estratégias mais ecologicamente sustentaveis para controle. Uma aplicacao
potencial dessa molécula é no metabolismo do A. aegypti. Adicionalmente, estudos recentes
conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa, ainda ndo divulgados, ressaltam os impactos da
presenca de morina nos criadouros de larvas desse inseto. Observou-se um retardo no
desenvolvimento, reducdo da fecundidade das fémeas, subexpressdo de genes associados a
sintese de lipideos e uma alta taxa de mortalidade em larvas expostas a morina no ambiente.
Essas descobertas tém impulsionado nossa investigacdo sobre os potenciais efeitos desse

flavonoide quando introduzido na dieta de adultos.



Desta forma, neste estudo investigamos como a inclusao da morina na dieta do mosquito
pode afetar sua homeostase energética e, consequentemente, sua capacidade reprodutiva. Para
investigar os efeitos que este flavonoide pode ter no metabolismo do mosquito, avaliamos o
conteudo de triacilglicerol (TAG) em mosquitos alimentados com agucar adicionado de morina
e 0s niveis transcricionais da &cido graxo sintase 1 (fasl) e triacilglicerol lipase 1 (tagll).
Utilizamos uma abordagem em que machos e fémeas foram mantidos separados e alimentados
em horas pés-emergéncia definidas. Esta abordagem permitiu avaliar de que forma a
alimentacdo com morina impacta na formacéo das reservas de triacilglicerol diferencialmente,

a depender do sexo e idade do mosquito.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biologia de Aedes aegypti.

O Aedes aegypti € um mosquito da familia dos culicideos. Durante sua historia
evolutiva, o A. aegypti desenvolveu um comportamento estritamente sinantropico e
antropofilico, sendo reconhecido como uma das espécies de mosquito com o comportamento
mais dependente do homem (NATAL, 2002). O ciclo de vida de A. aegypti se divide em uma
fase aquéatica e uma fase aérea (Figura 1). As formas jovens de A. aegypti apresentam
temperatura 6tima de desenvolvimento entre 20 e 30°C e seu periodo de maturacéo, de ovo a
adulto, leva aproximadamente de 5 a 7 dias (NELSON, 1986), o que pode explicar o alto
potencial de disseminacdo desta espécie. Além disto, os ovos deste culicideo suportam longos
periodos em estado quiescente (EPELBOIN et al., 2017), podendo suportar até 492 dias
(SILVA; SILVA, 1999), aespera de dgua para a eclosao e consequente origem de novas larvas.
Assim como outros culicideos, as larvas deste mosquito sdo aquaticas e possuem quatro
instares, culminando em um estagio de pupa (FORATTINI, 2002). Desta forma, 0 aumento de
ambientes-reservatorios, com o potencial de acimulo de agua, existentes no meio humano

promove o local requerido pelo mosquito para seu desenvolvimento (EPELBOIN et al., 2017).

Figura 1 - Ciclo de vida do Aedes aegypti. Retirado de casadasciencias.org.
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ApOs a emergéncia das pupas, as fémeas adultas se alimentardo de seiva, serdo
fecundadas e entdo estimuladas a partir em procura de uma fonte para alimentagcdo com sangue
(MATTHEWS et al., 2016; NATAL, 2002). Embora ndo se alimentem de sangue, 0s machos
de A. aegypti também respondem a sinais quimiossensoriais de humanos (MITCHELL et al.,
1993a), provavelmente para alcancar os locais de alimentacdo sanguinea das fémeas do
mosquito e estabelecer a copula. Segundo Natal (2002), a presenca abundante de pessoas em
centros urbanos elimina a necessidade de as fémeas do mosquito realizarem voos prolongados
em busca de fontes para realizar a hematofagia. Essa adaptacdo ao ambiente urbano demonstra
a eficiéncia do A. aegypti em encontrar recursos essenciais para seu ciclo reprodutivo,
ressaltando a relevancia de estratégias de controle e prevencdo em ambientes urbanos

densamente povoados.

2.2 Importéncia de A. aegypti.

Devido a sua alta proximidade com a populagdo humana, o A. aegypti apresenta um alto
potencial em transmitir arbovirus. Atualmente, se tem registros da transmissdo dos virus da
Dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela (LETA et al., 2018) pelo mosquito, se tornando
um problema de saude mundial (IWAMURA; GUZMAN-HOLST; MURRAY, 2020).

Populacdes ancestrais de A. aegypti tinham a preferéncia por se alimentar de sangue de
outros vertebrados e depositavam seus ovos em cascas de arvore. No entanto, esse padrao
comportamental foi alterado devido ao crescimento das comunidades humanas e a degradacao
dos ambientes naturais do mosquito (IWAMURA; GUZMAN-HOLST; MURRAY, 2020a). A
transformacé&o no comportamento desse inseto pode ser explicada pelo desenvolvimento de uma
preferéncia por fontes de sangue mais abundantes e estaveis, associadas a presen¢a humana
(NATAL, 2002; POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI, 2018; POWELL;
TABACHNICK, 2013).

Uma consequéncia evidente dessa mudanca, da alimentacdo sanguinea em hospedeiros
silvestres para fontes de alimentagcdo em humanos, é a exposicao dos seres humanos a agentes
infecciosos que anteriormente estavam restritos aos ambientes selvagens (POWELL; GLORIA-
SORIA; KOTSAKIOZI, 2018; POWELL; TABACHNICK, 2013). Esse ajuste no
comportamento alimentar do mosquito resultou em um aumento substancial no potencial
vetorial do inseto, desencadeando a transmissdo de doencas de maneira mais eficaz
(KOTSAKIOZI et al., 2018; POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI, 2018).



Atualmente, o Aedes aegypti se encontra disseminado por todas as zonas tropicais e
subtropicais do mundo (Figura 2) (KRAEMER et al., 2015; LETA et al., 2018). Nessas regides,
0 mosquito encontra condicOes ideais para estabelecer seus criadouros. Além disso, estudos
sugerem que o planeta tem se tornado mais quente e umido, criando condicdes ideais para a
reproducdo do mosquito (COFFEL; HORTON; DE SHERBININ, 2018; IWAMURA;
GUZMAN-HOLST; MURRAY, 2020). Este aquecimento tem expandido as areas onde o
mosquito prospera, o que levanta preocupacdes sobre a crescente disseminagdo da espécie e,
consequentemente, o aumento de casos de arboviroses (IWAMURA; GUZMAN-HOLST;
MURRAY, 2020). Diante desse cenario, compreender a biologia do inseto torna-se cada vez

mais crucial para identificar novos alvos e desenvolver métodos inovadores de controle.

Figura 2 — Distribuicéo de A. aegypti. Retirado de KRAEMER et al., (2015).

2.3 Metabolismo energético e regulagdo hormonal em A. aegypti.

Previamente a alimentagdo sanguinea, as fémeas do mosquitos se alimentam do agucar
presente na seiva dos vegetais, enquanto os machos sao estritamente fitofagos (RATNAYAKE
et al., 2023). Estas cadeias carbonicas assimiladas pela dieta serdo utilizadas como fonte de
energia para os principais eventos bioldgicos do inseto, incluindo voo e reprodu¢do (GONDIM
et al., 2018). Em condicdes de alta energética, 0s agucares e proteinas absorvidos na dieta do
mosquito serdo mobilizados para a formacdo de acidos graxos (BRIEGEL; HEFTI;
DIMARCO, 2002), que poderdo ser utilizados para a formacdo de triacilglicerol, principal
lipideo de reserva, e fosfolipideos (ALABASTER et al., 2008; GONDIM et al., 2018) (Figura
3).
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Figura 3 — Estabelecimento de estoques energéticos em A. aegypti. Os aminoacidos advindos
da alimentacdo sanguinea e o agUcar advindo da alimentacdo por seiva podem ser utilizados
para a formacdo de acidos-graxo, que serdo incorporados em triacilglicerol ou fosfolipideos.
Retirado de ALABASTER et al., (2008).

2.3.1 Metabolismo de lipideo.

Lipideos sdo a fonte de energia ideal para o metabolismo de A. aegypti, principalmente
pelo seu alto valor calérico (RATNAYAKE et al., 2023). O principal lipideo de reserva € o
TAG, formado a partir de acidos graxos (ALABASTER et al., 2008). Os &acidos graxos sdo
unidades fundamentais na formagdo de lipideos mais complexos. Eles exercem papel
fundamental na integridade e dindmica das membranas bioldgicas, além de serem os
precursores da formacdo do triacilglicerol, lipideo de reserva fundamental tanto em animais
guanto em plantas (ANTELO et al., 2009). Os &cidos graxos também podem ser utilizados

como fonte direta de energia em condigdes de baixa energética, sendo direcionados para sua
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oxidagdo e consequente sintese de ATP (GONDIM et al., 2018). Esta diversidade de funcdes
torna o metabolismo destas moléculas extremamente importante para a manutencéo da vida.
Em mosquitos, as reservas energéticas formadas por acidos graxos participam de processos
metabolicos importantes como o voo, a producdo de ovos e o desenvolvimento nas diferentes
fases de maturacdo (BRIEGEL; HEFTI; DIMARCO, 2002; GONDIM et al., 2018;
RATNAYAKE et al., 2023).

Palmitato Acetil-Coa Malonil-CoA

CoA « . ) ~+ CoA

Acetil @ Malonil @
0 co
® B-Cetoacil @

NADPH
H
Acil(C,.;) @ NADP

B-Hidroxiacil-{ACH)
NADPH+H  B-Enoil @ H,O

s —
MAT ER TE

Figura 4 — Ciclo catalitico e organizacao de dominios da FAS. Adaptado de MAIER; JENNI;
BAN, (2006).

A sintese “de novo” de acidos graxos ocorre a partir de moléculas de acetil-CoA
derivadas de outras moléculas organicas, como aminoéacidos e glicose. Este metabolismo é
essencial para a formacéo de reservas quando se esta em alta energeética. Existem duas enzimas
chaves para que a biossintese de acidos graxos ocorra, sendo elas a acetil coenzima a
carboxilase (ACC) e a acido graxo sintase (FAS) (TOPRAK et al., 2020). A ACC carboxila
uma molécula de Acetil-CoA formando malonil-CoA, que sera o precursor do alongamento da

cadeia carbonica pela FAS.

Na etapa de iniciacdo da FAS (Figura 4), a malonil/acetil transferase (MAT) carrega o
acetil-CoA no tiol terminal do cofator fosfopanteteina da proteina transportadora de acila
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(ACP), que passa a acetila para o sitio ativo da -cetoacil sintase (KS). A MAT transfere o
malonil, de malonil-CoA, para a ACP, e a KS catalisa a condensacgéo descarboxilativa do acetil
¢ do malonil para um da B-cetoacil, ligado a ACP. Esta etapa € fundamental para que a reacao
de alongamento ocorra, sendo a catalisadora das outras subunidades da enzima. Ao final das
etapas 0 &cido graxo sera liberado pela tioesterase (TE) (ANTELO et al., 2009; MAIER,;
LEIBUNDGUT; BAN, 2008). O palmitato é o acido graxo mais comumente formado e é a
molécula base para a construcdo do triacilglicerol, mas também podera ser mobilizado para a
formacédo de fofoslipideos (ALABASTER et al., 2008). Sendo assim, a FAS pode ser um
importante alvo na busca de novas formas de controle, visto sua participacdo chave no

metabolismo energético e homeostase do inseto.

2.3.2 Regulacédo do metabolismo de lipideo através de horménios em A. aegypti.

E possivel observar um comportamento diferencial de alimentac&o por parte das fémeas
de A. aegypti (Figura 5), sendo eles nos periodos pré-vitelogénico e vitelogénico. Durante 0
periodo pré-vitelogénico, as fémeas optam pela alimentacéo de seiva, enquanto ocorrem picos
de hormonio juvenil (JH) e a maturacdo dos orgdos sexuais (ALABASTER et al., 2011;
RATNAYAKE et al., 2023; ROY et al., 2016). A alimentacdo sanguinea desencadeia uma
mudanca metabdlica significativa em fémeas, resultando na redugdo dos niveis de JH,
alteracdes na alocacdo de recursos metabdlicos e um aumento no nivel de 20-hidroxiecdisona
(20-E) (RATNAYAKE et al., 2023; ROY et al., 2016). Enquanto no periodo pré-vitelogénico
h& um aumento no contetdo lipidico no corpo gorduroso, durante o periodo vitelogénico, essas
reservas sdo realocadas para 0s ovarios, sendo esse processo desencadeado pela alimentacdo
sanguinea (ROY et al., 2016). Para a regulacdo das diferentes necessidades do metabolismo do
mosquito de acordo com o0 momento de vida, diferentes fatores endocrinos coordenam o estoque
e mobilizacdo das reservas energéticas. Em mosquitos podemos citar, além do JH e da 20-E, o
hormbnio adipocinético de inseto (AKH), os peptideos insulin-like (ILP) e o horménio
ecdisterdigénico dos ovarios (OEH) (CONWAY; HASLITT; SWARTS, 2023; DOU et al.,
2023; ROY et al., 2016a; ZOU et al., 2013).

O AKH pode ativar diversas lipases no corpo gorduroso do inseto, promovendo a
conversdo de TAG em acidos graxos livres e glicerol (CONWAY; HASLITT; SWARTS, 2023;
DOU et al., 2023). Os &cidos graxos liberados serdo direcionados para a beta oxidagdo. As
principais enzimas envolvidas na mobilizacdo dessas reservas lipidicas incluem a lipase

semelhante 8 Brummer (Bmm), a lipase sensivel a horménios (HSL) e a TAG lipase 1 (TAGL1)



(DOS SANTOS et al., 2024; DOU et al., 2023; LING; RAIKHEL, 2020). Além disto, a AKH
ja foi reportada como inibidora dos eventos de sintese de lipideos no corpo gorduroso e nos
ovarios, demonstrando sua importancia como reguladora dos estoques energéticos de A. aegypti
(ZIEGLER, 1997). A AKH tem seu receptor expresso principalmente no corpo gorduroso,
demonstrando a importancia da sua sinalizagdo para a mobilizacdo das reservas energéticas

obtidas durante o ciclo de vida do mosquito (DOU et al., 2023).

Refeicdo
Horménio Juvenil RPN
--------- Ecdisona
Ovoposigao
Eclosdo
; + . ' /-
24 24 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 56 60 66 72
Pés-refeicdo sanguinea
Maturacao Vitelogénese
Desenvolvimento gonadotrépico Terminagdo
Busca por hospedeiro Preparagao
para 22 ciclo

Figura 5 - Os picos de JH e 20-E mediam o ciclo gonadotréfico de A. aegypti. Retirado de
ALABASTER et al., (2008).

O JH exerce diferentes papéis em machos e fémeas. Em fémeas, ele ird mediar o estagio
pré-vitelogénico, estimulando a maturacao dos foliculos ovarianos, e comegara a ser sintetizado
no estagio de pupa, quando estas estiverem prestes a mudarem para adulto (NOUZOVA et al.,
2019). Em machos, o JH comega a ser sintetizado apds a emergéncia das pupas (NOUZOVA
et al., 2019) e, embora ainda ndo estejam totalmente esclarecidos todos o0s papéis que este pode
desempenhar em sua fisiologia, alguns estudos tém apontado que este hormdnio media a sintese
de diferentes moléculas nas glandulas acesséria do macho (MAG) (CLIFTON et al., 2014;

GILLOTT, 2003; NOUZOVA et al.,, 2019). Ainda nos machos, estas substancias serdo
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armazenadas e transferidas para a fémea durante a cdpula, podendo influir na fecundidade e,
portanto, no fitness reprodutivo da espécie (CLIFTON et al., 2014). Ademais, alguns trabalhos
tém demonstrado que os machos também armazenam e transferem o JH para as fémeas,
influenciando a fisiologia do ovario pre-vitelogénico e afetando o sucesso reprodutivo da
espécie (BOROVSKY et al., 1994; CLIFTON et al., 2014).

O pico de 20-E se inicia nas fémeas a partir da alimentacao sanguinea, onde se demarca
o0 inicio do periodo vitelogénico e a utilizacdo dos nutrientes ingeridos para a maturacdo dos
ovos (DOHANIK, 2016). A atividade hematdfaga é capaz de iniciar uma cascata de reacgdes,
através da liberacéo de ILPs que se ligam a seus respectivos receptores nas células foliculares
do ovario da fémea e desencadeiam a sintese de ecdisona a partir do colesterol (ROY et al.,
2016). A partir disto, o0 hormdnio sera transportado até o corpo gorduroso, onde sera convertido
a sua forma mais ativa, a 20-E (MITCHELL et al., 1993a), que estimulard neste mesmo tecido
a producdo e liberacdo de vitelogenina. Esta glicolipofosfoproteina serd incorporada pelos
odcitos através de receptores especificos no epitélio folicular e armazenada na forma de vitelina,
onde exercerd papel fundamental no desenvolvimento do embrido (DOHANIK, 2016;
FALLON etal., 1974). E relevante destacar que a produc&o de vitelogenina no corpo gorduroso,
até 24 horas ap6s a alimentacdo sanguinea, ocorre em resposta aos aminoacidos presentes no
sangue do hospedeiro (Clifton e Noriega, 2012). A auséncia de aminoacidos essenciais, como
leucina e triptofano, pode resultar em uma reducdo significativa na expressao da vitelogenina
(ATTARDO et al., 2006). Este dado evidencia a crucial interacdo entre a dieta sanguinea e a
expressdo de proteinas vitais para o ciclo reprodutivo do mosquito.

Os peptideos semelhantes a insulina (ILPs) desempenham um papel fundamental na
regulacdo mediada pelo JH e pela 20-E através de seus respectivos receptores (Ling; Raikhel,
2020). O fator de transcricdo MET (tolerante ao metopreno) foi identificado como o receptor
do JH, que transduz os sinais desse hormdnio e modula a expressdo de genes alvo, atuando por
meio do homdlogo kruppel-1 (Kr-h1) (Ling; Raikhel, 2020). O mesmo ocorre com o0 receptor
de ecdisona (EcR). Por meio desses fatores de transcricao, esses horménios conseguem regular
a expressao de diferentes ILPs, que, por sua vez, controlam ativamente os ciclos gonadotréficos,
alterando a expressdo de enzimas relacionadas ao metabolismo energético do inseto (Ling;
Raikhel, 2020; Roy et al., 2016). Em A. aegypti oito ILPs ja foram descritas ao todo, sendo
expressas diferencialmente a depende do horménio de sinalizagéo e tecido (LING; RAIKHEL,
2020).
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Os receptores mediados pelos picos de JH e 20-E regulam de maneira diferencial
diversas enzimas envolvidas no metabolismo energético de A. aegypti. No que diz respeito ao
metabolismo lipidico, observam-se variaces na expressao da lipase de triacilglicerol (TAGL)
e da sintase de &cidos graxos (FAS) em resposta a estimulacdo pelos diferentes hormonios que
modulam o ciclo de vida do mosquito (Dou et al., 2023). Esses achados reforcam o papel desses

hormdnios como os principais reguladores do metabolismo energético do mosquito.

2.3.3 Corpo Gorduroso.

Em mosquitos adultos, o corpo gorduroso é o principal local de sintese, degradacao e
estoque de energia (ARRESE; SOULAGES, 2010; GONDIM et al., 2018). Este tecido €
considerado central na garantia da homeostase do inseto, sendo considerado uma estrutura
homdloga ao tecido adiposo e hepatico de vertebrados (ARRESE; SOULAGES, 2010;
RATNAYAKE et al., 2023). Ele se encontra disperso pelo corpo do inseto, principalmente sob

a cuticula e no entorno do intestino e érgaos reprodutivos (RATNAYAKE et al., 2023).

Figura 6 — Corpo gorduroso de fémeas de A. aegypti. Corte transversal do abdome de fémeas
antes (A) e ap6s (B) uma alimentagdo com agucar. | = lobo, Ib = lobo central, t = traqueia, d =
lado dorsal, v = lado ventral. Retirado de MARTINS; PIMENTA, (2008)
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Seu conteldo pode ser originado tanto das fases larvais do mosquito quanto ser
sintetizado de novo, através da ingestdo de agUcares ou proteinas pelos adultos (SILVA et al.,
2020; ZIEGLER; IBRAHIM, 2001). Sua organizacdo ao longo do abdémen dos mosquitos
permite a distribuicdo do seu contetdo em Iébulos, facilitando as dindmicas de sinalizacao,
mobilizagdo e sintese de proteinas, horménios e lipideos (MARTINS; PIMENTA, 2008). Esta
dindmica de sintese € anatomicamente visivel apos alimentacdo com sacarose (Figura 6). Ao
comparar o corpo gorduroso de fémeas recém emergidas (Figura 6A) e apos uma alimentagéo
com sacarose (Figura 6B), é possivel observar um aumento destes lébulos representando a
sintese de lipideos a partir da alimentacdo dos carboidratos (MARTINS; PIMENTA, 2008).

As principais reservas energeticas do corpo gorduroso sao lipideos e o glicogénio, que
se apresenta em menor quantidade (MARTINS; PIMENTA, 2008; RATNAYAKE et al., 2023).
Além disto, este tecido é responsavel pela sintese de proteinas, incluindo a lipoforina,
responsavel pelo transporte de lipideos pela hemolinfa, e da vitelogenina, responséavel pela
maturacdo dos ovos nas fémeas (CONWAY; HASLITT; SWARTS, 2023; RATNAYAKE et
al., 2023).Além do seu papel central na homeostase energética do inseto, este tecido também
exerce participagdo importante na secre¢do de hormdnios e na regulagdo da resposta imune,
como na liberacdo de defensinas (ARRESE; SOULAGES, 2010; DOS SANTOS et al., 2024;
SADEKUZZAMAN; STANLEY; KIM, 2018).

Em fémeas, o corpo gorduroso assume extrema importancia na maturagéo de ovos, visto
ser responsavel pela sintese e liberacéo de vitelogenina (ALABASTER et al., 2011; ROY et al.,
2016). Além disso, as amplas reservas de TAG sintetizadas e armazenadas por esse tecido, a
partir da ingestdo de acglUcares e aminoacidos, sao redistribuidas para os ovarios durante a
maturacdo dos ovos (ZIEGLER; IBRAHIM, 2001). Isso é observado estruturalmente pela
reducdo e achatamento do corpo gorduroso apés a ingestdo de sangue, causado tanto devida a
compressdo provocada pelo engorgitamento de sangue e aumento dos ovarios, quanto pela
mobilizacdo de TAG (MARTINS; PIMENTA, 2008). Portanto, o estudo do metabolismo
energético desta espécie envolve necessariamente este tecido, dada sua importancia na provisao

de reservas energeticas para o desenvolvimento e reproducéo do inseto.
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2.4 Morina.

A forma de vida séssil dos vegetais selecionou diferentes estratégias de defesa contra
predadores. Entre elas, destaca-se a biossintese de flavonoides, que esti associada a vias
metabolicas de resposta ao estresse em plantas, incluindo a herbivoria e a infeccdo por
patogenos (WANG et al., 2021). Além disso, estudos recentes tém sublinhado a importancia
dessas vias, revelando uma correlagéo direta entre 0 aumento na producéo de flavonoides e uma
maior resisténcia das plantas aos insetos (YANG et al., 2023; ZHANG et al., 2022). Estas
descobertas evidenciam o importante papel dos polifendis na defesa dos vegetais e levantam
hipdteses sobre os potenciais alvos fisiologicos nos insetos expostos a essas substancias.
Compreender quais sao esses possiveis alvos pode resultar em diversas aplicacdes praticas para
o controle de insetos, tanto em relacdo a saude publica quanto a economia agricola.

Dentre os flavonoides, se destaca a morina. A morina é um flavonoide da classe dos
flavondis, que consiste em dois anéis aromaticos ligados por um heterociclico ligado a oxigénio
(Figura 7). A morina j& foi isolada de diferentes vegetais da familia Moraceae, como a tailva
(Maclura pomifera) e em espécies de figos (Ficus sp.), principalmente das folhas e frutos
(CHUNG et al., 2016; RAJPUT; WANG; YAN, 2021). Na sua forma natural exibe um gosto
amargo e coloracdo amarelada, que foi usada como corante natural de tecidos por décadas
(RAJPUT; WANG; YAN, 2021).

Nos Ultimos anos, o interesse no estudo deste flavonoide tem se tornando cada vez mais
expressivo, principalmente por exibir notavel diversidade de aplicacGes bioldgicas. Diversas
pesquisas evidenciaram sua capacidade de prevenir a destruicdo de células beta em ratos,
demonstrando sua acdo antihiperglicémica. Além disso, revelou-se como um agente
antitumoral de relevancia, demonstrando eficécia in vitro contra canceres de boca, mama e
figado, atuando em diversos mecanismos celulares (CHUNG et al., 2016; RAJPUT; WANG,;
YAN, 2021; ZHANG et al., 2018). Este flavonoide também ja exibiu um alto potencial
antioxidante, que € a primeira linha de defesa da célula contra espécies reativas de oxigénio
(RAJPUT; WANG; YAN, 2021). Além disto, ja foi demonstrada a sua atividade anti-
inflamatoria e cardioprotetora (CHUNG et al., 2016; ZHANG et al., 2018). A diversidade de
aplicabilidade biologica destaca a promissora natureza desse composto, abrindo portas para

futuras investigacOes em diferentes organismos-modelo.
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Figura 7 — Estrutura molecular da morina. Retirado de GHOSH; PATWARI; DASGUPTA,
(2017).

2.4.1 O efeito da morina sobre a acido graxo sintase animal.

Experimentos in vitro demonstraram que diversos flavonoides sdo potentes inibidores
da FAS animal, tendo a morina o efeito mais significativo (LI; TIAN, 2004). Estudos
posteriores comparando o potencial inibitorio dos diferentes flavonoides e suas respectivas
estruturas concluiram que as diferentes posi¢cdes da hidroxila nos anéis aromaticos influenciam
na sua atividade (LI; TIAN, 2004). A presenca da hidroxila no anel B (Figura 7) parece ser
fundamental para que o flavonoide exerca atividade inibitéria na FAS (TIAN, 2006a), o que

reafirma o potencial inibitério da morina.

A FAS animal é um complexo enzimatico com diversas subunidades e se qualquer uma
delas é inibida, toda a reacdo € comprometida. Desta forma, estudos investigativos sobre o
possivel dominio enziméatico que sofreria a acdo da morina foram realizados. Foi possivel
observar que este flavonoide tem alta afinidade pela zona de acoplamento do grupo Acetil-CoA,
inibindo-o competitivamente (LI; TIAN, 2004b). Desta forma, ele age na primeira etapa de
formacéo do acido graxo, na zona de acoplamento de acil do dominio KS, impedindo a reacdo
de condensacgao para a formagao do B-cetoacil-ACP, comprometendo a sintese do acido graxo
e por consequéncia do triacilglicerol, além de inibir a malonil-CoA de forma ndo competitiva
(LI; TIAN, 2004). Estes resultados in vitro estimulam a busca destes efeitos in vivo, podendo

ser estudados em diferentes organismos.
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2.4.2 Utilizagdo da morina no estudo de insetos.

A Ecdisona-20-Monoxigenase (E-20-M) é uma enzima chave para a conversdo do
horménio ecdisona para a sua forma mais ativa, a 20-Hidroxiecdisona (MITCHELL et al.,
2007). A 20-E exerce um papel importante na fisiologia de artropodes, ja que desencadeia a
producdo de vitelogenina que desencadeara a formagdo do embrido (MITCHELL et al., 2007).
Desta forma, a E-20-M pode representar um excelente alvo de vulnerabilidade a ser explorado
pelos vegetais ao longo da evolucéo a fim de se evitar a herbivoria. Diversos aleloquimicos
extraidos de plantas afetam a atividade desta enzima, incluindo limonoides, salanina e
flavonoides (MITCHELL et al., 2007). Em insetos, a morina apresentou um efeito inibitério
satisfatorio sobre a E-20-M em diferentes espécies de insetos, incluindo Drosophila

melanogaster, Manduca sexta e Aedes aegypti (MITCHELL et al., 2007).

Foi possivel observar a inibicdo da transidrogenase mitocondrial no intestino de
Manduca sexta na presenca de morina, evidenciando um efeito inseticida potencial de maneira
dose-dependente  (VANDOCK; MITCHELL; FIORAVANTI, 2012). Essa inibicdo €
particularmente significativa devido a importancia crucial dessa enzima no desenvolvimento de
M. sexta. Estudos adicionais revelaram que a morina desempenha um papel inibitdrio nas
ATPases quando incorporada a dieta da lagarta do milho (Helicoverpa zea), resultando em
reducdes significativas no peso corporal, na taxa de sobrevivéncia e na resisténcia a inseticidas
(AURADE et al., 2011).

Essas descobertas somadas consolidam a morina como uma molécula de grande
relevancia a ser explorada no combate a insetos. Os resultados dessas pesquisas ndo apenas
oferecem insights valiosos sobre os mecanismos de acdo da morina, mas também incentivam a
busca por abordagens mais ecologicamente amigaveis no controle de insetos pragas. Essa busca

é crucial tanto no ambito da salde publica quanto no contexto agroecondmico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da alimentacéo de fémeas e machos de A.

aegypti com morina e avaliar seus efeitos sobre o metabolismo de lipidio.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o contetudo de triacilglicerol de machos e fémeas de A. aegypti

alimentados com morina;

e Auvaliar os impactos da ingestdo de morina sobre a expressao diferencial de
genes relacionados a sintese e mobilizacéo de lipideo em A. aegypti;

e Avaliar os impactos da ingestdo da morina sobre a fecundidade e fertilidade de

machos de A. aegypti através de fémeas copuladas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Manutencdo da colonia de A. aegypti.

Todos os experimentos foram realizados com mosquitos de coldnias de Aedes aegypti
(Rockfeller) mantidas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Artrépodes
(LBBMA), Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. Os ovos sdo armazenados em papel filtro seco e
incubados seguindo o protocolo de Farnesi et al. (2006). Larvas e adultos sdo mantidos a 16h
de luz e 8h de escuro sob temperatura constante de 28°C e umidade entre 70-80%. As larvas
sdo alimentadas com racdo de gato macerada. Os adultos s&o alimentados com solucdo sacarose
10% ad libitum. O repasto sanguineo é realizado através de camundongos anestesiados que séo
disponibilizadas as fémeas. Todos os protocolos de cuidados com animais e experimentais sdo
conduzidos seguindo as diretrizes do comité de cuidado e uso institucional (Comité de
Avaliagéo de Uso de Animais para Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
CEUA-IB-UFRRJ) sob o registro 005/2017.

4.2 Alimentacao de A. aegypti com morina.
4.2.1 Avaliacdo do conteudo de triacilglicerol do corpo inteiro de A. aegypti.

Os grupos para o estudo foram divididos de acordo com seu estagio de desenvolvimento
e sexo. Os insetos foram coletados em 24, 48 e 72 horas pds-emergéncia. Os mosquitos em
estagio de pupa foram separados em grupos de machos ou fémeas e colocados em copinhos de
café preenchidos de agua desclorada dentro de gaiolas de plastico contendo um algodao até
atingirem o estagio adulto. Ao emergirem, foi disponibilizado 5ml de uma solucdo 100 uM de
morina (Sigma Aldrich), contendo sacarose a 10% e etanol a 0,005%. Para individuos usados
como controle, uma solucédo 10% de sacarose com etanol a 0,005% foi oferecida. Estas solucdes

foram repostas a cada 24h.

4.2.2 Avaliacéo do conteudo de triacilglicerol do corpo gorduroso de A. aegypti.

Para a analise do conteudo lipidico no corpo gorduroso dos insetos, as solugdes foram
disponibilizadas a partir de 24h p6s emergéncia. Além disto, um tempo adicional de 96 horas
pos emergéncia foi adicionado. Para controlar os insetos que se alimentaram, uma gota de
corante alimenticio vermelho Soft Gel foi adicionada a solucdo. Ao dissecar os insetos, 0
contetido do trato intestinal foi avaliado e, caso apresentasse coloracdo avermelhada, o corpo

gorduroso era separado para amostragem (Figura 8).
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Figura 8 - Adicao de corante nas solugdes oferecidas aos insetos. A adigdo de corante
permitiu a separacdo dos animais que se alimentaram da solu¢do ou ndo. Em (A) a solugéo
acucarada contendo morina, exibindo sua coloracdo amarelo-amarronzada natural. Em (B) a
solucdo apos adicdo de corante. ApoOs a alimentagdo € possivel observar a coloragdo
avermelhada tanto no abdoémen (D), quanto no trato digestivo (C). P = Papo; IM = intestino
médio; TM = tubulos de malpighi.

ST
Q d O.o ..0
- ()
Inicio do *ﬂ\ /ﬁ,
Tratamento [--~ [\ /7|
T N

'
1 1T
;;ﬁ 24h 48h 72h  o6h

Emergéncia

Sacarose 10%
Eranol 005% -+ Etanol 0,05%
. Morina 100 uM

c—)

Expressao Relativa:
* FAS
* TAG Lipase

&
%\ Corpo
S [\ Gorduroso \ S
/N Quantificagao do TAG

Figura 9 - Desenho experimental da amostragem de corpo gorduroso de machos e
fémeas alimentados com morina.
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4.3 Extracdo de lipideos e quantificacdo do triacilglicerol.

Para a quantificacdo do conteudo lipidico no corpo inteiro de animais tratados, e corpo
gorduroso isolados de machos alimentados com morina, foi utilizada metodologia de extragéo
de lipideo segundo BLIGH & DYER, 1959. Os lipidios foram separados por cromatografia de
camada fina (TLC) em placa de silica (Silica para TLC com 13% de gesso, Macherey Nagel)
usando os solventes hexano, éter etilico e &cido acético (90:60:1) e depois imersos em solucao
aquosa contendo 14% de sulfato de cobre e 8% de acido fosforico. Apds a secagem, a placa foi
aquecida em estufa por cerca de 200°C por 5 minutos, onde as bandas se tornaram visiveis
(Figura 10). A quantificacdo do triacilglicerol foi determinada através de uma analise
densitométrica das bandas correspondentes de acordo com um padrdo (RUIZ; OCHOA, 1997)
através do Image Lab Software 5.1 (Bio-Rad).

R LA T T R

~

Figura 10 — TLC representativa. Placa de TLC ap0ds secagem, onde € possivel observar as
bandas contendo o triacilglicerol, assim como o padrdo utilizado para quantificagao.

Para a determinacdo do contetdo de triacilglicerol em corpos gordurosos de fémeas foi
utilizado o kit comercial de quantificagéo de triglicérides monoreagente (Bioclin). Este método
permite o processamento de diversas amostras de uma sé vez. Neste kit o reagente provoca uma
cascata de reacOes que originam um composto de coloracdo cereja. A intensidade desta
coloracéo é proporcional a abundancia de TAG. Esta coloragdo pode ser captada a 500 nm (490
- 540 nm). Para esta leitura foi utilizado The iMark™ Microplate Absorbance Readerl (Bio-
Rad).
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4.4 Extracdo do RNA e sintese de cDNA.

As amostras foram homogeneizadas com um pistilo em 1ml de TRIzol Reagent (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). A extracdo de RNA total foi realizada de acordo com
o0 protocolo do fabricante. O RNA foi quantificado em NanoDrop spectrophotometer ND-1000
(Thermo Fischer Scientific). A integridade e qualidade do RNA foi analisada através de
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 de
2,00,1. Depois da extragdo, 1ug de RNA foi tratado com 1pl de DNase I (SigmaAldrich) por
30 minutos a 37°C em um volume final de 10ul. Depois disso, a reacao foi interrompida com a
incubacdo em 70°C e adicdo de 50mmol de EDTA. O RNA tratado foi utilizado para sintetizar
0 cDNA com random primers e 50l de reverse transcriptase MultiScribeTM MuLV do High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) em um volume final de
20pl.

4.5 PCR quantitativa (QPCR).

A gPCR foi realizada em um sistema StepOnePlus (Thermo Fischer Scientific) com
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosytems). A reacdo contendo 7,5ul do Mix
citado anteriormente, 0,3pl dos primers foward e reverse sintetizados e 0,75ul de cDNA em
um volume final de 15pul. As reagOes foram realizadas em MicroAmp Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode (Applied Biosytems), com a programacdo padrao do equipamento.
A quantificacdo relativa de genes relacionados ao metabolismo lipidico do inseto foi realizada
utilizando as medidas de expressdo em tempo real normalizadas em funcdo da expressédo do
gene constitutivo tubulina de A. aegypti. Os primers utilizados estdo descritos na tabela 1. Os
niveis relativos de RNA foram calculados utilizando o método AACT (quantificacdo relativa)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Todas as amostras foram ensaiadas em triplicatas.

Tabela 1. Sequéncias utilizadas para analises de expresséao.

Gene Forward Reverse Codigo Referéncia
VectorBase
a-
tubulin CTGCTTCAAAATGCGTGAA GGTTCCAGATCGACGAAA AAEL01322 DZAKIletal.,
a T 9 (2017).
ALABASTE
fas] GAGGTCGTCCGATTGGTTTC ACCGACAACCTTGCCGATGT — AAELO0LIS o o)
G 4 (2008)

AAEL01455 DOU etal.,

tagll CATTGGGCACTTGGATTTCT GGGCACTTGGTACGCATACT 3 (2023)
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4.6 Verificagéo dos efeitos da morina sobre a fecundidade.
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Figura 11 - Desenho experimental da avaliacdo da fecundidade de machos alimentados
com morina.

Para avaliar os efeitos da morina sobre a fecundidade de Aedes aegypti, fémeas virgens
foram mantidas separadas dos machos e alimentadas com uma solucgdo de sacarose a 10% ao
longo de 4 dias pos emergéncia. Simultaneamente, os machos foram alimentados com uma
solucdo acucarada contendo morina (Figura 11). Para o controle, foi oferecido aos machos
apenas uma solucéo de sacarose a 10%. Apds esse periodo, fémeas e machos foram colocados
em uma mesma gaiola na proporcéo de 1:1, permitindo a observagdo da cpula. As fémeas
foram entdo alimentadas com sangue e individualmente alocadas em copinhos contendo um
papel filtro sobre algoddo umedecido, onde depositaram seus ovos por até 72 horas apos a
alimentacdo sanguinea. Os papéis foram posteriormente coletados e os ovos submetidos a

contagem e avaliagéo da taxa de eclosdo (Figura 11).

4.7 Andlise estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados no programa GraphPad Prism 9.0 de acordo
com a distribuicdo dos dados. Para as analises temporais dos tratamentos, foi realizado
2wayANOVA seguido de teste de Tukey ou Sidak para multiplas comparacGes. Para analises

ndo-paramétricas foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacéo do triacilglicerol em adultos de A. aegypti alimentados com morina.

A quantidade de triacilglicerol foi determinada em fémeas e machos alimentos com
morina e determinados em 3 tempos diferentes pds-emergéncia (PE) (Figura 12). Para isso
fémeas e machos foram mantidos separados desde antes da emergéncia dos adultos a partir das
pupas. Os animais PE foram alimentados com uma solugéo de sacarose 10% contendo morina
100puM em etanol 0,005% e, como controle, solucdo de sacarose 10% contendo etanol a
0,005%. Para determinacdo do triacilglicerol, foram extraidos os lipideos do corpo inteiro de
machos e fémeas separadamente nos tempos de 24, 48 e 72h.
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- - émea

50 50 %k %k % Xk % %k
_ 40 * * *k _ 40— T
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104 [ 104

0 T T T 0

24h 48h 72h 24h 48h 72h
Horas Pés Emergéncia Horas P6s Emergéncia

Figura 12 - Efeito da alimentacdo com morina no conteudo de triacilglicerol no corpo
inteiro de machos e fémeas de A. aegypti. Os mosquitos foram alimentados com uma solucao
contendo 100uM de morina, 10% de sacarose e 0,05% de etanol durante trés dias apos a
emergéncia. Para o controle apenas uma solugéo contendo 10% de sacarose e 0,05% de etanol
foi oferecida. Os valores representam a média de trés réplicas biologicas + SEM. As diferencas
estatisticas foram determinadas usando o método 2way ANOVA, seguido de teste de Tukey.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Os resultados apresentados na Figura 12 revelam diferengcas na distribuicdo de
triacilglicerol entre as fémeas e machos controle no tempo de 24 PE, onde foi observado que as
fémeas acumulam muito mais lipidios. Os niveis de triacilglicerol nas fémeas nos tempos de 48
e 72h diminuiram a niveis observados nos machos. Internamente, nos grupos de machos, foi
possivel observar também uma diferenca entre os alimentados com morina em relacdo ao
controle nos tempos de 24h, 48h e 72 h. No tempo de 24 h é possivel observar um aumento no
grupo que ingeriu a morina, enquanto nos tempos de 48h e 72h o conteddo de triacilglicerol

diminui (Figura 12).

Na analise do contetdo de triacilglicerol em fémeas, foram observados efeitos distintos
da morina sobre a quantidade de lipidios armazenados em comparacdo com o0s resultados
observados em machos. Em fémeas alimentadas com morina ocorre uma diminui¢cdo no
contetdo de triacilglicerol no tempo de 24h. Em 48h ndo se observa diferenca. No tempo de
72h ¢é observado um aumento no contetdo de triacilglicerol (Figura 12).

5.2 Determinacéo do triacilglicerol no corpo gorduroso de A. aegypti alimentados com
morina.

B Macho
A B 3 Fémea
% %k %k %k ns 3k %k %k %k % %k %k %k
50— ** ns Hokokk *hkk 40 —‘ [
) )
_ 8407 T 1 — 8 304 1 L
= o = i i
o 5 304 L o
- =N ]
> g = g 20
§ § 20 § §
F =< F < 104
g lo-] I ' g I
0- T T .I T 0- T T il .I
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
Horas P6s Emergéncia Horas P6s Emergéncia

Figura 13 - Comparagao do conteudo de triacilglicerol entre machos e fémeas alimentados.
Os animais foram alimentados com uma solugéo 100pM de morina com sacarose 10% e etanol
0,05% durante trés dias ap6s a emergéncia (B). Para o controle apenas uma solugdo contendo
10% de sacarose e 0,05% de etanol foi oferecida (A). Os valores representam a média de trés
réplicas bioldgicas £ SEM. As diferencas estatisticas foram determinadas usando o método 2way
ANOVA, seguido de teste de Sidak. **p < 0,005, ****p < 0,0001 e ns = ndo significante.
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O corpo gorduroso é o principal érgdo de estocagem de lipidios nos insetos. Nesse
sentido, a distribuicdo de triacilglicerol nesse tecido, entre machos e fémeas, e em animais
alimentados com morina, foi avaliada. Para essa analise as alimentagdes foram oferecidas aos
insetos adultos a partir de 24h PE.
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Figura 14 - Efeito da alimentacdo com morina no conteddo de triacilglicerol no corpo
gorduroso em fémeas de A. aegypti. As fémeas foram alimentadas com uma solucdo 100uM
de morina contendo sacarose 10% e etanol 0,05% durante trés dias apds a emergéncia. Para o
controle apenas uma solucdo contendo 10% de sacarose e 0,05% de etanol foi oferecida. Em
(A) foi realizada uma comparagdo entre tratamento e controle em diferentes tempos pos-
emergéncia. Em (B) e (C) foi realizada uma comparacao temporal intragrupos, ndo tratados e
tratados, respectivamente. Os valores representam a média de trés réplicas bioldgicas = SEM.
As diferencas estatisticas foram determinadas usando o método 2way ANOVA, seguido de
teste de Tukey. *p < 0,05, **p < 0,01 e ns = ndo significante.
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Quando comparamos machos e fémeas alimentados com sacarose (Figura 13A) e
alimentados com sacarose acrescida de morina (Figura 13B), podemos observar uma maior
quantidade de triacilglicerol nas fémeas. Além disso, é possivel observar comparativamente
que as dinamicas de conteudo do triacilglicerol entre controle e animais que ingeriram a morina
é parecida. E importante destacar que em 48h PE tanto fémeas controle, quanto as que ingeriram

a morina apresentaram reducdo no contetdo lipidico se igualando ao visto em machos
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Figura 15 - Efeito da alimentacdo com morina no conteddo de triacilglicerol no corpo
gorduroso em machos de A. aegypti. Os machos foram alimentados com uma solucédo 100uM
de morina contendo sacarose 10% e etanol 0,05% durante trés dias apds a emergéncia. Para o
controle apenas uma solucgdo sacarose 10% e etanol 0,05% foi oferecida. Em (A) foi realizada
uma comparacao entre tratamento e controle em diferentes tempos pos-emergéncia. Em (B) e
(C) foi realizada uma comparacdo temporal intragrupos, nédo tratados e tratados,
respectivamente. Os valores representam a média de trés replicas biologicas + SEM. As
diferengas estatisticas foram determinadas usando o método 2way ANOVA, seguido de teste
de Tukey. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 e ns = ndo significante.
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A avaliacdo no contetido de TAG no corpo gorduroso de fémeas de A. aegypti revelou
um perfil diferente daquele observado ao quantificar o0 TAG no corpo inteiro (Figura 14). E
possivel observar que a comparagdo entre controle e tratamento ndo obteve diferencas
significativas no conteddo de TAG ao longo das 96h PE (Figura 14A). Apesar disto, ao
comparar 0s grupos controle e tratamento separadamente ao longo do tempo, é possivel
observar algumas diferencas. Nas fémeas alimentadas com morina, diferente dos animais
alimentados apenas com sacarose, foi observada uma diferenca de todos os tempos em relacdo

ao tempo de 48h.

Em relagdo aos efeitos da morina no conteddo de triacilglicerol no corpo gorduroso de
machos, foi observada mudancas assim como no corpo inteiro, mas com algumas diferencas.
Em 48h PE néo foi observada diferenca, mas no tempo de 72h a diferenca se manteve como
observado em animais inteiros. Foi incluido um tempo adicional de 96h aonde a diminuicao do

conteddo triacilglicerol se mantém (Figura 15A).

Considerando o tempo controle de 24h PE, ndo foram observadas mudancas no tempo
de 48h PE, tanto em tratados, quanto no controle. Porém, uma diminui¢do no contetdo de
triacilglicerol ocorreu de forma expressiva em 72h PE, tanto nos animais que ingeriram a
morina quanto no controle. E possivel observar que essa reduco foi mais acentuada em animais
gue ingeriram a morina. Em 96h PE, os animais do grupo controle reestabelecem o contetido
de TAG no corpo gorduroso a niveis similares ao observado em 48h PE (Figura 15B). J& 0s
animais alimentados com morina mantém os niveis de TAG baixos em 96h PE (Figura 15C).

5.3 Expressao da fasl e tagll no corpo gorduroso de A. aegypti alimentados com morina.
As etapas de sintese e mobilizacdo de triacilglicerol sdo muito bem reguladas. Como foi
observada variacdo no conteudo de triacilglicerol em ambas as condi¢Bes de alimentacéo,
fomos observar se a expressdo génica de enzimas chaves nesses processos estavam sendo
moduladas. Avaliamos a expressdo das enzimas envolvidas com a sintese, a &cido graxo sintase
(fasl), e mobilizacdo de triacilglicerol, triacilglicerol lipase (tagll). A expressédo foi avaliada
nas mesmas condicdes de determinacdo do conteudo de triacilglicerol no corpo gorduroso. Para
a determinacgéo dos niveis de expressdo relativa da fasl e tagll no corpo gorduroso de adultos
alimentados com morina, foi utilizado o método de delta-delta Ct (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). A abundancia relativa dos transcritos foi normalizada a partir do gene constitutivo

tubulina e comparados aos adultos 24h PE.
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Figura 16 - Expressdo diferencial da fasl e tagll no corpo gorduroso em fémeas de A.
aegypti alimentadas com morina. As fémeas foram alimentadas com uma solucdo de morina
100uM contendo sacarose 10% e etanol 0,05% durante trés dias apds 24h de emergéncia. Para
o0 controle apenas uma solucéo contendo 10% de sacarose e 0,05% de etanol foi oferecida. A
abundancia relativa da fasl (A) e da tagll (B) foi normalizada através dos genes de referéncia
a-tubulina e comparados com as fémeas 24 p6s emergéncia. Os valores representam a média
de trés réplicas bioldgicas £ SEM. As diferencas estatisticas foram determinadas usando o
método 2way ANOVA, seguido de teste de Sidak. *p < 0,05, **p < 0,01.

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas no contetdo de
triacilglicerol no corpo gorduroso de fémeas entre tratados e controle, a analise de expressdo
revelou um pico de expressdo da fasl em 72h PE que n&o foi observado nas fémeas que se
alimentaram com morina (Figura 16A). Em relacdo a tagll, é possivel observar que a partir de
24h PE ocorre uma subexpressdo nos animais controle em todos os tempos observados. E
possivel observar que em 48h p6s emergéncia o nivel de expressao da tagll € maior em fémeas

que se alimentaram com morina (Figura 16B).
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Figura 17 - Expressdo diferencial da fasl e tagll no corpo gorduroso em machos de A.
aegypti alimentados com morina. Os machos foram alimentados com uma solu¢do 100uM de
morina contendo sacarose 10% e etanol 0,05% durante trés dias ap6s 24h de emergéncia. Para
o controle apenas uma solucdo contendo 10% de sacarose e 0,05% de etanol foi oferecida. A
abundancia relativa da fasl (A) e da tagll (B) foi normalizada através dos genes de referéncia
a-tubulina e comparados com os machos 24 pds emergéncia. Os valores representam a media
de trés réplicas bioldgicas + SEM. As diferencas estatisticas foram determinadas usando o
método 2way ANOVA, seguido de teste de Sidak. *p < 0,05.

Em machos foi observado um aumento da expressao da fasl em 48h PE no grupo
alimentado com morina e uma diminuicdo no tempo de 96h PE (Figura 17A). Em relacdo a
tagll, foi observada uma diminui¢do na expressdo nos animais alimentados com morina nos
tempo de 48 e 72h PE (Figura 17B). Comparando a expressdo da fasl em machos néo tratados
é possivel observar uma tendéncia de subida nos niveis de expressdo que se estabelece no pico
observado em 96h PE (Figura 17A), que ndo acontece em machos alimentados com morina. No
caso da tagll, em animais alimentados apenas com sacarose, é observado uma tendéncia de
manutencdo da expresséo a partir de 24h PE, enquanto os animais que estao ingerindo a morina

mantém os niveis de expressdo mais baixos (Figura 17B).
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5.4 Avaliacdo da fecundidade de machos de A. aegypti alimentados com morina.

Os machos alimentados com morina por 96h apresentam menor conteudo lipidico no
corpo gorduroso. Assim, fomos observar se essa diminuicdo influenciava na fecundidade de
fémeas. Os resultados observados indicam um efeito negativo na fecundidade e fertilidade de
machos de A. aegypti submetidos a uma alimenta¢do com morina. Observou-se que, ao acasalar
com machos alimentados com morina, as fémeas depositam uma quantidade reduzida de ovos
(Figura 18A). E possivel verificar que a mediana da quantidade de ovos postos por fémeas
copuladas com machos alimentados com morina é duas vezes menor. Além disto, 0s ovos

coletados e submetidos para eclosdo apresentaram menor taxa de eclosao (Figura 18B).
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Figura 18 - Efeitos da alimentacdo com morina na fecundidade de machos. Postura (A) e
viabilidade (B) de ovos de fémeas de A. aegypti copuladas com machos tratados com morina.
Os machos e fémeas foram mantidos virgens até 96 horas p6s emergéncia e realocados para
gaiolas onde foi disposto um macho para cada fémea (1:1). As fémeas foram alimentadas com
sangue, individualizadas em copos de postura e 0s ovos foram separados 72h p6s alimentacdo
sanguinea. Para a analise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico Kolmogorov-Smirnov.
*p <0,05.
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6. DISCUSSAO
6.1 A alimentacdo com morina impacta o metabolismo lipidico em machos e fémeas de A.
aegypti de forma diferencial.

O armazenamento de energia na forma de TAG é a principal forma de energia nos
insetos (GONDIM et al., 2018; RATNAYAKE et al., 2023). O corpo gorduroso do A. aegypti
acumula TAG durante periodos de abundancia, como apds a alimentacdo com seiva e sangue
(GONDIM et al., 2018; RATNAYAKE et al., 2023). Estas reservas de TAG podem ser
mobilizadas posteriormente para fornecer energia durante periodos de jejum ou alta demanda
metabdlica, como por exemplo nos processos reprodutivos. Compreender o papel dos
triacilglicerdis e do metabolismo lipidico no corpo gorduroso dos mosquitos A. aegypti é
importante para o desenvolvimento de estratégias para controlar as populac@es de mosquitos e
combater doencas transmitidas por mosquitos. Inibir as vias do metabolismo lipidico pode
potencialmente perturbar a reproducdo dos mosquitos e reduzir a sua capacidade de transmitir
doencas como dengue, Zika e febre amarela. Um possivel inibidor a ser observado é a morina.

A morina é um polifenol pertencente a classe dos flavondis e tem se mostrado um
potente inibidor da FAS (LI; TIAN, 2004; TIAN, 2006), agindo competitivamente com o acetil-
CoA na regido de acil-transferéncia do dominio KS da FAS. Esse mecanismo impede a reacao
de condensacdo com o malonil-CoA, resultando na inibicdo da sintese bem-sucedida de acidos
graxos e, consequentemente, na formacdo de reservas lipidicas, as quais desempenham um
papel crucial na manutencdo da vida. Resultados ainda ndo publicados do nosso grupo de
pesquisa demonstraram 0s impactos que a morina exerce ao ser adicionada aos criadouros de
larvas, influindo negativamente no seu desenvolvimento e aumentando a mortalidade. A partir
disto, no sentido de avaliar o potencial da morina na fisiologia de adultos de A. aegypti, optamos
por realizar alimentagdo de fémeas e machos com sacarose acrescida de morina 100uM e avaliar
seus efeitos sobre o metabolismo de lipidios.

A analise do metabolismo lipidico, tanto pelo conteido de TAG quanto pela expressao
de genes relacionados a sintese e mobilizacdo, perpassa necessariamente 0 corpo gorduroso.
Embora seja possivel observar triacilglicerol em diferentes partes dos 6rgdos internos de A.
aegypti, o corpo gorduroso é o principal tecido sintetizador e armazenador desta molécula
(MARTINS; PIMENTA, 2008). As enzimas envolvidas na sintese e quebra dos TAGs séo
ativas neste tecido. Por exemplo, as lipases séo responsaveis pela hidrélise dos TAGs em acidos
graxos e glicerol quando existe a necessidade de energia. Ja a enzima acido graxo sintase tem

um importante papel na sintese de novo de &cido graxos e nos restabelecimentos de outros

31



lipidios complexos, em especial a formacéo de reservas de TAG. Desta forma, selecionamos o
corpo gorduroso para uma analise mais minuciosa dos efeitos que a ingestdo por morina poderia
causar neste tecido central para o metabolismo lipidico do inseto. Além disto, para a avaliacao
do conteddo lipidico no corpo gorduroso e niveis de expressao génica relativa da fasl e da tagll
de animais tratados, adicionamos um corante alimenticio de coloracdo vermelha. Essa adicao
permite selecionar os animais que se alimentaram e, portanto, certificar a ingestéo do flavonoide

de interesse (Figura 8).

Nossos resultados mostram que a ingestdo de morina pelo A. aegypti esta influenciando
na sintese e na mobilizagdo de reservas de TAG. Isto foi observado tanto na anélise do conteido
do corpo inteiro, quanto no conteddo de TAG do corpo gorduroso de machos (Figura 15). Em
fémeas, a observacdo do contedo de TAG do corpo gorduroso ndo apresentou diferencas
significativas entre controle e tratamento nos tempos PE analisados, enquanto no corpo inteiro,

foi possivel observar uma mudanca em 24 e 72h PE (Figura 11 e Figura 14).

Apesar das fémeas apresentarem um conteudo de TAG maior em todos os tempos
analisados (Figura 13), ndo podemos desconsiderar essas reservas em machos. E possivel
observar que o0 TAG possui uma dindmica propria nos periodos PE apresentando uma reducao
significativa em 72h PE que se reestabelece novamente em 96h PE (Figura 15B). Essa reducéo
¢ mais pronunciada nos animais alimentados com morina no tempo de 72h PE e esses animais
ficam impossibilitados de restabelecer essa reserva no tempo de 96h, diferente do observado
nos animais que nao foram alimentados com morina (Figura 15B e Figura 15C). Importante
destacar que, nos machos, 0 TAG armazenado no corpo gorduroso pode ser usado para as
atividades de uso intensivo de energia associadas ao acasalamento, como comportamentos de
fuga e cortejo (CLIFTON; NORIEGA, 2011; TOSE et al., 2021).

Em fémeas é possivel observar que existe um aumento bastante expressivo da fasl em
72h PE o que ndo é acompanhado pelos animais alimentados com morina (Figura 16A). Em
relacdo a tagll, as fémeas do grupo controle apresentaram uma tendéncia de subexpresséo
durante todo o tempo PE, enquanto um aumento significativo é observado em 48h PE nos

animais alimentados com morina (Figura 16B).

Em machos, a ingestdo de morina provoca um pico de expressdo da fasl em 48h PE que
n&o ocorre no grupo controle. E possivel observar também que em 96h PE ocorre um pico de

expressao desta enzima que ndo é acompanhado pelos animais que estdo ingerindo a morina
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(Figura 17A). Emrelagéo a tagl1, foi observado uma subexpresséo nos tempos de 48 e 72 horas
PE (Figura 17B), que se manteve no tempo de 96h PE.

Para entender as dindmicas de sintese e mobilizacdo de lipideos em A. aegypti deve-se
considerar os diversos fatores que envolvem a fisiologia do mosquito nos primeiro dias PE.
Estas dinamicas sdo comandadas principalmente por hormonios (LING; RAIKHEL, 2020;
ROY etal., 2016). Nas fémeas, as fases de alimentacdo desempenham um papel crucial no ciclo
reprodutivo, com destaque para a participacdo dos JH e 20-E. Esses horménios estdo
intimamente ligados as etapas nutricionais e sdo essenciais para o sucesso da reproducdo. Por
outro lado, nos machos, os hormonios exercem fungdes diferenciadas, com o horménio juvenil
desempenhando um papel particularmente importante. No caso dos machos, o JH desempenha
uma funcdo crucial no sucesso reprodutivo da espécie. Ele esta diretamente envolvido na
maturacdo dos 6rgdos sexuais e na estimulacdo da producdo de secre¢es nas MAGs. O corpo
gorduroso é um tecido central nestes processos de sinalizagcdo e mobilizacdo das reservas

lipidicas na forma de TAG.

As dindmicas de sintese, quebra e mobilizacao de lipideos ocorrem diferencialmente a
depender do tecido, idade e estado nutricional do inseto (CLIFTON; NORIEGA, 2011; TOSE
et al., 2021). Embora seja vantajoso para as fémeas uma alimentacdo prévia rica em sacarose,
estudos garantem que as reservas trazidas das fases imaturas sdo suficientes para completar o
primeiro ciclo gonadotrofico. A manutengdo destas reservas pode ser observada nos nossos
dados durante os primeiros dias PE (Figura 14B e Figura 14C). Embora tenha ocorrido
mobilizacdo em 48h PE, os niveis de TAG se estabelecem em 96h PE. Esses dados estdo em
linha com as observactes feitas por Dou et al. (2023), os quais demonstraram que durante o
primeiro ciclo gonadotrofico, especificamente no periodo pré-vitelogénico, hd uma mobilizacdo
mais acentuada do glicogénio em comparagdo com o TAG para a maturagdo sexual. Esse padrao
indica que o glicogénio desempenha um papel mais significativo nessa fase em relacdo ao TAG,
possivelmente fornecendo energia necessaria para 0s processos metabdlicos associados a

maturacao sexual.

Ainda em fémeas, a tendéncia de aumento do conteudo de TAG, de 48 a 72h, observada
na figura 14B e 14C, bate com o observado nos niveis transcricionais de fasl, e a manutencéo
destas reservas em 96h pode estar associada aos niveis mais baixos de expresséo de tagll
observados neste tempo de vida (Figura 16B). A manutenc¢éo de niveis transcricionais de tagll

mais altos em 48h PE em fémeas alimentadas com morina (Figura 16B), pode explicar a queda
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mais acentuada do conteudo de TAG observada no contetdo lipidico no corpo gorduroso neste
mesmo periodo PE (figura 14C). Esses resultados, embora ndo corroborem com a hipotese de
inibicdo da FAS em fémeas pela morina, podem indicar a acdo da morina em outros aspectos
da fisiologia da fémea que precisam ser investigados mais a fundo afim de entender a dindmica

das reservas de TAG observadas.

Visando compreender melhor a dindmica das reservas de TAG observadas, é crucial
ressaltar a influéncia ativa do JH nas fémeas, especialmente nas 48 horas. Este periodo marca
0 auge da concentracdo deste hormoénio no organismo feminino no periodo pré-vitelogénico
(ROY et al., 2016; ZOU et al., 2013). Paralelamente, a partir das 48 horas, € desencadeada a
transcricdo de mais de 5 mil genes em até 72 horas (ZOU et al., 2013). Esses indicios
evidenciam a importancia desse intervalo no estado pré-vitelogénico das fémeas. O pico de JH
observado desempenha um papel central na maturagdo dos foliculos ovarianos, preparando a
fémea para a ingestdo de sangue e, consequentemente, a entrada no periodo vitelogénico.
Portanto, os resultados aqui apresentados abrem possibilidades futuras de investigacdo sobre
esse periodo, que demonstrou uma reducdo mais acentuada no conteddo de TAG no corpo
gorduroso em relagdo ao controle, embora ambas as alimentagOes tenham reestabelecido estas
reservas em até 96 horas. Assim, os efeitos da alimentagdo com morina antes da primeira
alimentacdo sanguinea ndo foram significativos, porém isso abre possibilidades para
investigacOes futuras, especialmente sobre 0 possivel impacto que sua ingestdo pode ter no

segundo ciclo gonadotréfico das fémeas.

O silenciamento de fasl, a partir de RNA de interferéncia, teve seus efeitos mais
expressivos durante o segundo ciclo gonadotréfico, impactando de forma direta a diminuicéo
das reservas lipidicas e a viabilidade de ovos postos (ALABASTER et al., 2011). Além disto,
DOU et al., (2023) demonstraram que as reservas de TAG sdo mais ativamente mobilizadas
apos a primeira alimentacdo sanguinea. Esses dados sugerem que as reservas energéticas na
forma de TAG no corpo gorduroso sdo mais importantes para o segundo ciclo gonadotrofico.
Desta forma, os efeitos da ingestdo de morina podem ser mais significativos apds o primeiro

ciclo gonadotréfico.

Uma outra enzima de importancia para o ciclo gonadotréfico em fémeas de A. aegypti
que podem sofrer inibicdo pela morina é a ecdisona 20-monoxigenase. Foi relatado que este
flavonoide tem efeito inibitério sobre a 20-monoxigenase em A. aegypti de maneira dose-

dependente (MITCHELL et al., 1993). A formag&o de 20-E é essencial para a mobilizacdo das

34



reservas lipidicas e vitelogenina do corpo gorduroso aos ovérios (LING; RAIKHEL, 2020;
ROY et al., 2016; WANG et al., 2017). Dessa maneira, tanto a mobiliza¢cdo de TAG pela
sinalizagdo da 20-E, quanto a sintese de novo, podem ser impactadas pela ingestdo de morina.
Portanto, um estudo investigando os efeitos da ingestdo de morina em fémeas a partir da
primeira alimentagdo sanguinea, seguido da observagdo desses efeitos apds o primeiro ciclo
gonadotrofico, torna-se essencial.

Enquanto a fémea do mosquito tem a tendéncia de manter suas reservas das fases larvais
estaveis até completar o primeiro ciclo gonadotréfico, os machos da espécie exibem uma
dindmica divergente. O macho do mosquito é estritamente fitéfago, e se alimenta de refeicbes
ricas em carboidratos, que sdo assimilados em sua grande parte em TAG no corpo gorduroso.
Este habito pode indicar a importancia desta alimentacao para o0 macho dessa espécie. 1sso pode
ser observado também na maior expressao de fasl em machos quando comparado com a fémea
(CHOTIWAN et al., 2022). Enquanto as reservas da fémea serdo utilizadas principalmente para
a transferéncia aos ovos, em machos estas reservas precisam ser mobilizadas logo nos primeiros
dias pds emergéncia, principalmente para a maturacao sexual, 0 voo, a busca pela fémea e a
cépula. Um macho do mosquito pode copular com até 3 fémeas, enquanto as fémeas séo
monogamicas (ALFONSO-PARRA et al., 2022). Estas observagbes podem demonstrar a
importancia desta alimentacéo e, por isto, o efeito da ingestdo de morina somado a alimentacédo

com sacarose foi observado.

Nos machos, foi observada uma queda sucessiva do conteudo lipidico no corpo
gorduroso daqueles que ingeriram morina, conforme evidenciado na Figura 15A. Essa reducéo
nos niveis lipidicos do corpo gorduroso comeca a ser notada a partir de 72h PE e se intensifica
em 96h PE. Em comparacdo, os resultados da analise do contetdo lipidico no corpo inteiro
indicam uma diminuic&o acentuada ja em 48 horas PE (Figura 12). E fundamental destacar que,
para a analise do corpo inteiro, a alimentacdo com morina foi iniciada logo nas primeiras horas
PE, enquanto para a analise do corpo gorduroso isolado, essa alimentacao teve inicio somente
apos 24 horas PE. Esses dados sugerem gue o flavonoide pode comecar a exercer seus efeitos
a partir de 48 horas ap6s o inicio da alimentacdo. Somado a isto, é possivel observar um
aumento da expressao da fasl em machos alimentados por morina em 48h (Figura 17A). Isto
poderia explicar uma resposta as primeiras 24h de tratamento, que pode ser observada tanto ao
avaliar o corpo inteiro (Figura 12), cujo tratamento se iniciou logo nas primeiras 24h, quanto
ao avaliar o corpo gorduroso, cujo tratamento comecgou depois de 24h PE (Figura 15A). Esta

resposta, embora ainda como uma tendéncia, poderia explicar a reacdo imediata do
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metabolismo do macho do mosquito, acionando mecanismos moleculares para suprir a inibi¢do
da FAS através da ocupacdo do seu sitio catalitico pela morina. Esta hip6tese explicaria a
diferenca observada entre os resultados de TAG do corpo inteiro e do corpo gorduroso em 48h
PE.

E necessario pontuar que os ensaios de inibicdo da FAS na presenca com morina foram
realizados utilizando uma abordagem de mecanismo de a¢éo sobre a enzima (LI; TIAN, 2004;
TIAN, 2006). Desta forma, para corroborar com nossas hipoteses e 0s dados observados na
Figura 15, é de suma importéncia a avaliagdo desses efeitos sobre a FAS de forma direta,
avaliando a assimilacdo de acetil-CoA em &cidos graxos, como visto por ALABASTER et al.,
(2011). Além disto, existe uma grande expressdo da fasl no intestino de machos de A. aegypti
(CHOTIWAN et al., 2022). Caso os efeitos inibitérios da morina afetem o0s niveis
transcricionais de enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico, a ingestdo pode estar afetando

o tecido digestivo, mais especificamente o intestino médio, primariamente.

Os resultados da expressdo de tagll em machos demonstrou uma tendéncia de
subexpressao desta enzimas em machos alimentados com morina (Figura 17B). Este resultado
pode sinalizar a modulagéo responsiva ao tratamento, mantendo as reservas de TAG advindas
das fases imaturas. E importante destacar que em 72h PE em machos é possivel observar a
mobilizacdo das reservas de TAG tanto no tratamento, quando no grupo controle (Figura 15B
e Figura 15C). Nao foi possivel obter picos de expressao desta enzima, 0 que sugere que essa
lipase pode ndo ser modulada pelo JH durante os primeiros dias ap0s a emergéncia em machos
para a maturacdo das MAGs como observado por ZOU et al., 2013. Algumas lipases ja foram
identificadas em Aedes aegypti, como a brummer, que demonstrou ser responsiva ao jejum e ao
hormbnio adipocinético em fémeas do mosquito, e a lipase sensivel ao horménio, que foi
demonstrada ser regulada pela 20-E, também em fémeas (DOS SANTOS et al., 2024; DOU et
al., 2023).

Assim, a manutencdo de niveis mais altos de tagll era esperado em machos em 72h PE.
Sendo uma lipase, esse periodo de vida dos machos dessa espécie tem sido descrito como um
momento de mobilizacdo de reservas lipidicas para a maturacdo sexual, além dos eventos
relacionados a busca por fémeas e copula (LEAGUE et al., 2021; LYU et al., 2023). Além
disso, a reducdo nas reservas também foi observada em nossos resultados de avaliacdo do
conteudo de TAG no corpo gorduroso as 72h PE, tanto no tratamento quanto no controle (Figura

15B e Figura 15C). Esses resultados acendem uma possibilidade de estudo sobre as diferentes
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lipases supracitadas e seu papel regulador dos primeiros dias pés emergéncia de machos pré-

copula.

A mobilizacdo de TAG que ocorre em 72h em machos ja foi documentada por LYU et
al., (2023). Esse estudo destaca que as reservas de TAG do corpo gorduroso de machos
maturacdo das MAGS, que sdo responsaveis pelo armazenamento e sintese de compostos. Estes
resultados indicam que o JH é diretamente responsavel pela mobilizacdo destas reservas. E
interessante observar que no grupo controle (FIGURA 15B), além destas reservas serem
mobilizadas, em até 96h através da alimentacdo agucarada o0 macho do mosquito consegue
reestabelecer aos niveis observados anteriormente, o que ndo ocorre quando a morina €é
adicionada na refeicdo. Além disto, ao comparar os diferentes tempos de tratamento, é possivel
observar um aumento na expresséo de fasl em 96h PE no grupo controle, que corroboram com
a hipotese de reestabelecimento de estoques nesse periodo de vida, enquanto os mosquitos que

ingeriram a morina mantém os niveis de expressao da fasl mais baixos (Figura 17A).

Além disto, a inibicdo do receptor de horménio juvenil demonstrada por LYU et al.,
(2023), juntamente com estudos que relacionam o estado nutricional dos machos, a
qualidade/quantidade dos compostos armazenados nas glandulas acessérias do macho e os
niveis de horménio juvenil circulantes (BOROVSKY et al., 1994; CLIFTON et al., 2014;
NOUZOVA et al., 2019), acendem uma possibilidade futura sobre o perfil hormonal que os
machos que se alimentaram com morina podem apresentar. Este estudo pode elucidar de que
forma a alimentacdo com este flavonoide pode interferir em processos basicos do ciclo de vida

deste culicideo.

A queda brusca observada nos machos tratados, que ndo conseguem retornar as
guantidades anteriores de TAG, pode estar provocando mudancas fisioldgicas no organismo
como um todo, visto que as reservas de TAG acumuladas pelos machos do mosquito ao longo
de sua vida, tanto durante o estagio de larva quanto por meio da ingestdo de agucares,
desempenham um papel crucial na qualidade de vida do inseto. Apesar do tamanho menor dos
machos de A. aegypti, a quantidade total de lipideos é proporcionalmente 2-4 vezes maior que
a observada nas fémeas (BRIEGEL; HEFTI; DIMARCO, 2002). Essas reservas energéticas na
forma de lipideos séo fundamentais para os principais comportamentos reprodutivos do macho

pos emergéncia, incluindo voo, a busca por uma fémea e a copula (NOUZOVA et al., 2019).
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Considerando que a realizagdo desses eventos reprodutivos demanda considerével
energia, a quantidade de TAG produzida ao longo da vida pode ser determinante para 0 sucesso
reprodutivo do individuo. Desta forma, os resultados obtidos a partir da ingestdo de morina em
machos, especialmente em 96h PE, incentivaram a observacao do efeito das menores reservas

lipidicas obtidas sobre a fecundidade de machos.

6.2 A alimentacdo com morina impacta na fecundidade e fertilidade de machos de A.
aegypti.

Os machos alimentados com morina, especialmente por 96h, demonstraram menor
contetdo lipidico no corpo gorduroso. Desta forma, este tratamento foi utilizado a fim de avaliar
os efeitos que esses machos podem ter na fisiologia reprodutiva das fémeas através do
acasalamento. Observou-se que, ao acasalar com machos alimentados com morina, as fémeas
depositam uma quantidade reduzida de ovos (Figura 18A), os quais apresentam uma taxa de
eclosdo menor (Figura 18B). Esses achados corroboram com estudos recentes que destacam o

potencial dos machos na influéncia sobre a fecundidade das fémeas.

A importancia da copula para o fitness reprodutivo de A. aegypti é bem documentada
(CLIFTON et al., 2014; CONWAY; HASLITT; SWARTS, 2023; LYU et al.,, 2023;
TARACENA et al., 2023; YEH; KLOWDENT, 1990). Néo s6 pela fecundagdo de gametas que
viabilizam a reproducdo, mas pelas mudancas comportamentais e fisiol6gicas provocadas nas
fémeas que recebem dos machos o sémen, mas também compostos secretados pelas MAGs e 0
préprio JH. Neste contexto, o estado nutricional dos machos, em particular, emerge como um
ponto crucial chave para o sucesso reprodutivo, uma vez que existe uma interconexao entre o
estado nutricional, as secrecdes e compostos armazenados nas MAGs e a quantidade de JH
produzida e transferida as fémeas durante a copula (NOUZOVA et al., 2019). Somado a isto,
estudos recentes sugerem que a limitacdo de TAG em machos provoca uma diminui¢do das
MAGs (CONWAY; HASLITT; SWARTS, 2023).

Ademais, as MAGs modulam ativamente o comportamento das fémeas p6s-cépula,
estimulando-as a procurar locais apropriados para ovoposicao (YEH; KLOWDENT, 1990). Foi
documentado também que a cdpula, por meio da acéo desses compostos, diminui a frequéncia
de voo e a procura por hospedeiros em fémeas (LEAGUE et al., 2021). Esses eventos podem
representar uma economia de energia por parte das fémeas, poupando recursos energéticos e

otimizando os processos de reproducédo da espécie.
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O impacto que o macho exerce sobre a fecundidade de fémeas através da copula de
diferentes espécies de culicideos tem sido avaliado nos ultimos anos. Em Aedes albopictus, foi
observado que o tamanho dos machos interfere na producédo de esperma e fémeas copuladas
com machos maiores tendem a colocar mais ovos (DE JESUS; REISKIND, 2016). Em
Anopheles gambiae foi relatado que o macho transfere para as fémeas durante a copula o
horménio 20-E (PONDEVILLE et al., 2008), recebendo este importante hormonio previamente
a sintese pds alimentacdo sanguinea. Ademais, a transferéncia de compostos através da copula
pode induzir a mudanca de comportamento das fémeas, que ja& vém sendo denominadas
mudanca pos pareamento pelos estudos (ALFONSO-PARRA et al., 2022; GILLOTT, 2003).

E plausivel que machos submetidos a uma dieta de morina durante 96 horas possam n&o
ser capazes de restabelecer as reservas energéticas consumidas durante o processo de maturagédo
sexual e 0s eventos associados a busca pela copula, ocorridos dentro de um periodo de 72 horas.
Nesse contexto, é provavel que ocorra uma deficiéncia tanto no conteldo quanto na qualidade
dos compostos transferidos as fémeas. Somado a isto, a motilidade de espermatozoides requer
a utilizacdo de carboidratos e lipideos (WERNER; SIMMONS, 2008), o que poderia estar
prejudicado em machos com conteldo menor de TAG. O déficit na transferéncia de recursos
para as fémeas, e sua subsequente utilizagdo, poderiam comprometer seu comportamento e
fisiologia pré-alimentacdo sanguinea, impactando, assim, na alocacdo de recursos nos Ovarios.
Para corroborar essa hipétese, uma avaliacdo anatdmica e de contedo das MAGs de machos

tratados com morina se faz necessaria.

Embora a maioria dos compostos transferidos pelos machos as fémeas ainda ndo estejam
completamente elucidados na literatura cientifica, foi observado que os machos de A. aegypti
transferem o JH as fémeas durante o acasalamento (CLIFTON et al., 2014). Essa transferéncia
tem o potencial de influenciar o estado pré-vitelogénico das fémeas, uma vez que o JH
desempenha um papel crucial no desenvolvimento e na maturac&o sexual. E importante destacar
gue a quantidade de JH sintetizada, armazenada e, consequentemente, transferida durante o

acasalamento, esta relacionada a nutricdo dos machos (GILLOTT, 2003).

A transferéncia de JH durante a cdpula induz mudangas fisiologicas ndo apenas nos
tecidos reprodutivos, mas também no intestino. Foi observado que fémeas copuladas
apresentam um aumento no didmetro do intestino medio, tanto em resposta a copula quanto a
administracdo prévia de JH (TARACENA et al., 2023). Essa adaptagdo no tamanho do intestino

pode otimizar a ingestdo e absorcdo de nutrientes durante a alimentacdo sanguinea. Esses
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resultados evidenciam o papel crucial do JH transferido durante a copula, uma vez que uma
maior ingestdo de sangue esta associada a uma maior producdo de ovos (TARACENA et al.,
2023).

A transferéncia de JH ndo esta restrita apenas a espécies de culicideos, como
demonstrado em estudos anteriores em espécies de coledpteros (Apriona germari) e
lepidopteros (Heliothis virescens) (PARK et al., 1998; TIAN et al., 2010). Estas descobertas
sugerem que esta caracteristica pode ser conservada em insetos, destacando sua relevancia
evolutiva e funcional. Esses achados enfatizam a importancia de estudos que considerem o
acasalamento como um evento regulador da fisiologia de fémeas, incluindo seu
comportamento, metabolismo hormonal e energético e, consequentemente, sua fecundidade.
Essa compreensdo mais aprofundada dos efeitos do acasalamento na fisiologia de fémeas de

insetos pode fornecer insights valiosos para estratégias inovadoras de controle.
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1. CONSIDERA(}OES FINAIS

Os resultados observados no corpo gorduroso de fémeas alimentadas com morina
apresentaram um efeito divergente do esperado, especialmente em comparacdo com oS
experimentos que envolviam o corpo inteiro de A aegypti. No entanto, esses resultados
fornecem insights sobre os mecanismos bioldgicos cuja aplicacdo de morina na dieta pode
impactar em fémeas, principalmente devido ao amplo espectro de aplicabilidade bioldgica desta
molécula ja reportado na literatura. Vale ressaltar a necessidade de investigar os efeitos da
ingestdo prévia de morina em fémeas alimentadas com sangue, dada sua conhecida capacidade
inibitdria sobre a formacdo da 20-hidroxiecdisona, um hormonio crucial para a fisiologia
reprodutiva do inseto.

Os resultados obtidos quanto ao contetdo lipidico em machos alimentados com morina,
tanto no corpo inteiro quanto no corpo gorduroso, apontam para uma possivel melhoria na
eficacia da ingestdo deste composto na sintese de triacilglicerol, possivelmente mediada pela
disponibilidade de acucar. Adicionalmente, as analises de expressao sugerem uma perturbacéo
nos transcritos associados a sintese e mobilizacdo de TAG em machos alimentados com morina.
A investigacdo de outros genes envolvidos no metabolismo lipidico desses machos pode
contribuir para uma compreensao mais aprofundada do fenétipo observado no corpo gorduroso,

conferindo maior robustez as hipdteses aqui propostas.

O estado nutricional reduzido dos machos alimentados com morina parece ter
influenciado negativamente na fertilidade das fémeas com as quais estes copularam. Esses
achados se alinham com estudos recentes que enfatizam a importancia do evento de copula para
a aptiddo reprodutiva de A. aegypti. Os resultados obtidos abrem novas perspectivas sobre 0s
diversos mecanismos fisioldégicos em que a morina pode exercer sua influéncia. A avaliacao do
JH e das MAGs em machos alimentados com este flavonoide emerge como uma abordagem
promissora para compreender os efeitos dessa alimentacdo e os mecanismos envolvidos nos

resultados obtidos apds a cépula.

Os resultados deste estudo destacam a morina como uma poderosa ferramenta no
controle de insetos, especialmente em vetores de doencas de importancia para a saude publica.
Ao enfatizar a busca por moléculas que ndo comprometam a sadde humana nem 0 meio
ambiente, este estudo se destaca na pesquisa por alternativas seguras e eficazes para o controle
de insetos. Além disso, reforca a necessidade de mais aten¢do aos machos do A. aegypti, muitas

vezes negligenciado devido a sua ndo-competéncia vetorial.
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Ao adotar uma abordagem integrada no manejo de pragas, este estudo contribui para a
busca de ferramentas de controle mais sustentaveis e menos propensa ao desenvolvimento de
resisténcia por parte dos insetos. Ao posicionar 0 macho dessa espécie como um alvo
importante para estratégias de controle, ele se alinha com pesquisas anteriores que destacam a
importancia de abordagens abrangentes para combater o A. aegypti. Essa abordagem néo se
limita apenas a consideracdo de um aspecto isolado, como a erradicacdo de larvas ou o uso de
inseticidas, mas sim a uma compreensdao ampla e integrada de todos os fatores envolvidos,
incluindo a biologia, comportamento e ecologia do mosquito. Assim, este estudo busca por
solucBes que considerem todas as complexidades para um controle eficaz e sustentavel do vetor

e das doencas por ele transmitidas.
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. CONCLUSAO

Os efeitos negativos da ingestdo de morina foram mais significativos em machos do que
em fémeas;

Machos alimentados com morina apresentam menor conteudo de triacilglicerol no
corpo gorduroso e exibem maior dificuldade de reestabelecer estoques energéticos;
Fémeas copuladas com machos que ingeriram morina colocam menor ovos e esses 0V0S
por sua vez exibem menor taxa de eclosao;

A morina se demonstrou uma molécula promissora para o estudo em A. aegypti.
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