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RESUMO

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti € o principal vetor de importantes arboviroses,
dentre elas a dengue, que acomete aproximadamente 390 milh6es de pessoas por
ano. Dentro da dindmica da doenca envolvendo a triade mosquito- virus-humano,
estudos tém procurado explicar a relagdo existente entre o virus e o vetor a fim de
esclarecer os fatores associados a disseminacdo dos sorotipos virais, € as suas
implicagbes na epidemiologia da doenca. Ainda, no que concerne a transmissao do
virus, as glandulas salivares de Ae. aegypti € um 6rgdo chave na disseminacao viral,
revestindo-se de grande interesse nos estudos de protedmica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a expressdo de proteinas da glandula salivar de fémeas de Ae.
aegypti infectadas com DENV-2 e 3 por meio da protedbmica. FEmeas de Ae. aegypti
da cepa Paea foram submetidas ao repasto sanguineo segundo trés grupos de
infeccdo: i) DENV-2, ii) DENV-3, iii) controle. Ap6s 15 dias do repasto sanguineo
procedeu-se a extracdo da glandula salivar para realizacdo das andlises de
protedmica, e a separacdo do corpo das fémeas para detecgéo viral por meio da
técnica de RT-PCR seguida da nested-PCR. Para as andlises de protedmica, pools
das glandulas salivares foram analisados por espectrometria de massa, associada a
cromatografia liquida, com posterior analises nos programas MaxQuant e Perseus. O
percentual de infeccdo das glandulas salivares utlizadas foi verificado a partir dos
dados advindos da RT-PCR seguida da nested-PCR. Os grupos de infec¢do foram
comparados dois a dois usando um Two samples test, através do teste-t. O percentual
de infec¢do encontrado foi de 35% para os grupos de infeccéo (i) e de 45% para o
grupo (ii). Apés andlise de todos os grupos glandulas salivares (i, ii e iii), obteve-se um
total de 1588 proteinas identificadas. Pelo teste-t segundo p-valor (p<0,01) verificou-
se a expressao de 233 proteinas, ao passo que apos teste de Benjamini-Hochberg
este numero reduziu para 85 proteinas diferencialmente expressas. Apds as
comparacgdes, 85 proteinas apresentaram nivel de expresséo diferenciada sendo que
dessas, 20 ja foram descritas em estudos prévios. Foram identificadas proteinas do
metabolismo celular, de funcbes digestivas, de repasto sanguineo e da resposta
imune do vetor. As proteinas foram classificadas segundo cinco categorias funcionais,
sendo que aproximadamente 51% foram classificadas como proteinas do
metabolismo béasico. Ainda, 35% das proteinas encontradas ndo foram
correlacionadas a nenhuma funcdo. A andlise de protedmica da glandula salivar
permitiu a identificacdo de proteinas ja descritas na literatura, bem como o encontro
de novas proteinas que servirdo de base para futuros estudos quanto a sua
funcionalidade.

Palavras-chave: Aedes (Stegomyia) aegypti. DENV. Biologia molecular. Protedmica.
Glandula salivar



ABSTRACT

The Aedes (Stegomyia) aegypti mosquito is the main vector of important arboviruses,
among them dengue fever, which affects approximately 390 million people per year.
Within the dynamics of disease involving the mosquito-virus-human triad studies have
tried to explain the relationship between the virus and the vector in order to clarify the
factors associated with the spread of the serotypes, and their implications for the
epidemiology of the disease. Also, regarding the transmission of the virus, the salivary
gland of Ae. aegypti is a key organ in the viral spread becoming of great interest in
proteomics studies. The objective of this study was to evaluate the expression of
proteins of the salivary gland of Ae. aegypti infected with DENV-2 and 3 by means of
proteomics. Ae. aegypti females, Paea strain, were blood feed according to three
groups: i) DENV-2, ii) DENV-3, iii) control. After 15 days p.i. the salivary glands were
extracted to proteomic analysis, and the body of the females were separated to perform
virus detection by RT-PCR followed by a nested PCR. For proteomics analysis, pools
of salivary glands were analyzed by mass spectrometry associated with liquid
chromatography with subsequent analysis in MaxQuant and Perseus programs. The
percentage of infection of the salivary glands used was found from the data arising
from RT-PCR followed by nested-PCR. The infected groups were compared using a
Two samples test. The percentage of infection was found to be 35% for the group of
infection (i) and 45% for the group (ii). Following analysis of all salivary glands groups
(i, it and iii), there was obtained a total of 1588 identified proteins. According to the t-
test using a p-value (p<0.01) as default it was possible to detect the expression of 233
proteins, whereas after Benjamini-Hochberg test this number dropped to 85
differentially expressed proteins. After comparisons annotation of the 85 proteins that
showed differential expression level was carried out. Twenty of these proteins that
were identified here had already been described in previous studies of infected salivary
glands. It was possible to identify oroteins related to the cell metabolism, digestive
functions, from blood meal and vector immune response. Proteins were sorted by five
functional categories, of which approximately 51% were classified as the basic
metabolism proteins. Furthermore, 35% of the proteins that were detected had not
being correlated with any function (unknow function). The proteomic analysis of
salivary gland allowed the identification of proteins described in the literature, as well
as the discovery of new proteins that form the basis for future studies regarding to its
functionality.

Keywords: Aedes (Stegomyia) aegypti. DENV. Molecular biology. Proteomics. Salivary
gland
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1. INTRODUCAO

A dengue figura no cenario mundial como uma importante endemia afetando
milhares de pessoas anualmente. Por ndo existir vacina contra a doencga, se faz
necessario um entendimento aprofundado das relagdes biologicas e evolutivas
existentes entre o vetor, o virus e o hospedeiro vertebrado.

Muitos estudos tém procurado explicar a relagdo entre o arbovirus e o vetor
buscando esclarecer os fatores associados a disseminagdo dos sorotipos virais, e as
suas implica¢gdes na epidemiologia da doenca.

Dentro dessa temética, procura-se entender quais sédo as consequéncias que a
infeccdo pelo virus dengue causa ndo apenas no hospedeiro vertebrado, que
apresenta manifestacbes clinicas da doenca, mas também no hospedeiro
invertebrado, o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). Nessa
perspectiva, € de suma importancia, entender quais sao as implicacoes
comportamentais, fisiol6gicas e biolégicas que a infeccéo pelo DENV causam no vetor
responsavel pela sua multiplicacao e circulagao.

No que concerne a transmissdo do virus, a glandula salivar de Ae. aegypti
torna-se importante nos estudos da protedmica. As andlises protedmicas do contetudo
salivar constituem um ponto de partida para os estudos de interacdo entre vetor e o

parasito, propiciando conhecimento sobre os mecanismos de sua transmissao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O vetor

Ae. aegypti s&o mosquitos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicida,
subfamilia Culicinae, cujo espécimes do género Aedes apresentam habito diurno, e,
somente as fémeas exercem a hematofagia (Forattini, 2002). Originario da Africa, o
Ae. aegypti, atualmente, tem distribuicdo mundial. Acredita-se que essa dispersao
tenha ocorrido de forma passiva, principalmente por meio das atividades humanas, de
tal forma que desenvolveram durante sua trajetoria evolutiva um comportamento
estritamente sinantrépico e antropofilico (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).
Postula-se que o comércio de pneus usados tenha dado grande impulso a sua
dispersado (Natal, 2002). No Brasil, o vetor foi erradicado na década de 50, sofrendo
sucessivas re-infestagcdes nos anos seguintes que foram controladas. Contudo, em
1976 ocorreu uma nova reintroducao e, ndo havendo éxito no seu controle, 0 mosquito
Ae. aegypti se espalhou para todo o territorio brasileiro (Tauil, 2002).

O Ae. aegypti € o principal vetor de trés importantes arbovirus: febre amarela,
chikungunya, dengue e, de outras arboviroses (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994;
Morales Vargas et al., 2010). A espécie apresenta seu ciclo de vida associado aos
regimes pluviais, de maneira que a incidéncia de casos de dengue esta relacionada a
fatores ambientais (aumento de temperatura, pluviosidade, umidade) que favorecem
a disseminacéao do vetor devido ao aumento de criadouros para a espécie (Ribeiro et
al., 2006).

Alguns aspectos do comportamento de oviposi¢cdo deste culicideo permitem
entender o sucesso da dispersao e distribuicdo da espécie: o primeiro refere-se ao
fato dos ovos serem depositados acima da linha da agua nos criadouros, que no caso
de criadouros temporarios, acabam sendo transportados passivamente pelas
migragcdes humanas (Takahashi et al., 2005); o segundo, esta relacionado a
resisténcia do ovo a dessecacdo o0 que permite que 0S mesmos permanecam alguns
meses no ambiente (Natal, 2002) e o terceiro, ao comportamento de oviposicao aos
saltos onde a fémea deposita seus ovos ao longo de varios criadouros (Consoli &
Lourenco-de-Oliveira, 1994; Costa-Ribeiro, 2006).
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2.2. O virus

Os virus dengue (DENV) séo arbovirus pertencente ao género Flavivirus e
familia Flaviviridae que, além do DENV, engloba o virus da febre amarela (YFV) o
complexo do virus da encefalite japonesa (JE), a encefalite de Sdo Luis (SLEV), e o
virus do oeste do Nilo (WNV) (Figueiredo, 2007; Carroll et al., 2007).

Composto por uma fita simples de RNA com cerca de onze mil pares de base
(Rodenhuis-Zybert et al., 2010), o DENV apresenta alta variabilidade genética sendo
caracterizado por apresentar cinco sorotipos diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3,
DENV-4 e DENV-5), sendo que cada sorotipo pode ter varios genétipos (Pontes &
Ruffino-Netto, 1994). Em 2013 o DENV-5 foi descoberto e caracterizado a partir do
estudo de amostras de pacientes de um surto da doenca que ocorreu na Malasia em
2007 (Health/Sciencemag, 2013, Normile, 2013).

Acredita-se que o desenvolvimento de formas graves da doenca esta associado
a varios aspectos, além da resposta imune do hospedeiro, fatores associados aos
sorotipos e aos genotipos virais também influenciam (Clyde et al., 2006). Por exemplo,
verificou-se que pacientes infectados com DENV-2 tiveram casos mais graves da
doenca quando comparados a infecgdo com outros sorotipos (Vaughn et al., 2000;
Fried et al., 2010). Ainda, virus do dengue do sorotipo 2, genétipo do Sudeste-Asiatico,
sdo relatados como mais virulentos do que outros genoétipos do DENV-2, sendo
capazes de sobrepor a replicacao do sorotipo DENV-3 em eventos de co-infec¢ao no
mosquito (Anderson & Rico-Hesse, 2006; Quintero- Gil et al., 2014).

No que concerne a distribuicdo dos sorotipos virais do dengue, verificou-se uma
ampla dispersao dos quatro principais sorotipos ao longo de 70 anos de investigagao,
de 1943 a 2013, considerando areas endémicas e/ou epidémicas para a doenca. Até
a década de 80, a maioria das areas endémicas para a doencga circulava apenas um
ou dois sorotipos virais. Contudo, apds esse periodo observou- se a co-circulagéo dos
quatro sorotipos virais em varias regibes, particularmente na América Latina e na Asia,

implicando em importantes padrdes de agravo da doenca (Messina et al., 2014).
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2.3 A dengue e o vetor

Acredita-se que dentre as doencgas virais de transmissao vetorial, a dengue € a
gue causa maior impacto na populacdo em termos de morbimortalidade (Gubler, 2002;
Tauil, 2002).

Estimativas indicam que 2,5 bilhGes de pessoas (dois tercos da populacao
mundial) encontram-se em areas endémicas e com risco para contrair a infeccdo. Ha
aproximadamente 390 milhdes de infec¢cdes por dengue/ano, e 96 milhdes
apresentam sintomatologia com alguma gravidade. Estima-se que 500 mil pessoas
sdo internadas anualmente com sintomas graves da doenca, com uma taxa de 0Obito
de cerca de 2,5%, sendo grande parte desses 6Obitos ocorrendo em criancas (WHO,
2015)

No Brasil existem relatos de dengue desde o século XIX. Em 1916 hé relatos
em Sao Paulo e 1923 em Niter6i/RJ, sendo que a primeira epidemia ocorreu entre
1981-1982 em Roraima pelos sorotipos 1 e 2 (Cartilha Dengue, 2011). Apdés quatro
anos, em 1986, deflagrou-se uma epidemia no Rio de Janeiro e em algumas capitais
do Nordeste. Desde entdo, trés outras grandes epidemias ocorreram (2002, 2008 e
2010) causadas pela mudanca de sorotipo viral predominante (Nogueira &
Eppinghaus, 2011).

N&o obstante, no século XXl o Brasil se tornou o pais com a maior taxa de
casos de dengue, ocupando o primeiro lugar no ranking internacional, com mais de
trés milhGes de registros entre 2000 e 2005 (Teixeira et al., 2009). Nos anos de 2001
e 2002, o aumento de casos na regiao sudeste foi observado principalmente no estado
do Rio de Janeiro (aproximadamente 145 mil casos reportados), sendo que este
namero corresponde a 45,8% do registrado em todo o pais (Barbosa et al., 2002).
Ainda, no periodo de 1990 a 2008 foram incluidos no Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica 8.885 casos de Febre Hemorragica do Dengue (FHD) (Barreto &
Teixeira, 2008).

No Brasil, diversos fatores tém contribuido para o aumento do nimero de casos
de dengue, dentre os quais podemos destacar: ampla dispersdo de Ae. aegypti no
territorio brasileiro, a intensificacdo do crescimento urbano desordenado levando ao
acumulo de descartaveis que podem servir como criadouros a espécie, medidas
ineficientes de controle e elevado fluxo migratério humano (migragéo, imigragéo e

emigracao) (Costa-Ribeiro, 2006) e a co-circulagéo de quatro sorotipos
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do virus dengue no pais (Ministério da Saude, 2014). Além disso, registra-se nao
apenas a circulagdo bem como a co-circulagdo dos sorotipos virais em pacientes
desde 1985 (Gubler et al., 1985; Araujo et al., 2006).

2.4. O virus e o vetor

A circulacdo do DENV pode se iniciar quando um vetor ndo infectado realiza
repasto sanguineo em um hospedeiro virémico, e 0s virus ingeridos durante a
atividade de repasto infectam as suas células do epitélio do intestino médio, replicam,
atravessam esta barreira fisica em direcdo a hemocele, e, finalmente atingem as
glandulas salivares (Castro et al., 2004; Salazar et al., 2007).

A replicacédo e disseminacdo ocorrem célula a célula, e apés o periodo de
incubacdo extrinseca, variando de 8 a 12 dias, o vetor j4 apresenta as glandulas
salivares infectadas, o que o torna apto a transmitir o virus aos hospedeiros
vertebrados (Castro et al.,, 2004; Salazar et al., 2007). Além do ciclo mosquito-
humano-mosquito ha também a transmissao vertical do virus, aonde fémeas
infectadas pelo DENV transmitem a sua progénie (Joshi et al. 2002; Cecilio et al.,
2007; Le Goff et al., 2011; Martins et al., 2012) além da transmissao venérea onde
machos infectam as fémeas durante a cépula (Kow et al., 2001).

Apesar de conhecido o tempo de replicacéo do virus no vetor, diversos estudos
tém demonstrado que existem diferencas biolégicas e fisiologicas nesse processo,
advindas tanto do sorotipo e cepa viral utilizada, quanto da procedéncia geografica
das populacdes de Ae. aegypti. Esses fatores quando avaliados juntos permitem
entender melhor a dindmica da infec¢do no vetor que pode ter um impacto significativo
sobre a distribuicdo e disseminacdo dos sorotipos do DENV (Hanley et al., 2008) e
consequentemente na dindmica e disperséo da doenga.

Pepin e colaboradores (2008) discutem que a diferenca que existe entre uma
infeccéo no vetor e uma infec¢cdo no ser humano € a de que no artropode a infeccao
€ por toda a vida, enquanto que no vertebrado ela é transitdria, visto da resposta imune
adquirida do hospedeiro vertebrado.

Cologna et al., (2005) sugerem que a selecao de linhagens mais virulentas do
dengue ocorre tanto nos humanos quanto no mosquito. Para estes autores, o
mecanismo pelo qual uma linhagem de virus se sobressai a outras, é através de maior

producdo de fitas de RNA em estagios precoces da infeccdo no vetor,
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culminando assim, em uma maior producdo de particulas virais alcancando as
glandulas salivares e tornando o0 mosquito capaz de transmitir o virus. Ainda, uma
possivel interacdo especifica entre o gendétipo do patdégeno com o gendtipo do
hospedeiro invertebrado pode facilitar ou dificultar a infec¢éo pelo virus (Lambrechts
et al., 2009; Fansiri et al., 2013).

Quanto as modifica¢des fisioldgicas, verificou-se que a competicao larval inter
ou intraespecifica resulta em mosquitoSs menores e consequentemente mais
suscetiveis a infeccdo pelo virus dengue (Alto et al.,, 2008a, 2008b). Ainda,
comparando mosquitos infectados e nao infectados, observou-se que fémeas
infectadas apresentam um aumento de aproximadamente 50% na sua atividade
locomotora (Lima-Camara et al., 2011). Contudo, ha reducdo na sobrevivéncia,
fecundidade e oviposicao (Maciel de Freitas et al., 2011; Sylvestre et al., 2013), bem
como ha motivacao para repasto sanguineo e, aumento na avidez por este (Maciel de
Freitas et al., 2013).

Gubler e colaboradores (1979) verificaram o perfil de susceptibilidade de 13
populacdes diferentes de Ae. aegypti frente a infeccdo com os quatro sorotipos do
dengue, e constataram uma variagao significativa na suscetibilidade aos quatro
sorotipos em relacdo a populacdo analisada. J& Lourenco de Oliveira et al., (2004)
observaram que a taxa de infeccdo por DENV-2 é extremamente heterogénea no
Brasil, com populacdes altamente suscetiveis em muitas partes do pais,
demonstrando que os padrdes de disseminacéo e frequéncia de epidemias diferem
conforme a regiao e estacao do ano. Salazar et al., (2007) observaram que diferentes
linhagens de mosquitos de laboratorio apresentam niveis variaveis de suscetibilidade
ao DENV-2, e que em populagdes mexicanas, o0 DENV-2 dissemina em até quatro
dias pos infeccéo para as glandulas salivares.

Outra possivel explicagcdo para as diferentes taxas de infeccdo entre os
sorotipos virais é a atuacdo da microbiota intestinal do vetor que poderia afetar, tanto
a infectividade do virus da dengue (Charan et al., 2013), quanto estimular a resposta
imune antiviral no mosquito (Xi et al., 2008). Outra hipétese foi defendida por Sim &
Dimopoulus (2010) que verificaram em uma linhagem celular de Ae. aegypti (Aag2),
gue o DENV é capaz de inibir a ativagdo do sistema imune, sobressaindo-se ou ndo

nas infecgoes.



21

2.5. Protebmica da glandula salivar

Dentre os culicideos, muitas espécies apresentam importancia a saude publica
devido ao habito hematofagico das fémeas, que durante a realizacdo do repasto
sanguineo podem transmitir inUmeros patdbgenos como arbovirus, que podem causar
moléstias a saude humana e animal (Consoli & Lourenco de Oliveira, 1994,
Vasconcelos, 2003).

Segundo Silva (2009) o contetdo bioquimico das glandulas salivares esta
envolvido direta ou indiretamente no éxito de uma infeccdo mediante suas
propriedades imunomoduladoras ou quimiotaticas. Nessa perspectiva, a saliva de
insetos hematéfagos representa um ponto chave na disseminacgao e transmissao de
patdgenos e arbovirus (Almeras et al., 2010). Além disso, a glandula salivar de insetos
hematofagos apresenta uma variada classe de moléculas envolvidas na resposta ao
sistema imune do mosquito, além de facilitarem a realizacdo do repasto sanguineo
(Kalume et al., 2005; Ribeiro et al., 2007; Almeras et al., 2009; Fontaine et al., 2011).

Devido as variadas atividades bioquimicas e diferentes componentes na
glandula salivar de insetos hematéfagos, varios estudos sobre a glandula salivar ja
foram realizados a fim de se entender a relagdo entre os vetores e patdégenos nas
varias familias de insetos da ordem Diptera que apresentam importancia médico-
veterindria, a citar os vetores da malaria: Anopheles (Cellia) stephensi (Liston, 1901)
(Valenzuela et al., 2003; Dixit, et al., 2009), Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi (Root,
1926) (Moreira et al., 2001), Anopheles (Cellia) gambiae (Giles, 1902) (Kalume et al.,
2005), Anopheles dirus (Peyton & Harrison, 1979) (Jariyapan et al., 2007); do vetor
secundario da dengue nas Americas: Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894)
(Arca et al., 2007; Zhang et al., 2013); dos vetores da leishmaniose visceral no velho
mundo: Phlebotomus (Euphlebotomus) argentipes (Annandale & Brunette, 1908) e
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus (Newstead, 191) (Anderson et al., 2006); e do
vetor da leishmaniose visceral no novo mundo: Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912) (Prates et al., 2008); e 0 mosquito transmissor da elefantiase:
Culex pipiens quinquefasciatus (Say, 1823) (Ribeiro et al., 2004).

Dentre as diversas espécies de culicideos, o mosquito Ae. aegypti tem especial

interesse visto ser vetor de inumeros arbovirus, principalmente a dengue,
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febre amarela urbana e mais recentemente do virus Chikungunyia (Simon et al., 2008;
Vazeille et al., 2013; Vasconcelos, 2014). Com a disponibilizacdo do genoma completo
de Ae. aegypti (Nene et al., 2007) novas descobertas e estudos com as glandulas
salivares e a interacdo patdgeno-hospedeiro foram realizados.

Siriyasatien et al. (2005), estudando um complexo de oito proteinas na saliva
de Ae. aegypti, verificaram que ap0s a realizacéo do repasto sanguineo ha decréscimo
no numero de proteinas das glandulas salivares. Almeras et al. (2009 & 2010)
identificaram 120 proteinas na saliva de diferentes colénias de laboratorio dessa
mesma espécie, sugerindo algumas delas como marcadores antigénicos para estimar
a exposicao do humano ao mosquito. Ribeiro et al. (2007) descreveram 614 transcritos
a partir da analise da glandula salivar de Ae. aegypti, e revelaram a expressao de 24
proteinas por espectometria de massa. Ainda, 55 proteinas codificadas por transcritos
da glandula salivar ndo tém funcédo definida, mas séo candidatas para a expressao e
analise funcional como agentes antimicrobianos ou anti-hemostaticos.

Ja4 Tchankouo-Nguetcheu e colaboradores (2010) avaliando o padrdo de
expressdo de proteinas do trato digestivo, rota importante da multiplicacdo e
disseminacéo do virus até a glandula salivar, verificaram que mosquitos acometidos
pelo DENV apresentam modulacdo diferenciada no padrédo de expressdo de
proteinas, quando comparados a mosquitos nao infectados.

No que tange aos estudos envolvendo a saliva e/ou a glandula salivar, é
possivel notar que ha um efeito na modulacdo de proteinas do vetor que podem
auxiliar a infeccdo do DENV. Verificou-se que algumas classes de proteinas presentes
na saliva do vetor sdo capazes de aumentar a taxa de replicagdo do DENV em
gueratinécitos humanos (Surasombatpattana et al., 2014). Em contrapartida, ha
relatos de que proteinas advindas da saliva do mosquito podem sensibilizar células
dendriticas do hospedeiro de tal forma que novas exposi¢cdes ao vetor limitam a
infeccao pelo virus nessas células (Ader et al., 2004).

Ainda, verificou-se que mosquitos infectados com DENV-2 apresentam pelo
menos trés grandes grupos de proteinas diferenciadas que podem facilitar o repasto
sanguineo e a infeccéo pelo virus (Wasinpiyamongkol et al., 2012), além de alterar o
nivel de expressao de proteinas estruturais secretadas, metabdlicas e com funcao

anti-hemostatica e analgésica (Chisenhall et al., 2014a).
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Além disso, ndo apenas proteinas com acao sob o hospedeiro sdo moduladas,
mas também, proteinas envolvidas na resposta imune do vetor contra a infeccao
(Luplertlop et al., 2014), proteinas envolvidas no comportamento de busca pelo
hospedeiro vertebrado (Sim et al., 2012) e de repasto sanguineo (Platt et al., 1997,
Sim et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar a expressdo de proteinas da glandula salivar de fémeas de Aedes
(Stegomyia) aegypti (Paea), infectados com DENV-2 e 3 através de andlise de
protedmica.

3.2 Objetivos Especificos

Confirmar as taxas de infeccdo pelo sorotipo DENV-2 e 3, independentemente, em
Ae. aegypti por meio da técnica de RT-PCR e nested-PCR;

Determinar quais proteinas sdo expressas nas glandulas salivares de Ae. aegypti

infectados pelo sorotipo DENV-2, por meio de espectometria de massa;

Determinar quais proteinas sdo expressas nas glandulas salivares de Ae. aegypti

infectados pelo sorotipo DENV-3, por meio de espectometria de massa;

Identificar proteinas com nivel de expresséao diferenciada nas glandulas salivares de
Ae. aegypti infectados pelos sorotipos DENV-2 e DENV-3.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Criacao e separacao das fémeas

Ovos de Ae. aegypti cepa Paea, colonizados em laboratorio foram postos para
ecloséo, as larvas obtidas foram criadas em agua ambientada e alimentadas conforme
descrito por Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). As pupas obtidas foram
separadas para a eclosdo dos mosquitos adultos. Apés cinco dias da eclosao dos
adultos realizou-se a triagem das fémeas em gaiolas plasticas, cilindricas (10cm x 5cm
x 5cm). A triagem foi realizada anestesiando as fémeas em uma camara de gelo, as
fémeas eram separadas dos machos com auxilo de pincas. Foram acondicionadas 60
fémeas por gaiola para a infec¢cao oral, ficando estas privadas de solugcéo acucarada
por um periodo de 24 horas antes da realizacdo da infeccdo com sangue virémico

(infeccao artificial).

4.2. Amplificacao viral

Foram utilizadas cepas de DENV isoladas, molecularmente caracterizadas e
colecionadas no Laboratério de Flavivirus/LABFLA/IOC/FIOCRUZ (CEP 274/05).
Estoques de DENV-2 e 3 foram obtidos apds amplificacdo por passagens em cultura
de células C6/36 de Ae. albopictus. A titulacéo viral foi realizada através de inoculacéo
de diluigbes sucessivas dos estoques virais em cultura de C6/36. As culturas de C6/36
foram feitas em garrafas (Cell Culture Flask-Tissue Culture treated- Costar USA,
25cm?) até a formacdo de uma monocamada confluente (2,5 x10%) de células,
contendo 10 mL de meio L-15 Leibovitz (Sigma — USA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB — Gibco-Brl, USA). Ap6s a formagdo da monocamada, 0
sobrenadante foi substituido por igual volume de meio L-15 contendo 2% de SFB
(manutencdo). Apdés 10 dias de incubacgdo, realizou-se a desassociacdo da
monocamada celular por meio mecanico.

Para a titulacdo do DENV-2 células C6/36 foram preparadas em tubos de cultivo
celular, na concentragéo de 4,5X10° cel/mL e adicionado 1,5 mL da suspenséo celular
por tubo, apds a confluéncia da monocamada, em aproximadamente 24h. A titulacdo
foi realizada por meio do ensaio de diluicdo do método de Reed Muench, onde as

amostras virais foram diluidas em série e
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inoculadas em monocamadas confluentes. Utilizaram-se diluices seriadas de 10 a
101%, o meio foi retirado dos tubos e inoculou-se 100uL da suspenséo viral, sendo
guatro tubos inoculados para cada diluicdo seriada. O in6culo foi espalhado pela
superficie da cultura, rodando os tubos suavemente a cada 15 min e, incubando
durante uma hora em camara de incubacéo tipo B.O.D. a 28°C, sem que o inéculo
secasse. Apos a absorc¢do viral, adicionou-se 1,5 mL do meio L-15 suplementado com
5 ou 2% de SFB e incubou-se em estufa a 28°C. Os tubos foram observados
diariamente em microscopio invertido até o aparecimento do ECP.

ApoOs o décimo dia da inoculacéo (DPI), com auxilio de uma pipeta Pasteur, as
células foram raspadas dos tubos, para que as mesmas desprendessem do substrato,
deixou-se precipitar e se coletou 25 uL da suspenséao celular. O material foi transferido
para laminas devidamente preparadas para imunofluorescéncia indireta (IFl) (Biolab
Merieux, 26 x 76 mm). Através do ensaio de IFI foi avaliada a presenca de particulas
virais infectantes, empregando-se anticorpo monoclonal especifico para o virus
testado (BioManguinhos-Fiocruz, Rio de Janeiro) e Anti-IGg de camundongo
conjugado com FITC (Isotiocianato de fluoresceina), produzido em cabras (SIGMA-
ALDRICH). Os titulos virais (TCID50) foram calculados de acordo com Reed e Munch
(1938).

A titulacdo do DENV-3 foi realizada por meio da técnica de RT-PCR
guantitativo, sistema TagMan (QRTPCR). Realizou-se a transcricdo do RNA viral em
cDNA, com posterior amplificagdo deste, utilizando-se os iniciadores e sondas
marcadas com os corantes 3' TR e 5BHQ-2, especificos para DENV-3, e o kit
SuperScript Il Platinum OneStepQuantitative RT-PCR (Invitrogen, EUA), conforme
descrito por Johnson et al. (2005). A quantidade de virus em cada amostra foi
calculada comparando-se os valores de Ct (Cycle Threshold) da amostra com o Ct da
curva padrdao. A determinacdo da curva padrao foi feita através de uma série de
diluicbes de amostras-padrao de RNA de DENV-3 ja tituladas, sendo duas amostras
de cada uma das seguintes diluicGes: 104, 102, 102, 10 e 10°.

As reacbes de RT-PCR em tempo real foram realizadas no Line Gene 9600
(Bioer), seguindo-se o0s seguintes parametros de ciclagem: 1 ciclo de 15 min a 50°C,
1 ciclo de 2 min a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C.
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4.3. Infeccao artificial dos mosquitos com DENV

A infeccdo artificial foi realizada no Laboratorio de Transmissores de
Hematozoarios da FIOCRUZ-RJ. Utilizaram-se fémeas de Ae. aegypti da cepa Paea,
segundo metodologia descrita por Rutledge et al. (1964).

O processo consistiu no uso de alimentadores de vidro, conectados por
mangueira de silicone a um sistema de circulacdo de agua e temperatura constante
de 37°C. Acoplado ao alimentador, utilizou-se membrana natural dessalgada de
intestino de porco, disponivel comercialmente, a fim de simular a superficie pela qual
as fémeas realizam o repasto sanguineo no vertebrado.

Utilizou-se para o repasto, sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin ®, cat #
520246) misturado ao sorotipo DENV-2 e DENV-3, independentemente e, solucéo
estimulante de repasto ATP (adenosina trifosfato). O sangue passou previamente por
um processo de concentracdo das hemacias que consistiu em uma lavagem desse
material. A lavagem foi realizada da seguinte forma: 12 mL do sangue acondicionado
em um tubo (15 mL) foi centrifugado por 15 min a 13.700xg, temperatura ambiente. O
sobrenadante resultante (soro) foi entdo descartado e o tubo foi entdo preenchido com
PBS (pH=7,2) até o volume de 12 mL e, novamente centrifugado por 5 min a 860xg.
O processo de lavagem foi repetido cinco vezes, sendo que ao final, o concentrado de
hemacias obtidos foi entdo misturado com PBS até completar o volume de 12 mL.

O repasto sanguineo foi realizado de acordo com trés grupos pré-
estabelecidos: i) sangue + ATP + DENV-2, ii) sangue + ATP + DENV-3, iii) sangue +
ATP (controle). Para cada grupo i, ii e iii, foram usadas 240 fémeas no repasto
sanguineo.

Para a infeccdo com DENV-2 utilizou-se o virus isolado de mosquito
provenientes da quarta passagem em cultura com titulo viral de 107:%6 (cepa 935/1274,
ano 2012, Gendtipo Asiatico/Americano) misturados com sangue e ATP nas seguintes
propor¢des: 2 mL sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin ®, cat # 520246) + 0,5
mL de DENV-2 + 150uL ATP (2,5ug/uL).

Para infeccdo com DENV-3 utilizou-se o virus de isolado humano provenientes
da terceira passagem em cultura com titulo viral de 10° (cepa BR77515/03, ano 2003,

Gendtipo Ill) misturados com  sangue e ATP nas seguintes
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proporcdes: 2 mL sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin ®, cat # 520246) + 1
mL DENV-3 + 150 pL ATP (2,5ug/uL).

Para o controle utilizou-se apenas sangue misturado com ATP nas seguintes
proporcdes: 3 mL sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin ®, cat # 520246) + 150uL
ATP (2,5ug/pL).

Cada gaiola de infeccao, contendo 60 fémeas de Ae. aegypti subdivididas em
cada grupo descrito anteriormente (i, ii, iii), foi submetida ao repasto sanguineo por
um periodo de 20 min. Apos esse periodo, a gaiola era retirada e colocada em gelo
para que as fémeas fossem anestesiadas pelo frio. Posteriormente, as gaiolas de
infeccdo com as fémeas anestesiadas foram colocadas dentro de uma cabine de
seguranca bioldgica fechada, apenas com abertura para as maos para a triagem e
separacdo das fémeas totalmente ingurgitadas, ou seja, que atingiram a replecao.
Apos a triagem, as fémeas foram mantidas em B.O.D sob condi¢cBes controladas de
temperatura, umidade e fotoperiodo (26°C + 2°C; 70-80%, 12h:12h). Essas fémeas
foram mantidas por um periodo de 15 dias a base de solucao acucarada a 10%.

4.4. Disseccdao das glandulas salivares e separacéo para Biologia Molecular

Apos o 15° dia de infeccdo (DPI) as fémeas de Ae. aegypti pertencentes aos
grupos de infeccdo i (DENV-2), ii (DENV-3) e iii (Controle), foram submetidas a
disseccédo da glandula salivar para analise de proteina e separagéo do corpo (térax e
abdbémen) para deteccéo viral pela técnica de Biologia Molecular (RT-PCR). Para cada
grupo foram obtidas 30 glandulas, exceto para o grupo controle, para o qual foram
extraidas 25 glandulas.

O corpo das fémeas que tiveram as glandulas salivares individualizadas foi
separado individualmente em microtubos previamente esterilizados, identificados e
posteriormente acondicionados a -70°C.

A extracdo das glandulas foi realizada sob microscopio esteroscopico (Zeiss
Stemi DV4 32x Binocular) com auxilio de microestiletes entomolégicos e laminas de
vidro previamente esterilizadas.

Durante a extracdo das glandulas salivares, os microestiletes entomoldgicos
foram limpos com etanol absoluto, seguido de etanol 80%, entre cada espécime
dissecado. Ainda, cada disseccao foi realizada em laminas de vidro individualizadas

e néo reutilizadas, a fim de se evitar contaminacdo entre as amostras. Ao final da
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extracdo os microestiletes entomologicos foram imersos em solugéo de hipoclorito
de sédio 10%, seguido de banho em etanol absoluto e etanol 80%.

No momento da disseccao foi utilizada agua ultra pura livre de nuclease (Sigma
Aldrich, cat # W4502). Apos a remocéao das glandulas, essas foram acondicionadas
dentro de microtubos 1,5 mL estéreis (Kasvi, cat # K6-0150) contendo 50 uL de
solugdo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma- Aldrich, cat # P7626)
inibidora de proteases e armazenadas a -70°C até o seu processamento.

4.5 Extracdo do RNA viral e transcricéo reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR)

Para extracdo do RNA viral, cada mosquito foi macerado individualmente
(utilizando homogeneizador) em 300 pL de meio de cultura L-15 Leibovitz’s (Gibco,
BRL), centrifugado por 15 min a 2.400xg a 4°C. O sobrenadante foi retirado,
adicionado em 90 pL de soro fetal bovino e armazenado em frezeer -80°C para
posterior extracdo. Todo o processo de maceracao foi realizado em gelo.

A extragdo do RNA viral foi realizada por meio do kit QlAamp® Viral Mini Kit
(QIAGEN Inc.,Valencia, CA, cat # 52906), segundo protocolo do fabricante. Os RNAs
eluidos foram mantidos em freezer -80°C até serem utilizados.

Os iniciadores (Eurofins Genomics) utilizados seguiram Lanciotti et al., (1992)
(Tabela I). Como controle negativo foi utilizado agua. Para obtencdo do cDNA foi
utilizado 25uL de PCR Master Mix 2x (Promega, cat # M7505), 10 uM do Primer D1,
10 uM do Primer D2, 100 mM de DTT (DL-Dithiothreitol) (Sigma-Aldrich, cat #43815)
e 2,5U/L da AMV Reverse Transcriptase (Promega, cat # M5108), totalizando 40uL
de mix. Para reacdo final utilizou-se 10 pL do RNA previamente extraido, totalizando
um volume final de reacédo de 50 pL. A reacao de transcriptase reversa foi realizada
segundo os seguintes parametros: 1 ciclo de 42°C por 60 min, 30 ciclos de 94°C por
35 segundos, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min, e 1 ciclo de 72°C por 10 min.

Para a reacao do nested PCR foi utilizado 10 pL do cDNA, 25 pL de PCR Master
Mix 2x (Promega, cat # M7505), 10 uM do Primer D1 e 20 uM dos iniciadores TS1,
TS2, TS3 e TS4. A reacao de nested PCR seguiu 0s seguintes parametros: 18 ciclos
de 94°C por 35 segundos, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min, e 1 ciclo de 72°C por 10

min.
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Para confirmacdo da amplificacdo todas as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, com visualizacdo em corante Gel Red (Biotium,
Uniscience cat # 41003).

Tabela I. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de amplificacdo do DENV e seus

respectivos sorotipos, segundo Lanciotti et al. (1992).

Iniciadores Sequéncia Tamanho do
amplificado
(pb)
D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3' 511
D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3' 511
TS1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3 482
TS2 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3 119
TS3 5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3' 290
TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' 392

4.6 Protebmica da glandula salivar

Os experimentos da protedmica foram realizados no Instituto Carlos Chagas,

FIOCRUZ-PR, plataforma RPTO2H, Espectrometria de Massa - PR.

Os pools das 30 glandulas salivares acondicionados em 50 pL de solucédo 1
mM de PMSF foram submetidos a lise em tampé&o de amostra MES de acordo com o
fabricante (Bio-Rad) por fervura a 100°C, durante cinco min. A amostra foi centrifugada
a 20.000xg por 15 min e o sobrenadante coletado e submetido ao processo de
fracionamento em gel Bis-Tris 10% (Bio-Rad). A eletroforese foi realizada a 30 mA
(miliamperes) por um periodo de duas horas permitindo-se apenas a entrada das
proteinas no gel. Na sequéncia, o gel foi corado por Coomassie R-250 (Bio-rad) e
procedeu-se a excisao da regido do gel contendo as proteinas que foi descorado com
solucéo de acido acético (10% acido aceético, 30% metanol). Para a digestdo das

proteinas presentes no pedago de gel excisado
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utilizou-se tampéo de digestéo: bi-carbonato de amonio 50 mM (NH4HCO3, ABC)
associado a solucao de tripsina (tripsina 12,5 ng/pL em ABC 50 mM).

Uma vez obtido o conjunto de peptideos totais procedeu-se a determinacao e
analise por espectrometria de massas associada a cromatografia liquida com a
utilizacdo dos equipamentos LTQ ORBITRAP XL — ETD e UPLC NanoLC-Ultra 1D
plus segundo descrito por Batista (2013).

Foram injetados 10 uL (5 pg) de amostra no cromatdgrafo Easy-nLC 1000 da
Thermo Scientific. A separacéo dos peptideos ocorreu com um fluxo de 250 nl/min em
fase movel contendo de 5 a 40% de acetonitrila (ACN), 0,1% de acido férmico, 5% de
dimetilsulféxido (DMSO). Utilizou-se um gradiente linear de 5 a 40% de ACN em 120
min. A cromatografia ocorreu em coluna analitica de silica de 30 cm, com didmetro
interno de 75 ym e particulas de C18 com diametro de 1,9 um aquecida a 60°C. Os
peptideos foram ionizados por eletrospray (voltagem de 2,3 kV) e injetados no
espectrébmetro de massas LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo Scientific). A andlise foi
realizada por meio do Data Dependent Analysis (DDA) como segue: scan inicial no
Orbitrap com resolucdo de 15.000, seguido de selecdo dos 10 ions mais intensos, 0s
guais foram fragmentados por dissociacao induzida por colisdo com gases inertes —
collisionally induced dissociation (CID) e analisados no equipamento ion trap.
Paralelamente ao fracionamento dos peptideos em aminoacidos (MS2), foi realizado
um full scan no Orbitrap com uma resolucéo de 60.000. Na selecéo dos ions para MS2

foi usada uma lista de exclusdo dinamica de 90 segundos (Batista, 2013).

4.7 Analise dos dados de Protebmica

Os dados brutos (.RAW) originados pelo espectrometro de massa foram
analisados no algoritmo MaxQuant versdo 1.5.2.8 a fim de se obter o grupo de
proteinas das amostras avaliadas. Para obteng¢do do grupo de proteinas os dados
foram confrontados com sequéncias de proteinas do DENV-2 (Genbank:
JX567951.1), do DENV-3 (Genbank: AY679147) e do mosquito Ae. aegypti (UniProt:
UP000008820). As tabelas geradas pelo MaxQuant foram analisadas pelo algoritmo
Perseus versao 1.5.1.6 utilizando o LFQ intensity de cada uma das proteinas

identificadas.
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Para analise das proteinas removeram-se 0s contaminantes, reversos e 0s
eventos only identified by site. Procedeu-se a logaritmizacdo dos dados e as réplicas
biolégicas foram entdo agrupadas sobre uma mesma denominacgéo para realizacédo
dos testes estatisticos.

A matriz gerada foi utilizada para analise conforme Diagrama de Venn, que
determina e identifica as proteinas exclusivas de cada grupo. Para comparacdo dos
grupos de proteinas entre os grupos de infeccéo, os dados faltantes (missing data)
foram substituidos por uma distribuicdo normal, sobrepondo-se assim a menor
sensibilidade do equipamento em detectar as proteinas de menor expressao.

Para andlise os grupos de infeccdo foram comparados dois a dois (Grupo A:
controle com DENV-2; Grupo B: Controle com DENV-3; Grupo C: DENV-2 com DENV-
3) usando o Two samples test, por meio de um teste T com p-valor de 1% de
significancia (p<0,01). Ainda, com intuito de pormenorizar os dados, a matriz passou
por um segundo processo de selecdo dos dados por meio do teste de Benjamini-
Hochberg com FDR (false detection rate) de 0.2 e 0.05.

A anotacéo das proteinas foi feita realizando uma analise no Blast-p contra as
sequéncias referéncia, com posterior anotacdo manual no programa SwissProt para

obtencao da funcdo molecular, identificacdo e ontologia da proteina.
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5. RESULTADOS

5.1. Infeccdao artificial dos mosquitos

O percentual de repasto sanguineo variou de 35% a aproximadamente 52% de
fémeas ingugitadas. Do total de fémeas submetidas a infeccdo artificial (N=720
fémeas), 315 fémeas (43,75%) realizaram 0 repasto sanguineo e estavam
visivelmente ingurgitadas. O percentual de fémeas completamente ingurgitadas para
o grupo i (DENV-2) foi de 44,58% (N=107), para o grupo ii (DENV-3) 51,66% (N=124),
e no grupo iii (controle) 35% (N=84) (Tabela Il).

Tabela Il: Namero de fémeas de Ae. aegypti (cepa Paea) submetidas a infeccédo

artificial pelos sorotipos virais DENV-2 ou DENV-3.

Grupos N° fémeas submetidas ao N° fémeas ingurgitadas (%)

repasto sangu ineo

DENV — 2 240 107 (44,58%)

DENV — 3 240 124 (51,66%)

Controle 240 84 (35%)
Total 720 315 (43,75%)

Legenda: N°= Numero; %= percentual
Fonte: O Autor, 2015.

5.2. Dissecc¢édo das glandulas salivares e triagem para Biologia Molecular

Apos o periodo de 15 dias de incubacéo das fémeas submetidas a infeccao pelos
sorotipos 2 e 3 de DENV, procedeu-se a retirada das glandulas salivares. Foram
obtidos trés pools contendo 30 pares de glandula salivar, para cada grupo pré-
estabelecido anteriormente (i e ii). Para o grupo controle foram separados trés pools
contendo 25 pares de glandula salivar cada. Dentre as 90 fémeas utilizadas para
remocao da glandula salivar, 60 foram utilizadas para confirmacéo, ou seja, 20 fémeas
de cada pool para validacéo da infecgéo por meio de RT-PCR seguida da nested-PCR
(Tabela Ill).
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Tabela 1ll: Numero de glandulas salivares dissecadas e de individuos
selecionados para RT-PCR, conforme grupo de infecgao.

N° glandulas salivares extraidas (n° N° individuos/ Biologia
pools / quantidade glandulas por Molecular
pool)
DENV-2 90 (3/30) 60
DENV-3 90 (3/30) 60
Controle 75 (3/25) 60
Total 255 180

Legenda: N°= Numero
Fonte: O Autor, 2015.

5.3 Confirmacéo da infeccéo artificial por transcri¢céo reversa seguida da
reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para os mosquitos submetidos ao repasto sanguineo, o percentual de fémeas
infectadas no grupo i (DENV-2) foi de 35% (N= 21), no grupo ii (DENV-3) 45% (N=27).
Os individuos do grupo iii (Controle) ndo positivaram para nenhum sorotipo viral do
DENV (Tabela IV).

Tabela IV: Numero de fémeas de Ae. aegypti (Cepa Paea) positivas
para infeccéo artificial, por meio da transcricdo reversa seguida da

reacao em cadeia da polimerase.

N° de individuos infectados (%)

DENV 2 21 (35%)
DENV 3 27 (45%)
Controle 0 (0%)

Legenda: N°= NUumero; %= percentual
Fonte: O Autor, 2015.
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5.4 Analise Protebmica

5.4.1 Confirmacdes da infeccdo pelos sorotipos DENV-2 ou DENV-3 nos pools
de glandulas salivares

Para confirmar a infeccédo pelo DENV das glandulas salivares, foi realizado RT-
PCR no térax e abdémen de 20 das 30 fémeas utilizadas para a proteémica,
considerando que as glandulas salivares foram agrupadas em pool. Todos 0s pools
avaliados positivaram para a presenca de DENV. Nos pools do DENV-2 esse
percentual variou de 13,3% a 36,7% de positividade. Para o DENV-3 a positividade
variou entre 3,33% até 53,33%. (Tabela V)

Tabela V: Fémeas de Ae. aegypti (Cepa Paea) infectadas por DENV 2 e 3,

nos pools de glandulas salivares utilizados para as analises de protedmica.

DENV-2 (N/%) DENV-3 (N/%)
Pool 1 11 (36,7%) 16 (53,33%)
Pool 2 6 (20%) 10 (33,33%)
Pool 3 4 (13,3%) 1 (3,33%)

Legenda: N°= Numero; %= percentual de fémeas positivas para infec¢cdo por DENV
Fonte: O Autor, 2015.

5.4.2 Determinacao do conjunto total de proteinas e anélise do Diagrama de

Venn

Apoés a obtencédo do arquivo (RAW) advindo do espectrometro de massa e
comparacdo das proteinas reais e hipotéticas com os proteomas de Ae. aegypti, do
DENV-2 e DENV-3 no software MaxQuant (versao 1.5.2.8.) obteve-se um grupo de
proteinas contendo 1588 proteinas nas amostras avaliadas.

Apoés a remocao dos contaminantes e reversos, dos eventos only identified by
site e logaritmizacdo dos dados procedeu-se a primeira analise do grupo de proteinas
baseado no Diagrama de Venn calculado com base na presenca e auséncia de

valores em colunas de expressao.
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Segundo esta analise, das 1588 proteinas totais existentes, o numero de
proteinas exclusivas no grupo i (DENV-2) foi de 45 proteinas, no grupo ii (DENV-3)
315 proteinas, e no grupo iii (Controle) 12 proteinas (Tabela VI).

Tabela VI: Determinacdo do niumero de proteinas exclusivas em cada

grupo de infec¢do conforme analise pelo Diagrama de Venn.

Grupo N° de proteinas exclusivas
DENV-2 45
DENV-3 315
Controle 12

Fonte: O Autor, 2015.

5. 4.3 Proteinas com expressao diferenciada

5.4.3.1 Comparacao dos grupos de infeccao (teste-t segundo p-valor)

Apbs andlise das amostras com o teste-t segundo p-valor (p=0.01), o nimero de
proteinas com expressao diferenciada comparando os grupos foi de 67 proteinas para
0 grupo A (controle com DENV-2); 131 proteinas para o grupo B (controle com DENV-
3); 35 proteinas para o grupo C (DENV-2 com DENV-3) (Tabela VII).

Tabela VII: NiOmero de proteinas com expresséo diferenciada entre

0s grupos de infeccao, apos teste-t com p-valor.

Controle DENV-2 DENV-3
Controle -
DENV-2 67 -
DENV-3 131 35 -

Fonte: O Autor, 2015.
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5.4.3.2 Comparacao dos grupos de infeccdo (Benjamini-Hochberg/FDR)

Para refinar a identificagdo das proteinas com modulacdo diferenciada entre os
grupos (A, B e C) realizou-se o teste-t de Benjamini-Hochberg com FDR de 0,2 para
todas as comparacdes dois a dois, exceto na comparacao entre o grupo controle e o
DENV-3, onde o FDR foi de 0,05.

Baseado nessa andlise o numero de proteinas com expressao diferenciada
obtido comparando-se os grupos foi de 56 proteinas para o grupo A (controle com
DENV-2); 24 proteinas para o grupo B (controle com DENV-3); 5 proteinas para o
grupo C (DENV-2 com DENV-3) (Tabela VIII).

As proteinas com modulagédo diferenciada entre os grupos, apls teste de

Benjamini-Hochberg estao listadas nos Anexos | a lll.

Tabela VIII: NUmero de proteinas com expresséao diferenciada entre os grupos

de infeccao, apoés teste de Benjamini-Hochberg.

Controle DENV-2 DENV-3
Controle -
DENV-2 56 -
DENV-3 24 5 -

Fonte: O Autor, 2015.

5. 4. 4 Identificacdo das principais proteinas e suas possiveis funcdes
bioldgicas

No que concerne a identificacdo e caracterizacdo de possiveis funcdes das
proteinas optou-se por trabalhar com o grupo de proteinas com expresséo
diferenciada advindas do teste-t segundo Benjamini-Hochberg com FDR de 0,2 e
0.05. A anotacédo das proteinas esta descrita nos Anexos de | alll.

Foram anotadas e classificadas 85 proteinas nas amostras avaliadas, sendo
gue dessas, quatro proteinas foram encontradas em mais de um dos grupos de
comparacao. Trés proteinas se repetiram no grupo de comparagdo A (Controle x
DENV-2) com o Grupo B (Controle x DENV-3) e, uma proteina se repetiu entre o Grupo
B (Controle x DENV-3) e o Grupo C (DENV-2 x DENV-3) (Tabela IX).
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Apés a identificagdo das proteinas de cada um dos grupos de comparacao
(Grupo A ao Grupo C) foi possivel o agrupamento das proteinas em cinco categorias
funcionais: Metabolismo Bésico (MET), Transporte (TRANS), Replicacdo, Transcri¢cao
e Traducéo (RTT), Funcdes diversas (DIV) e Funcdo desconhecida (DES). Dentre a
classificacdo das proteinas, as relacionadas ao MET foram as mais abundantes tanto
no conjunto total analisado, quanto nos trés grupos de comparagdo, com 0 mesmo
padrdo se repetindo para proteinas de funcdo desconhecida (DES). O grupo de
comparacao C foi o que apresentou a menor quantidade de classes funcionais (Fig.
01)

Tabela IX: Proteinas repetidas entre os agrupamentos de comparacao estatistica

segundo as analises do teste-t de Benjamini-Hochberg.

Grupo A Grupo B Grupo C
(Cont x DENV-2) (Contx DENV-3) (DENV-2 x DENV-3)
Grupo A
(Cont x DENV-2) ]
Grupo B JOHS73/Q17BZ3
(Cont x DENV-3) / Q1HR88* -
Grupo C

Q16R13 -
(DENV-2 x DENV-3)

Legenda: (*)=proteinas ja caracterizadas e identificadas da glandula salivar de Ae. aegypti;

Cont=controle. Proteinas identificadas segundo UniProt ID.

Fonte: O Autor, 2015.
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Grupo A+B+C Grupo A (Cont x DENV-2)

4% 2%

Grupo B (Cont x DENV-3) Grupo C (DENV-2 x DENV-3)

uMET

WRTT

m DIV

W DES

M TRANS

Figura 01: Distribuicdo das classes funcionais de proteinas identificadas no conjunto
total avaliado e nos trés diferentes grupos de comparagcao. Cont= Controle; MET=
Metabolismo Basico; TRANS= Transporte; RTT= Replicacdo, Transcri¢cao e Traducao;
DIV= Funcg0es Diversas; DES= Func¢éo Desconhecida.

Fonte: O Autor, 2015.

5. 4. 5 Identificacdo e comparacédo dos resultados com proteinas descritas na

literatura sobre a glandula salivar de Ae. aegypti infectada e néo infectada

Apbs comparacdo com os dados referentes aos estudos de proteinas da glandula
salivar de Ae. aegypti infectados artificialmente, ou ndo, com sorotipos do DENV,
verificou-se que dentre as 85 proteinas identificadas e anotadas no presente estudo,
15 delas marcadas com (*) nos Anexos de | a lll, j& haviam sido descritas e relatadas
em pesquisas envolvendo a glandula salivar provenientes de fémeas néo infectadas
(James et al, 1991; Champagne, et al., 1995; Ribeiro, et al., 2007; Almeras et al,
2010). No que se refere aos estudos envolvendo infeccdo pelo DENV, das 85
proteinas identificadas neste trabalho, 20 (UniProt IDs: P49128, P50635,
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Q16V48, Q16VL4, Q177P7, P18153, Q16RS6, Q17G63, Q17HE1l, BOFWC7,
Q16Q68, Q16TI5, Q171D1, Q175A4, Q1HQV6, Q179J9, QOIEU1, Q16VZ4, Q173P6,
Q1HRJ5) marcadas em negrito nos Anexos | a lll, j& haviam sido descritas
previamente em estudos de infeccdo artificial utilizando o DENV-2 (Tchankouo-
Nguetcheu, et al., 2010; Wasinpiyamongkol, et al., 2012; Sim, et al., 2012; Chisenhall,
et al., 2014 a, b) (Anexos | a lll).

O maior numero dessas proteinas diferencialmente expressas, ja descritas
previamente em estudos de infeccdo com DENV-2, foi encontrado nos grupos A
(controle x DENV-2) e B (controle x DENV-3).

Ainda, a grande maioria das proteinas identificadas pertence ao metabolismo
celular: oxidases, sintetases, desidrogenases e oxidorredutases, sendo as duas
ulltimas principalmente relacionadas ao NADH.

Além das proteinas do metabolismo celular, foram identificadas proteinas com
acentuada participacdo nas funcdes digestivas e de repasto sanguineo: uma apirase
(Uniprot ID: P50635), uma alpha-amilase (Uniprot ID: Q16VL4), uma chimotripsina
(Uniprot ID: Q16V48) e duas Serpina (Uniprot ID: Q17G63 e Q17HEL); e proteinas
estruturais envolvidas na funcdo de resposta imune: actina (Uniprot ID: P49128) e
fibrinogénio e fibronectina (Uniprot ID: Q17NB9).
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6. DISCUSSAO

Apbs a realizacdo da infeccgéo artificial das fémeas de Ae. aegypti, obteve-se um
percentual de positividade para repasto sanguineo de aproximadamente 44% no
conjunto total. No que se refere aos grupos de infec¢ao, o maior percentual de repasto
sanguineo foi alcancado no grupo submetido a infeccdo com DENV-3, seguido do
DENV-2.

No que tange aos dados de infec¢cdo, pode-se perceber que as taxas de
infeccdo pelo DENV néo atingiram 50% dos mosquitos avaliados, apesar de ambos
0s genotipos do DENV utilizados nesse trabalho, DENV-3 genotipo 1ll e DENV-2
gendtipo Americano/Asiatico, ja terem sido incriminados como causadores de
epidemias severas.

Outro estudo, utilizando a mesma populacdo de laboratério (Cepa Paea)
alcancaram taxas superiores a 80% em experimentos de infeccdo artificial em
infeccbes realizadas com o sorotipo DENV-2 (Lourenco de Oliveira et al., 2004).
Contudo, apesar da baixa taxa de infec¢cao encontrada no presente trabalho para esta
linhagem de mosquitos, as taxas de infeccdo foram préximas entre os grupos de
infeccdo testados, totalizando 35% para grupo i (DENV-2) e 45% para o grupo ii
(DENV-3).

Uma possivel explicacdo para esta baixa taxa de infeccao pode ser atribuida
a manutencao da coldnia de laboratério de Ae. aegypti (Cepa Paea) ao longo de
muitas geracdes, afetando a competéncia vetorial devido a eventos de deriva genética
aleatoria e selecao (Armstrong & Rico-Hesse, 2001). A fim de se reverter tal situacéo,
se faz necessario a obtencdo de amostras da mesma linhagem de mosquitos
provenientes de outro laboratério, uma vez que a deriva genética e a selecéo
natural ocorrem de maneira diferenciada em col6nias de outros laboratérios. Para as
analises de protebmica da glandula salivar, até o0 momento, todos os estudos tém
focado no uso de pool de glandulas salivares, uma vez que a concentracdo de
proteinas totais aproximada para cada par de glandulas é de 1ug (Fontaine et al.,
2011). Dessa, forma optou-se pelo uso de pool de glandulas para aumentar a

concentragdo de proteinas e, assim, permitir a suaidentificacao.

No que concerne a taxa de infec¢do das glandulas salivares, esse percentual
de positividade variou de 13% a 36% nos pools contendo glandulas infectadas com
DENV-2 e, de 3% a 53% nos pools contendo glandulas infectadas com DENV-3.
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Apesar da alta variacdo existente entre as amostras avaliadas, todas apresentavam
particulas do DENV. Vale ressaltar, que das 30 glandulas separadas em cada um dos
pools, apenas o corpo de 20 fémeas foram analisados para confirmacdo da
infectividade pelo DENV, de tal forma que a positividade para particulas virais, pode
ser maior que o encontrado nestas amostras.

Como mencionado previamente, mosquitos infectados por arbovirus
apresentam modulac&o nas proteinas da glandula salivar e modificacdo nas classes
de proteinas (Wasinpiyamongkol et al., 2012; Chisenhall et al., 2014a b). Sendo assim,
a identificacao de proteinas com modulacdo diferenciada e especifica em relacdo ao
sorotipo responsavel pela infeccao, tem especial interesse na disseminacao do virus
e epidemiologia da dengue. Uma das maneiras de avaliacdo e determinagéo do grupo
de proteinas especificas em cada grupo de infeccédo é dada pela andlise do Diagrama
de Venn. Nessa andlise verificou-se que o grupo com o maior numero de proteinas
exclusivas foi o grupo ii (DENV-3), seguido do grupo i (DENV-2) e, grupo iii (Controle).
Essa diferenca no numero de proteinas exclusivas pode advir do fato da eficiéncia da
infeccdo observada pelos sorotipos virais uma vez que a maior ou menor presenca
das particulas virais, ou mesmo a sua auséncia no grupo controle, pode refletir na
alteracdo da expressao de proteinas estruturais, secretadas e/ou metabdlicas.

Apesar do Diagrama de Venn representar uma ideia geral do conjunto de
proteinas em questao, tal analise € superficial e serve apenas como ilustracdo, uma
vez que os dados nao foram submetidos a uma analise estatistica especifica para se
determinar as proteinas, e nem leva em consideracdo as limitagBes técnicas do
equipamento no que concerne a identificagdo de proteinas com menor expressao no
conjunto analisado.

Sendo assim, a fim de avaliar e comparar a intensidade e a presenca de
proteinas estatisticamente, a tabela foi filtrada para substituicdo dos missing data, por
uma distribuicdo normal, sobrepondo-se assim a limitagdo do equipamento em
detectar proteinas de baixa expressdo. Apos essa correcao foi possivel realizar o
teste-t usando como padrao estatistico o p-valor (p=0,01), obtendo a partir dessa
analise um total de 233 proteinas diferencialmente expressas no conjunto total das
1588 proteinas identificadas. Pode-se verificar que o numero de proteinas com
expressado diferenciada entre os grupos variou de 35 a 131 proteinas, sendo que o

maior nimero de proteinas identificadas foi detectado no grupo de comparacao B
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(Controle x DENV-3), e 0o menor numero de proteinas identificadas no grupo C (DENV-
2 x DENV-3). Curiosamente, o grupo C € o que apresentaria 0 maior numero de
particulas virais, de tal forma a se esperar que tivesse maior nimero de proteinas
diferencialmente expressas. Ainda, quando se comparam 0S grupos contendo o
controle, o grupo A (Controle x DENV-2) apresentou menos proteinas que o grupo B,
apesar de apresentar um titulo viral 100 vezes maior.

Em virtude da variacao existente entre as réplicas bioldgicas usadas (pools das
glandulas salivares), na andlise de protedmica optou-se pela realizacdo de um teste-t
segundo o procedimento de Benjamini-Hochberg para se controlar as taxas de falsa
deteccdo (FDR) nas amostras analisadas. O FDR representa a proporcdo esperada
de hipbteses que sao rejeitadas por engano, ele consiste em um método mais preciso
para correcédo dos dados, quando comparado a correcédo de Bonferroni (Benjamini &
Hochberg, 1995).

Avaliando-se os dados apés o teste t de Benjamini-Hochberg verificou-se
novamente um menor niumero de proteinas no agrupamento C e, um maior nimero
de proteinas no grupo A, ao invés do grupo B. Tal fato decorre do FDR utilizado para
filtrar a tabela no grupo B ser igual a 0.05, ao passo que para o grupo A o FDR foi
igual a 0,2. Sendo assim, a analise mais restritiva utilizada acabou por diminuir o
namero de proteinas diferencialmente expressas no grupo B.

Ainda, sabe-se que mosquitos alimentados em sangue nao infectado
expressam diferentes conjuntos de proteinas quando comparados aos mosquitos
alimentados com sangue infectado (Wasinpiyamongkol et al., 2012). Choumet e
colaboradores (2007) sugerem que a diferenca no nivel de expressao das proteinas
pode ser devido a um processo extensivo de modificagdes pos-traducionais nas
proteinas dos grupos de mosquitos infectados.

Outro fator que deve ser avaliado quando se verificam o namero de proteinas
em estudos da glandula salivar, sdo os métodos usados para quantificacdo e
identificacdo dessas proteinas. Muitos dos artigos publicados envolvendo a
quantificacdo e identificacdo de proteinas da glandula salivar utilizam metodologias
high-througput baseadas em avaliacdo de transcriptoma com posterior inferéncia
sobre o proteoma, de tal forma a se identificar e inferir um grande niamero de proteinas
(Valenzuela et al., 2003; Ribeiro et al., 2004; Anderson et al., 2006; Arca et al., 2007;
Ribeiro et al., 2007; Dixit et al., 2009; Juhn et al., 2011; Sim et al.,, 2012). Em

contrapartida, quando se utilizam outras técnicas classicas de protedmica da
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glandula salivar, onde o 6rgdo em si é usado para a quantificacéo direta das proteinas
e, 0 numero de proteinas identificadas e, classificadas € menor (Moreira et al., 2001;
Kalume et al., 2005; Almeras et al., 2009; Wasinpiyamongkol et al., 2012; Zhang et al.,
2013; Chisenhall et al.,, 2014 a, 2014b). Sendo assim, as modificacbes pos-
traducionais e a metodologia utilizada podem ser responsaveis pela variagdo no
namero de proteinas observadas entre os diferentes grupos de infeccéo.

No que se refere a identificacdo de proteinas realizou-se a anotacdo de 85
proteinas, com quatro delas se repetindo em diferentes grupos de comparacao. Ainda,
do conjunto total de proteinas identificadas e anotadas, 35 destas, aproximadamente
42%, ja foram descritas em outros artigos (James et al, 1991; Champagne et al., 1995;
Ribeiro et al.,, 2007; Almeras et al, 2010; Tchankouo- Nguetcheu et al.,, 2010;
Wasinpiyamongkol et al., 2012; Sim et al., 2012; Chisenhall et al., 2014 a,b). Dentre
essas 35 proteinas identificadas, muitas apresentam funcdo bem caracterizada sobre
seu papel na fisiologia do repasto sanguineo e/ou infeccéo pelos virus do dengue.

Dentre as proteinas identificadas, a apirase, as serpinas, a chimotripsina e a
alpha-amilase sdo apontadas como participantes nos processos de digestdo e
facilitacdo do repasto sanguineo (Champagne et al., 1995; Sim et al., 2012,
Wasinpiyamongkol et al., 2012; Chisenhall et al., 2014b).

Quanto a identificacdo de proteinas relacionadas a infeccdo pelos sorotipos do
dengue, foi possivel a identificacdo tanto de proteinas ndo descritas até 0 momento
na literatura, quanto de proteinas ja relacionadas a eventos de infeccdo pelo DENV.
Dentre as proteinas ja descritas e que confirmam a modulacdo diferenciada na
glandula salivar infectada destacam-se as proteinas envolvidas no metabolismo
celular, em especial as NADH desidrogenases, NADH oxidorredutase, citochromo-c
oxidase e ATP sintase. Essas classes de proteinas sdo apontadas como ocorrendo
principalmente na membrana celular, membrana essa que acaba por ser rompida
durante a replicagéo viral, havendo assim diminuigdo na expressao dessas classes de
proteinas. Ainda, além das proteinas de membrana, as proteinas estruturais aqui
identificadas, troponina-T e actina, também sdo descritas como apresentando
regulacéo diferenciada frente a uma infeccdo pelo DENV, devido a esse mesmo
rompimento celular durante a replicacé&o viral (Chisenhall et al., 2014a).

Conjuntamente as proteinas de membrana e estruturais, proteinas relacionadas

a funcéo de imunidade inata no vetor foram também caracterizadas e identificadas
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dentre elas, uma AMP ligase dependente e fibrinogénio e fibronectina (Sim et al.,
2012).

Apesar de aproximadamente 42% das proteinas ja terem sido descritas e
relacionadas as funcdes especificas na fisiologia do repasto sanguineo e/ou infeccéo
pelos virus do dengue, ha ainda um percentual de aproximadamente 58% de proteinas
ainda nao correlacionadas a nenhuma funcéo especifica e definida. Em virtude disso,
essas proteinas se revestem de especial interesse para futuros estudos de
caracterizacao biolégica uma vez que podem elucidar novos aspectos relacionados a

replicacdo viral no vetor e possivelmente na epidemiologia da dengue.
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7. CONCLUSAO

e Verificou-se uma taxa de infeccdo de 45% para o DENV-3 e de 35% para o DENV-
2.

e A anadlise protebmica das glandulas salivares de fémeas de Ae.aegypti

infectadas revelou proteinas ja descritas na literatura.

e Foram observadas novas proteinas na analise da protedbmica das glandulas
salivares infectadas com DENV, cuja funcBes e caracterizacdes biolégicas e
fisiolégicas podem estar envolvidas em varios processos, dentre 0os quais o de
replicacdo e disseminacéo viral.

e O estudo conjunto da infeccdo por meio da biologia molecular e protedmica da
glandula salivar podem figurar como técnicas importantes no estudo da replicacao

e disseminacdo do DENV, com implicacao direta na epidemiologia da doenca.
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8. PERSPECTIVAS

O presente trabalho permitiu a identificacdo de proteinas ja conhecidas e outras
novas que podem ser alvo de futuros estudos para melhor entendimento das funcdes
biologicas dessas moléculas. Ainda, o estudo mais aprofundado dessas proteinas
podem elucidar aspectos relacionados a replicacéo viral do DENV nos insetos vetores,
com implicacdo direta sobre a epidemiologia da doenca.
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10. Anexos

Anexo |: Proteinas com expressao diferenciada no Grupo A (Controle x DENV-2) segundo teste-t de Benjamini-Hochberg.
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Classe Protein ID Nome Gene Gene Funcé&o Molecular p-valor Score
Funcional Uniprot Onthology
ID
Metabolismo P49128  actina ACT-1 GO0:0005524 Ligante de ATP 0.00014190 2
Basico (MET)
P50635* apirase, putativo APY GO:0005524 Ligante de ATP / atividade de 0.00485266 5
/ hidrolase, agindo em ligacbes
G0:0016788 do tipo éster/ ligante de ion
/ metalico
G0:0046872
Q16HW7 Glucosamina-6-fosfato Gnpdal G0:0004342 atividade deaminase da 0.00013208 3
isomerase / glucosamina-6-fosfato /
G0:0016787 atividade de hidrolase
Q17DTO E1 enzima ativadora de AAEL004076 G0:0005524 ligante de ATP / atividade 0.00494575 2
ubiquitina / catalitica / ligante de ion
G0:0003824 metalico
/
G0:0046872
QOIFN2  fator de alongamento da AAEL004500 G0:0003924 Atividade de GTPase/ ligante 0.00166327 1
traducdo eucaridtica /G0O:0005525 de GTP
Q16F58 citocromo P450 CYP6BB2 G0:0020037 ligante de grupamento Heme / 0.00369635 1
/ atividade de monooxygenase
G0:0004497 / ligante de ion ferro /
/ atividade de oxidoreductase,
GO0:0005506 sob doadores emparelhados,
/ com incorporacao ou reducao
G0:0016705 do oxigénio molecular
Q16GJ0O proteina hipotética AAEL014367 G0:0005044 atividade do receptor 0.00191114 1
/ scavenger / atividade de
G0:0004252 endopeptidase do tipo serina
Q16HO01 6-fosfogluconolactonase AAEL014204 GO0:0017057 Atividade de 6 0.00532862 1

fosfogluconolactonase
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Q16Vv48  quimotripsina 1 AAELO09680 G0:0004252 atividade de endopeptidase do 0.00230081 1
tipo serina
Q16VL4 alfa-amilase AAEL009524 G0:0003824 atividade catalitica / ligante de  0.00171024 1
/ cations
G0:0043169
Q16XK7 proteina de ligacdo ao AAEL008844 GO0:0005509 ligante de ion célcio 0.00360279 1
célcio, putativo
Q173T1  redutase pirrolina-5- AAELO07033 GO0:0004735 atividade redutase da 0.00205199 2
carboxilato pirrolina-5-carboxilato
Q173v3 citocromo P450 CYP6AG3 G0:0020037 ligante de grupamento Heme / 0.00530315 1
/ atividade de monooxygenase
G0:0004497 / ligante de ion ferro /
/ atividade de oxidoreductase,
GO0:0005506 sob doadores emparelhados,
/ com incorporacao ou reducao
GO0:0016705 do oxigénio molecular
Q177P7  methylenetetrahydrofolate =~ AAEL006085 GO0:0005524 ligante de ATP / atividade de  0.00320873 1
desidrogenase / methylenetetrahydrofolate
G0:0004488 desidrogenase (NADP +) /
/ atividade ligase do formato-
G0:0004329 tetrahydrofolate
Q17BZ3 Isomerase 3,2-trans-enoil- AAEL004755 G0:0003824 atividade catalitica 0.00040971 1
CoA, mitocondrial
Q17DM8 aldo-ceto redutase AAEL004102 G0:0016491 atividade de oxidoredutase 0.00085038 1
Q17GK8 sarcalumenin AAEL002971 GO0:0003924 Atividade de GTPase / ligante  0.00267055 1
/ de GTP
G0:0005525
Q17LW8 treonil-tRNA sintetase AAEL001206 GO0:0005524 Ligacao de ATP / ligante de 0.00509216 1
/ treonina-tRNA
G0:0004829
Q17M83 AMP-ligase coa AAEL001128 G0:0003824 atividade catalitica 0.00286525 1

dependente
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Q1HQRA4* proteina ras-relacionados ~ AAEL009317 GO0:0005525 ligante de GTP 0.00287702 1
Rab-11A-like X1 isoform
Q1HQUY9* Precursor proteina AAEL010065 G0:0016853 atividade de isomerase 0.00021129 1
dissulfeto isomerase-A6
Q1HQW1* proteina hipotética AAEL007236 GO0:0008168 atividade de metiltransferase 0.00146044 1
Q1HRP6* peptidil-prolil cis-trans AAEL013279 GO:0003755 atividade de isomerase de 0.00447983 2
isomerase (ciclofilina) peptidil-prolil cis-trans
Q1HRQ4* microssomal peptidase AAEL000947 G0:0008233 atividade de peptidase 0.00123583 1
sinal 23 kd subunidade
(spc22 / 23)
QOIFL5  Argininosuccinate AAEL004701 G0:0004055 atividade de sintase de 0.00275196 3
synthase / argininosuccinato / Ligante de
GO0:0005524 ATP
Q16FX1 proteina hipotética AAEL014607 G0:0020037 ligante de grupamento Heme / 0.00157990 1
/ atividade de monooxygenase
G0:0004497 / ligante de ion ferro /
/ atividade de oxidoreductase,
GO0:0005506 sob doadores emparelhados,
/ com incorporacao ou reducao
GO0:0016705 do oxigénio molecular
Q16TC2 proteina hipotética AAEL010288 G0:0005524/ Ligante de ATP / atividade de  0.00029811 1
GO0:0004075/ carboxilase da biotina /
G0:0046872 Ligante de ion metélico
Q17537 proteina hipotética AAEL006634 G0:0016747 Atividade de transferase 0.00613853 1
Q17F22  proteina hipotética AAEL003606 G0:0005524 ligante de ATP / atividade de 0.00048700 1
/ sintese da carboxamida
G0:0004639 succinico
phosphoribosylaminoimidazole
Transporte Q178J2 proteina hipotética AAEL005849 G0:0022857 atividade de transporte 0.00041719 1

(TRANS)

transmembrana
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Replicacéo, Q16K15 Fator de iniciacdo da AAEL013144 GO0:0003743 atividade de iniciagdo do fator  0.00365311 2
Transcricédo e traducdo de eucariotos 3 de traducgédo
Traducgéo subunidade
(RTT)
Q17LA3 lipoproteina de alta AAEL001421 G0:0003723 ligante de RNA 0.00025445 1
densidade de ligacdo as
proteinas / vigilin
Q1HR88* fator de alongamento 1- Aael_AAEL017096 GO:0003746 atividade de alongamento do 0.00107183 2
alfa / fator de traducéo / ligante de
GO:0005525 GTP / atividade de GTPase
/
G0:0003924
Funcbes Q16Z73 Proteina 78E da cuticula AAEL008289 G0:0042302 componente estrutural da 0.00340455 1
diversas (DIV) de pupa cuticula
Q58HBY9* proteina hipotética SG16.2sp G0:0005549 ligante de molécula de odor 0.00179323 1
P18153* 37 kDa salivary gland D7 GO0:0005549 ligante de molécula de odor 0.00597836 3
allergen Aed a 2
QOIF93  proteina hipotética AAEL006417 G0:0005549 ligante de molécula de odor 0.00633406 1
Funcéo JO9EAN1 proteina nucleolar Nop56 Aael_AAEL017421 0.00366866 1
desconhecida
(DES)
JO9HHN1 proteina hipotética Aael_AAEL017563 2.77E-05 1
Q16K31 proteina hipotética AAEL013138 0.00552424 1
Q16RS6  troponina i AAEL010850 0.00627049 1
Q177K9  precursor de Gelsolina AAEL006096 0.00019485 1
Q17G63  Precursor da proteina SRPN26 0.00536809 1
SERPIN1, putativa
Q17LF6  proteina hipotética AAEL001390 0.00149770 1
Q17LN8 proteina hipotética AAEL001319 0.00142551 1
Q17ME9 proteina de gordura AAEL001022 0.00054559 1

corporal anterior
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Q17NB9 fibrinogénio e fibronectina ~ AAEL000749 0.00021769 1
Q1HRF7* proteina hipotética AAEL003600 0.00068458 1
JO9HS73  proteina hipotética Aael_AAEL017395 0.00061715 1
Q16R13 proteina hipotética AAEL011094 0.00082627 1
Q16UF4  proteina hipotética AAEL009932 0.00703889 1
Q17HE1  Precursor da proteina SRPN23 0.00651522 1
SERPIN
Q171L4  proteina hipotética AAEL002295 0.00466945 1
Q17380 proteina hipotética AAEL002130 0.00064354 1
Q17NC2 proteina hipotética AAEL000732 0.00691647 1
Q17PM3  proteina hipotética AAEL000293 0.0067542 1

Legenda: Negrito= proteinas identificadas em outras publicagdes envolvendo infeccdo por sorotipos virais do DENV; (*)= proteinas ja caracterizadas e
identificadas em outras publicacdes sobre protedmica da glandula salivar de Ae. aegypti. Score: classificagdo do nivel de identificagdo das proteinas

segundo uma a medida heuristica do contetdo da anotacao disponivel para a proteina.

Fonte: O Autor, 2015.



Anexo ll: Proteinas com expresséao diferenciada no Grupo B (Controle x DENV-3) segundo teste-t de Benjamini-Hochberg.

62

Classe Protein Nome Gene Gene Func&o Molecular p-valor Score
Funcional ID Onthology
Uniprot ID
Metabolismo  BOFWCT7* citocromo c oxidase mt:Col GO:0004129 atividade de citocromo-c ~ 0.000234088 3
Basico (MET) subunidade | / oxidase / ligagédo heme /
G0:0020037 ion de ligacdo do ferro
/
G0:0005506
Q1HRL5* proteina ribossémica 60S  AAEL004151 GO0:0003735 componente estrutural do  0.000197479 1
L29 ribossomo
Q16J67  prolina desidrogenase 1, AAEL013431 GO0:0004657 atividade de prolina 0.000630237 1
X2 isoforma mitocondrial desidrogenase
Q16JZ2 aminotransferase AAEL013166 GO0:0003824 atividade catalitica 0.000753952 1
Q16Q68 Proteina NADH AAEL011381 G0:0051287 ligante de NAD / ligante 0.000143906 1
oxidoredutase ubiquinona- / dequinone / atividade de
fe-s 2 (ndufs2) G0:0048038 oxidoreductase, agindo
/ em NAD (P) H
G0:0016651
Q16TI5  NADH desidrogenase AAEL010230 GO0:0003824 atividade catalitica 0.000512027 1
[ubiquinona] 1 beta
subcomplexo subunidade
9
Q171D1 NADH-ubigquinona AAEL007681 GO0:0051539 ligante deferro4 e 0.000142058 1
oxidoreductase / cluster de enxofre 4 /
flavoprotein 1 (ndufvl) GO0:0010181 oligante de FMN / ligante
/ de NAD / atividade de
GO0:0051287 NADH desidrogenase
/ (ubiquinona)
G0:0008137
Q175A4  2-oxoglutarato AAEL006721 GO:0004591 atividade de oxoglutarato  0.000194992 1
desidrogenase / desidrogenase
GO:0030976  (transferéncia de succinil)

/ ligante de tiamina
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pirofosfato

Q17BZ3 Isomerase 3,2-trans-enoil- AAEL004755 GO0:0003824 atividade catalitica 0.000550382
CoA, mitocondrial
Q17KS3 glicerol-3-fosfato AAEL001593 GO0:0004367 atividade de 9.71E-05
desidrogenase / desidrogenase glicerol-3-
GO0:0051287 fosfato [NAD +] / ligante
de NAD
Q1HQV6* NADH oxidoredutase AAEL012950 G0:0005524 Ligacgdo de ATP / 7.48E-05
ubiquinona-42 kda / atividade de quinase de
subunidade G0:0019206 nucleosido
Transporte Q16RN6 proteina transportadora de AAEL010884 GO0:0005215 atividade de transportador 0.000301569
(TRANS) ADP, ATP
Q179J9 ATP sintase mitocondrial AAEL005610 GO0:0015078 atividade de transporte 0.000248472
cadeia b transmembrana do ion
hidrogénio
Replicacéo, Q179T1 ribonucleoproteina AAEL005515 GO:0003676 ligante de &cido nucleico  0.000219171
Transcrigéo e heterogénea nuclear / / ligante de nucleotideos
Tradugéo G0:0000166
(RTT)
Q1HR88* fator de alongamento 1- Aael_AAEL017096 GO:0003924 Atividade GTPase/ 3.35E-05
alfa / ligante de GTP /
GO0:0005525 atividade de
/ alongamento do fator da
GO0:0003746 traducédo
Funcéo QOIEU1  NADH mitocondrial: AAEL008002 0.000295133
desconhecida oxidoreductase ubiquinona
(DES) ESSS subunidade,
putativo
Q16QS3 proteina mitocondrial AAELO011184 0.000358488
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transportadora de fosfato

Q16VvVZ4 NADH oxidoredutase AAEL009414 0.000351574
ubiquinona-39 kda
subunidade
Q16WX6 letal 35Di AAELO09066 0.000210496
Q173P6 NADH desidrogenase, AAEL007054 5.64E-05
putativo
Q1HRJ5* NADH desidrogenase AAEL002881 0.000430702
[ubigquinona] 1 alfa
subcomplexo subunidade
4-like X1 isoform
Q5MM88* ubiquinol-citocromo ¢ AAEL007868 0.000274748
redutase complexo de
proteinas 14 kd
J9HS73  proteina hipotetica Aael_AAEL017395 0.000172084
Q174P7 proteina hipotetica AAEL006822 0.000268746

Legenda: Negrito= proteinas identificadas em outras publicagdes envolvendo infeccdo por sorotipos virais do DENV; (*)= proteinas ja
caracterizadas e identificadas em outras publica¢des sobre protedmica da glandula salivar de Ae. aegypti. Score: classificagdo do nivel de

identificac@o das proteinas segundo uma a medida heuristica do conteido da anotacdo disponivel para a proteina.

Fonte: O Autor. 2015.
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Anexo llI: Proteinas com expresséo diferenciada no Grupo C (DENV-2 x DENV-3) segundo teste-t de Benjamini-Hochberg.

Classe Funcional Protein Nome Gene Gene Onthology Func&o Molecular p-valor Score
ID ID
Uniprot
Metabolismo Q173B8 proteina AAEL007218 GO:0080019 atividade (formacéo de alcool)-fatty-acil  0.000341 1
Basico (MET) hipotética CoA redutase
Q178zZ5 proteina AAEL005688 GO:0005524 / ligante de ATP / ligante de tRNA / 0.000223 1
hipotética G0:0000049 / atividade de ligante do glutamato tRNA
G0:0004818
Replicacéo, Q1HRL5* proteina AAEL004151 GO:0003735 componente estrutural de ribossoma / 0.000251 1
Transcrigcao e ribossémica 60S Ribonucleoproteina proteina ribossomal
Traducdo (RTT) L29
Funcao Q16XT8 proteina AAEL008766 0.000246 1
desconhecida hipotética
(DES)
Q16R13 proteina AAEL011094 0.000359 1
hipotética

Legenda: (*)= proteinas ja caracterizadas e identificadas em outras publicacfes sobre proteomica da glandula salivar de Ae. aegypti. Score: classificacéo
do nivel de identificacdo das proteinas segundo uma a medida heuristica do conteido da anotagéo disponivel para a proteina.
Fonte: O Autor, 2015.
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