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colaborar e improvisar foram os que prevaleceram.”

Charles Darwin
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RESUMO

Moreira, N. R. Fisiologia Molecular Intestinal de Tenebrio molitor. 2013. 300p.Tese
(Doutorado) - Programa de Pés-Graduacao em Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo.

Foi realizado o pirossequenciamento de duas bibliotecas de cDNA do intestino
médio de Tenebrio molitor e as sequéncias foram submetidos a montagem através do
programa Newbler.

Visando sanar alguns questionamentos a respeito de muitos tipos de
transportadores que pudessem estar envolvidos com fungBes presumiveis em
tamponamento luminal, absorcdo de nutrientes, envolvimento em mecanismos de
secrecdo de enzimas como a a-manosidases e secrecdo e absorgdo de agua, foram
analisadas sequéncias de interesse que pudessem esclarecer os fenémenos
fisiolégicos em questao.

O pirossequenciamento revelou 19 sequencias de a-manosidases. Apoés
alinhamentos multiplos, desconfiou-se que o contig 12 era a continuacdo da sequéncia
original da o—manosidase. Utilizando-se de iniciadores apropriados, a suspeita foi
confirmada e uma sequéncia completa foi obtida e denominada de TmMan1.

Através de cladogramas gerados com as sequéncias de todos os contigs obtidos
, assim como de sequéncias representativas das familias 38 e 47 das glicosideos
hidrolases, mostrou que todas a nossas sequéncias, exceto o contig 6 e 7, pertencem a
familia 38.

Todas as sequéncias com mais de 100 reads (exceto o contig 9) tiveram a sua
expressdo tecidual avaliada por RT-PCR. Os resultados mostraram que sO sao

expressos no intestino ou intestino e tabulo de Malpighi, implicando na possibilidade de
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serem digestivas. Dessas sequéncias, as Unicas com peptideo sinal sdo a TmManl
(contig 12) e o contig 14 e, portanto, devem corresponder as atividades Manl e Man2.
Levando em conta o niamero de reads, TmManl deveria corresponder a Man2 e o
contig 14 & Man1l. E possivel, embora necessite de confirmac&o, que os contigs 8 e 15
sejam de expressao lisossémica.

Um peptideo sintetizado que correspondia a sequencia Unica da TmManl foi
usado para gerar anticorpos, que reconheceram a Man2, mas nao a Manl, confirmando
a identificacdo de TmManl com a Man2. Esse anticorpo foi também utilizado para
imunolocalizar a TmMan1 nas células intestinais de T. molitor. Os resultados mostraram
que a TmManl é secretada de forma apdécrina pela regido anterior de intestino de T.
molitor .

Esse trabalho é o primeiro que mostra a ocorréncia de a—manosidases com
especificidade similar aquelas lissossbmicas, mas que sdo secretadas apocrinamente
para fora da célula, devendo agir no limen intestinal, removendo residuos de manoses
de oligossacarideos manosilados.

Foram identificados 10 tipos diferentes de transportadores e na elaborag¢do dos
modelos fisioldgicos sé foram levados em conta aqueles expressos exclusivamente no
intestino médio ou no intestino médio e tubulos de Malpighi.

A V-ATPase em T.molitor parece ser uma bomba usada para energizar muitos
dos transportes ao longo do intestino médio como, por exemplo, o de oligopeptideos. Ja
as bombas de Na' e K* sdo responsaveis pelo equilibrio de cargas e, portanto estio

tes na maioria dos tipos celulares.

Duas sequéncias de cotransportadores de oligopeptideos/H® foram

encontradas no pirossequenciamento e sua expressado é maior na regiao posterior, uma
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vez que ali € a ultima possibilidade de absorcdo dos oligopeptideos que ainda
estiverem no lumen, remanescentes da digestao final de proteinas.

Foi demonstrado que T.Molitor absorve aminoacidos e aglcares ao longo de
todo o intestino médio, pois estes tipos de transportadores possuem uma expressao
uniforme ao longo do intestino médio.

J& a expressdo dos transportadores de NHi/NH;" em T.molitor, encontra-se
confinada &s regides onde o pH do intestino médio do inseto é mais acida. Também ha
uma expressao de transportadores de cloreto que se manifesta mais intensamente
na regido anterior. Podemos visualizar que a distribuicdo dos contigs dos
transportadores de bicarbonato encontra-se mais expressiva na regido posterior do
intestino médio. Os resultados sugerem que a acidificacdo na regido anterior do
intestino de T.molitor pode resultar da secre¢do de NH;" acompanhado do ion cloreto e
a alcalinizacdo na regido posterior do lancamento no lumen de bicarbonato. A
importancia dos canais de cloreto € que o mesmo balanceia as cargas e desta forma
pode ser (til juntamente com o transporte de NH,*, que gera uma carga no lado onde é
transportado. Ha absorvigdo de agua (junto com glicose) ao longo de todo o intestino
médio, enquanto que a secrecdo de agua ocorreria apenas nos dois tercos finais do
intestino médio com o auxilio de aquaporinas complementado por transportadores de
ions, teria como consequéncia a abosorcao liquida de agua na regido anterior e uma
secrecdo liquida no final do intestino meédio. Isso esclarece qual a base molecular para
a ocorréncia do contrafluxo intestinal evidenciado por experimentos fisiologicos.

Palavras-chave: Transportadores, fisiologia molecular, a-manosidases, a-glicosidases,

pirossequenciamento



ABSTRACT

Moreira, N.R Midgut molecular physiology of Tenebrio molitor. 2013.300p. PhD
Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo.

Pyrosequencing was performed with two cDNA libraries in the midgut of
Tenebrio molitor and the sequences were subjected to assembly with the Newbler
program.

In order to tackle questions concerning proteins which may be involved in midgut
buffering, nutrient absorption, in the secretion of enzymes such as a-mannosidases ,
and water absorption and secretion, sequences of interest were analyzed in order to
clarify those physiological phenomena.

The pyrosequencing revealed 19 sequences of a - mannosidases . After multiple
alignments, it was suspected that the contig 12 was the continuation of the original
sequence of the a-mannosidase. Using appropriate primers, the hypothesis was
confirmed and a complete sequence was obtained and named TmMan .

Through cladograms generated from the sequences of the contigs obtained, as
well as of sequences representing families 38 and 47 of glycoside hydrolases, it was
showed that all sequences except the contig 6 and 7 belong to family 38.

All sequences with over 100 reads (except contig 9) had their tissue expression
assessed by RT-PCR. The results showed that they are expressed only in the midgut or
midgut and Malpighian tubules, implying the possibility of having a digestive function.
Among these sequences, the only ones with a signal peptide are TmManl (contig 12)

and contig 14 and therefore they should correspond to the activities Manl and Man2.



Taking into account the number of reads, TmManl should correspond to Man2 and
contig 14 to Manl. It is possible, though it requires confirmation, that the contigs 8 and
15 are lysosomal.

A peptide corresponding to the unique sequence TmManl was synthesized and
used to generate antibodies that recognized Man2 , but not Manl, confirming the
identification of TmManl1 with Man2. This antibody was also used to immunolocalyze
TmManl in the midgut cells of T. molitor. The results showed that TmManl is secreted
in an apocrine way by the anterior region of T. molitor midgut.

This is the first study that shows the occurrence of a-mannosidases with similar
specificity to those lysosomal, but that are secreted in an apocrine way, acting in the
midgut lumen, removing mannoses from mannosylated oligosaccharides.

We identified 10 different types of carriers and in the development of
physiological models it was only taken into account those expressed exclusively in the
midgut or midgut and Malpighian tubules .

The V- ATPase in T.molitor appears to be a pump used for powering many
transports along the midgut, as of oligopeptides. The Na" and K" pumps are responsible
for charge load balancing and therefore are present in most cell types.

Two sequences of oligopeptide / H® cotransporters were found in the
transcriptome and their expression is higher in the posterior region. This agrees with the
fact that there is the last possibility of oligopeptides remaining in the lumen to be
absorbed.

It is highly probable that T.molitor absorbs amino acids and sugars throughout the

midgut, once these types of carriers have a uniform expression throughout the midgut .



The expression of NHs/NH," transporters in T.molitor is confined to the regions
where the pH of the insect midgut is more acidic. There is also chloride transporter
expression there. The expression of bicarbonate transporters is more significant in the
posterior midgut. The results suggest that acidification in the anterior T.molitor midgut
may result from the secretion of NH;" and chloride ions together, whereas the
alkalization in the posterior midgut results from bicarbonate release.

There is water absortion (along with glucose) throughout the midgut , while the
water secretion occurs only in the final two-thirds of the midgut with the aid of
aguaporins, complemented by ion transporters. It would result in the net absorption and
net secretion of water in the anterior and postertior midgut, respectively. This clarifies
the molecular basis of the midgut countercurrent fluxes evidenced by physiological

experiments.

Keywords:  Transporters, molecular physiology, a-mannosidases, a-glicosidase,

Pyrossequencing
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1. Introducéo
1.1. Consideracfes gerais

Os insetos sdo organismos muito bem sucedidos, que se adaptaram aos mais
variados nichos ecoldgicos durante a sua longa histdria evolutiva. Isso resultou em uma
irradiacdo de diversidade muito grande, no que diz respeito a aspectos morfoldgicos e
fisiolégicos, nesse grupo de animais.

Alguns insetos produzem substancias Uteis ao homem, como o mel, a cera e a
seda. Outros séo detritivoros e alguns sao polinizadores de plantas. Muitos insetos séo
considerados daninhos porque transmitem doencas (mosquitos, moscas), danificam
construcbes (térmitas) ou destroem colheitas (gafanhotos, gorgulhos) e muitos
entomologistas econémicos e agrondmicos se preocupam com varias formas de lutar
contra eles, por vezes usando inseticidas, mas cada vez mais, investigando meétodos de
biocontrole. Tenebrio molitor, o qual € o inseto objeto de estudo deste projeto € um das
pragas de graos estocados e que pode gerar enormes prejuizos para os produtores.

O numero de espécies de insetos existentes é estimado em 1 milhdo (Barnes e
Rupert, 1996), representando cerca de 70% das espécies vivas de animais conhecidas.
Entre essas, 90.000 sdo consideradas pragas para populacdes humanas (Gallo et al.,
1988). Na agricultura, além de sugar a seiva e ingerir fragmentos de folhas, disseminam
doencas que podem aniquilar uma lavoura inteira. No Brasil, os prejuizos na producéo
agricola vao de 7 a 79% dependendo da cultura considerada (Pfadt, 1978; Gallo et al.,
1988 e CNA, 2013), pois o clima do pais da condi¢cBes para insetos-praga causarem
danos consideraveis e prejudicarem boa parte da colheita. Segundo CNA, a producéo
agricola do pais, na safra 2013/2014, podera ser afetada devido a forte incidéncia de
trés pragas de dificil controle. S&o os casos da lagarta Helicoverpa armigera, da “mosca
branca” e da “ferrugem asiatica” que atacam e afetam a produtividade de culturas como
as da soja, algodao, feijao e milho, em diferentes regides produtoras do pais. Esse € 0
diagnéstico preliminar da Comissdo Nacional de Cereais, Fibras e Oleaginosas, da
Confederacéo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA).

Os inseticidas quimicos selecionam individuos que tem mutagcdes naturais em
enzimas que desintoxicam produtos quimicos, como o0s herbivoros (Coleoptera e

principalmente Lepidoptera), que se adaptaram para resistir ao grande arsenal quimico
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de defesa das plantas. Os verdadeiros afetados sdo os insetivoros, ou seja, 0s insetos
que se alimentam de outros insetos, pois estes ndo tém a mesma defesa quimica.
Dessa forma além de eliminar os inimigos naturais, selecionamos artificialmente, de
forma global, pragas cada vez mais resistentes a agentes quimicos (Burg e Mayer.,
1999).

Cada vez mais o uso indiscriminado de praguicidas faz surgir ainda a médio e
longo prazo, efeitos de poluicdo ambiental e, pelo uso de dosagens e de alvos
inadequados, resisténcia de artropodes a esses produtos com 0 consequente
desequilibrio biolégico.

Pelo exposto acima fica claro o quanto o desenvolvimento de outras formas de
controle de insetos é necesséaria.

Os estudos da funcdo intestinal foram particularmente estimulados apés a
conscientizacdo de que o tubo digestivo € uma enorme interface relativamente pouco
protegida entre o0 inseto e o meio ambiente. Assim uma compreensao da funcgdo
intestinal foi considerada essencial para o desenvolvimento de métodos de controle que
agem através do intestino, tais como o0 uso de plantas transgénicas para controlar
insetos fitdfagos.

O desenvolvimento do setor passa pela ampliagdo do conhecimento dos eventos
moleculares subjacentes aos fendmenos fisiolégicos intestinais, o que requer
conhecimento das enzimas digestivas em detalhe estrutural, assim como de proteinas
associadas a outras funcbes intestinais tais como: transportadores, receptores,
bombas, proteinas relacionadas aos mecanismos de secrecédo, e ainda de proteinas de
compdem a membrana peritréfica dos insetos. Estamos atras de detalhes da estrutura e
funcdo destas proteinas.

Quando consideramos a biodiversidade global representada dentro de banco de
dados de sequéncias (como por exemplo, o NCBI), muitas sequéncias séo atribuidas a
espécies modelos de insetos como a Drosophila melanogaster ou espécies de interesse
econdmico ou relacionado a problemas com a saude publica como é o caso do Aedes
aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles gambiae, pois sdo insetos vetores de

doencas (figura 1). Isso naturalmente coloca limitagdes quanto ao alcance de analises
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comparativas que podem ser realizadas usando as sequéncias de DNA ou de proteinas

de insetos disponiveis.

A

W Top Organisms [Iree]

Drosophila melanogaster (125906)
Anopheles gambiae (45227)
Drosophila simulans (43535
Culex guinguefasciatus (35522
Drosophila pseudoobscura (37255)
All other taxa (1431891)
Drosophila melanogaster (125906)
Anopheles gambiae (45227)
Drosophila simulans (43535
Culex guinguefasciatus (35522
Drosophila pseudoobscura (37255)
Aedes aegypti (36674)
Drosophila yakuba (34552)
Drosophila pseudoobscura
pseudoobscura (34158)
Drosophila persimilis (34756)
Drosophila sechellia (33524)
Drosophila ananassae (31635
Drosophila willistoni (31383
Drosophila mojavensis (30626)
Drosophila erecta (30613)
Drosophila grimshawi (301583)
Drosophila virilis (30040)
Anopheles gambiae str. PEST (25693
Tribolium castaneum (27380)
Pediculus humanus (22322)
Pediculus humanus corporis (21790
All other taxa (996535)
Less

W Taxonomic Groups [List]

eukaryotes [T542501)
animals (71538880)
arthropods (1631611)
insects (1630973)
flies (Fa2400)
mare... (868570)
more... (641}
chordates (5793)
More... (<476)
fungi (2388)
green plants (1035)
more... (199)
bacteria {13078)
protecbacteria (8372)
g-protecbacteria (50.77)
more... (2295)
CFB group bacteria (1.241)
firrnicutes (1058)
actinobacteria (1014)
cyanobacteria [522)
More... (773)
viruses (1929)
Baculoviridae [995)
more... (934)
other sequences (205)
archaea (99)
unclassified (3)

Figura 1: Na letra A temos a lista de espécies de insetos representados no banco de dados de ESTs em
Julho de 2013 e entre parénteses 0 numero de ESTs correspondentes. Na letra B temos a arvore
filogenética correspondente das espécies da letra A.

O aprofundamento e a introdugdo da amostragem de novos conjuntos de taxons

pode nos oferecer uma visdo melhor dos processos funcionais e evolutivos

fundamentais para a vida dos insetos (Rudd., 2003).

O desenvolvimento da linha de pesquisa em que este projeto se enquadra busca

identificar sitios especificos intestinais afetem os insetos. Para isso tem havido um
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grande esfor¢o na ampliacdo dos conhecimentos envolvendo as enzimas digestivas (a
sua distribuicdo espacial e os seus mecanismos de secre¢ao), assim como de aspectos

da biologia celular das células intestinais e da fisiologia molecular intestinal dos insetos.
1.2. O surgimento da transcriptémica

Os projetos genoma estdo revolucionando a maneira como a biologia e a
medicina serdo exploradas nesse seculo (Collins et al., 1998). Com o seqienciamento
total do genoma humano e de outras espécies e a disponibilidade das bibliotecas de
cDNA, abriu-se a possibilidade de uma nova estratégia para a genética, que esta sendo
chamada de gendmica funcional, a interpretacdo da funcdo das sequéncias de DNA
numa escala gendmica. A caracterizagcdo em larga escala de transcritos (RNAS) e suas
proteinas resultantes estad bem dentro da andlise funcional do genoma. E bastante
razoavel pensarmos que o sequenciamento e a andlise dos niveis de expressao de
todos os genes de um organismo devem ser tomados como alta prioridade. Por
analogia com o termo genoma, que representa o conjunto completo dos genes (DNA)
de um organismo, criou-se o termo transcriptoma, que representa o conjunto completo
dos transcritos (RNAs). Recursos metodoldgicos para enfrentar esses desafios estdo
sendo padronizados com sucesso. Dentro da analise dos transcriptomas, o primeiro
recurso disponivel foram as bibliotecas de DNAs complementares (CDNA), ou seja, um
conjunto de clones (de fagos ou plasmideos) que abrigam coépias , se possivel, de todos
0os RNAs mensageiros de uma linhagem celular ou 6rgdo na forma de cDNA
(http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio06/6 _e.pdf>. Acesso em 01 de dezembro de
2011).

1.3. Sequenciadores de nova geracao (new generation sequencing- NGS)

Desde a publicagdo do draft do genoma humano (Venter et al, 2001), a
capacidade de geracdo de dados gendmicos tem crescido intensivamente, guiados
principalmente pelo desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento de
DNA, os chamados “sequenciadores de nova geracao”. Existem atualmente diversas

tecnologias disponiveis no mercado, voltadas para o sequenciamento de DNA em larga
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escala. Estas tecnologias diferem principalmente quanto ao mecanismo quimico
empregado no processo, ao volume de dados gerados, a precisdo de bases, a
tecnologia de operacdo, ao tamanho de fragmento gerado por leitura e ao custo
operacional; sendo que a escolha da tecnologia deve basear-se principalmente no
suprimento dos dados necessarios para a abordagem experimental (Maclean et al.,
2009) (Tabela 1).

A empresa Roche foi a primeira a lancar no mercado, em 2005, uma tecnologia
de sequenciamento de DNA em larga escala (o equipamento 454 GS20), baseada na
tecnologia de pirossequenciamento. No inicio de 2007, foi a vez de a empresa lllumina
disponibilizar a sua primeira plataforma (Solexa GA). E, posteriormente, as plataformas
SOLID e Heliscope foram apresentadas pelas empresas Applied Biosystems e Helicos,
respectivamente. Desde entdo, todas estas empresas voltaram suas pesquisas no
aprimoramento de suas tecnologias, levando a um processo continuo de atualizacédo de
plataformas capazes de gerar um volume de dados cada vez maior, com maior precisao
de bases e/ou tamanho de reads maiores. Dentre estas tecnologias, a Heliscope,
juntamente com a tecnologia ainda em desenvolvimento pela empresa Pacific
biosciences, destacam-se por serem as Unicas capazes de sequenciar moléculas
Gnicas de DNA- “Single molecule sequencer”. Tais tecnologias mostram-se como
promissoras, uma vez que possibilitam o sequenciamento de moléculas de DNA, sem a
necessidade de um processamento de pré-amplificacdo, o qual € comum as outras
tecnologias citadas acima, e por vezes criticadas por alguns autores devido ao

favorecimento de amplicons.
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Tabela 1 - Resumo das caracteristicas dos seqlienciadores de nova geracéo

Sanger 454 Solid Tl

Sequenciamento
Sequenciamento o sintese com
por ligagio base em

Termmadores de

COuimica do . .
cadela marcados Piro BEL]_HE'I.]C]E‘III'I.E'[JIO

Sequenciatnento

com flucrdforos -
polimerase
Abordagem de Clonagem . Amplificacio em
reset . — 3'_] PCR em emmulssio PCR em emmlsio HpTicagaD e
amplificacio m vivo ponte
Tamanho das
~650 pb ~200-500 pb ~-253-35pb 35-100 pb
[eimiras P P P P
Wimero de 200 milhoes
leituras por 354 200.000-400.000 sequencias de 83 10.000.000
cortida pares
Nimeros de dados
gerados por 250 kb =300 M - 153Gk -7 Gb
corrida
Tempo por ecirida 1 h 5 hrs 10 chas 3-7 dias
Sequéncias de . . . .
i smm sl sim
Pares
Custo por corrida £ 192 £ 3500 £ 7000 £ a0
Custe por bases £ 1500 £ 8750 £0.90 £1.70
.-"LE."‘l'll'i‘ll:‘Zl?l do .90.9 99.5 99.94 9% 5
sequenciamento

Fonte: Thomas D. Otto, Patogen Genomics.

1.4. Pirossequenciamento de DNA

O principio da tecnologia de pirossequenciamento de DNA foi introduzido por
Hyman (1988). Entretanto, foi somente em 2005 que Margulies e colaboradores,
trabalhando junto ao 454 Life Science corp. desenvolveram o primeiro sequienciador de
segunda geracdo disponivel no mercado, empregando esta bioquimica de
processamento. Para mostrar a eficiéncia do equipamento produzido, os autores
sequenciaram e montaram o genoma completo da bactéria Mycoplasma genitalium
(508.069 bases), com 96% de cobertura e 99,96% de precisao de bases, em um Unico
processamento de 4 horas.

Este primeiro equipamento disponibilizado pela 454 life sciences corp foi o
Genome Sequencer 20 System, capaz de produzir 200.000 reads, com tamanho médio

variando entre 100 - 120 bases, em apenas 4,5 h de processamento. Posteriormente,
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esta plataforma foi atualizada para GS FLX, a qual é capaz de produzir até 400.000
reads por processamento, com tamanho meédio entre 350-450 bases, em um
processamento de 10 horas. Tais avan¢os tem se mostrado continuos, ndo somente
por parte da 454 Life science corp. como por parte de tecnologias e empresas
concorrentes (i.e. SOLID, Solexa), as quais, de maneira geral, competem no mercado
baseando-se na relacdo tamanho de fragmento/precisdo de bases, os quais sao

especificos de cada tecnologia.

Raehe (454) GSFLX
-
| - Contrucio das biclictecas Il - PCR e Emulséo :O ;gc?“ da nancesfers
Fal { 7
5 3 ¥ < 3 2
x\_{: {J ,“‘ [’ E / ,J ,
L_ <[ \ e 4 .‘ £ - T D
N i ad I AW A Ll = 4 e N
Y1 X . / ] .
h\{((\; \ \' 1‘ ) & \" ) .
’k\, S 8] 8Y /8 / ‘ y
megem do snal
¥ Folymerase
3\ 4
P
- 3 FTITd T Y T
e
2 APS \
B} ! : ‘ " PP, primer
o Sulfurylass
ATP :
Lucisrase A Lucilenna
* + Cmookofanra
IV - Reaglio de Pirosequenciamento TRENDS in Genefos

FIGURA 2. Pirossequenciamento. Fonte: Mardis, Trends in Genetics, v. 24, n.3, 2007.

| Construcdo das bibliotecas — Genoma é fragmentado por nebulizacdo, ndo existe a necessidade de selecionar
colnias. O DNA simples fita € criado com adaptadores A e B que séo usados como primers para ligacdo nas nanoesferas.
A selecéo dos fragmentos A/B é feita através de purificagdo por streptavidina-biotina

Il PCR em Emulsdo — O DNA simples fita é capturado pelas nanoesferas. A emulsdo contendo os reagentes de PCR
formam microreatores para a clonagem do fragmento.

lll Ligacdo da nanoesfera no poco — Cada poco recebe uma nanoesfera com os fragmentos de DNA simples fita
clonados. O didmetro de cada pogo possue 44 um contendo 200.000 leituras em paralelo.

IV Reacdo de Pirosequenciamento — Anelamento da polimerase no primer, incorporacdo dos dNTPs e liberacdo do PPi
gue é convertido a ATP pela sulfurilase. O ATP fornece energia a luciferase oxidar a luciferina em oxiluciferina gerando
luz. Por fim a apirase hidrolisa os dNTPs excedentes limpando 0 po¢o para um nova incorporagao.
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Adicionalmente ao sequienciamento de genomas, mais recentemente a 454
lancou um protocolo especifico para o sequenciamento de cDNA, partindo de amostras
de mRNA. Esta metodologia, comumente chamada de RNA-Seq, tem possibilitado a
obtencdo de um amplo perfil de expressdo génica em isolados bacterianos (i.e.
transcriptbmica) e também da expressao génica em diferentes tecidos de um mesmo
organismo.

A leitura da sequéncia nesse sistema de pirossequenciamento € realizada a
partir de uma combinacdo de reacfes enzimaticas que se inicia com a liberacdo de um
pirofosfato, oriundo da adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia. Em seguida, esse
pirofosfato € convertido para ATP, pela ATP sulfurilase, sendo este utilizado pela
luciferase para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz (figura 2) capturado por
uma camara CCD (charge-coupled device) acoplada ao sistema.

O sistema requer que o DNA seja mecanicamente fragmentado em sequéncias
de 300 — 800pb, transformado em fragmentos abruptos fosforilados e ligado a
adaptadores de sequéncia especifica (Figura 2). A biblioteca de DNA da amostra &
ligada a adaptadores A e B nas extremidades 3’ e 5’ dos fragmentos, respectivamente,
0s quais sao utilizados nas etapas posteriores de isolamento dos fragmentos (A-B) e
amplificacdo e nas reacfes de sequenciamento. O adaptador B possui biotina ligada a
extremidade 5’, o que permite o isolamento dos fragmentos ligados ao adaptador A na
extremidade 3’ e adaptador B na extremidade 5 na amostra. Somente os fragmentos
AB séo eluidos na reacao de purificacdo e sédo especificamente ligados as microesferas
gue carregam varias copias da sequéncia complementar exata ao adaptador B de um
anico fragmento (Margulies, et al., 2005). O outro adaptador € utilizado no anelamento
do primer que inicia a reacdo de sequenciamento. As microesferas ligadas aos
fragmentos Unicos de fita simples sdo entdo emulsionadas em uma mistura de agua e
0leo com reagentes de PCR para amplificacdo clonal do fragmento fita simples em
cerca de 1 milh&o de copias. Na PCR em emulsdo, o 0leo em solugdo aquosa forma
micelas, nas quais as microesferas sao capturadas. Cada micela funcionara como um
microrreator, produzindo muitas copias idénticas de um mesmo fragmento isoladamente

em um microssuporte (Dressman et al., 2003).
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Apés a PCR de emulsao, as microesferas ligadas aos fragmentos de fita simples
sdo depositadas em pocos distintos em uma placa de silica, onde os reagentes para o
sequenciamento sdo distribuidos. As reacdes de sequenciamento ocorrem em cada
poco, para um unico tipo de fragmento ligado a microesfera, ndo havendo, portanto,
competicdo por reagentes com outros fragmentos da biblioteca. A placa de
sequenciamento é dividida em 1,6 milhdes de pocos com didmetro suficiente para alojar
uma unica microesfera (Figura 2).

A placa de sequenciamento € inserida junto ao sistema Optico de leitura no
equipamento. Os reagentes e as solu¢des de sequenciamento sdo entdo distribuidos
por toda a placa a cada ciclo para obtencdo do sequenciamento paralelo dos 1,6
milhdes de pocos. O sequenciamento € realizado em ciclos, e a cada ciclo um tipo
determinado de nucleotideo € adicionado a reacdo. Se o nucleotideo adicionado for
incorporado a sequéncia em sintese, um sinal de luz é emitido, sendo a intensidade
desse sinal um reflexo do ndmero de nucleotideos desse tipo especifico que foram
sucessivamente incorporados na molécula. Como o nucleotideo que é adicionado a
cada ciclo € conhecido, o sinal de luz emitido pode ser diretamente utilizado como
informacéo de sequéncia (Ronaghi, 2001).

Os fragmentos sequenciados nessa plataforma passam por sistemas de anélise
de qualidade em que sequéncias distintas oriundas do sequenciamento de uma unica
microesfera sdo eliminadas, bem como as leituras em que a sequéncia inicial TCGA
(quatro primeiros nucleotideos dos adaptadores) ndo aparece. O Kit utilizado para fazer
0S experimentos com os insetos do nosso estudo geram leituras de cerca de 400pb e
no ultimo lancamento da Roche leituras maiores que 800pb sdo conseguidas. Esse
aprimoramento das leituras advém de otimizacbes nas reagBes quimicas do
pirosequenciamento, as quais reduzem o ruido de fundo e aumentam o numero de
leituras por corrida, e do novo desenho do suporte de sequenciamento (PicoTiterPlate),
o qual agregou duas mudancas principais: 0 uso de uma estrutura metalica, permitindo
leituras mais acuradas, e esferas ainda menores, aumentando, tanto o tamanho das
leituras, quanto o numero de leituras por corrida (ROCHE, 2008).

Uma limitacdo importante da plataforma 454 é a baixa eficiéncia na determinacao

de homopolimeros. Como a intensidade do sinal de fluorescéncia relaciona-se ao
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namero de vezes que um determinado nucleotideo é repetido mais de trés vezes torna-

se imprecisa.

1.5. RNA-Seq - histérico e aplicacdes

O “transcriptoma” pode ser definido como sendo o conjunto completo de
transcritos em uma célula, e suas quantidades, em um estagio especifico do
desenvolvimento ou condi¢éo fisiolégica (Wang et al., 2009), incluindo, portanto RNA
codificante (MRNA) e ndo codificante (rRNA, tRNA, RNA estrutural, RNA regulatorio, e
outros tipos de RNAs). Assim sendo, desde o inicio da biologia molecular, diversos
estudos vém sendo realizados com o objetivo de entender os mecanismos envolvidos
no processo de transcricdo nas células (Seshasayee et al.,, 2006), uma vez que a
alteracdo nos niveis de expressdo estd diretamente relacionada a modificagcbes na
fisiologia, metabolismo e consequentemente ao processo de adaptacao celular (Van
Vliet, 2010).

Até recentemente, a aplicacdo de técnicas moleculares baseadas em
microaaranjos de DNA eram as mais eficientes ferramentas para a determinacdo de um
amplo padrdo de expressdo génica a nivel celular (Hinton et al., 2004). Entretanto,
algumas limitagdes no uso desta tecnologia tém surgido (Bloom et al., 2009), como por
exemplo, a especificidade do arranjo para cada isolado, a saturacdo do fundo
(background) e a qualidade e densidade variaveis dos spots; fatores os quais tém
dificultado a andalise comparativa entre experimentos e, geralmente, levados a
necessidade de métodos normalizadores complexos (Hinton et al., 2004). Devido a isto,
a aplicacao de sequenciamento de cDNA surgiu como uma alternativa eficiente para
solucionar estes problemas, bem como para suprir dados transcriptdmicos
independentemente da necessidade de uma sequéncia genbmica de referéncia
previamente descrita.

O sequenciamento de cDNA inicialmente era feito por técnicas como Sanger ou
bibliotecas de ESTs, mas esta abordagem possui um rendimento relativamente baixo,
com custo elevado, dispendioso e geralmente ndo sado quantitativos. Desta forma, foi

somente apds o surgimento de protocolos especificos aplicados para a sintese e
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sequenciamento de cDNA em larga escala, que a tecnologia RNA-Seq tornou-se
possivel, levando a obtengcdo de uma alta resolucdo em perfis trancriptdmicos.

Os recentes avancos das tecnologias de sequenciamento de DNA tém
possibilitado uma revolucdo nos mais diversos contextos das ciéncias biolégicas, em
especial aqueles aplicados a transcriptdmica. Desta forma, as plataformas atuais de
sequenciamento em larga escala vém sendo empregadas na area de fisiologia intestinal
de insetos com o objetivo de compreender melhor a ampla diversidade dos tipos de
ordens de insetos e especializacdes dos tubos digestoérios destes, visando encontrar
caracteristicas principais nas expressées génicas e componentes chaves, do intestino
médio de insetos, responsaveis por fenémenos intrigantes, mas com sua base
molecular ainda desconhecida. Também pretendemos encontrar moléculas
responsaveis por fendémenos fisiolégicos como transporte de nutrientes, secrecio de
enzimas digestivas, receptores e bombas.

Com o auxilio das novas plataformas de sequenciamento podemos também
realizar um northen digital, pois estes sdo métodos quantitativos além de qualitativo e

desta forma, podemos identificar regifes de expressdo de mRNAs especificos.

1.6. Sequenciamento aleatdorio de etiquetas de sequéncias expressas
(ESTs)

Além da técnica moderna de pirossequenciamento, ao longo dessa tese foram
utilizadas outras técnicas como o sequenciamento aleatério de etiquetas de sequéncia
expressas.

A geracgao rapida de sequéncias de leitura simples a partir das por¢cdes 3’ e 5’ de
MRNAs suficientemente expressos (popularmente conhecidos como ESTSs, isto €,
etiquetas de sequéncias expressas) (Adams et al. 1991; Okubo et al. 1992; Wilcox et al.
1991) resultou na descoberta de muitos genes, antes mesmo da conclusdo do projeto
genoma e do esfor¢co para o sequenciamento de outros organismos (Adams et al. 1992;
Matsubara e Okubo 1993; Venter 1993).

ESTs sao tipicamente néo editados, processados automaticamente e sequéncias
de leitura Unicas produzidas a partir de cDNA (pequenas moléculas de DNA transcritas

reversamente a partir da populacio de mRNA.). Bibliotecas de cDNA séo
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rotineiramente preparadas e contém dezenas de milhares de clones, exemplificando
uma variedade de tipos de tecidos especificos que representam a expressdo do gene
durante estagios de desenvolvimento especificos e frente a desafios bidticos e
abidticos. O baixo preco do sequenciamento de EST e sua automacéao freqientemente
fazem do sequenciamento do EST a mais atrativa rota para a amostragem ampla de um
transcriptoma (Rudd., 2003).

Dessa forma, a utilizacdo de dados de EST tem aumentado consideravelmente
para que se possa explorar o maximo de informacédo desta fonte de dados e isso se
tornou possivel devido ao estabelecimento das bases de dados centralizada (Boguski et
al.,1993).

ESTs foram por muito tempo o maior nimero componente dos bancos de dados
de sequéncias de nucleotideos obtidas a partir de genomas, em termos do numero de
sequéncias e da contagem total de bases. ESTs fornecem uma fonte de sequéncia
bruta (sem muito tratamento), que podem ser bastante exploradas para a descoberta de
genes, anotacfes de genoma e gendmica comparativa.

O conceito de usar cDNAs como uma rota para acelerar a descoberta de genes
foi pela primeira vez demonstrado no comeco dos nos 80. Mark Adams foi o primeiro a
usar o termo EST em relacdo a descoberta de genes e no projeto genoma humano em
1991 (Adams et al., 1991).

Quando consideramos a biodiversidade global representada dentro das
bibliotecas de EST, muitas sequiéncias séo atribuidas a espécies modelos de insetos
como a Drosophila melanogaster ou espécies de interesse econémico ou relacionado a
problemas com a saude publica como é o caso do Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus, pois sdo insetos vetores de doengas. Isso naturalmente coloca
limitacbes quanto ao alcance de analises comparativas que podem ser realizadas
usando as sequéncias de EST de insetos disponiveis.

A necessidade de uma amostragem mais uniforme dentre os insetos tem sido
discutida e ha muitos genomas ideais para se fazer um sequenciamento gendémico
completo. Com as complicacdes de se fazer um sequenciamento gendmico completo, o

aprofundamento e a introducdo da amostragem de novos conjuntos de taxons pode nos
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oferecer uma visdo melhor dos processos funcionais e evolutivos fundamentais para a
vida dos insetos (Rudd., 2003).

1.7. Fisiologia molecular intestinal da larva de T.molitor
1.7.1. Estrutura e compartimentacédo do tubo digestivo

O intestino dos insetos é dividido em trés regides: anterior, médio e posterior (ver
esquema na figura 3, para maiores detalhes ver Chapman, 1985). O intestino anterior
comeca na boca e inclui a cavidade bucal (no qual as glandulas salivares liberam sua
secrecdo), a faringe, o es6fago e o papo. O papo € um o6rgdo de estoque e, em alguns
insetos, também serve como um sitio para a digestédo. O intestino anterior é coberto por
cuticula e, em alguns casos, pode ser reduzido a um pequeno tubo. O proventriculo
pode ser um oOrgao triturador em alguns insetos, mas na maioria das espécies costuma
desempenhar apenas o papel de valvula para entrada do alimento no intestino médio.

O intestino posterior, como o anterior, também €& coberto por uma cuticula. Ele
inclui o ileo e o reto, que sao estruturas envolvidas na absorcdo de agua, e termina no
anus. Em alguns insetos essa estrutura € reduzida a um tubo fino, em outros ele pode
ser modificado em camaras de fermentacdo ou rimen. Nessas duas ocorre a presenca
de microorganismos que podem ajudar na digestédo da celulose.

O intestino médio representa a por¢cao mais importante do intestino na digestao
do alimento pelos insetos. Ele consiste de um tubo simples que pode apresentar
extensdes em forma de sacos com fundo cego, presente normalmente no inicio do
intestino meédio, denominado de cecos gastricos. Na maioria dos insetos, no interior do
intestino ocorre uma estrutura membranosa em forma de tubo que envolve o alimento e
de constituicdo quitino-protéica. Essa estrutura € denominada de membrana peritrofica
(falaremos desta estrutura em separado). O intestino médio termina no piloro que € um
esfincter que separa o intestino médio do posterior. E nessa regido que desembocam

os tubos de Malpighi, estrutura responsavel pela excrecdo nesses animais.
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Figura 3: Diagrama Geral do tubo digestivo de insetos (de acordo com Chapman, 1985;
Terra e ferreira, 1994).

A digestdo nos insetos ocorre no intestino médio (ventriculo) de forma
compartimentada. A digestao inicial dos polimeros (amido, proteina, etc...) ocorre no
interior da membrana peritrofica (estrutura anatdbmica quitino-proteica que reveste o
alimento no interior do ventriculo). Os oligbmeros resultantes difundem-se para o
espaco luminal exterior a membrana peritréfica onde sdo atacados por outras enzimas
(carboxipeptidases, aminopeptidases) e, finalmente, na digestdo final os dimeros
resultantes sao hidrolisados por enzimas imobilizadas na superficie do epitélio do
intestino médio. Essa imobilizagdo ocorre devido ao fato das enzimas serem integrantes
de membrana em alguns insetos ou por estarem firmemente associados ao glicocalix
celular em outros. Ocorre uma circulagcdo endo-ectoperitrofica (isto é entre os espacos
interiores e exteriores a membrana peritrofica) de enzimas de digestao inicial, o que
leva a uma grande economia dessas enzimas, pois impede a sua excrec¢ao junto com o
alimento ndo digerido. Essa circulacdo ocorre gracas a secrecdo de agua na regiao

posterior do intestino médio (ventriculo) e sua absorcéo na regido anterior. Dependendo
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do grupo filogenético, ocorrem variacfes nesse esquema (Terra, 1990; Terra & Ferreira,
1994, 2005).

As larvas do besouro da farinha T. molitor representam o tipo mais basal dos
insetos holometabolicos (metamorfose completa). Eles apresentam um ventriculo
anterior acido, onde ocorre principalmente digestdo de carboidratos, e um ventriculo
posterior basico responsavel pela maior parte da digestdo protéica. Como nos demais

insetos ocorre um contra fluxo de fluido intestinal (Terra et al., 1985).

1.7.2. Membrana peritréfica

O intestino médio de insetos frequentemente contém uma membrana acelular
semipermeavel, a membrana peritrofica (MP) (ou matriz peritréfica), a qual separa o
contetdo do limen do intestino médio das células epiteliais que delimitam o intestino
médio. Esta é a Unica regido do inseto em contato com 0 meio externo ndo recoberta
por cuticula (Tellam et al.,1999). A MP envolve o bolo alimentar e é formada de
proteinas (peritrofinas) e quitina tendo diversas funcées como a de compartimentacao
do tubo digestivo, protecdo do epitélio e ligacdo de toxinas (Terra, 2001; Hegedus, et
al., 2009). Dentre as diversas proteinas, as peritrofinas desempenham um importante
papel para a formacao e manutencao da estrutura da membrana peritréfica.

Muitos insetos secretam a membrana peritrofica (Peters., 1992); entretanto, a MP
€ geralmente ausente em Hemiptera, Thysanoptera e adulto de Lepidoptera, e a MP é
formada em outras espécies somente quando eles se alimentam (ex: fémeas de
mosquitos depois de se alimentarem de sangue) ( Lehane., 1997).

Dois tipos de membrana peritréfica tem sido definidos baseado no sitio de
sintese (Wigglesworth, 1930; Peters, 1992). MP do tipo 1 é sintetizada por todas as
células epiteliais do intestino médio e forma uma bolsa ao redor do alimento.
Tipicamente este tipo de MP € produzido em resposta direta a ingestdo de alimento,
mas pode ser constitutivamente produzida (Baines, 1978; Ramos et al.,1994; Lehane,
1997). A MP do tipo 2 é constitutivamente produzida por um pequeno 6rgao altamente
especializada, a céardia, localizada na regidao anterior do intestino médio.

As funcbes dessa MP foram revistas por Terra (2001), Terra & Ferreira (2005) e

testadas empiricamente por Bolognesi et al.,, 2001. A MP compartimenta 0s processos
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digestivos macromoleculares, protegendo o epitélio contra efeitos deletérios de enzimas
digestivas enddgenas, enquanto permite a passagem de pequenos nutrientes para o
espaco ectoperitréfico onde a digestéo final ocorre (Terra et al., 1996). A MP também
funciona como um andaime para a imobilizacdo de enzimas digestivas como as
proteases, peptidases e glicosidases (Ferreira et al., 1994; Wijffels et al., 2001) e € a
primeira linha de defesa contra substancias téxicas ingeridas pelo inseto e contra a
invaséo de patégenos (Lehane, 1997; Terra et al., 1996).

1.7.3. Quitina

Quitina, o homopolimero de (-(1,4)-N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), € o
principal componente do exoesqueleto de insetos e outros artropodes. Quitina ndo é
somente constituinte da cuticula de insetos (Kramer & Muthukrishnan, 1997), mas
também é componente principal da membrana peritréfica, a qual é secretada pelas
células endodérmicas epiteliais do intestino médio.(Arakane et al., 2008),

Técnicas usadas para determinar o conteddo de quitina ndo sdo eficientes para
diferenciar entre quitina e os polissacarideos em glicoproteinas (Adang e Spence.,1992;
Peters, 1992). Tellam & Eisemann (2000) concluiram que a membrana peritrofica da
larva de L. cuprina contém ndo mais que 5,3% de quitina e o baixo conteddo de quitina
foi responsavel pela inabilidade da quitinase e inibidores da sintese de quitina em
romper a membrana peritréfica, mas a quitina pode ser o grande componente da MP
em outros insetos.

Quitina é sintetizada pela quitina sintase (QS) através da adicao sequencial de
unidades de GICNAc e parece estar presente em maiores quantidades nas membranas
peritréficas do tipo 1. Esse tipo de membrana € completamente desagregado por
calcofltor (Wang & Granados, 2000).

Edwards & Jacobs-Lorena (2000) incubaram membranas peritréficas de larvas e
adultos de mosquitos com quitinase. Esses autores mostraram que nas larvas, que tém
membrana peritréfica do tipo 2 (pouca quitina), ela permanece intacta, enquanto que
nos adultos, que tém membrana peritréfica do tipo 1 (muita quitina), ha rompimento

dessa estrutura.
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Os trabalhos comentados acima indicam que em membranas peritréficas do tipo
2 a quitina est4 presente em pequenas quantidades, ou 0 modo como ela interage com
as peritrofinas € tal que impede a acdo das susbtancias testadas, ao contrario do

observado nas membranas peritroficas do tipo 1.

1.7.4. Peritrofinas

Andlises de etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) de tecidos epiteliais do
intestino médio (Shi et al., 2004; Simpson et al.,2007;Venancio et al., 2009), e analises
de protebmica da membrana peritréfica (MP) (Campbell et al., 2008; Toprak et al.,
2008) e componentes do lumen do intestino médio (Paunchet et al., 2008) tem
identificado muitas das principais proteinas da MP.

Estimamos que o namero de proteinas da MP variam muito, desde poucas até
muitas duzias (Adang & Spence, 1982., Moskalyk et al., 1996). Estagios do
desenvolvimento, dieta e as vezes dentro do mesmo grupo de animais, temos nimero
de peritrofinas diferentes, mas o principal determinante é o procedimento de extracéo
realizado.

Tellam et al (1999) propds 4 classes de proteinas da MP baseado na facilidade
com a qual elas conseguem ser removidas da MP.

Proteinas da classe 1 sdo removidas da MP por tampdes fisiologicos e
representam proteinas associadas fracamente, como enzimas digestivas e/ou comida
remanescente. As proteinas da classe 2 sdo extraidas com detergentes leves como
dodecil sulfato de sodio (SDS), que rompem intera¢cdes ibnicas fracas, entretanto as
proteinas da classe 3 séo liberadas somente com desnaturantes fortes como a uréia. A
classe 4 das proteinas nao pode ser removida por qualguer meio e sdo covalentemente
ligadas a outras proteinas ou a quitina.

Estas proteinas também podem ser divididas em ndo estruturais e estruturais
(peritrofinas). Proteinas n&o estruturais incluem enzimas digestivas (ex: lipases, serino-
proteases, exopeptidases, endopeptidases), enzimas que modificam quitina (quitina
desacetilase) e outras enzimas (ex: fosfatase alcalina) (Terra et al., 1979; Campbell et
al., 2008; Toprak et al., 2008).
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Peritrofinas contém pelo menos um dominio ligante de quitina (CBD) e podem
também ter dominio de mucina (MD). MDs contém uma ou mais regides que sao ricas
em residuos de serina e treonina e exibem um alto potencial de O-glicosilacdo (Devine
& McKenzie, 1992).

Os carboidratos associados com MD podem contabilizar 50-90% da proteina em
peso (wang & Granados, 1997b; Perez-Vilar & Hill, 1999). Residuos de prolina existem
entre os residuos de serina e treonina, o0 que leva a cadeia de aminoacidos condensar
numa estrutura enrolada com a porcéo dos carboidratos projetando-se para o exterior
(Van den Steen et al., 1998; Shi et al., 2004).

Pesquisas anteriores presumem que os tipos de proteinas associadas com o
tegumento e a MP devem ser similares porque ambos contém quitina. Um motivo
comum chamado de Rebers e Riddiford est4 presente em mais de 70% de todas as
proteinas cuticulares. Este dominio forma uma estrutura de folha beta com cadeias
laterais hidrofébicas orientadas para que possam participar de interacdes com a quitina.
Conjugacdo oxidativa de catecdis levam a proteina a fazer ligacbes cruzadas e a
esclerotizacdo da cuticula (Suderman et al., 2006).

As peritrofinas, proteinas integrantes da MP e que sao liberadas somente sob a
acado de fortes desnaturantes, sdo feitas de varios dominios. O dominio principal
(dominio peritrofina-A, pfam 01607, CBM_14)(CDART database) (Geer et al., 2002;

<WWW.ncbi.nlm.nih.gov> visitado em dezembro de 2009 ) é um dominio rico em

cisteina com propriedades ligantes de quitina, possuindo a seqiéncia consenso: CXi3.
20CX5.6CXg.10CX10.14CX4.14C (onde X é qualquer aminoéacido, exceto Cys) que inclui
varios aminoacidos aromaticos. Acredita-se que estes residuos aromaticos estao
envolvidos na ligacdo a agucares. Os dominios peritrofina-A tém sido encontrados néao
somente nas proteinas peritrofinas, mas também em mucinas de insetos (Wang e
Granados, 1997), no C-terminal de muitas quitinases, em algumas serina proteases
relacionadas a imunidade (Gorman et al., 2000), em ovario e proteinas da traquéia de
Drosophila (Barry et al., 1999) e em proteinas do baculovirus. Entretanto, inspecoes
manuais destas sequéncias feitas por Venancio et al.(2009) mostrou que proteinas da
traguéia ndo tem CBDs verdadeiros, portanto peritrofinas séo proteinas especificas da

membrana peritrofica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Outro tipo de dominio que ocorre nas peritrofinas € o dominio rico em
Pro/Ser/Thr que sdo fortemente glicosilados e similares as mucinas. As peritrofinas
podem ser formadas por um simples CBD ou por arranjos alternativos de CBDs e
espacos, 0S quais podem apresentar comprimentos variaveis e possuem residuos
altamente glicosilados (dominios semelhantes a mucinas) (Wang e Granados, 1997 a;
Shen e Jacobs-Lorena, 1998; Tellam et al., 1999, 2003).

De acordo com esta definicdo, a mucina intestinal de inseto descrita por Wang e
Granados (1997 a,b), que apresenta um grande dominio semelhante a mucina € uma
proteina semelhante a peritrofina. Apesar disso, muitos autores ainda separam as
mucinas intestinais de insetos das peritrofinas, devido a sua grande extensdo em
espacadores ricos em Pro/Ser/Thr (veja exemplo em Si et al., 2001).

O motivo Rebers e Riddiford (R&R  consenso; PDGDYNY+
YETSNGIADQETGD+KSQGETRDG++AVDVV+GSYSYVDPDGTTRTVTYTADDENGF
QPVGAHLP; PFAM 00379; Rebers e Riddiford, 1988; Anderson, 2010; Karouzou et al.,
2007; Willis, 2010), o qual é desprovido de cisteina, ndo € encontrado entre as
peritrofinas. Entre as peritrofinas encontramos dominios com 6, 8 e 10 residuos de
cisteina e estes sao chamados de dominios peritrofina A, B, C respectivamente. Estes
dominios estdo envolvidos nas interacdes com a quitina (Tellam et al., 1999). As folhas-
B formadas dentro dos dominios de ligacdo a quitina (CDB) das peritrofinas estao
ligadas por pontes dissulfeto entre as cisteinas para criar um bolso de ligagcdo em que
residuos hidrofoébicos conservados interagem com a quitina (Figura 4). A especificidade
do CDB pode influenciar na estrutura da MP, assim como proteinas ligantes de quitina
podem interagir apenas com conformacdes especificas da quitina (Hegedus et al.,
2008).

O dominio peritrofina-A é encontrado em varias proteinas extraidas da MP de
insetos. Este motivo pertence a familia CBM14 de dominios ligantes de carboidratos
(pfam 01607; Elvin et al., 1996) também conhecido como dominio ligante de quitina tipo
2 (ChtBD2 = SMART 00494).

Apesar da grande maioria das proteinas com ChtBD2 encontradas até o
momento estarem localizadas na MP, estudos recentes (Barry et al, 1999; Behr e
Hoch, 2005) encontraram estas proteinas com ChtBD2 na cuticula de Drosophila
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melanogaster e também no intestino posterior e tdbulos de Malpighi de
Ctenocephalides felis ( Gaines et al, 2003).
a
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Figura 4- Estrutura do dominio ligante de quitina peritrofina-A (CBD) (Hegedus, et al., 2009). (a)
Comparacao entre as estruturas primaria e secundaria do CBD da peritrofina de Mamestra configurata,
McPM1, e a mucina intestinal de invertebrado, MclIM. Residuos de cisteina conservados (caixa preta)
que formam as pontes dissulfeto (linhas pretas) e residuos aromaticos envolvidos na interagdo com
quitina (laranja) sdo indicados. Residuos de cisteina adicional (sublinhado triplamente) no terminal
carboxi do CBD de MclIM que podem formar pontes dissulfeto intra ou intermolecular. A estrutura
secundéria predita incluindo algcas (linhas brancas), folhas-B (barras amarelas) e a-hélice (barra
vermelha) estda mostrada acima. (b) Estrutura terciaria de Tachycitin, uma proteina antimicrobiana de
caranguejo, Tachypleus tridentatus, que contém um CBD similar ao de uma peritrofina. Residuos de
cisteina conservados sao bolas ovais azuis e as pontes dissulfetos entre estes residuos séo linhas azuis
e residuos aromaticos de interacdo com a quitina séo destacados em laranja.

As peritrofinas exibem uma grande variacdo em numero de CBDs e
consequentemente de massa molecular. O nimero de CBDs em uma peritrofina pode
variar desde um ate 19 (revisdo de Tellam et al., 1999; Dinglasan et al., 2009; Venancio
et al., 2008; Hegedus et al., 2009).

Uma nova nomenclatura para as proteinas que contém CBDs surgiu em 2010
(Jasrapuria et al, 2010). Esta classificacdo foi construida apds um trabalho de

bioinforméatica, no qual, todos os genes de Tribolium castaneum (um inseto da ordem
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Coleoptera), que codificavam proteinas contendo um ou mais ChtBD2, foram
encontrados.

Estas proteinas foram divididas em 3 grupos: o primeiro grupo sdo as proteinas
que eram muito similares as peritrofinas descritas de L. Cuprina e T ni e que tinham o
consenso de espacamento entre as cisteinas adjacentes de Tellam et al, 1999 (CXj;-
17CX5CXg.14CX12CX6.7C). Estas proteinas foram denominadas de peritrofinas. O nimero
de ChtBD2 nesta familia de proteinas variou de 1 até 14 e o tamanho dos CBDs
individualmente variou de 52 a 56 aminoacidos, contando da primeira cisteina até a
sexta. Normalmente quando existe mais de um CDBs na mesma proteina, estes sdo
altamente similares entre si.

O segundo grupo de proteinas encontradas sdo agrupadas em uma familia
denominada “Proteinas cuticulares analogas a peritrofina-3” (CPAP3), devido a sua
aparente falta de funcéo na organizacdo da membrana peritréfica, a sua localizacdo na
cuticula e a presenca de 3 ChtBD2. Esta familia possui o tamanho dos CBDs entre 54 e
56 aminoacidos e 0s espacamentos entre as cisteinas segue o consenso CXis.
24CX5CX9.10CX12-16CX7.8C.

A terceira familia de T. castaneum inclui membros com um ChtBD2 (CPAP1) e
possuem 0s espagamentos entre as cisteinas conservadas CXi4.16CX5CXg.13CX12CX7.
sC.

Esta nova classificacdo de Jasrapuria et al (2010) servirA como base para o
agrupamento das peritrofinas encontradas durante o primeiro ano de trabalho com as
varreduras da biblioteca de cDNA com os anticorpos anti-MP e anti-P1. Este
agrupamento das peritrofinas levara em conta principamente os espacamentos entre as
cisteinas conservadas dos CBDs.

Uma hipétese do surgimento das peritrofinas € de que as mucinas ancestrais (as
quais recobrem o epitélio do intestino médio dos insetos ancestrais assim como dos
animais atuais dando uma certa viscosidade) tenham adquirido dominios capazes de
ligar quitina, formando uma rede, originando a membrana peritrofica (Terra, 2001).

Estas proteinas sdo a importancia central para a manutencdo da estrutura e da

funcao bioldgica de protecao dos insetos. A perturbacéo das funcdes das peritrofinas ou
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da manutencao da estrutura da MP por meios quimicos ou imunolégicos pode levar a
um novo mecanismo de controle de insetos.

O processo de secrecao de peritrofina ndo é conhecido em Coleoptera e nem
esta claro porque foram encontrados ao varrer uma biblioteca intestinal de cDNA de
expressdo com anticorpos gerados contra membranas microvilares purificadas. Essa
descoberta sugere uma associacéo forte das peritrofinas com essa membrana e isso
pode influenciar o modo de formacédo da membrana peritréfica nesses insetos. Ambos

0S aspectos merecem ser investigados.

1.8. Transporte através da membrana celular

O transporte através da membrana celular, ocorre por um de dois processos
basicos: difusdo (transporte passivo) ou transporte ativo. Transporte ativo é o
movimento através da membrana contra um gradiente de concentracdo, em
combinacdo com uma proteina carreadora que transfere energia para a substancia
transportada. Ja4 a difusdo ocorre sem gasto de energia. A difusdo facilitada € uma
modalidade de difusdo em que ndo ocorre gasto de energia, o transporte ocorre a favor
do gradiente de concentracdo (do meio mais concentrado para 0 meio menos
concentrado), em que as substancias atravessam a membrana com a assisténcia de
uma proteina transportadora especifica localizada na superficie da membrana - a

permease.

Proteina do Proteinas carreadoras

/
Energia

Ditusao Difusdo
simples facilitada

L J1 J

Difusao Transporte ativo

Figura 5: Vias de transporte através da membrana celular e os mecanismos basicos do mesmo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Difus%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transportadora
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As proteinas de transporte membranar sdo proteinas transmembréanicas, e
permitem o transporte de indmeras moléculas essenciais para a sobrevivéncia da célula
(dgua, glicose, ions, aminoacidos e etc), e ainda a excrecdo de produtos do
metabolismo celular que ja ndo serdo necessarios. Ha casos em que uma mesma
substancia pode atravessar a membrana quer por difusdo quer através de uma proteina
de transporte. Nesses casos a presenca destas proteinas acelera o transporte, de
forma a satisfazer as necessidades da célula. Sera importante salientar que estas
proteinas ndo se encontram exclusivamente na membrana citoplasmatica, mas também
na membrana de inUmeras organelas celulares como € o exemplo da mitocondria.

Gases como: oxigénio, nitrogénio e dioxido de carbono e também alcoodis
possuem uma lipossolubilidade elevada e desta maneira conseguem difundir através da
bicamada lipidica, assim como solu¢des aquosas.

Substéncias polares e/ou carregadas podem também atravessar as membranas
celulares com a ajuda dos chamados canais protéicos. Estes canais podem ter uma
permeabilidade seletiva para o transporte de um ou mais ions ou moléculas especificas.
As aquaporinas sdo canais de agua com uma difusdo extremamente elevada quando
comparado a outros tipos de canais como: canais de cloreto, sédio e também de
potassio. Estes canais possuem tamanhos da ordem de nanémetros e podem ser
controlados por voltagem ou por regulacdo quimica.

Estes transportadores exercem suas funcdes para manter o equilibrio e o bom
funcionamento do sistema fisioldgico. Os liquidos extracelulares e intracelulares sao
bem diferentes quando se fala em substéncias mais abundantes em cada um deles. O
liquido extracelular contém grande quantidade de ions cloreto, sédio e bicarbonato,
além dos nutrientes para as células, tais como oxigénio, glicose, acidos graxos e
aminoacidos. Contém, igualmente, dioxido de carbono que esta sendo transportado
para excrecdo. O liquido intracelular difere, significativamente, do liquido extracelular,
porque contém grande quantidade de ions potassio, magnésio e fosfato, em lugar dos
ions sédio e cloreto, encontrados no liquido extracelular. Abaixo sera exposto uma

breve explicacédo sobre cada um dos tipos de transportadores estudados.
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1.9. Familia dos transportadores de soluto (SLC)

Solute Carrier family (SLC) ou familia dos transportadores de soluto séo
proteinas transportadoras de membrana que incluem mais de 300 membros,
organizados em 51 familias. (Hediger, 2004). A maioria dos membros do grupo de SLC
estdo localizados na membrana da célula. O gene SLC teve sua nomenclatura
inicialmente proposta pelo Comité de Nomenclatura HUGO Gene (HGNC) que é a base
para os nomes oficiais HGNC dos genes que codificam esses transportadores. A
classificagdo mais geral chamada de: “transportador transmembranar” pode ser
encontrada na base de dados TCDB (www. tcdb.com.br).

Solutos que sédo transportados pelos varios membros do grupo SLC séo
extraordinariamente diversos e incluem tanto moléculas organicas carregadas e sem
carga quanto ions inorganicos e moléculas do gas amdnia.

Os SLCs contém uma série de alfa-hélices transmembranares hidrofobicas
ligadas umas as outras por segmentos hidrofilicos intra e extracelular. Dependendo do
SLC, estes transportadores podem ser funcionais na forma de monémeros ou como
oligdbmeros do tipo homo-ou hetero.

Por convencdo de nomenclatura do sistema, os membros dentro de uma familia
SLC tém entre 20-25% de similaridade de sequéncia entre si. Em contraste, a
similaridade entre as familias SLC € muito baixa ou inexistente. Assim, 0s critérios para
a inclusdo de uma familia no grupo SLC nao € parentesco evolutivo, mas parentesco
funcional (uma proteina integral de membrana que transporta um determinado soluto).

Abaixo segue alguns exemplos de proteinas de transporte do grupo dos SLCs:

- Transportadores facilitadores (solutos fluem a favor de seus gradientes
eletroquimicos)

- Transportadores ativos secundarios (solutos fluem contra o seu gradiente
eletroquimico através do acoplamento com um segundo soluto, que flui a favor do seu

gradiente, de tal forma que a variagdo de energia livre global € ainda favoravel)
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A série SLC néo inclui membros de uma familia de proteinas de transporte que
tenham sido anteriormente classificados por outros sistemas de nomenclatura
geralmente aceitos, incluindo:

- Transportadores ativos como ABC (ATP Binding Cassete), Transportadores por
acoplamento de transporte para um evento liberando energia, como a hidrélise de ATP,
canais ibnicos e aguaporinas (canais de agua).

A maioria dos membros do grupo de SLC esta localizada na membrana
plasmatica da célula, mas alguns membros estdo localizados na mitocondria ou em
outras organelas intracelulares. Os mais notaveis membros do grupo estdo na familia
SLC 25.

Os nomes dos membros individuais SLC tem o seguinte formato: SLCnhXm, em
gue SLC € o nome da raiz (Carrier soluto), n = um numero inteiro que representa uma
familia (por exemplo, 1-47) e X = uma Unica letra (A, B, C, e etc) indicando uma
subfamilia. O m = um inteiro que representa um membro da familia individual

(isoforma). Por exemplo, SLC1AL1 é a isoforma A primeira subfamilia de SLC familia 1.

1.10. Transportadores
1.10.1. Transportadores de aminoacidos

Dentre os tipos de transportadores que citaremos o primeiro deles € o que realiza
o transporte de aminoacidos através da membrana plasmatica, regulando o fluxo destes
nutrientes i6nicos entre o liquido extracelular e intracelular. Alguns aminoacidos
especificos possuem fungdes diferenciadas, pois atuam como neurotransmissores,
moduladores sinapticos, e/ou precursores (Christensen., 1982). No inicio de 1960, apés
o trabalho pioneiro do grupo de Christensen foram identificados diferentes sistemas de
transporte de substratos, como por exemplo os aminoacidos em células de mamiferos
(principalmente eritrécitos, hepatécitos, e fibroblastos) (Christensen., 1990). Também
foram reveladas propriedades gerais de transporte de aminoacidos em mamiferos
como: estereoespecificidade (transporte € mais rapido em L-estereoisdmeros) e
especificidade do substrato. Com estes estudos iniciais, 0s principais critérios
funcionais usados para definir os transportadores de aminoacidos tém sido: 1) o tipo de

aminoacido (acido, zwitteridnicos, ou basico, bem como outras caracteristicas da cadeia
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lateral), a proteina se move através da membrana, de acordo com a especificidade de
substrato e propriedades cinéticas, e 2) As propriedades termodindmicas do transporte
(se o transportador é equilibrativo ou conduz o substrato organico contra corrente).

De acordo com as familias SLC, os aminoacidos podem ser transportados por
alguns tipos de transportadores que serdo descritos a seguir:

1- High-affinity glutamate and neutral amino acid transporter

Esta familia compreende os transportadores classificados nas familias SLC1A1,
SLC1A2, SLC1A3, SLC1A4, SLC1A5, SLC1A6 e SLC1A7.

2- Heavy subunits of heterodimeric amino acid transporters

Estes transportadores estdo compreendidos nas familias SLC3A1 e SLC3A2.

3- Cationic amino acid transporters

Estes transportadores estédo reunidos nas familias: SLC7A1, SLC7A2, SLC7A3 e
SLC7A4

4- Glycoprotein-associated/light or catalytic subunits of heterodimeric amino

acid transporters
Estdo compreendidos nas familias: SLC7A5, SLC7A6, SLC7A7, SLC7A8, SLC7A9,
SLC7A10, SLC7A11, SLC7A13 e SLC7A14).

5- Proton-coupled amino acid transporter

As familias que compreendem estes transportadores sdo: SLC36A1, SLC36A2,

SLC36A3, SLC36A4)

6- System A & N, sodium-coupled neutral amino acid transporter

As familias sdo: SLC38A1, SLC38A2, SLC38A3, SLC38A4, SLC38A5, SLC38A6,

SLC38A7, SLC38A8, SLC38A9, SLC38A10, SLC38A11)

Temos 20 diferentes tipos de aminoacidos e os mesmos se distribuem de acordo
com o seu radical e o seu destino. Desta forma o intuito de estudar os transportadores
de aminoacidos seria para mapear os diferentes tipos existentes e se 0S mesmos tem

distribui¢cdes diferenciadas ao longo do intestino médio do inseto.

1.10.2- Transportadores de bicarbonato

O bicarbonato € um ion alcalino e um componente vital para a manutencdo do

pH do sistema de tamponamento do corpo humano (mantendo a homeostase acido-
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base). O CO2 é um intermediario da reacdo de formacao do acido carbénico (H,CO3) e,
portanto, 70-75% de todo o CO, do corpo pode ser convertido em bicarbonato (HCO3))

Este tipo de tampdo é um dos principais na manutencdo do pH em células
animais e proporciona resisténcia a rapidas alteracéo de pH tanto na faixa acida quanto
na béasica. Isto € especialmente importante para proteger os tecidos do sistema nervoso
central, onde as mudancas de pH muito fora da faixa normal em qualquer direcdo pode
ser desastrosa. O transporte deste ion bicarbonato também desempenha um papel vital
no equilibrio acido-base em movimentos do estdbmago, pancreas, intestino, rim e 6rgaos
reprodutores.

Estudos funcionais sugeriram diferentes modos de transporte de HCO3". Alguns
deles sdo: proteinas trocadoras anibnicas, as quais trocam HCOg3 por ClI" de um modo
reversivel (Kopito., 1990); Proteinas co-transportadoras de Na® / HCOs; medeiam o
movimento acoplado destes ions através das membranas plasmaticas, muitas vezes de
forma eletrogénica (Boron et al, 1997).

A andlise das sequéncias das duas familias de transportadores de HCOj3™ que
foram clonados até a data (os permutadores de anions e os cotransportadores de Na* /
HCO3) revelam que eles sdo homologos. Isto ndo é totalmente inesperado, uma vez
que ambos os transportes de HCOj3; sé&o inibidos por uma classe de agentes
farmacolégicos chamados dissulfénicos estilbenos (Burnhan et al, 1997). Eles partilham
cerca de 25-30% de identidade de sequéncia, o qual é distribuido ao longo de todo o
seu comprimento de sequéncia, e topologias de membrana semelhantes, sugerindo que
eles tém ~ 10 algas transmembranas (TM).

Proteinas cotransportadoras de Na* / HCOs estdo envolvidas na absorgido e
secrec¢do celular de HCOg', e também com a regulacdo do pH intracelular, que medeiam
0 movimento acoplado de Na® e HCOs™ através das membranas do plasma na maioria
dos tipos de células até agora investigados. Um unico HCO3 pode ser transportado
juntamente com um a trés Na*, sendo desta maneira, frequentemente eletrogénico. No
rim, o cotransportador eletrogénico de Na* / HCOj3 € o principal transportador de HCO3’
do tubulo renal proximal, e € responsavel pela reabsor¢cdo de mais de 85% da carga
filtrada de HCOj3 (Boron.,et al, 1997). Até recentemente, a natureza molecular destes

cotransportadores de Na* / HCOj3™ tinha permanecido desconhecido, devido a tentativas
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mal sucedidas para clona-las com base na homologia presumivel dos trocadores de CI
/HCO3 Uma segunda estratégia de clonagem de expressao foi utilizada com sucesso
para identificar o cotransportador de Na* /HCOs3 do rim da salamandra, um 6rgéo
previamente descrito por possuir esta atividade (Romero., et al 1997). Pelo menos, 3
cotransportadores de Na’/HCOs; de mamifero ja foram clonados, com semelhantes
comprimentos de sequéncia primaria e possiveis topologias de membrana. Um dos
encontrados € uma isoforma especifica de rim (Burnham., et al 1997), que é quase
idéntica (com excecdo de uma regido variavel N-terminal) a uma isoforma de
cotransportador mais amplamente distribuida localizada no tecido pancreatico
(Abuladze., et al 1998).

Este transportador de bicarbonato sera estudado pela sua provavel ligacdo com
o fenbmeno do tamponamento luminal no intestino médio de Tenebrio molitor, uma vez
que este inseto possui diferencas de pH de até duas unidades ao longo do seu tubo

digestivo.

1.10.3. Transportadores de acucar

A absorcéo de glicose em todo o intestino de mamiferos é realizada atravées de 2
componentes: o cotransportador ou simportador Na'/glicose (SGLT1), e o transportador
facilitativo ou uniportador (GLUT2). O simportador € estritamente dependente da
presenca de Na’, é inibido por floridzina e é encontrado na membrana apical de
enterécitos. Em contraste, o uniportador € inibido por floretina e citocalasina B e esta
localizado na membrana basal de enterécitos (Hediger et al., 1987; Takata, 1996;
Kellett, 2001 e Giordana et al., 2003)

SGLT e GLUT séao transportadores que pertencem a familias de genes
transportadores de solutos (SLC). A familia SGLT (transportador de glicose soédio-
dependente, nome do gene € SLC5A) inclui 11 genes humanos expressos em tecidos
do epitélio até o sistema nervoso central. O membro mais conhecido desta familia € o
SGLT1 (SLC5A1), expresso em intestino, que transporta a glicose ou galactose com
Na® e agua (Wright, 2001; Wright e Turk, 2004;. Scheepers et al, 2004). A familia GLUT
(nome do gene é SLC2A) é composta de 14 genes humanos que podem ser divididos

em trés subfamilias de acordo com a similaridade de sequéncia. A classe GLUT 1 inclui
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os melhores transportadores conhecidos: GLUT1 é preferencialmente expresso em
eritrocitos e GLUT2, constitutivamente expresso na membrana basolateral do intestino
(Scheepers et al., 2004;. Kellett et al, 2008). Ap6s uma refeicdo, seguida de alta
concentracdo de glicose no sangue, o GLUT2, localizado em endossomos na base da
borda em escova, € inserido transitoriamente na membrana apical do enterécito (Kellett
et al., 2008).

A absorcéo de glicose pelo intestino médio do inseto tem sido estudada por mais
de 50 anos (Treherne, 1957, 1958; Crailsheim, 1988; Turunen e Crailsheim, 1996) e o
consenso é que a glicose é absorvida por difusdo simples. Mais recentemente, contudo,
o0 envolvimento dos facilitadores do transporte de glicose (GLUTSs) foi descrito na
epiderme (Giordana et al, 2003) e no intestino médio de insetos (Pascual et al, 2006;
Caccia et al, 2007; Bifano et al, 2010). GLUT também foi objeto de estudos moleculares
(Escher e Rasmuson-Lestander, 1999; Chen et al, 2006.; Price et al., 2007). Os dados
mostraram que GLUT do intestino médio de insetos é semelhante ao GLUT classe 1,
embora outros GLUTs podem ocorrer em tecidos diferentes do intestino médio (Chen et
al., 2006). Caccia et al. (2007) funcionalmente demonstraram a presenca de SGLT1 e
GLUT2 no intestino médio do parasitéide Aphidius ervi (Hymenoptera). No entanto, os
cDNAs correspondentes ndo foram clonados. Mais recentemente, foi demonstrado, por
meio da identificacdo de sequéncias, determinacdo de seus sitios de transcricdo no
tubo digestivo (por RT-PCR) a localizacdo destes transportadores de acucar em células
de intestino médio de Dysdercus peruvianus (Bifano et al, 2010).

Os transportadores de acgUcar possuem algumas assinaturas caracteristicas

reconhecidas pelo software NPS@PROSCAN (http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa server.html). Além desta assinatura também

foi verificado nas sequéncias dos provaveis transportadores de acucar, 0 numero de
alcas transmembrana pelo software TMHMM 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) e o0S motivos caracteristicos dos

transportadores facilitativos de glicose preditos pelo interpro

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). Estes transportadores possuem entre 10 e 14

alcas transmembrana e na regido N-terminal possuem um sitio de ligacdo para cations
(Wright, 2001).
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1.10.4- Canais de cloreto

Canais de anions sao poros proteicos ha membrana, que permitem a difusdo
passiva de ions negativamente carregados ao longo de seu gradiente eletroquimico.
Embora estes canais possam transportar outros anions, por exemplo, NO3™ e I melhor
do que ClI, eles sdo frequentemente chamados de canais de cloreto porque este é o
anion mais abundante nos organismos (Li et al., 2006).

Os canais de cloreto pertencem a uma superfamilia de canais ibnicos pouco
compreendidos, consistindo em cerca de 13 membros, os quais podem executar as
suas fun¢des na membrana plasmatica ou nas membranas de organelas intracelulares
e esta localizacédo pode ser base para a classificacdo do canal.

Estes canais podem ser dependentes de voltagem ou dependentes da ligacdo de
moléculas de sinalizacdo (como nas membranas pos-sindpticas). As funcbes deste
canal estdo relacionadas com o transporte de carga criando uma corrente elétrica
através do canal, e também com o transporte de matéria (www.tcdb.com.br).

A corrente que flui pelos canais de cloreto intracelulares tenta garantir o equilibrio
entre o transporte geral de H*, que acidifica os varios compartimentos intracelulares.
Por outro lado, o fluxo de massa de cloreto € importante para a regulagdo do volume
celular, bem como para o transporte transepitelial. Ao contrario de Ca*, CI" ndo parece
desempenhar um papel como mensageiro intracelular.

Esta familia de canais de ions contém 10 ou 12 hélices transmembranas que
formam um poro unico, podendo ter alguns membros como homodimeros. Em termos
de estrutura primaria, estes canais de cloreto ndo estédo relacionados com canais de
cations conhecidos ou outros tipos de canais de anions. (Li et al, 2006).

A secrecdo de cloreto é o principal determinante da hidratagdo da mucosa do
trato gastrointestinal, e o transporte de cloreto é também crucial na regulacdo da
secrecdo de fluidos por 6rgdos que drenam para o intestino. Além disso, ha
consequéncias patoldgicas se a secrecdo de cloreto ou € reduzida ou aumentada,
como na fibrose cistica e diarreia secretora, respectivamente. Com a clonagem

molecular de muitas das proteinas e fatores de regulacdo que compdem 0 mecanismo
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de secrecao de cloreto, tem havido avanc¢os significativos na compreensao do presente
processo, ao nivel celular.

A correlacdo de um gene clonado com uma funcdo de canal de ions € muitas
vezes problematica, devido a presenca de canais enddgenos no sistema de expressao.
Até agora, sabemos que trés familias de genes de canais de CI" séo bem estabelecidas.
Nos mamiferos, a familia de genes CLC tem nove membros que podem funcionar na
membrana plasmatica ou em compartimentos intracelulares. Presume-se que a grande
maioria das proteinas CLC possuem entre 10 e 12 dominios transmembrana, mas este
modelo tem agora sido revisto, porque Dutzler et al.,2013 in press, relatou a estrutura
de cristal tridimensional de canais de cloreto CLC de bactérias.

Canais desempenham um papel crucial no controle de composicdo i6nica do
citoplasma e do volume de células. Esta funcdo € realizada numa interacdo estreita
com Vvérios transportadores de ions, incluindo bombas, cotransportadores, e outros
canais ibnicos. Por exemplo, o pH do citoplasma das células € estritamente regulado.
Em quase todas as células, o pH € mais alcalino do que o esperado no equilibrio
eletroquimico. Isto € principalmente provocado por trocadores de Na'/H* e trocadores
Na"HCOs/ H'CI" que ainda precisam de um canal de cloreto para a reciclagem deste.
Além disso, algumas células usam ATPases de prétons que podem precisar de canais
de CI' para manter a eletroneutralidade, semelhante aos mecanismos utilizados na
acidificacdo de certos compartimentos intracelulares. Por outro lado, as células podem
ser carregadas com acido como, por exemplo, com os trocadores de CI/HCOs3".

Este tipo de canal sera estudado devido a sua importancia relacionada ao
equilibrio de cargas, uma vez que o0 mesmo pode estar empregado em varios tipos de
transporte, principalmente nos trocadores por bicarbonato. Estes canais podem estar

envolvidos neste tipo de transporte e também nos processos de reciclagem do cloreto.

1.10.5. Canais de potassio

Os canais tendem a ser especificos para um determinado ion, apesar de ions
com carga e tamanho idéntico também possam, até um determinado limite, atravessar
o canal. Através de estudos estruturais de cristalografia de raios-X de um canal de

potassio, assumindo que esta estrutura permanece intacta na membrana plasmatica
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correspondente, é possivel supor que quando uma diferenca de potencial é introduzida
na membrana, o campo eletromagnético associado induz uma alteracdo conformacional
no canal de potassio. Esta mudanca de conformacdo distorce a forma dos canais
proteicos de maneira suficientemente forte, permitindo que a cavidade ou canal se abra
para admitir o influxo ou efluxo de ions através da membrana. Esta movimentacgao
ibnica gera depois uma corrente elétrica suficiente para despolarizar a membrana
(Sakura et al., 1995., Thomas et al., 2002).

Os canais de sodio dependentes de voltagem e os canais de calcio dependentes
de voltagem séo formados por um unico polipeptideo com quatro dominios homologos.
Cada dominio contém 6 alfa-hélices que atravessam a membrana. Uma destas hélices,
S4, é a hélice sensivel a voltagem. Possui muitas cargas positivas de tal maneira que
cargas positivas fora da célula repelem a hélice, induzindo uma alteracdo
corformacional que induz o fluxo de ions pelo canal. Os canais de potassio funcionam
de modo similar, com a excecdo de serem compostos por quatro polipeptideos, cada
um com um dominio.

Os dominios proteicos sensiveis a voltagem destes canais (0 "sensor de
voltagem") contém geralmente uma regido composta por hélices S3b e S4, que
parecem ter uma sequéncia conservada, que ocorre numa variedade de células e
espécies.

Cada canal é constituido por 4 subunidades. Cada subunidade tem seis regides
com amino&cidos hidrofébicos que se pensa serem responsaveis pelo canal
transmembranar. Estas regifes hidrofobicas encontram-se ligadas por sequéncias de
aminoacidos de caracteristicas hidrofilicas, que estdo expostos nos espacos intracelular
e extracelular. Cada subunidade contém também um terminal amino- ou carboxilo
citoplasmatico.

A regido S4 encontra-se carregada eletricamente em cada subunidade, contendo
um aminoacido basico (lisina ou arginina) a cada trés residuos. Esta regido S4 é
provavelmente a responsavel pela sensibilidade do canal & voltagem. A via permeéavel é
formada em parte pela regido que faz a ligacdo entre as sequéncias transmembranares
S5 e S6 a qual se da o nome de regido porosa ou H5 (na figura 6 representada pela

letra P).Tudo isto esta demonstrado na figura 6.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Diferen%C3%A7a_de_potencial
http://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_electromagn%C3%A9tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfa-h%C3%A9lice
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Sequ%C3%AAncia_conservada&action=edit&redlink=1
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Figura 6: Estrutura  molecular dos canais de  potassio. Adaptado de
http:/fwww.ich.ufmg br/~lbed/grupod/potassio. html

A alcalemia, desequilibrio acido-base causado pelo excesso de base, promove a
entrada de potassio para o meio intracelular em troca da liberacdo de ions H* para
minimizar a elevacdo do pH. Geralmente, para o aumento de 0,1 unidade no pH
extracelular, a concentracdo de potassio plasmética cai até 0,4 mEg/L. Efeito
semelhante ocorre ap6s a administracdo de bicarbonato de sédio para correcdo da
acidose.

A insulina enddgena ou exdgena também promove a entrada de potassio para o
meio intracelular aumentando a atividade da bomba de Na*-K*-ATPase.

A diminuic&o do pH extracelular pode ser resultado da saida de K* das células de
forma a manter a eletroneutralidade diante da entrada do excesso de ions H' nas
células. Deve-se observar que, nestas situacdes, os valores encontrados de K* serdo
sempre maiores do que deveriam ser, portanto, a correcdo da acidemia podera levar a
hipocalemia.

A deficiéncia de insulina e hiperglicemia gera a elevacdo da osmolaridade
plasmatica promovendo a saida de a4gua e potassio das células (a perda de agua

aumenta a concentracio intracelular de K* e cria um gradiente favoravel para a saida
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passiva de K' das células, além de arrasta-lo pelos canais de 4gua da membrana
celular).

A hemolinfa de diferentes tipos de insetos varia enormemente em sua
composicao idnica. Aléem disso, as composi¢cdes dos insetos divergem bastante das
composi¢cdes dos sangues de animais vertebrados e também de outros invertebrados
(Macallum, 1910). Taxas muito baixas de K/Na ndo s&o encontradas em todos os
insetos e na época achava-se que esta relacdo estava envolvida com o tipo de
alimentacao do inseto. Foi alterada a dieta de Tenebrio molitor e nenhuma diferenca foi
observada (Boné, 1944). Apés este resultado verificou-se que as concentracdes ibnicas
sd0 uma caracteristica das espécies mantidas por um mecanismo de regulagédo
mineral.

Devido aos dados expostos acima podemos dizer que os canais de potassio
devem participar atividade da fisiologia do intestino médio de muitos insetos e como
nao temos muitas informacdes a respeito deste tipo de transportador em Tenebrio
molitor devemos perseguir 0 nosso objetivo em descrever os fendmenos fisioldgicos
digestivos procurando mapear os sitios de expressao dos canais de potassio e também

os locais de acdo dos mesmos.

1.10.6- Cotransportador de K*/CI

Um outro tipo de transportador mencionado ao longo deste trabalho é o
cotransportador de cation e cloreto. Este tipo de transportador faz parte de uma familia
de proteinas dos transportadores de soluto (SLC). Esta familia inclui os produtos dos
genes humanos: SLC12A1, SLC12A1, SLC12A2, SLC12A3, SLC12A4, SLC12A5,
SLC12A6, SLC12A7, SLC12A8 e SLC12A9 (www.tcdb.org).

O co-transportador de Na-K-Cl (NKCC, SLC12A2) é uma proteina que auxilia no
transporte ativo de sédio, potassio e cloreto através da membrana (Haas, 1994). Ha
duas variedades, ou isoformas desta proteina de transporte de membrana chamadas
NKCC1l e NKCC2. NKCC1l é amplamente distribuida por todo o corpo e tem
importantes funcdes em o0rgdos que secretam liquidos. J& NKCC2 €& encontrada
especificamente no rim, onde serve para extrair o sédio, potassio e cloreto da urina, de

modo que eles possam ser reabsorvidos para o sangue.
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Os NKCC mantém eletroneutralidade movendo dois solutos com carga positiva
(sédio e potéssio), juntamente com duas partes de um soluto carregado negativamente
(cloreto). Assim, a estequiometria das proteinas NKCC é 1NA: 1K: 2Cl.

A energia necessaria para mover os solutos através da membrana celular é
fornecida pelo gradiente eletroquimico de sédio. O gradiente eletroquimico do sodio é
estabelecido pela ATPase de Na-K, que é uma enzima dependente de ATP. Uma vez
que a utilizacédo do gradiente de sédio € utilizada pelas proteinas NKCC, a sua atividade
é indiretamente dependente de ATP, por esta razdo, proteinas NKCC sédo conhecidas
por realizar o transporte ativo secundario.

Trés isoformas do K-CI cotransportador tém sido descritos, denominado KCC1
(SLC12A4), KCC2 (SLC12A5), e KCC3 (SLC12A6), contendo 1085, 1116 e 1150
aminoacidos, respectivamente. Eles tem 12 alcas transmembranas (TM) com um
dominio hidrofébico central, juntamente com terminacgdes hidrofilicas no N e no C
terminal. Uma comparacdo das suas sequéncias com as de outras proteinas de
membrana transportadoras de ions revela que sdo parte de uma superfamilia nova de
cotransportadores de cloreto juntamente com cations, que inclui os cotransportadores
de Na-Cl e de Na-K-2Cl. KCC1 e KCC3 sdo amplamente expressos em tecidos
humanos, ao passo que KCC2 é expresso apenas em neurdnios cerebrais, fazendo
com que seja provavel que esta isoforma seja responsavel pela manutencao de baixa
concentracdo de CI" em neurbnios (Payne., et al, 1996; Rivera., et al, 1999; Race., et al,
1999).

KCC1 e amplamente expresso em tecidos humanos e, quando expressos de
forma heteréloga, possui as caracteristicas funcionais na hemacia bem estudado K-ClI
cotransportador, incluindo a estimulagéo tanto pelo incha¢o quanto por N-etilmaleimida.

A sua localizacao basolateral dd ao NKCC1 a capacidade de transporte de sédio,
potassio e cloreto a partir do sangue para dentro da célula. Outros transportadores
auxiliam no movimento dos solutos para fora da célula através da sua superficie apical.
O resultado final € que os solutos a partir do sangue, particularmente cloreto, sao
secretados no limen das células, aumentando a concentragdo luminal de solutos e
fazendo a agua ser secretada por osmose. Este tipo de transportador pode estar

envolvido com a secrecéo (anterior) ou absorcdo (posterior) de agua nas duas regides
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do intestino médio de Tenebrio molitor onde ocorre este fendmeno. As aquaporinas sao
as grandes responsaveis pela passagem de agua através das membranas, mas muitos

outros transportadores estdo também auxiliando nesta parte da fisiologia do inseto.

1.10.7. V-ATPase

O intestino médio possui células especializadas e transportadores especificos
para tamponar os contetddos luminais nas diferentes regides (anterior, média e
posterior), além de funcionar na absorcéo de fluido.

V-ATPases tém sido responsabilizadas pelo processo de translocagcdo de
prétons em varios epitélios (Davies et al.,1996; Debreuil, 2004) e isto incentivou uma
investigacdo do fenbmeno de tamponamento relacionado a este tipo de transportador.
Para isso, foram selecionados os contigs do intestino médio de T.molitor similares a V-
ATPases para verificarmos a expressao destes transportadores nas diversas regides do
inseto em estudo. Este estudo foi utilizado para ampliar o conhecimento acerca dos
diferentes pHs ao longo do intestino médio de T.molitor, definindo os transportadores
responsaveis pela secrecao de protons.

As H'-ATPases (ou V-ATPases) vacuolares tem como funcdo a acidificacdo de
compartimentos celulares em células eucaribticas, podendo ser encontradas nos mais
diversos compartimentos, como endossomos, lisossomos, vesiculas sinapticas. A
acidificacdo de compartimentos celulares desempenha importante papel em processos
celulares, incluindo endocitose mediada por receptor, direcionamento intracelular de
enzimas lisossOmicas recém-sintetizadas, processamento e degradacdo de
macromoléculas e acoplamento do transporte de pequenas moléculas. As V-ATPases
foram também descritas na membrana citoplasmatica atuando na acidificacdo renal,
reabsorcdo 6ssea, manutencdo do pH citoplasmatico e transporte de K* no intestino
médio de insetos (Stevens & Forgac, 1997).

As V-ATPases tem importante funcdo no trafego de membranas, atuando na
acidificacdo de endossomos e, com isso, ha dissociacdo de ligantes dos processos de
endocitose mediada por receptor liberando assim vesiculas com seus receptores livres
gue sado encaminhadas novamente para a membrana plasmatica. O mesmo processo

ocorre na liberacdo de enzimas lisossomais de receptores de manose-6-fosfato,
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permitindo a recuperacao desses receptores para o trans-Golgi network (Creek & Sly,
1984). E importante ressaltar que nos processos citados, a atuagdo de V-ATPase na
liberacdo de ions H* € acompanhada pela atuacdo de um canal de cloreto necessario a
dissipacéo do potencial de membrana gerado pela translocacdo de protons. Mais uma
vez vemos a importancia de estudarmos os canais de cloreto e também os
cotransportadores nos quais o cloreto participa.

As V-ATPases presentes na membrana plasmatica de células especializadas
podem desempenhar diversas funcdes. Por exemplo, o transporte de prétons nos
ductos coletores presentes no rim de mamiferos se da através das V-ATPases. H&
também o controle do pH citossélico pela acdo das V-ATpases, que sdo expostas ao
meio externo por exocitose, quando o pH citossolico é baixo, e internalizadas na
situacdo de elevacao do pH citossdlico (Gluck et al., 1982). Os osteoclastos promovem
a reabsorcao da matriz 6ssea devido a valores acidos do pH gerado pelas V-ATPases,
que além de solubilizar a matriz também ativam enzimas degradativas (Blair et al.,
1989).

Em epitélios de insetos (que inclui o intestino médio) as V-ATPases
desempenham o papel de gerar um potencial de membrana utilizado por um
antiportador H*/K* que resulta no transporte do ion K* para o limen (Harvey et al.,
1983, Wieczorek et al., 2009).

Na auséncia de canais de anions em membranas ricas em V-ATPase a
acidificacdo é bastante reduzida. Nessas condi¢cdes a bomba de prétons gera uma
grande voltagem em uma pequena variacdo de pH, permitindo assim o funcionamento
de sistemas de transporte ativo como antiportador nH/cation ou simportador
nH*/oligopeptideo (Beyenbach & Wieczorek, 2006). A agdo das V-ATPases na
recuperacdo de neurotransmissores, por exemplo, se da devido a formacdo do
potencial de membrana e do gradiente de pH. Lisossomos de mamiferos e vacuolos
centrais de plantas contém hidrolases acidas que necessitam de baixo pH gerado pelas
V-ATPases para sua ativacéo (Stevens & Forgac, 1997).

As V-ATPases sao formadas por um complexo de subunidades que formam o
dominio periférico V1 responsavel pela hidrolise do ATP e o dominio associado a

membrana Vo responsavel pela translocacdo do proton (Stevens & Forgac, 1997).



54

Subunidades da V1 sao representadas por letras mailsculas e subunidades de Vo por
letras mindsculas segundo convengdo. O complexo V1 consiste em: um dominio
globular em anel formado por trés subunidades A e B alternadas; centro rotacional
alongado formado por coOpias Unicas das subunidades D e F; e por uma regido
periférica alongada formada pelas subunidades C, E, G e H. O complexo transportador
de préton Vo consiste em seis ou mais subunidades c, formando uma estrutura em
anel. O modelo funcional mais amplamente aceito diz que as V-ATPases apresentam
uma regido estatica e outra moével. A regido mébvel (ou rotor) € composta pelas
subunidades D, F e o anel de subunidades c. As demais subunidades compdem a
regido estéatica (Beyenbach & Wieczorek, 2006).

Nos eucariotos multicelulares diferentes isoformas das subunidades de V-
ATPase apresentam expressdo especifica para tipos celulares ou tecidos especificos.
Em mamiferos, por exemplo, foram identificadas diferentes isoformas em rim, ouvido
interno, cérebro, osteoclastos, células alveolares e o acrossomo (Beyenbach &
Wieczorek, 2006). Foi demonstrada a expressao tecido-especifica de isoformas das
subunidades da V-ATPase em mamiferos (Murata et al., 2002, Nishi et al., 2003).

Em insetos as V-ATPases sédo encontradas na membrana apical de quase todos os
tecidos epiteliais (como glandulas salivares, intestino médio e tubulos de Malpighi),
garantindo o transporte ativo secundario pelo epitélio (Wieczorek et al.,2009). Em
Drosophila a V-ATPase € codificada por 33 genes (que inclui as subunidades e as
proteinas acessorias). Estudo em Drosophila demonstrou haver apenas uma
holoenzima de membrana plasmatica, que consiste em uma Unica isoenzima composta

por subunidades de genes bem definidos (Allan et al., 2005).

1.10.8. Transportador de aménia

As proteinas Rh (Rhesus) foram reconhecidas em mamiferos como membros da
superfamilia Amt/Mep (transportador de amonia/metilaménio permease) gracas a
homologia da estrutura primaria das proteinas Rh com Amt/Mep de bactérias,
Archaea, fungos e plantas (Marini et al., 1997). Em humanos, a familia das proteinas
Rh é composta por cinco membros, trés deles associados aos eritrocitos (RhCE,

RhD e RhAG) e dois membros (RhBG e RhCG) que foram caracterizados com
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expressdo em diversos tecidos, incluindo o rim. RhBG e RhCG facilitam o movimento
de amoénia pela membrana de maneira r4pida, de baixo custo energético e
bidirecional (Zidi-Yahioui et al., 2005).

Em insetos o transportador de amonia foi caracterizado em Aedes albopictus
sendo verificada sua expressdo em diferentes tecidos. Os maiores niveis de
expressdo, em animais ndo alimentados, estdo na cabeca e nos tubulos de Malpighi. J&
em fémeas alimentadas com sangue, ha um aumento nos niveis de RNAmM do
transportador no corpo gorduroso, intestino médio e tubulos de Malpighi. A proposta
para o papel fisiologico de transportador de aménia no intestino médio de Aedes
albopictus seria a eliminacdo do resultado da desaminacdo oxidativa dos aminoacidos
provenientes da alimentac¢ao (Wu et al. 2010).

A porcao posterior do intestino médio de Tenebrio molitor possui pH alcalino, em
torno de 8 (Terra et al, 1985). Para se chegar a este pH € necessario que o limen do
intestino médio sofra um processo de alcalinizacdo nesta porcdo posterior. Esta
alcalinizacdo pode ser atribuida a participacdo do ion bicarbonato ou entdo devido a
presenca de amoénia. Na regido posterior, aménia poderia difundir-se-ia para o lamen,
tornando-se protonada e eliminando do contetido os ions H* que se encontravam livres,
elevando desta maneira o pH luminal. O ion amoénio poderia ser trocado por Na* por
uma Na'/K'-ATPase microvilar hipotética. Dentro das células, o ion aménio formaria
aménia que se difunde para o lumen, enquanto o proton vai para a hemolinfa,
neutralizando o bicarbonato originado a partir do intestino médio. Deve- se notar que
processos de alcalinizacdo podem ser diferentes do proposto, principalmente para
atingir pHs mais elevados, como os observados em larvas de mosquitos (Boudko et al.,
2001).
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Figura 7. Esquema da movimentacdo dos ions supostamente responsaveis pela manutencao do pH no

contelido do intestino médio. Retirado de Terra e Regel (1995).

Este tipo de transportador teve uma atencdo especial ao longo das nossas
analises e seria um possivel alvo para mapearmos as moléculas responsaveis pela
manutencdo do pH do lumen intestinal e também pelas alteracdes de pH ao longo do
intestino médio de T.molitor. Este tipo de transportador provavelmente estd engajado
dentro de um contexto da fisiologia do Tenebrio molitor onde varios tipos de
transportadores estdo exercendo a sua funcdo conjuntamente para 0 bom

funcionamento do todo em estudo.

1.10.9- Aquaporinas

A homeostase da agua contra o stress da dessecacéo, que € um dos 0s maiores
obstaculos para a sobrevivéncia de animais e plantas em terra, € conseguida atraves
do controle da composicao e da pressdo osmotica de fluidos do corpo, em resposta a
auséncia ou a abundancia de agua em alimentos e no ambiente. A 4gua é um
componente chave indispensavel, pois ela suporta todos os processos bioquimicos
dentro das células e nos espacos extracelulares e mantém tanto a estrutura de
macromoléculas quanto de membranas de organelas. A descoberta de canais de agua,

ou aquaporinas (AQPs), tem fornecido informagdes significativas a nivel molecular
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relacionadas a fisiologia da regulacdo do balanco hidrico e também a respeito de
distarbios relacionados com as aquaporinas (Agre, 2006; Verkman, 2005, 2009). A
direcdo do fluxo de agua é unicamente dependente do gradiente de concentracdo
osmotica através da membrana plasmatica e estes gradientes sdo principalmente
estabelecidos pela forca motriz de sédio e / ou a forca motriz protdnica (Harvey et al,
2010;. Beyenbach e Wieczorek, 2006). Nos epitélios de animais estdo presentes as
AQPs, para permitir que moléculas de agua atravessem passivamente a membrana
plasmatica em conjunto com outros fluidos. Em epitélios onde ocorre o transporte de
fluidos, tais como nos tubulos de Malpighi (MTs) de insetos, o equilibrio entre sal e 4gua
€ mantido usando as aquaporinas e a depuracao de residuos é feita na hemolinfa.

Estudos sobre a fisiologia molecular de AQPs em insetos foram recentemente
acelerados (Kikawada et al, 2008;. Kataoka et al, 2009a, b.; Shakesby et al, 2009;.
Drake et al, 2010;. Goto et al, 2011;. Liu et al, 2011;. Mathew et al, 2011;. Philip et al,
2011). Como resultado, aquaporinas sdo agora reconhecidas como atores-chave no
transporte epitelial em insetos. AQPs podem ser amplamente divididas entre aquelas
gue sao especificas de agua (aquaporinas ortodoxas) e aqueles que, adicionalmente,
transportam um numero limitado de solutos nao-polares (por exemplo, glicerol e ureia),
denominada aquagliceroporinas. Todas as AQPs de insetos que tém sido relatados
anteriormente sao aparentemente agua especifica. No entanto, anteriormente
identificou-se duas aquagliceroporinas através de experimentos que demonstraram o
transporte de agua juntamente com glicerol e uréia a partir de bicho da seda, Bombyx
mori (Kataoka et al., 2009a), e a partir da mariposa oriental, Grapholita molesta
(Kataoka et al., 2009b).

Kataoka et al. (2009a, b) caracterizou um tipo especifico de AQP e encontrou
sua expressao predominante no intestino grosso; com base nesses estudos, AQP é
provavelmente necessario para facilitar transporte de agua através das membranas
epiteliais do intestino posterior. A movimentagdo de moléculas de agua e de solutos é
essencial para a homeostase de fluido interno. Estudos fisiolégicos em Manduca sexta
tém sugerido que a agua é reabsorvida no intestino posterior e reciclada através da
hemolinfa do contetdo do intestino médio e que este processo depende da qualidade

dos alimentos e para a necessidade de agua para a parte interna do corpo (Reynolds et
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al, 1985;. Reynolds e Bellward, 1989). Embora o transporte de agua e sal esteja
intimamente ligado, a importancia das AQPs no movimento de agua e na homeostase
osmotica, associada em epitélios de insetos ndo recebeu muita atencdo quando
comparado com as bombas e transportadores de solutos.

Este tipo de transportador também foi estudado pelo nosso grupo afim de que
possamos ter maiores informacdes a respeito deste tipo de transportador em insetos da
ordem Coleoptera usando como ferramenta o inseto modelo T.molitor. Isto rornou-se
interessante uma vez que este inseto possui regides diferentes de absorcéo e secrecao
de &gua ao longo do intestino médio, o que provavelmente deve ter alguma ligacdo com

transportadores especificos destas regides.

1.10.10. Simportador de H*/oligopeptideos

Os simportadores de H*/oligopeptideos pertencem a familia SLC15 dos
transportadores de soluto. Esta familia pode ser dividida em duas subfamilias com base
nas diferencas estruturais e funcionais: SLC15A1 (PEPT1) e PepT2 (SLC15A2) de
transporte de di e tripeptideos, mas ndo os acidos aminados, enquanto que SLC15A3
(PHT2) e SLC15A4 (PHT1) transportam L-histidina e alguns di e tripeptideos (Daniel, H
and Kottra, G. 2004). Estes transportadores sao proteinas transmembranas (TM) com
12 hélices com terminais intracelulares e um loop extracelular prolongado no TM 9/10.
A estrutura cristalina da PepTSo (um homdélogo de procariotas e de PEPT1 de PepT2
oneidensis Shewanella) confirma muitas das caracteristicas estruturais previstas no
PEPT1 PepT2 de mamifero (Newstead et al., 2011).

PHT1 é possivelmente intracelular (Romano, et al., 2010), enquanto a proteina
PHT2 esta localizada em lisossomas de células transfectadas (Botka, et al., 2000;
Herrera-Ruiz Knipp, 2003; Sakata, et al., 2001).

Estudos realizados em varios laboratérios mostraram que a absorcdo de
oligopeptideos intactos através da borda em escova da membrana de células do rim é
mediada por dois sistemas de transporte distintos. Uma € caracterizada como alta
afinidade/baixa capacidade e o outro como o de baixa afinidade/elevada capacidade de

transporte de oligopeptideos. Segundo resultados dos estudos de Hannelore et al
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(1991), os sistemas de transporte diferem em suas respostas a alteragcdes no gradiente
transmembranar de prétons e o potencial de membrana gerado por este gradiente.

Um grande numero de oligopeptideos podem servir como substratos para os
transportadores de peptideos. Por exemplo, formando-se dipeptideos, com base nos 20
residuos de aminoacidos de proteinas existentes, podemos ter a formagdo de 400
dipeptideos diferentes. Estes variam consideravelmente nas suas caracteristicas fisico-
quimicas, isto €, tamanho molecular, carga elétrica, e hidrofobicidade. Embora a
relacdo entre alguns aspectos da estrutura quimica dos dipeptideos e seu transporte no
intestino tenha sido estudada anteriormente, os resultados desses estudos nem sempre
concordaram. Por exemplo, estudos de Adibi e Soleimanpour (1974), demonstraram
gue o alongamento da cadeia lateral de residuos de aminoacidos, quer no amino ou no
carboxi terminal, aumenta a afinidade de dipeptideos ao transportador peptidico. Por
outro lado, mais recentemente, Burston e Matthews (1990), concluiram que a afinidade
aparente para transporte ndo estd relacionado com as propriedades lipofilicas das
cadeias laterais dos dipeptideos.

A existéncia do transportador de oligopeptideo de alta afinidade/baixa
capacidade no intestino ainda n&o foi demonstrada (Burston e Matthews, 1990).

O transportador presente no intestino é o do tipo SLC15A1 e possui
estequiometria do tipo 2 H*: 1 peptideo zwitterionico (in). Os 3 genes Slc15al(Hs),
Slc1l5al(Mm), Slc15a1(Rn) podem produzir este tipo de transportador

O H" para este tipo de transportador serve como uma forca eletrogénica através
de um gradiente eletroquimico ao invés da utilizacdo do gradiente de Na* conforme

mostrado na figura abaixo.


http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1861376
http://rgd.mcw.edu/tools/genes/genes_view.cgi?id=621736
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Figura 8: Transporte de peptideos e peptidomiméticos a nivel celular. Este € um dos modelos utilizados para
explicar a dependéncia do pH para a captacéo intestinal de peptideos (Bolger et al., 1998).

Através destes transportadores € que realizamos o transporte de peptideos
através da membrana, participando entdo da absorcédo de nutrientes no intestino médio
e também ele ajuda a compor o quadro dos transportadores que podem alterar ou
manter os valores de pH nas diferentes regidbes dos insetos e outros organismos
(Bolger et al., 1998).

1.10.11. Na'/K* ATPase

Esta bomba é um transportador que se localiza na membrana plasméatica de
guase todas as células dos organismos vivos.

Para manter o potencial elétrico da célula, esta precisa de uma baixa
concentracéo de ions de sodio e de uma elevada concentracéo de ions potassio, dentro
da célula. Fora das células ocorre o inverso e isto existe devido a difusdo destes
componentes através de canais ibnicos existentes na membrana celular.

Para manter as concentracdes ideais dos dois ions, a bomba de s6dio bombeia
sbédio para fora da célula e potassio para dentro dela. Nota-se que este transporte é
realizado contra os gradientes de concentracdo destes dois ions, 0 que ocorre gracas a
energia liberada com a clivagem de ATP (transporte ativo). Este bombeamento ndo é
equitativo: para cada trés ions sédio bombeados para o liquido extracelular, apenas
dois ions potassio sdo bombeados para o liquido intracelular.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Potencial_el%C3%A9trico
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transporte_ativo
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Como a membrana celular é muito menos permeével ao sédio que ao potéssio,
desenvolve-se um potencial elétrico (positivo, como ponto de referéncia o interior
celular) na célula.

O gradiente de concentracdo e elétrico estabelecido pela bomba de sdédio
suporta ndo s6 o potencial elétrico de repouso da célula mas também os potenciais de
acdo em células nervosas e musculares. A exportacdo de sédio da célula proporciona a
forca motriz para que certos transportadores facam o importe de glicose, aminoacidos e
outros nutrientes importantes para a célula. A translocacdo de sédio de um lado do
epitélio para o outro cria um gradiente osmaético que suporta a absor¢cao de agua e evita
que as células inchem até estourar.

O mecanismo que constitui a bomba de sédio € formado por uma proteina
carreadora. Tal proteina é, na verdade, constituida por um complexo de duas proteinas,
a maior chamada de subunidade alfa, com peso molecular de cerca de 100.000, e a
menor chamada de subunidade beta, com peso molecular aproximado em 55.000.

Esta € uma importante bomba que cuida da homeostase celular e também da
geracdo de energia para 0s transportes ativos que ocorrem nas células. Por esta e
outras funcdes esta bomba foi monitorada ao longo dos estudos com o transcriptoma

do intestino médio de Tenebrio molitor.

1.11. a-manosidases e a-glicosidases

Alfa-D-manosidases sdo enzimas chave envolvidas em processamento de
glucanas manosiladas e complexos contendo oligossacarideos de manose N-ligados
em células eucaribticas. Estas enzimas sao agrupadas em 4 familias de glicosideo
hidrolases (GH) de acordo com a classificacdo de enzimas ativas sobre carboidratos
(CAZY) (http://www.cazy.org/) (Cantarel et al, 2009), nomeadamente GH38, GHA47,

GH76 e GH92. Para as ultimas duas familias, as quais incluem enzimas que hidrolisam

a-(1,6) manana e a-(1,2), a-(1,3), e a-(1,6) manosil oligossacarideos, respectivamente,
um namero limitado de artigos tem sido publicados (Ponzano et al, 2010). Ao contrario
destas familias pouco estudadas, as familias GH38 e GH47 tem sido extensivamente
estudadas e informacdes interessantes tem sido descobertas sobre a funcao,

dobramentos em geral, mecanismos de catalise e especificidade de inibidores.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nervos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nutriente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Epit%C3%A9lio
http://www.cazy.org/
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GH47, ou enzimas da classe |, as quais tem o dobramento (a/a);, séo
tipicamente inibidas por 1-deoximanojirimicina e possuem uma comportamento de
hidrolise inversora, ou seja, a configuracdo do carbono anomérico do produto é
invertida em relacdo ao substrato, e sdo especificas para ligagdes a-(1,2). Esta familia
inclui enzimas bacterianas e eucaridticas. Em janeiro de 2011, através do site

http://www.cazy.org/, o numero de ORFs correspondentes a esta familia totalizava 243

ORFs, sendo 4 de Bacteria e 239 de Eukarya. Elas estdo envolvidas em vias secretoras
iniciais do reticulo endoplasmatico e Golgi, onde elas agem na maturacdo de N-
glucanas e no controle de qualidade pela produgcdo de manoses superiores
MansGIcNAC; (para revisar veja [Lederkremer, 2009; Mast et al, 2006 ]).

Enzimas pertencentes a familia GH38, também chamadas de manosidases da
classe Il, possuem uma estrutura multidominio, consistindo em um dominio N-terminal
a/B, um feixe de 3 hélices, e um dominio C-terminal todo em folhas-B. Eles s&o
tipicamente inibidos por swainsonina e possuem um mecanismo de reagdo retentora
(Dorling, et al.,1980; Numao, et al., 2000). As enzimas desta familia possuem
aproximadamente 1000 residuos de tamanho e tem sido encontradas nos dominios
Archaea (27 ORFs em janeiro de 2011), Bacteria (389 ORFs) e Eukarya (135 ORFS)
(http://www.cazy.org/).

A a-manosidase de Golgi mais estudada até hoje é uma de Drosophila
melanogaster (dGMII), a qual teve sua especificidade de subsitio, e bases moleculares
de catalise reveladas além de sua estrutura 3D (Van den Elsen, et al., 2001; Numao et
al., 2003; Shah et al., 2008).

A familia G38 de Golgi também inclui outras alfa-manosidases como a lll, por
exemplo, as quais sao especificas para ligacbes manosidicas a-1-3 e a1-6.

As a-D-manosidases lisossomais sdo otimamente ativas em pHs acidos e
hidrolisam todas as ligagdes a-manosidicas entre manoses originarias do catabolismo
de glicoproteinas para produzir Man;GICNAC1-2).

As a-manosidases de insetos melhor conhecidas séo da classe Il e ocorrem no
complexo de Golgi, onde estdo envolvidas na maturacdo de cadeias oligossacaridicas
de glicoproteinas (Gonzalez and Jordan, 2000; Kawart et al., 2001). A maioria delas &

soltvel, embora ocorram também ligadas as membranas microvilares, possuem um pH


http://www.cazy.org/
http://www.cazy.org/
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otimo entre 4,5 e 5,0, Km para p-nitrofenil a-manosideos de 0,5 — 1,8 mM e massa
molecular de 100-200 kDa (Terra and Ferreira, 1994). As a-manosidases sollveis, pelo
menos em Rhodnius prolixus (Terra et al.,, 1988) e Dysdercus peruvianus (Silva and
Terra, 1994), sdo secretadas para o limen intestinal.

Até a dissertacdo de Nathalia Ramalho Moreira (2008), onde foi purificada uma
ao-manosidase de intestino médio de Tenebrio molitor, nenhuma o-manosidase
digestiva havia sido purificada completamente para assegurar uma classificacdo
adequada. Nesta dissertacdo foi observado a presenca de dois picos de atividade
nomeados de Man 1 e Man 2, sugerindo a existéncia de duas a-manosidases soluveis,
que se diferem quanto a hidrofobicidade. O pH 6timo da a-manosidase € de 5,6, seu pl
€ de 3,38 e sua massa molecular € de 123 kDa (com duas subunidades). Foi
encontrado Km para o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo de 0,84 mM para
Man 1 e 0,62 para Man 2. Também foram feitos ensaios de inibicdo com dois inibidores
que sabidamente inibem carboidrases, um é o deoximanojirimicina e o outro é a
swainsonina. O fato desta enzima ser inibida apenas por Swainsonina em
concentracdes razoaveis, permite a sua classificacdo como tipo Il. Isso sugere que ela
€ derivada da forma lisossémica, embora apresente pH 6timo alterado.

Enzimas semelhantes a a-manosidase digestiva de T.Molitor foram encontradas
no besouro Rhynchophorus palmarum (Bedikou et al., 2009a; 2009b). Estas enzimas
foram purificadas e caracterizadas cineticamente com o intuito de aplicacdes
biotecnoldgicas, mas ainda continuamos sem dados que relacionam dados cinéticos
com sequéncias e mecanismos de secrecao.

Desta foma, a-manosidases também sdo enzimas digestivas, as quais atacam
inicialmente glicosilagées de proteinas para que depois outras enzimas possam chegar
até seus substratos. Ela pode ser classifcada entdo como uma enzima de digestao
inicial, mas € necessario um estudo destas enzimas, principalmente um estudo mais
molecular para se assegurar uma localizagao e fungdo mais precisa.

Até o momento ainda ndo temos dados que faca conexdes entre dados cinéticos

e sequéncias obtidas de insetos, o que serd um dos focos deste trabalho.
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o-Glucosidases (EC 3.2.1.20) catalisam a hidrolise de ligagdes a-1,4-glicosidicas
de residuos de monossacarideos pelo terminal ndo redutor de aril (ou alquil)-
glicosideos, dissacarideos ou oligossacarideos. As a-glucosidases séo classificadas em
funcdo de sua similaridade de sequéncia em quatro familias: as familias 4, 13, 31 e 97
(Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1993). As a-glucosidases de insetos ocorrem
como formas sollveis no lumen intestinal como observado em Coleoptera (Ferreira e
Terra, 1989), e Hymenoptera (Schumaker et al, 1993) ou aprisionadas no glicocalix da
célula intestinal como em Lepidopera (Santos e Terra, 1986). Elas também podem ser
ligadas a membranas microvilares (Terra na Ferreira, 1994; 2005), a membranas
perimicrovilares (Silva and Terra, 1995) ou ainda a membranas perimicrovilares
modificadas de células intestinais de afideos (Cristofoletti et al., 2003). As duas ultimas
a-glucosidases ligadas a membranas, assim como a enzima solUvel de intestino de
abelhas (Nishimoto et al., 2001), foram purificadas até a homogeneidade eletroforética.
A a-glucosidase de Acyrthosiphon pisum é ativa em reacdo de transglicosilacdo
(Cristofoletti et al., 2003) o que, associado a rapida absorcao de frutose (Ashford et al.,
2000), favorece a diminuigdo da osmolaridade da seiva ingerida rica em sacarose.

A compartimentacdo das a-glucosidases no intestino médio depende da posigcédo
filogenética dos insetos, de acordo com o fato estabelecido de que toda digestao
padréo se correlaciona bem com a filogenia (Terra, 1988; 1990).

Existem sequéncias de a-glucosidases conhecidas para diptera e A.pisum (Price
et al.,, 2006), mas isso ainda é pouco quando comparado a quantidade de insetos
conhecidos. Portanto ha caréncia de estudos de estrutura-fungéo para essas enzimas.

Uma vez que foram encontradas algumas enzimas na varredura da biblioteca
com anticorpos anti-membrana microvilar, estamos interessados em saber como ocorre
a secrecao de enzimas juntamente com o fen6meno da secre¢do apocrina. Daremos
uma atencao especial para estas duas enzimas digestivas: as a-manosidases e as o-
glicosidases.

Ainda nao existe uma classificacdo adequada dentro do CAZY para as a-
manosidases digestivas, as quais provavelmente sédo derivadas das lisossomais, porém
com seu pH otimo alterado. A falta de informacdo na literatura aliada ao grande

interesse do nosso laboratério em elucidar e estudar caracteristicas enzimaticas,
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moleculares e fisiologicas dos insetos, gera um interesse especial na a-manosidase de
Tenebrio molitor. Alguns estudos sobre esta enzima ja foram feitos, no entanto alguns
experimentos ainda serdo necessarios para ajudar a criar uma nova classe, a classe

das glicosideo hidrolases digestivas.

1.12. Método de deteccdo Optico por ressonancia de Plasmons de
superficie (SPR) — histdrico e principio

Otto (1968), Kretschmann & Raether (1968), precursores nos estudos de SPR,
observaram que quando um feixe de luz monocromatica € incidido sobre uma superficie
metalica em configuracéo de reflexdo total atenuada, nota-se a diminuicdo da reflexao

da luz. Esse fenbmeno foi entdo associado a excitacdo de plasmons na superficie

metalica (figura 9).

Fonte de luz /D — Luz refletida

/' O 0\

Interface metal / ar

Plasmons de superficie

Figura 9: Geragdo de plasmons de superficie utilizando a configuracdo de Kretschmann, com
reflexdo total atenuada. O filme metdlico, de ouro ou de prata, € evaporado diretamente no prisma de
vidro ou quartzo, e os plasmons sao excitados do outro lado desse filme. © é o &ngulo onde se observa

o efeito ou &ngulo de SPR.

No intuito de explicar o fenbmeno de excitacdo de plasmons de superficie, é
necessario definir termos como reflexao total e angulo de SPR critico. llustremos uma
situacdo em que uma fonte de luz monocromatica (lasers ou LEDS) e polarizada (seu
componente vetor-elétrico é paralelo ao plano de incidéncia) atinge uma interface do
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tipo ar-adgua. Quando isso ocorre, parte da luz é refletida e parte é refratada. O aumento
do angulo de incidéncia acarreta aumento no angulo de refracédo, que ao alcancar 90°
indica uma refracdo tangente a interface. Os angulos acima deste angulo de refracédo

tangencial sdo denominados angulos de reflexao total (Kretschmann et al., 1968).

Fonte de luz ey | Luz refletida —
0 —
—
\ R Onda
—F Evanescente
Interface H—
Metal / Ar —_—
— E—
Filme Metalico ‘
50 nm
Metal AN Onda evanescente
Meio dielétrico
Figura 10: Onda evanescente gerada pela interacdo de Figura 11: Decaimento exponencial da onda
feixes luminosos com os elétrons livres do ouro. Filme evanescente a partir da superficie metéalica
metalico de 50 nm de espessura evaporado diretamente no (I1d).

prisma. O meio ar-agua pode ser considerado um dielétrico.

Em certos angulos de incidéncia, os elétrons livres do metal (ouro) oscilam e
absorvem energia luminosa, gerando ondas evanescentes que se propagam
paralelamente a interface do metal com o meio dielétrico (figura 10). Portanto, ocorrera
a excitacao de plasmons de superficie, se um metal for colocado na interface com um
meio dielétrico e se a fonte luminosa for monocromatica e polarizada. A ressonancia de
plasmons de superficie sera detectada pela diminuigdo na intensidade da luz refletida.
O angulo que ocorre essa interacdo é chamado de angulo de SPR (Kretschmann et al,
1968).

O principio da técnica de SPR é baseado no fato que as propriedades Opticas da
interface afetam o angulo de SPR (Ospr). Quando o feixe luminoso alcanca a interface
entre os meios indicados na figura 11, ocorre a formacdo de uma oscilacdo de
densidade de carga superficial, que é associada com uma onda eletromagnética, cujo
vetor do campo é maximo na superficie e decai exponencialmente com a distancia

(campo evanescente), podendo assim afetar e “sentir” as regides préximas a interface
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(Homola, J. 2006). A intensidade da onda evanescente decai exponencialmente com a
distancia da superficie de ouro (figura 11), sendo que a sua extensao de decaimento (lg)
varia conforme o sistema que estad sendo analisado. O céalculo do decaimento, obtido
em nm, € dado pela equacéo 1 (Jung et al., 1998), onde A é o comprimento de onda da
luz incidente pelo equipamento, (nes) € o valor de indice de refragdo obtido apos
associagao/dissociacdo de um composto, em relacdo a linha base e (€) € a constante
dielétrica do ouro (23,124) (Kikanskis et al., 1999) ou de outro metal utilizado. O SPRi

possui um A de 635 nm resultando em valores de Igordem de 260 nm.
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A posicao do angulo em que ocorre 0 maximo de ressonancia depende do indice
de refracdo do meio que esta em contato com o metal, e varia proporcionalmente com a
concentracdo de moléculas na regido de propagacdo da onda evanescente (figura 11).
Portanto, SPR pode ser uma ferramenta util para detectar a associa¢ao e a dissociacao
de biomoléculas em tempo real e sem a necessidade de um sistema de revelacao,
funcionando como uma balanca oOptica. Essa auséncia de um sistema de revelacdo no
estudo de interacdo entre biomoléculas é uma vantagem da técnica de SPR sobre
outras de imunoensaios tais como ELISA e Western Blott. Se o indice de refracdo
imediatamente acima da superficie do metal sofre alguma alteragéo, pela adsor¢cédo de
qualguer molécula, uma mudanca no angulo de SPR é observada através do
monitoramento deste angulo, em que se pode quantificar a adsor¢cdo de moléculas em

funcdo do tempo (Homola et al., 2006).
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2. Objetivos

Os objetivos do projeto, a serem perseguidos com as larvas de Tenebrio molitor

(Coleoptera: Tenebrionidae), distribuem-se em algumas vertentes principais:

(A) Busca de seqguUéncias correspondentes a proteinas com fung¢des presumiveis em
tamponamento luminal, absor¢céao de nutrientes, fluxos intestinais e envolvidas nos
mecanismos de secrecdo de enzimas como as a-manosidases e a- glicosidases.

(B) Realizar analises por RT-PCR das sequéncias de interesse encontradas para
verificar a presenga ou a auséncia destas moléculas nas varias regides do intestino e
corpo do inseto, com o intuito de detectar proteinas diferencialmente expressas no
intestino da larva de Tenebrio molitor.

(C) Geracdo de dominios ligantes de quitina de proteinas da membrana peritréfica
de forma recombinante e analisar “in vitro” as interagcdes desses dominios com a
quitina.

(D) Identificacdo dos sitios de expressdo dos mMRNAs correspondentes as proteinas
de interesse descritas em (A) para propor mecanismos moleculares para fendmenos
fisiologicos intestinais, como tamponamento luminal, fluxos intestinais e absorcdo de

nutrientes.
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3. Materiais e métodos
3.1. Manutencéo e cultivo da colbénia de Tenebrio molitor

Culturas estoque de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), foram
mantidas em farelo de trigo a temperatura de 24-26 °C, a uma umidade relativa de 70-
75 %. Larvas desenvolvidas (cada uma pesando cerca de 0,12 g) de ambos 0s sexos

foram usadas nas preparacoes.

3.2. Preparacdo da membrana peritrofica de Tenebrio molitor

A membrana peritrofica e seu conteudo foram homogeneizados em agua
bidestilada com o auxilio de um homogeneizador de tipo Potter-Elvehjem. O
homogeneizado obtido foi centrifugado (25.000x g; 30 min; 4°C), o sobrenadante
resultante foi usado como fonte de proteinas soltveis do contetdo luminal. O sedimento
foi usado como fonte de membrana peritréfica. Além da membrana peritréfica, esse
sedimento contém também a fracdo insolivel do alimento ingerido pelo animal. Para
obter apenas a fracdo de membrana peritréfica, a camada gelatinosa translicida, que
representa a menor parte do sedimento total e se posiciona na camada superior, foi
retirada com o auxilio de uma espatula. Durante esse procedimento tentou-se retirar o
minimo da fracdo granulosa do sedimento (que é a maior parte de sedimento e deve
representar a fracdo insoltvel do alimento ingerido pelo animal).

Essa fracdo gelatinosa foi entdo homogeneizada com o auxilio do
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem em uma solucdo de 60% de glicerol. Esse
homogeneizado foi centrifugado (10.000x g; 15 min; 4 °C) e o sobrenadante retirado. O
sedimento resultante é a fragdo granulosa contaminante que foi pega junto com a
fracdo gelatinosa durante a coleta com a espatula. O sobrenadante foi entdo diluido de
forma que a concentracédo final de glicerol fosse de 10% e novamente centrifugado
(25.000x g; 30 min; 4°C) e o sobrenadante descartado. O sedimento correspondente a
fracdo gelatinosa inicial foi ressuspendido em &gua bidestiiada e novamente
centrifugado nas mesmas condicbes anteriores. O sobrenadante foi novamente
descartado e o sedimento novamente ressuspendido em &gua bidestilada. Esse
material foi usado como fonte de membrana peritrofica. Todos os passos foram

realizados sob refrigeracao.
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3.3. Centrifugacao diferencial de homogeneizado de tecidos do intestino
meédio (fracionamento celular)

O epitélio das porcdes anterior e média do intestino médio foram dissecados e no
mesmo dia homogeneizados em um homogeneizador Potter-Elvehjem (15 movimentos)
em tampao Tris-HCI 20mM, pH 7,0 contendo KCI 328 mM e EDTA 5 mM.

O pH do tampéo foi ajustado a temperatura ambiente. O homogeneizado foi feito
com 3 mg de proteina/mL, depois foi filtrado através de uma membrana de nylon com
poro de 45 um e o volume recuperado foi ajustado para conter 2 mg de proteina/mL e
foi centrifugado a 4 °C.

As seguintes fracbes foram coletadas: sedimento 1 (P1) resultante da
centrifugacdo a 600 g por 10 min; sedimento 2 (P2) obtido a 3.300 g por 10 min;
sedimento 3 (P3) obtido da centrigacdo a 25.000 g por 10 min.

Apos a centrifugacdo diferencial, os sedimentos foram coletados e
homogeneizados no tamp&do previamente utilizado e em seguida foram submetidos a 3
ciclos de congelamento e descongelamento (sendo um dos congelamentos “overnight”)
e posteriormente foram centrifugados a 10.000 g por 60 min.

O P1 sofreu os ciclos de congelamento e descongelamento, mas néo foi
centrifugado porque todo o material foi utilizado para a imunizacédo do coelho. O P1 é a
fracdo onde se encontra grandes vesiculas que se desprendem das microvilosidades,
apices celulares e é bem abundante em mitocéndrias (Ferreira et al., 1990).

A outra fracéo utilizada para imunizacédo foi o sobrenadante do P3 apés os ciclos
de congelamento e descongelamento e a centrifugagéo final. Esta fracdo é rica em
microvilosidades celulares e outras estruturas além de ser rica em conteudo de

vesiculas (Ferreira et al., 1990).
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3.4. Determinacéao da concentracdo de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas presentes na amostra foi feita
usando o método descrito por Smith et al., (1985) e modificado por Morton & Evans

(1992). Foi utilizado curva padrdo de albumina de ovo.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida para separacdo de proteinas
(SDS-PAGE)

As amostras de proteinas foram diluidas com tampao de amostra (Tris-HCI 120
mM pH 6,8, SDS 5% (m/v), 2-a-mercaptoetanol 1,3 mM, EDTA 1,0 mM, glicerol 20%
(v/v) e azul de bromofenol 0,01% (m/v)). Antes da aplicagéo, as amostras foram fervidas
junto com o tampdo acima descrito por 5 minutos. Foi usado o gel de corrida na
concentracdo de 12% de poliacrilamida e o gel de empilhamento de 4% com SDS 1%,
preparado segundo Laemmli (1970). A eletroforese foi realizada em voltagem constante
de 200V a temperatura ambiente, até que o azul de bromofenol, utilizado como
marcador de frente, estivesse na borda inferior da placa. A coloracdo dos géis foi feita
com Coomassie Blue R-250 0,1% (p/v) preparado em uma solucdo de metanol 40%
(v/v) e &cido acético 10% (v/v). A quantidade de proteina, contida nas diversas bandas
separadas de cada amostra, pode ser quantificada usando uma curva padrdao de uma
qguantidade crescente de albumina de ovo aplicada no mesmo gel. O marcador de
massa molecular utilizado continha as seguintes proteinas: fosforilase B (116.000); soro
albumina bovina (BSA) (80.000); ovoalbumina (52.500); anidrase carboénica (34.900);
SBTI (29.900); lisozima (21.800).

3.6. Producéo de anticorpos policlonais

A producéo de anticorpo foi feita como descrito por Jordao et al., (1996). Antes
da aplicacédo do material para a producao do anticorpo, foram retirados 5 mL de sangue
do coelho, com o intuito de se obter o soro pré-imune.

A quantidade de proteina de cada preparacdo a ser usada na imunizacao foi
determinada ap0s cada uma ser submetida a eletroforese em SDS-PAGE. Apoés a
eletroforese o gel foi corado por Coomassie Blue e as bandas minoritarias quantificadas

comparando a sua intensidade com a intensidade das bandas de quantidades
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crescentes de albumina de ovo, que também foram submetidas a eletroforese. O
calculo da quantidade de proteina total necessaria em casa aplicacao foi feito de forma
que fossem inoculadas no minimo 15 pg das proteinas menos abundantes, para que
todas as proteinas pudessem ter quantidade suficiente para gerar anticorpos no coelho.

A quantidade de proteina total na amostra necesséria em cada aplicagcdo foi
diluida para o volume final de 1 mL e entdo misturada com o adjuvante completo de
Freund (Sigma) (na proporcdo de 1:1). Uma segunda aplicacéao foi realizada 30 dias
apos a primeira, aplicando os mesmos valores em massa de proteina, mas agora com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Ap6s 15 dias da segunda imunizacdo, o
sangue do coelho foi retirado para se obter o soro imune. Para se obter o anticorpo
semi-purificado foi utilizada a técnica descrita por Jordao et al., 1996), o sangue imune
das respectivas preparacdes foram deixados por 1 h a 37°C e em seguida a 4°C por 19
h. O mesmo procedimento foi realizado com o sangue pré-imune. Os respectivos
materiais foram entdo centrifugados (600 g rpm, 15 min a 4°C) e ao sobrenadante
(soro) foi adicionada uma solucéo de sulfato de aménio saturada preparada em tampao
fosfato de s6dio 200 mM pH 6,5 na proporcao de 1:1 (v/v). Apds permanecer por 18 h a
temperatura ambiente, a suspensao obtida foi centrifugada (600 g, 15 min a 4°C). O
sedimento foi entédo ressuspendido em uma solugdo 50% saturada de sulfato de amonio
pH 6,5 e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. Esse passo foi
entdo repetido por mais uma vez e o sedimento final obtido foi ressuspendido em NacCl
125 mM. As respectivas preparacdes foram entdo dialisadas por 20 horas contra 1000
volumes de NaCl 125 mM com uma troca da salina. Os dialisados foram aliquotados e

mantidos a -20°C até o uso.

3.7. Western Blot

As diversas preparacbes foram submetidas a SDS-PAGE 12 %. ApoOs a
separacao eletroforética, o gel foi submetido ao método de transferéncia de proteinas
para membranas de nitrocelulose descrito por Towbin et al., (1979). Inicialmente o gel
foi equilibrado por 15 min em tampao Tris 25 mM pH, glicina 192 mM e contendo
metanol 20%, pH 8,3. Em seguida, foi realizada a transferéncia eletroforética das

proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose de poro de 0,45 um, também
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previamente equilibrada por 15 min no mesmo tampdo. Foi utilizado o sistema de
transferéncia de proteinas semi-seco (Bio Rad), na presenca do tampao acima nas
condicées indicadas pelo manual do aparelho (15V; 5,5 mA/cm? de gel; 30 min). A
eficacia de transferéncia das proteinas foi monitorada por marcadores de peso
molecular pré-corados Low-Range (Bio-Rad, usados 5 pL) aplicados na eletroforese.
Os padrdoes usados foram: fosforilase B (116.000); Soro albumina bovina (BSA)
(80.000); ovoalbumina (52.500); anidrase carbonica (34.900); SBTI (29.900); lisozima
(21.800).

Antes de serem imunoensaiadas, as membranas de nitrocelulose foram deixadas
imersas em uma solucdo 5 % (p/v) de leite em p6 desnatado dissolvido em TBS
(tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; contendo NaCl 0,15 M) por uma 1h a temperatura
ambiente (ou 18h a 4 °C). Esse procedimento € util para bloquear os sitios da
membrana de nitrocelulose que ndo contém proteina transferida do gel, evitando assim
ligagbes inespecificas nos passos que se seguem. As membranas de nitrocelulose
foram entdo lavadas 4 vezes por 5 min cada com TBS contendo Tween-20 0,05% (v/v)
(TBS-T), incubadas por 2h com o anticorpo na diluicdo apropriada em TBS-T (todos os
anticorpos foram usados na diluicdo de 200x). As membranas de nitrocelulose foram
entdo lavadas com TBS-T 4 vezes por 5 min cada, incubadas por mais 2h com uma
solucdo de anti-igG de coelho acoplada a peroxidase diluida 1:1000 em TBS-T. A
seguir, as membranas de nitrocelulose foram lavadas 4 vezes por 5 min com TBS e
entdo reveladas. Para isso as membranas foram incubadas com uma solugéo feita com
20 mg de 4-cloro-1-naftol dissolvidas em 4 mL de metanol, a qual foram adicionados 20
mL de TBS aquecido a 37 °C e 15uL de H,0,, até que bandas escuras pudessem ser
visualizadas (até 15 min). ApGs serem extensivamente lavadas com agua destilada as
membranas de nitrocelulose foram deixadas para secar entre duas folhas de papel de
filtro em local arejado.

Para determinar a diluicdo de anticorpo imune a ser usada foi feito uma Western
blot (dados ndo mostrados) onde as diversas preparagcoes foram submetidas a SDS-
PAGE, transferidas para a membrana de nitrocelulose (50 pug de proteina total) e

testadas com diversas diluicbes do anticorpo imune gerado pelas respectivas
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preparacdes (100, 200, 500 e 1000x). A diluicdo escolhida foi aquela onde ainda era

observada uma boa marcag&o na maior diluigdo do anticorpo imune.

3.8. Disseccéao dos tecidos, extracdo de RNA total de Tenebrio molitor

Para os experimentos de extracdo de RNA total, as larvas de Tenebrio molitor
foram imobilizadas no gelo e submetidas ao procedimento de disseccdo em lupa
higienizada com &lcool 70°GL. Nesse caso, as pincas e laminas utilizadas foram
fornadas a 150°C por pelo menos 4 horas. Foi utilizada agua Milli-Q contendo 0,01% de
dietilpirocarbonato (DEPC) autoclavada (Ausbel et al., 1995) para auxiliar na disseccao
dos insetos, ao invés de solucdo de NaCl 342 mM gelada. Os tecidos dissecados de
Tenebrio molitor para extracdo de RNA para o pirossequenciamento foram: o epitélio do
intestino médio inteiro para a primeira rodada do 454 e a metade anterior do intestino
médio para a segunda rodada na maquina. Para os experimentos de RT-PCR os
tecidos dissecados de Tenebrio molitor foram: carcaca, corpo gorduroso, tubulo de
Malpighi e epitélio do intestino médio dividido em trés regifes: anterior, média e
posterior. Todos esses materiais foram lavados com agua DEPC e entdo colocados em
tubos “eppendorf’ devidamente identificados no gelo seco. Esses materiais foram
estocados a -80°C até serem submetidos & extracdo de RNA com Trizol®.

O RNA total foi extraido dos tecidos alvos, previamente dissecados e
armazenados a -80°C, usando 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies) e os
tecidos foram completamente ressuspensos com o auxilio de uma seringa de 3 mL.
Apds 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, foram adicionados 0,2 volumes
de CHCI;, seguindo-se agitacdo por inversdo e incubacdo por mais 3 minutos a
temperatura ambiente. ApGs centrifugacdo a 16.000 xg por 15 minutos a 4°C, a fase
aguosa foi retirada e transferida para outro microtubo. A essa fase foi adicionado meio
volume de isopropanol/solucéo de precipitacdo [NaCl 1,2M, citrato de sédio 0,8 M em
agua contendo DEPC 0,01% (v/v)], seguindo-se incubacao por 10 minutos. O microtubo
foi centrifugado a 16.000 xg por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi lavado com igual volume de etanol 75% (v/v) por centrifugacdo nestas
mesmas condi¢des. O etanol foi desprezado e o precipitado foi seco a temperatura

ambiente em fluxo laminar por 3 minutos.
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O precipitado de RNA total foi ressuspenso em 100 uL de agua DEPC 0,01%
(v/v) e a amostra foi aquecida por 10 minutos a 65°C. A concentracao final do RNA total
foi estimada pela medida da absorbancia em 260 nm. Os contaminantes do RNA como
proteinas e fenodis foram monitorados por leituras das razées 260 nm/280 nm e
260nm/230nm respectivamente. Abs,g= 1 equivale a 40 ug de RNA/mL. Este RNA foi

mantido a - 80°C até que ele fosse utilizado.

3:9. Tratamento do RNA total com DNAse para produgcao de cDNA para
pirossequenciamento

Foi utilizada a Turbo™ DNAse da empresa Ambion (Applied Biosystems) para
digerir todo e qualquer DNA gendmico presente na amostra de RNA total extraida do
epitélio do tubo digestivo de T. molitor. Esta enzima digere tanto DNA fita simples
quanto fita dupla com terminal 5’ fosfato.

Foi adicionado 1pL de Turbo™ DNAse (2U) para cada 10 pg de RNA em uma
reacdo de 50 pL, juntamente com o tampédo da enzima. O conjunto de reacao foi
inbubado a 37°C por 30 min segundo o manual do kit da enzima. Estas condicdes
podem remover cerca de 2 pg de DNA genémico. Apos 30 min, o tubo foi aquelcido a

75°C por 10 min e EDTA foi adicionado no tubo numa concentragéo final de 15 mM.

3.10. Purificacdo do RNA total apés tratamento com TurboTM DNAse

Para a purificacdo do RNA total apds tratamento com a enzima DNAse, foi
utilizado o kit RNA Clean up da empresa Qiagen. Este kit foi utilizado para remover
qualquer DNA que tenha sido clivado durante o tratamento com a DNAse no passo
anterior. Resumidamente, este kit possui uma coluna, na qual o RNA total se liga com o
auxilio do ambiente criado ao se adicionar etanol. Esta ligacdo do RNA na membrana
do RNeasy é seletiva e os contaminantes sao eliminados. Ao final o RNA é eluido com
agua livre de RNAse.

3.11. Quantificacdo de RNA total e mRNA por Ribogreen

Para quantificacdo dos RNAs foi utilizado o kit Quant-iT™ RiboGreen® da

empresa Invitrogen. Este reagente € um corante fluorescente ultrasensivel que cora
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acidos nucléicos e é utilizado para quantificar em solucdo o RNA. Esta técnica € menos
afetada por contaminantes do que as que quantificam &cidos nucléicos por leitura a 260
nm.

RNA ribossomal é utilizado na constru¢do de uma curva padrdo da ordem de ng
de RNAs.

Este kit ndo é capaz de quantificar quantidades menores que 1ng/mL RNA. A
excitacdo maxima do corante ligado ao RNA é em 500 nm e a emissdo maxima é em
525 nm.

3.12. Purificagdo de mRNA

Para a purificacdo do mRNA foi utilizado o kit de purificacdo Dynabeads® mRNA.
Esta purificacdo baseia-se na separacdo do mRNA do RNA total. O principio da
separacdo é uma cromatografia de afinidade na qual residuos de oligo (dT),s séo
ligados covalentemente na superficie das Dynabeads. Estes residuos se ligam a cauda
de poliA na regiao 3’ dos mMRNAs de eucariotos separando este mRNA dos outros
RNAs presentes.

Um mg de beads (200 uL) pode isolar mais que 2 pg de mRNA, dependendo da
amostra e 0 maximo de RNA total que pode ser utilizado por reagdo sao 75 ug.

3.13. Analise da qualidade do RNA total e mRNA

Esta andlise da qualidade do RNA (se esta intacto ou possui degradacdes) é
feita utilizando o kit da Agilent chamado RNA 6000 juntamente com o equipamento
Bioanalyzer 2100 da Agilent.

Com este aparato também conseguimos verificar o tamanho dos RNAs

encontrados na amostra e sua integridade.

3.14. Sintese de cDNA

A preparacao da biblioteca de cDNA consiste de 9 passos principais mostrados

na figura 12 abaixo:
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Figura 12: Passos da preparacéo da biblioteca de cDNA. Clotilde Tailing, 2011. Nature methods p V-VII.

3.15. RT-PCR semi

-quantitativo

ApoOs a extracdo de RNA total dos diferentes tecidos descritos no item 3.8, estes

foram utilizados para producdo de cDNA das regides correspondentes, utilizando a

transcriptase reversa fornecida pelo kit da SuperScript First Strand Synthesis for RT-

PCR (Invitrogen). O cDNA resultante foi usado como molde para amplificacdo das

sequéncias por PCR com iniciadores especificos para cada sequéncia, tendo-se como

controle constitutivo a actina do mesmo inseto.

A reacdo de PCR foi realizada usando a Tag DNA polimerase (Invitrogen) em

meio tamponado contendo 1,5 mM de MgCl,. As condi¢cdes de PCR foram as mesmas

para todas as amostras, variando apenas o numero de ciclos para amplificacdo das

diferentes sequéncias. O numero de ciclos foi escolhido apds varias tentativas, assim

gue a amplificacdo estava em fase log, resultando em bandas claras e visiveis.
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O tamanho dos produtos do RT-PCR deve ser compativel com os tamanhos
esperados, assim eliminando a contaminagéo por DNA gendmico na preparacao.

3.16. Programas de bioinformatica
3.16.1. BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) considera regifes de similaridade
entre as sequéncias locais. O programa compara sequéncias de nucleotideos ou
proteinas com sequéncias de uma base de dados e calcula a significancia estatistica
dos alinhamentos. O programa BLAST pode ser usado para inferir relacdes evolutivas e
funcionais entre as sequéncias, assim como para ajudar a identificar os membros de
familias protéicas (ALTSCHUL et al., 1990). Este programa também nos deu suporte

para confirmar a similaridade das sequéncias obtidas através do pirossequencimanto.

3.16.2. ClustalWw

Programa usado para o alinhamento mudultiplo de sequéncias de DNA ou
proteinas (HIGGINS et al., 1988). Pode ser utilizado na identificacdo de regides

conservadas das sequéncias e para inferéncias filogenéticas.

3.16.3. Newbler

Programa para montagem de genomas ou transcriptomas, desenvolvido
especificamente para processar os dados gerados pelo pirossequenciador 454-GS-
series (ROCHE). O programa pode ser utilizado tanto através da linha de comando
quanto via interface, utilizando Java GUI. Tem como dado de entrada o arquivo binario
gerado pelo sequenciador 454, onde se encontram todas as informacdes referentes ao
pirossequenciamento. Os arquivos *.sff obtidos referentes as amostras de cDNA de
Tenebrio molitor foram submetidas a montagem por meio da plataforma gsAssembler
(montagem de novo) do programa Newbler 2.3, fornecido pela Roche 454. O programa
também permite 0 uso de sequéncias de outros procedimentos de seqiienciamento,
desde que estejam no formato FASTA. O montador se utiliza de sobreposi¢cbes para a
formacdo de contigs, utilizando a comparacao direta entre os flowgrams, equivalentes

aos eletroforetogramas do procedimento Sanger, através do médulo Overlapper. O



79

modulo Unitigger agrupa as leituras de sequéncias que possuem sobreposicOes
consistentes em unitigs. Cada unitig pode ser obtido devido a presenca de regifes de
repeticdo no genoma ou por ndo haver sequéncia para continuar a extensao. Por fim o
maodulo Multialigner faz o processo de otimizagcdo dos unitigs em contigs, onde qualquer
deficiéncia identificada nas outras etapas é corrigida e os contigs sédo estendidos.

Foi considerado um valor de sobreposicdo minimo e identidade de sobreposicao
de 40 bases e 90%, respectivamente. Foram realizados testes modificando tais
parametros, entretanto, nenhuma modificacao significativa no nimero total de contigs
gerados foi obtida. Assim sendo, o default do programa foi utilizado para se prosseguir

com as analises.

3.16.4. dCAS

Para atender as necessidades e facilitar as atividades de pesquisadores, foi
desenvolvido um pacote de software: Desktop System Annotation cDNA (dCAS), que é
usado para executar em larga escala, limpeza, clustering de montagem, e anotacdo de
sequéncias através de um computador desktop. dCAS é um software de anotacéo, que
foi desenvolvido pelo Dr. José M. C. Ribeiro e colaboradores (Yongjian Guo et al., 2009)
no Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos, utilizando o Visual Basic e foi
amplamente utilizada por muitos laboratérios ao redor do mundo (Andersen et al. 2007,
Arca et al, 2007;. Assumpcéao et al, 2008). dCAS usa um conceito de fluxo de trabalho
para integrar varias etapas de processamento e analise das sequéncias. Ha dois fluxos
de trabalho atualmente disponiveis em dCAS: fluxo de trabalho do Nucleo, projetado
para processamento de uma Uunica biblioteca de cDNA, e a Biblioteca Compare fluxo de
trabalho, para a analise de multiplas bibliotecas de cDNA derivado da mesma amostra
biolégica sob diferentes condi¢des experimentais. Para uma unica biblioteca de cDNA,
o fluxo de trabalho primeiro retira seqiéncias de vetores de clonagem que possam
estar unidos a sequéncia de interesse. Isto é conseguido através da pesquisa dentro do

banco de dados UniVec (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html).

Fragmentos de sequéncias sdo entdo agrupadas usando Blast (Altschul et al. 1990) e
montados em contigs usando Cap3 (Huang et al. , 1999). Contigs sao entdo anotados

por comparacdo com bases de dados de sequéncias especificadas pelos usuarios e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html
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peptideos sinal sdo previstos usando SignalP servidor (Emanuelsson et al., 2007).
Finalmente, os dados analisados sao reunidos e compilados em um planilha de Excel
com hyperlinks referindo-se a arquivos de dados gerados em cada etapa de analise.

Para varias bibliotecas, o workflow de comparar bibliotecas constréi os clusters
unindo sequéncias complementares entre as varias bibliotecas comparadas e anota os
contigs usando blast em varios bancos de dados e no SignalP. Os resultados sdo entédo
compilados em um relatério em Excel que agora também possui analises estatisticas
sobre a diferenca de expressdo génica das sequéncias entre as bibliotecas de cDNA
analisadas na comparacao.

A grande maioria das analises das sequéncias obtidas através do
pirossequenciamento (454) foi realizada através deste programa dCAS, apés prévia
montagem com o Newbler, inclusive a comparacao entre as duas bibliotecas de cDNA

que sequenciamos. A interface do programa dCAS é mostrada na figura 13 abaixo.
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Figura 13. DCAS interface..
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3.16.5. Curagem das sequéncias

bY

Todos os contigs selecionados foram submetidos a Blast X, o que permitiu
verificar se a anotacdo da sequéncia estava correta e se a sequéncia estava completa
ou ndo dentre outros parametros sempre resumidos atraveés das tabelas ao longo do
texto. Quando se confirma a similaridade com a proteina almejada a sequéncia foi
traduzida (no quadro de leitura correspondente da sequéncia de maior similaridade
encontrada no banco de dados NR) usando a ferramenta de Translate do Expasy Tools
(web.expasy.org/translate). Algumas vezes se observa que a sequéncia aparece em
dois quadros de leitura diferentes, o que causa uma interrupcdo na apresentacao
grafica dada pelo Blast X. Isso ocorre devido ao tipo de sequienciamento realizado pelo
454, onde é dificil conseguir uma resposta linear quando varias bases do mesmo tipo
estdo lado a lado (Carvalho & Silva, 2010). Nesse caso, usando a sequéncia mais
semelhante aquela que apresenta problema, verifica-se qual € o aminoacido no qual
houve o problema e utlizando uma tabela com os cd6dons para os diversos
aminoacidos, verifica-se qual a base que pode ser removida ou adicionada para que a
sequéncia fiqgue em um Unico quadro de leitura. ApGs este tratamento das sequéncias,
alguns contigs se juntam e o niamero de contigs normalmente torna-se menor que o
inicial.

Uma vez tendo a sequéncia da suposta proteina em um anico quadro de leitura é
feita a comparacdo com uma proteina ja caracterizada através de Blast P, para verificar
se a suposta proteina contém os aminoacidos importantes para sua funcdo. Nesse caso
analisamos as assinaturas caracteristicas de cada tipo de proteina reconhecidas pelo
software NPS@PROSCAN (http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html). Além das assinaturas e tipos de

dompinios também foi verificado nas sequéncias 0 numero de algcas transmembrana
pelo software TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) e os motivos

caracteristicos das proteinas de interesse preditos pelo interpro

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/).



http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pI?page=/NPSA/npsa_server.html
http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pI?page=/NPSA/npsa_server.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
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3.17. Meios de cultura para crescimento de bactéria e tamp6fes usados
nas técnicas de biologia molecular

Os meios de cultura para o crescimento de células e os tampdes utilizados nas
técnicas de biologia molecular foram preparados como descritos por Sambrook et al.
(1989).

3.18. Imunoensaios
3.18.1. Plagueamento e inducao das bibliotecas de cDNA

Células XL1-blue MRF’ foram crescidas em LB-liquido contendo maltose 0,2%
(p/v) e MgSO, 10 mM durante cerca de 16 h, a 30 °C e sob agitacdo a 250 rpm. Em
seguida foram sedimentadas por centrifugacdo (2.000x g; 10 min; temperatura
ambiente) e entdo ressuspensas em MgSO, 10 mM para uma Aggp = 0,5. Uma aliquota
de 2 mL desta suspenséo de células foi incubada com aliquotas da biblioteca de cDNA
de intestino médio de Tenebrio molitor, que foi preparada como descrito por Ferreira et
al. (2007). As aliquotas continham 1,5x10"° pfu mL™ (titulo da biblioteca) e a incubacéo
foi feita por 15 min a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 25 mL de NZY-agarose a
55 °C a mistura de incubacado e essa derramada sobre uma placa NZY-agar de 240 x
240mm. As placas de NZY-agar permaneciam por um periodo de cerca de 6 h a 37 °C
para o aparecimento dos primeiros sinais de placas de lise. A escolha da quantidade de
fagos a serem plagueados foi feita de forma a possibilitar uma densidade na placa de
cultura que permitia a obtencéo de clones isolados na varredura.

ApOs o aparecimento dos primeiros sinais de placas de lise, iniciava-se o
procedimento de indugdo do promotor da a-Galactosidase com IPTG. Para isso eram
usadas membranas de nitrocelulose (Bio Agency) previamente esterilizadas, através da
exposi¢cdo por 15 min a luz UV de cada face das membranas. Essas eram entdo
embebidas em IPTG 10 mM estéril e deixadas secar no fluxo laminar. As membranas
contendo IPTG eram entdo colocadas cuidadosamente sobre o meio de cultura
evitando a formacao de bolhas. Em seguida, as placas eram colocadas novamente para

incubar a 37 °C, desta vez, por um periodo de 4 horas.
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Durante o processo de indugdo, as proteinas de fusdo (a-Galactosidase +
polipeptideo codificado pelo cDNA do inserto) induzidas em cada placa de lise ficavam
aderidas as membranas de nitrocelulose. Apos o término da inducdo, as placas eram
deixadas pelo menos 2 h a 4 °C para evitar que pedacos de agarose ficassem aderidos
as membranas de nitrocelulose quando essas fossem retiradas da placa. Marcas eram
feitas nas membranas e nas placas de NZY-agar usando agulhas, com o intuito de
orientar o posicionamento da membrana na placa. Esse procedimento € importante
para permitir a localizacdo dos clones de interesse. Apds serem retiradas dos meios de

cultura, as membranas de nitrocelulose eram entdo submetidas aos imunoensaios.

3.18.2. Imunoensaio nas membranas de nitrocelulose

O imunoensaio nas membranas contendo as proteinas de fusdo foi feito como
descrito no item 3.7.

Durante o procedimento de revelacdo, o0s sinais positivos que fossem
aparecendo eram marcados com lapis de ponta fina de forma a evitar que o sinal fosse
perdido apés o término da revelacgéo.

As diluicbes dos anticorpos usadas para os imunoensaios foram de 200 vezes

para todos os anticorpos utilizados.

3.18.3. Coleta dos clones positivos

ApG6s o imunoensaio, as membranas de nitrocelulose foram lavadas com agua
destilada e usadas para fazer uma réplica com o auxilio de uma transparéncia. Essa
réplica tinha marcada os clones positivos e foi usada para localizar na placa de cultura
quais as placas de lise que tinham as proteinas que reagiam positivamente com o
anticorpo e que, consequentemente continham os fagos apresentando os cDNAs de
interesse. As placas de lise eram entdo recolhidas do meio de cultura com o auxilio de
um palito esteéril. Pedacos do meio de cultura contendo apenas placas de lise isoladas
eram entdo retirados e transferidos para um dos po¢os de uma placa de 96 pogos
contendo 100 pL de tampao SM (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 8mM Mg, SOy;
0,0025 % p/v de gelatina). Nesse tampao, os fagos A Zap Il se mantém estaveis por

cerca de 6 meses. Depois de incubados por 2 h a temperatura ambiente ou 16 h a 4 °C,
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a suspensao de fagos j4 podia ser usada para experimentos posteriores. Apos 0
preenchimento com clones positivos de uma placa de 96 pogos (sendo um clone
selecionado por poco), era feito o procedimento de excisdo de plasmideos a partir

desses fagos.
3.18.4. Excisdo do plasmideo p-Bluescript
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Figura 14: Mapa esquematico do plasmideo pBluescript. Os cDNAs encontram-se clonados no gene da
a-galactosidase (LacZ). Esse gene se encontra sobre o controle do promotor lac que € induzido na
presenga de IPTG. cDNAs que estdo em fase de leitura com o gene da a-galactosidase sao expressos
como proteinas quiméricas na presenca de IPTG.

Inicialmente foi feita a preparacédo do estoque de células XL1-blue MRF’ e SOLR
no dia a ser feita a excisdo. Essas células foram crescidas em LB-liquido contendo
maltose 0,2 % (p/v) e MgSO,4 10 mM durante cerca de 16 h a 30 °C sob agitacao de 250
rpm. Em seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacdo (2.000x g; 10 min;
temperatura ambiente) e ressuspensas em MgSO, 10 mM para uma Agg = 1,0.

O protocolo de excisdo foi feito em placas de 96 pocos estéreis que tem a

capacidade para 300 pL de solugdo em cada pogo. A cada pogo foram adicionados
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13,3 uL de células XL1-blue MRF’' que foram co-infectadas com 10 pL da amostra de
fago A Zap Il isolado, obtido da varredura da biblioteca de cDNA, e 0,06 pyL de fago
“helper ExAssist”. Essa mistura era entédo incubada a 37 °C por 16 h.

Em células XL1-blue MRF' coinfectadas por esses dois fagos, proteinas
codificadas pelo fago “helper” reconhecem especificamente regides do DNA do fago A
Zap 1l e promovem a excisdo e circularizacdo de uma fita simples de DNA, dando
origem ao plasmideo p-Bluescript (ver figura 14), plasmideo esse que contém o cDNA
de interesse. Esse plasmideo é entdo encapsulado pelas proteinas do fago “helper” e
eliminado pelas células XL1-blue MRF'.

Para purificar os fagos, a cultura obtida ap6s a incubacgéo por 16 h foi incubada a
65 °C por 15 min, periodo esse suficiente para matar as células XL1-blue MRF'
presentes no meio. A cultura era entdo centrifugada (2.000x g, 10 min, temperatura
ambiente) e o sobrenadante, contendo os fagos carregando o plasmideo p-Bluescript e
fagos A Zap Il, recuperados.

Para finalizar, as células SOLR foram transformadas com 50 pyL da preparacao
de fagos obtida no passo anterior. Apdés 15 min de incubacdo a 37 °C essas células
foram plagueadas em meio LB-agar contendo ampicilina (50 pg/mL). As placas foram
incubadas por 16 h a 37 °C.

As colbnias isoladas obtidas no meio LB-agar contendo ampicilina foram
crescidas em meio LB-liquido contendo o mesmo antibiético (50 ug/mL). Essas culturas
foram feitas em placas de cultura de 96 pocos de 300 uL de volume com fundo em “U”,
com tampa e estéreis. Essas culturas foram usadas como fonte de DNA para a

realizacdo do PCR.
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3.19. Sequenciamento ao acaso da biblioteca de cDNA (transcriptoma do
intestino médio de T.molitor )

3.19.1. Exciséo in vivo do plasmideo Bluescript

Células XL1-Blue MRF" e SOLR foram crescidas em LB liquido suplementado
com maltose 0,2% (p/v) e MgSO, 10 mM durante 16 h a 30°C sob agitacdo de 250 rpm.
Em seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacéo (2.000 g por 5 min a 8°C)
e ressuspensas em uma solucdo de MgSO,4 10 mM até obter uma Ago de 1.0 (8 x 10°
células/mL).

Em seguida, foram combinados 10’ pfu da biblioteca em fago A Zap Il (1pL) com
10® células de XL1-Blue MRF e 10° pfu de fago “helper EX Assist”. Nesse passo,
proteinas codificadas pelo fago “helper’ reconhecem especificamente regides do DNA
do fago A Zap Il e promovem a excisao e circulariza¢do de uma fita simples de DNA que
contém as sequéncias do plasmideo Bluescript e o inserto de cDNA contido no clone de
interesse. Essa mistura foi entdo incubada a 37°C por 15 min e logo em seguida foi
acrescentado LB liquido para incubacdo por 3 h a 37°C com agitacdo para que o
plasmideo fosse entdo encapsulado pelas proteinas do fago “helper” e eliminado pelas
células XL1-Blue MRF’". Para purificar os fagos, a cultura foi incubada a 70°C por 20
min, periodo suficiente para matar células XL1-Blue MRF  presentes no meio.
Finalmente, esse material foi centrifugado (2.000 g por 10 min a 8°C) e o sobrenadante,
contendo os fagos carregando o plasmideo pBluescript e fagos A Zap I, recuperados.

Para finalizar, as células SOLR foram transformadas com o plasmideo
pBluescript. Para isso 200 uL de suspenséo de células SOLR foram incubadas com 1
uL da preparacédo de fagos obtida no passo anterior. Apos 15 min de incubacéo a 37
°C, essas células foram plagueadas em meio LB &gar contendo carbenicilina (50
ug/mL), Xgal (50 pg/mL) e IPTG 100 mM. As placas foram incubadas por 16 h a 37°C.

Durante esse procedimento, os fagos “helper EX Assist” infectam as células
SOLR, mas ndo sdo capazes de crescer. Essas células sdo selecionadas
negativamente em meios contendo carbenicilina e XGal. Os fagos A Zap Il ndo sao

capazes de infectar as células SOLR. Células infectadas pelos fagos “helper ExAssist”,
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contendo como material genético o plasmideo pBluescript, sdo selecionadas
positivamente em meios contendo carbenicilina e XGal.

As colbnias isoladas obtidas no meio LB agar contendo carbenicilina, XGal e
IPTG foram crescidas em placas de 96 pocos durante 16 h a 37 °C sem agitacdo em
meio LB liquido também contendo carbenicilina (50 ug/mL).

Posteriormente, com auxilio de um carimbo de replicagédo parte das bactérias que
cresceram no meio liquido foram transferidas para uma placa de PCR para realizagédo
do PCR de colbnia (PCR no qual se utiliza a prépria colénia bacteriana, mas introduz-se
no método um passo de aquecimento a 96 °C para lisar a bactéria e, desta forma o
plasmideo € liberado para ser utilizado como molde para a reacédo da polimerase) e ao

restante foi acrescido glicerol 30% e entdo armazenadas a -80 °C.

3.20. PCR

As reacdes de PCR tanto para 0s imunoensaios como para 0 transcriptoma
foram realizadas em tampé&o Tris-HCI 10 mM pH 8,4 contendo KCI 50 mM, gelatina
0,01% (p/v), Triton X-100 0,1% (p/v), MgCl, 1,5mM e dNTPs 0,2 mM. Foram
adicionados 2 pmol de iniciadores juntamente com 5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). O volume final da reacdo de PCR foi de 25 yL. O DNA molde foi aquele
das bactérias obtidas da transformacdo das células SOLR com os plasmideos p-
Bluescript e que foram selecionados em meio LB-ampicilina.

Para a realizacdo do PCR das sequéncias do sequenciamento ao acaso e
também dos clones positivos dos imunoensaios, foram usados os iniciadores T3 (5'
AATAACCCTCACTAAAGGGA 3) e T7 (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3'). Esses
iniciadores pareiam nos bracos do plasmideo p-Bluescript nas vizinhancas do sitio
multiplo de clonagem, permitindo amplificar os cDNAs que estdo clonados nesse
plasmideo.

As reacbes foram montadas em placas de 96 pocos em forma cbnica com
capacidade para 300 pL. Para transferéncia das bactérias das placas de PCR foi usado
um repicador de microplacas Boeckel (Pennsylvania, USA) de 96 pinos, que transfere
cerca de 0,2 uL de cultura para a mistura de PCR.
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O PCR foi feito com 1 ciclo inicial onde a mistura de rea¢cdo permanecia por 10
min a 95 °C para promover a lise das bactérias e liberagdo do DNA molde. Em seguida,
eram realizados 30 ciclos de incubacdo sequenciais de: 30s a 94 °C para a
desnaturacdo do DNA, 45s a 50 °C para pareamento dos iniciadores e 1,5 min a 72 °C
para alongamento da fita complementar de DNA. Para finalizar, era feito um ciclo final
de incubacéo por 10 min a 72 °C, para o alongamento de todas as fitas de DNA
incompletas geradas.

Para a analise dos fragmentos de DNA derivados da amplificacdo com PCR

foram feitas eletroforeses em gel de agarose.

3.21. Eletroforese em gel de agarose para separacédo de DNA

O gel foi preparado para uma concentracao final de 1% (p/v) de agarose em
tampdo TAE (Tris-acetato 8 mM, EDTA 0,4 mM, pH 8,5) preparado em agua milli-Q®
(Millipore) e autoclavado. Foi adicionado as amostras, 0,3 volumes de tampé&o de
amostra contendo bromofenol (Sambrook et al., 1989). Esse Ultimo serviu como
marcador para monitorar a movimentacéo e determinar o encerramento da eletroforese.
A eletroforese foi realizada com uma voltagem de 100 V por um periodo de
aproximadamente 25 min. Ao final da eletroforese, o gel foi incubado por 5 min em
solucéo de brometo de etidio (aproximadamente 2x 10 %) e o DNA visualizado em um

transluminador de UV (312 nm).

3.22. Procedimentos para manipulacdo e analise de proteinas

3.22.1. Expressao do das proteinas recombinantes CBD2 e CBD3 em
Escherichia coli

Foram realizados testes de expressdo de ambas as constru¢cdes em pAE (CBD2
e CBD3) em E. coli BL21(DE3) e em E. coli Origami(DES3).

Os clones de interesse foram inoculados em 10 mL de meio LB contendo 50
ug/mL de carbenicilina (pAE da resisténcia a carbenicilina) e crescidos a 37°C, sob
agitacdo continua de 160 rpm, durante 18 h. Em seguida, essa cultura foi diluida para
uma Asoorm = 0,1-0,15 em 50 mL de meio LB contendo antibiético na mesma

concentracdo anterior, prosseguindo-se a incubacdo em diferentes temperaturas (20,
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25 e 37°C). Quando a cultura atingiu uma Aggponm = 0,4-0,8, uma aliquota de 1mL foi
retirada (cultura ndo induzida), submetida a centrifugacdo a 16.000 x g, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de bactérias
suspenso em 100 puL de tampéo de amostra para eletroforese 1X (ver item 4.3.4). O
isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) foi entdo adicionado a essa cultura para
concentracdo final de 1 mM e aliquotas da suspenséo bacteriana (cultura induzida)
foram retiradas apos 20 horas de incubacéo a 20, 25 e 37°C e processadas da mesma
forma, exceto que o sedimento de bactérias foi suspenso em 200 uL de tampéo de
amostra para SDS-PAGE. As amostras de cultura ndo induzida e induzida foram
armazenadas a -20°C até a sua utilizacdo. O perfil de inducdo da proteina
recombinante foi analisado por separacao eletroforética em gel de poliacrilamida 12%
contendo SDS (SDS-PAGE), de acordo com Laemmli et al. (1970). Os géis foram
corados com Coomassie Blue R. O restante da cultura foi submetido a centrifugacéo a

3.000 xg por, 30 minutos, a 4°C e armazenado a -80°C, por no maximo uma semana.

3.22.2. Teste de solubilidade das proteinas recombinantes CBD2 e CBD3

Para os testes de solubilidade, o sedimento, proveniente das culturas
bacterianas induzidas com IPTG 1mM em diferentes temperaturas (20, 25 e 37°C)
(armazenados a -80°C; ver item 3.3.1), foi suspenso em 1mL de tampao de lise [Tris-
HCI 10 mM pH 7, NaCl 100 mM, imidazol 20 mM, PMSF 1mM e glicerol 10% (v/V)] e
submetido a sonicagéo com 3 pulsos de 15 segundos cada, out put 3 (Branson Sonifier
450) com intervalos em gelo de 1 minuto entre cada pulso. O lisado foi centrifugado a
10.000 xg, por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e o sedimento suspenso
em 1 mL do mesmo tampé&o de lise, sendo ambos analisados em seguida por SDS-

PAGE 12% e coloragdo com Coomassie Blue.

3.22.3. Purificagdo das proteinas recombinantes soluveis CBD2 e CBD3

CBD2 e CBD3 recombinante foram semi purificadas por meio de cromatografia
de afinidade, utilizando uma resina de Ni*?-agarose (Qiagen) em condicdes de ligeira
estringéncia. Nas proteinas recombinantes existe um peptideo de fusdo que contém 6

residuos de histidina adjacentes, o que gera uma afinidade pelo niquel ligando a
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proteina recombinante a resina. Inicialmente o sobrenadante (1 mL), proveniente do
lisado bacteriano induzido a 20°C (ver item 3.3.2), foi misturado com 200 pL de resina
de niquel, previamente equilibrada com 2,5 mL de tampé&o de lise [Tris-HCI 10 mM pH
7, NaCl 100 mM, imidazol 20 mM, PMSF 1 mM e glicerol 10% (v/v)]. Essa suspenséo foi
incubada a 4°C, por 60 minutos, em homogeneizador (Heavy dietyrotator, Cole Parmer)
sob baixa velocidade. Foram realizadas cinco lavagens com 750 uL de tampé&o de lise
por centrifugacdo a 16.000 xg, por 1 minuto. A proteina foi eluida da resina com 150 uL
de tampao de lise acrescido de 25, 50, 75, 100, 150 e 300 mM de imidazol (competidor
pela ligacdo da proteina a resina), seguindo-se incubag¢do por 15 minutos em gelo,
centrifugacéo nas condi¢cdes anteriores e coleta do sobrenadante.

Posteriormente, foi feita uma eletroforese em condi¢cbes desnaturantes para
observar os padrdes da purificacdo. Foi aplicado 5 pL de cada eluicdo juntamente com
5 L de tampéao de amostra.

Estas proteinas purificadas foram usadas posteriromente para ensaios de

interacdo com quitina coloidal.

3.22.4. Purificacado das proteinas do precipitado de CBD2 e CBD3

As duas proteinas recombinantes CBD2 e CBD3, foram produzidas de acordo
com o item 3.22.1 os testes se solubilidade foram realizados de acordo com o item
3.22.2 e assim podemos verificar que uma grande quantidade das proteinas
recombinantes estavam concentradas na fragdo insoluvel da preparagdo. Para a
producdo dos anticorpos anti-CBD2 e anti-CBD3 foram purificadas as proteinas
recombinantes da fracdo insollvel através de métodos desnaturantes baseados no
manual da coluna de afinidade de niquel (Ni-NTA).

Apoés a producdo das proteinas, os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de
tampéao de lise. Este volume foi diluido aproximadamente 10X em tampéo B (Tampao
com pH 8,0 contendo: 100 mM NaH,PO,, Tris-HCL 10mM, 8M de uréia). Este material
foi agitado na camara fria por cerca de 3 h.

A coluna de afinidade foi pré-equilibrada com 5 volumes de coluna com 0 mesmo

tampdao B usado para diluir o sedimento ressuspendido.
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As amostras de CBD2 e CBD3 foram aplicadas separadamente. A coluna foi
lavada com 5 volumes de tampao B pH8,0 e as fracdes recolhidas. As proteinas que se
ligaram na coluna foram eluidas passando 5 volumes de coluna de tampéo C pH 6,3
(contendo: 100 mM NaH,PO,4, Tris-HCL 10mM, 8M de uréia). As fracdes foram
recolhidas e depois as proteinas ligadas mais fortemente foram eluidas com tampédo D
pH 5,9 (contendo: 100 mM NaH,POQy,, Tris-HCL 10mM, 8M de uréia).

Um SDS-PAGE desnaturante foi feito para verificar em quais fracdes as
proteinas foram eluidas. Estas fracbes ainda ndo tinham a proteina de interesse
totalmente purificada.

O reunido das fragbes contendo o CBD2 e o contendo as fragbes com CBD3
foram submetidas a filtracdo em gel (separacdo por tamanaho) para retirar uréia. Para
isso, foi empregada uma coluna chamada Hitrap Dessalting da seguinte maneira: as
amostras foram aplicadas aos poucos em volumes de 1,3 a 1,5 mL e eluido com 2 mL
de tampé&o Tris-HCI 10 mM. O que passava pela coluna neste momento foi coletado.

Uma segunda cromatografia na coluna de afinidade foi realizada, s6 que desta
vez, ao invés da eluicdo ser feita com gradiente de pH, foi feita por competicdo da
ligacdo a coluna utilizando imidazol de 25 mM até 300 mM.

Foi utilizada novamente a coluna Hitrap dessalting, porque se verificava ainda a

presenca de uréia (agente desnaturante).

3.22.5. Quantificacdo das proteinas recombinantes e métodos para
Producado de anticorpos policlonais

Foi feito um SDS-PAGE desnaturante com varias concentragdes conhecidas de
ovoalbumina (0,5, 1, 2, 4, 8, 16 pg), para que as bandas correspondentes aos CBDs
semi-purificados pudessem ser quantificados, tanto pelo método de Bradford, quanto
pela quantificacdo em gel.

Na imunizacdo dos coelhos machos foram utilizadas 3 aplicacbes sendo a
primeira aplicacdo de 500ug de CBD2 e CBD3 e as outras duas de 300ug. Antes da
imunizacdo, um volume de 5mL de sangue foi retirado do coelho para a obtencao do
soro pré-imune. Para a primeira imunizacdo, 10 aliquotas de 50ug de proteina

recombinante purificada foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 12%. O gel foi
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corado de acordo com protocolo ja descrito (Yan et al.,, 2000) e as 10 bandas foram
cortadas do gel. Em seguida, o gel foi descorado com uma solugéo 1:1 de ferricianeto
de potassio 30mmol/L e tiossulfato de sédio 100mmol/L. Apdés a coloracdo ser
removida, o gel foi lavado com agua Milli-Q e homogeneizado em agua Milli-Q com um
homogenizador do tipo Potter-Elvehjem. A amostra acima, com um volume final de
800uL, foi misturada a 800uL de adjuvante de Freund completo (Sigma) e injetada no
coelho. Uma nova imunizagdo foi repetida trinta dias ap0s a primeira nas mesmas
condicBes, exceto pelo uso do adjuvante de Freund incompleto (Sigma). Apés dez dias,
o sangue do coelho foi coletado para a obtencédo do soro imune. Esse procedimento foi
repetido por mais uma vez, para que o titulo do anticorpo ndo caisse até o recolhimento
do sangue. O anticorpo foi semipurificado de acordo com procedimento ja estabelecido
(Jordéao et al., 1996). O sangue coletado (pré-imune e imune) foi incubado por 1 hora a
37°C, seguindo-se incubacdo a 4°C por uma noite. Esse material foi submetido a
centrifugacdo a 3.000xg por 10 minutos a 4°C. Ao sobrenadante (soro) foi adicionada
uma solucao de sulfato de amdnio saturada pH 6,8 numa proporcéao 1:1. Essa etapa foi
seguida de incubacgédo por uma noite a temperatura ambiente e centrifugacdo 5.000xg
por 15 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi suspenso em solucédo 50% saturada de
sulfato de aménio pH 6,8 e submetido a centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes
anteriores. O precipitado final foi suspenso em 2mL de NaCl 0,1M e submetido a didlise
por 20 horas contra 1.000 volumes de 0,1M de NaCl a 4°C com uma troca. Por fim, 0

material obtido foi distribuido em microtubos e mantido a -80°C.

3.23. Ensaios de interacdao dos CBDs com quitina

A quitina coloidal foi preparada pelo método de Shimahara e Takiguchi (1988).

Os ensaios de interagdo com quitina foram realizados usando quitina coloidal
como matriz de afinidade segundo Arakane et al (2003). Preparacdes de quitinases
brutas de Serratia marcescens (Sigma, C7809) e Streptomyces griseus (Sigma, C6137)
foram usados como controle positivo da interagdo com a quitina. Os experimentos
foram feitos utilizando 29 pU da quitinase de S. griseus e 44 pU da quitinase de S.
marcescens. As enzimas foram incubadas com 0,5 mg de quitina coloidal em 100 pL de

tampao fosfato de sédio 50 mM pH 8,0. A mistura foi incubada a 4°C sob agitacao por
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1h e entdo centrifugada por 5 min a 14.000 g. As atividades das quitinases soluvel
(sobrenadante) e ligadas a quitina coloidal (precipitado) foram medidas utilizando o
substrato MUC 3 (4-metilumbeliferil 3-N, N’, N”- triacetilquitotriose).

Os ensaios de interagdo dos CBDs com a quitina coloidal foi realizado da
seguinte maneira, 0,5 mg de quitina coloidal foi incubado com 1 pg dos CBDs
recombinantes purificados em 100 pL de tampéo fosfato de sodio, pH 8,0. A mistura foi
incubada a 4°C sob agitacdo por 1h e entdo centrifugada por 5 min a 14000 g, assim
como feito com o controle positivo. O primeiro sobrenadante foi coletado como a fracao
contendo as proteinas ndo ligadas. O precipitado foi ressuspendido em 100 pL do
mesmo tampao (fosfato de sédio 50mM pH 8,0) usado no passo anterior, e
centrifugado. O segundo sobrenadante foi chamado de fragdo 1. O sedimento foi
novamente ressuspendido em 100 pL tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 8,0 contendo
1M de NaCl, seguido de outra lavagem com 100 pL de acido acético 0,1 M. Ambos os
sobrenadantes foram coletados como fracdes de lavagem Il e Ill. Finalmente, o
sedimento foi ressuspendido em 100 pyL de tampéo de amostra para SDS-PAGE e
fervido por 10 min. Apés centrifugacédo, o sobrenadante foi coletado como a fracdo de
proteina ligada. Todas as fracdes foram analisadas por SDS-PAGE, seguida da
coloracdo de proteinas pelo método Coomassie Brilliant Blue R-250. Durante o
experimento a proteina BSA (soro albumina bovina) foi utilizada como controle negativo

de ligacdo a quitina, ou seja, que nao se liga a quitina.

3.24. Determinacao das atividades enzimaticas sobre os substratos 2a-
manobiose, 3a-manobiose, 6a-manobiose

Man1 e Man2 s&o as a-manosidases purificadas através de meétodos
cromatograficos (troca idnica, filtracdo em gel e interacao hidrofébica) de acordo com os
procedimentos descritos na dissertacdo de mestrado de Nathalia Ramalho Moreira
depositada no banco de disserta¢cées da USP (Moreira, N.R 2006).

A atividade enzimatica de Manl e Man2 foram testadas sobre os substratos : 2a-
manobiose, 3a-manobiose, 6a-manobiose. Estes substratos sdo compostos por duas
manoses ligadas. A diferenca entre eles é a maneira como estas duas manoses estao
conectadas, ou seja, o tipo de ligagao existente (a1-2, a1-3 e a1-6). Estes substratos

possuem uma extremidade redutora livre e assim podem ter leitura de absorbancia com
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o reagente de DNS (acido dinitrosalicilico), mesmo sem a presenca da enzima que 0
hidrolisa. Este reativo de DNS se reduz mudando de cor quando as extremidades
redutoras livres se oxidam por ocasido da fervura. A reducdo do 3-5 dinitrosalicilato
resulta em um derivado monoaminado de cor avermelhada e a leitura de absorbancia é
feita em 550 nm.

As concentragdes dos substratos utilizadas durante os experimentos variaram de
0,75 mM até 10 mM.

O volume final de reacéo € 50 pl, incubados em banho-maria termostatizado em
30°C por um periodo maior ou igual a 24 horas, dependendo do substrato. Para
interromper a reagcdo enziméatica, 200ul de DNS foi adicionado e os tubos levados a
fervura durante 5 min. Os tubos de ensaio foram lidos em um espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 550 nm. Neste comprimento de onda podemos verificar o
aumento da quantidade de acucar redutor no meio de reacdo e desta forma quantificar
a atividade enzimética de Manl e Man2.

HO
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OH OH e
A O OH HO CH,OH
HO HO O ﬁ4—0
HO Ho/ (H)OH
OH OH HO
OH OH
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OAH\H\/ OH
C OHOH Ho OH
OH

Figura 15: Estruturas dos 3 substratos utilizados durante os experimento enzimaticos com Man 1 e Man
2. (A) 2a-manobiose, (B) 3a-manobiose, e (C) 6a-manobiose
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3.25. Microscopia eletrénica

As andlises de microscopias eletronicas foram feitas no Instituto de Biociéncias
da USP-SP em colaboragcdo com o Prof. Dr. Alberto de Freitas Ribeiro.

Para a realizagdo das imunomarcacoes, as larvas de Tenebrio molitor foram
dissecadas e o intestino médio foi dividido em trés partes: anterior, médio e posterior. O
epitélio ventricular foi separado do contetdo luminal, e apenas os tecidos epiteliais
foram fixados (paraformaldeido 4% (m/v), glutaraldeido 5% (v/v) em tamp&o fosfato de
sédio 100 mM pH 7,4) e embebidos na resina acrilica L. R. White (Agar Aids, USA) por
24 horas a 50°C. Seccbes finas de tecidos foram obtidas em ultramicrétomo e
transferidas para telas de niquel. A cada um dos cortes foi aplicada uma gota de TBS
(tris 0,1M, NaCl 0,3M, NaN3 0,1% (m/v)) contendo albumina sérica bovina 1% (TBS-
BSA). Apds 30 minutos foi adicionado o anticorpo desejado, nas diluicbes de 1:50,
1:100 e 1:200 em TBS-BSA e incubado por 90 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o corte foi lavado com TBS-BSA e incubado com o anticorpo anti-IgG de
coelho, conjugado a particulas de 10 nm de ouro coloidal. Esse ultimo foi diluido na
proporcao de 1:15 em tampéo TBS-BSA. Como controle foi utilizado o soro pré-imune.

Os cortes foram finalmente lavados com agua milli-Q e corados com acetato de
uranio e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e visualizados em um microscoépio
eletronico de transmissao Zeiss EM 900.
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4. Resultados e discussao

Os resultados mostrados nesta secao serdo divididos em tépicos para facilitar o
seu entendimento. Iniciaremos as analises falando sobre o pirossequenciamento,
seguido do transcriptoma realizado através de sequenciamento ao acaso da biblioteca
de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor (biblioteca de expresséao). Por ultimo,
falaremos sobre as técnicas de “imunoscreening”. Estas trés técnicas serviram para a
obtencdo de sequéncias que correspondem a proteinas que sao agentes dos
fendmenos fisiolégicos que ocorrem no intestino médio de Tenebrio molitor e que sdo

objetos de estudos dessa tese.

4.1. Analises gerais das qualidades dos RNAs utilizados para o
Pirossequenciamento de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor

4.1.1. RNA total e ribossomal

A integridade do RNA extraido é comumente avaliada por eletroforese em gel e
posterior analise das bandas correspondentes ao RNA ribossomal. Usando o RNA
intestinal total de T.molitor como amostra podemos verificar que o perfil de rRNA de
insetos difere significativamente do padrdao de referéncia existente para outros
organismos, 0s quais apresentam no minimo duas bandas de tamanhos diferentes
presentes na eletroforese em gel. Em procariotos temos as bandas correspondentes
aos tamanhos dos rRNAs de 16S e 23S e em eucariotos temos as bandas
correspondentes aos tamanhos do rRNAs 18S e 28S.

Em insetos sabe-se que existem os rRNAs 18S e 28S, mas desde 2009
descobriu-se que em insetos existe um “hidden break” (quebra escondida) endogena
(Winnebeck,et al. 2009). Apds a desnaturacdo do RNA total de insetos, ligacdes de
hidrogénios escondidas na estrutura destes RNAs sdo rompidas, liberando dois
fragmentos de RNA de tamanhos similares que migram juntos, correspondentes ao
tamanho do rRNA de 18S. Desta forma, observamos apenas uma banda de rRNA em
insetos.

Utilizamos o aparelho da Agilent 2100 Bioanalyser, o qual € um dos ultimos
sistemas de eletroforese capilar de microfluidos que se tornou o padréo preferencial

para andlise de qualidade de RNAs da atualidade. A separacdo € baseada em uma
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matriz de gel ndo desnaturante, no entanto, as amostras sdo em geral desnaturadas
por calor antes da separacao (Krupp, 2005).

A extracdo de RNA total das amostras de cada regido do epitélio do intestino
médio de T.molitor gerou perfis os quais mostram uma boa eficiéncia no processo de
extracdo e obtencdo de RNAs de alta qualidade. A raz&o Azso/Azgo fOi de 1,8 e a razdo
Aze0/Az3o foi de 1,7 na extracdo do RNA total.

O perfil de rRNA de Tenebrio molitor € mostrado na figura 16 e podemos
observar a integridade do RNA e pouca degradacdo dos RNAs. Verificamos a presenca
de uma banda correspondente ao RNA de 18S e também as duas moléculas que
formavam o rRNA de 28S que migram junto ao rRNA de 18S. A concentracdo de RNA
medida pelo aparelho da Agilent foi de 58,32 pg/uL.
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Figura 16: Perfil eletroforético (A) e gel virtual do RNA intestinal total de T. molitor.

4.1.2. mRNA de T.molitor

O processo de purificagdo de mRNA partiu da concentracdo total de RNA
extraido de cada amostra. A porcentagem de mRNA dentre o total de RNAs das células
corresponde de 1 a 5% da concentracéo (Sorek e Cossart, 2010). Como precisamos de

cerca de 200 ng de mRNA (em um volume de no maximo 20 pL), para dar inicio a
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preparacao da biblioteca de cDNA, comegamos com uma massa de RNA total de cerca
de 50 ug, pois se a preparacdo render cerca de 1% de mRNA ainda teriamos material
para preparar a biblioteca de cDNA.

Apoés a purificacdo dos mRNAS, este foi submetido a analise pelo aparelho da
Agilent 2100 Bioanalyser, para que sua integridade fosse acompanhada. Na figura 17,
temos o perfil eletroforético da amostra de mRNA purificada do RNA total de T. molitor.
Na letra A desta figura, temos uma distribuicdo de RNAs bem ampla, os quais
correspondem aos varios tipos de tamanhos de mRNAs existentes nas células de todos
0s organismos. Também podemos observar um pico de rRNA contaminante desta
preparacdo de mRNA. Este contaminante corresponde a cerca de 2,2% (calculo pela
area total do pico) do total de RNAs na amostra (medido pelo aparelho) e na literatura

encontramos ser aceitavel uma contaminacédo de até 8% de rRNA.
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Figura 17: Perfil eletroforético (A) e gél virtual (B) do mRNA de T. molitor.

Apos estas analises feitas para garantir uma boa qualidade das amostras de
RNA, podemos dar inicio ao processo do pirossequenciamento de RNA (RNA-Seq) e as

analises dos dados gerados por esta técnica.
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4.1.3. Anédlises gerais do pirossequenciamento 454 e montagem dos
contigs

O servigo de sequenciamento de RNA foi realizado por mim juntamente com a
técnica do Centro Nacional de Tecnologia em Genémicas (CATG), criado em julho de
2008, no Instituto de Quimica-USP. A metodologia de sequenciamento de RNA por
meio do sistema GS FLX Titanium foi criado no fim de 2009 e revista no comeco de
2010. Assim sendo, este trabalho é um dos primeiros no Brasil com a utilizacdo desta
tecnologia, aplicada com o objetivo de obter um amplo perfil transcriptdmico do epitélio
do intestino médio de Tenebrio molitor.

O presente projeto foi delineado para o sequenciamento de RNA- transcriptoma
do intestino médio de Tenebrio molitor, partindo de dois tipos de fontes de RNA
distintas; a primeira amostra partiu da extracdo de RNA total de todo o epitélio do
intestino médio de Tenebrio molitor, ja a segunda rodada utilizou como fonte inicial de
RNA total apenas a metade anterior do intestino médio de Tenebrio molitor, utilizando %
de placa para cada um dos tipos de amostras, totalizando meia placa de sequéncias
(era esperado aproximadamente 500.000 reads no total). O restante da placa foi
utilizado com amostras néo referentes ao presente trabalho.

O objetivo das duas amostragens diferentes era a obtencdo de transcriptomas
diferenciais entre a regido anterior e a posterior (regido inteira menos a anterior). Ver
detalhes abaixo.

A biblioteca de cDNA do RNA extraido do epitélio do intestino médio de T.molitor
foi normalizada com transcritos desde 0,6 a 6 kb de tamanho. O pirossequenciamento
das duas bibliotecas de cDNA descritas acima, e melhor explicadas em materiais e
meétodos, resultou em um total de 487.472 reads, as quais passaram por todos os filtros
da maquina da Roche e todos os controles de qualidade internos (como por exemplo a
eliminacdo de fragmentos curtos, eliminacdo de spots com mais de uma sequéncia,
amplificacdo do primer controle interno, dentre outros.). Estes reads, como ja foi
descrito, correspondem a metade de uma placa de seqienciamento e desta forma
podemos dizer que o0 numero de reads obtidos (487.472) esta de acordo com 0 niumero

de reads esperados (500.000), confirmando o sucesso da utilizacdo da maquina.
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Estes 487.472 reads totalizam 181.778.822 bases sequenciadas com tamanho
médio de 373 pb. O maior read obtido possui 668 pb e o menor foi de 40 pb. A mediana
dos tamanhos dos reads foi de 410 pb.

Os arquivos *.sff referentes aos resultados do pirossequenciamento das
amostras de RNA foram submetidos a montagem através do programa Newbler como
descrito no item 3.16.3. Este programa foi fornecido pela Roche 454 e transforma
arquivos de imagem em arquivos que possam ser reunidos em contigs com extensao
* fsa. Os dados com extensédo *fsa podem ser analisados através de outros programas.

Podemos resumir os dados acima na tabela 2 e na figura 18 abaixo.

Tabela 2: Resumo dos dados do pirossequenciamento do material do intestino médio de T.molitor

Anterior Total soma Anterior e total
Ndmero total de reads 256.651 230.821 487.472
tamanho médio dos reads 371pb 375 pb 373
Ndmero total de bases sequenciadas 95.217.569 86.561.253 181.778.822
mediana tamanho reads 409 pb 410 pb 409,5
Maior read 675 pb 662 pb 668,5
numero total de contigs pelo newbler 5557 11039 5808

Mumber Of Library Reads

260 300 340 3an 4z0 460 500
Fead Length, Region 4

Figura 18: Distribuicdo do tamanho dos reads obtidos no pirossequenciamento da biblioteca de cDNA do
intestino médio de T.molitor.Corresponde aos dados do intestino médio inteiro.
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Para as analises gerais do transcriptoma foram reunidas todos as sequéncias
obtidas tanto na primeira rodada de sequenciamento (biblioteca de cDNA formada com
0 RNA extraido de todo o tubo digestério de T.molitor) como na segunda rodada do
pirossequenciamento (biblioteca de cDNA construida com o RNA extraido apenas da
regido anterior do tubo digestério de T.molitor).

Esta segunda rodada do pirossequenciamento foi feita para termos uma melhor
cobertura do transcriptoma e também para podermos fazer um northen digital, ou seja,
para que pudéssemos calcular a expressdo relativa de sequéncias entre a regiao
anterior e posterior do tubo digestério do inseto. Isto foi feito baseado no numero de
reads que formam o0s contigs, pois estes reads podem ter vindo somente do
sequenciamento total, ou s6 do sequenciamento anterior ou de ambos. Este calculo da
expressao relativa define e quantifica a regido onde determinada proteina é expressa.
Se esta proteina for muito mais expressa em alguma das regides isto pode ser um
indicativo de que esta proteina pode participar de algum fenémeno fisiolégico especifico
daquela regido, como € o caso do fenbmeno da secre¢ao apdOcrina, qgue somente ocorre

na regido anterior do intestino médio de Tenebrio molitor.

4.1.4. Gene Ontology (GO) e funcbes das proteinas

Apos a utilizacdo do programa Newbler fornecido pela Roche 454, as sequéncias
do pirossequenciamento ja se encontravam reunidas em contigs e com extensao *.fsa e
estes contigs foram analisados através do programa dCAS como descrito no item
3.10.4. Este programa nos permite fazer blast em varios bancos de dados publicos
tentando identificar os contigs formados. Analises de BlastX das proteinas de Tenebrio
molitor sugerem que os “best hits” mais abundantes foram com Tribolium castaneum
(Coleoptera). Este Coleoptera possui muitas sequéncias depositadas nos bancos de
dados devido ao sequenciamento do seu genoma e também do seu transcriptoma e
com todos estes dados foi formado inclusive um banco de dados s6 com as
sequéncias deste inseto, o Beetlebase (http://beetlebase.org/).

Um dos bancos utilizados para classificar os contigs encontrados foi o do Gene
Ontology (GO), o qual classifica as sequéncias de acordo com 3 categorias:

componente celular, onde encontramos definicdes das proteinas relacionadas as partes
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de uma célula ou ao seu ambiente extracelular; funcdo molecular, as atividades
elementares de um produto génico ao nivel molecular, tais como ligacdo ou catélise e
processos biolégicos, operacdes ou séries de eventos moleculares com comeco e fim
definidos, pertinentes ao funcionamento das unidades de vida integrado: células,
tecidos, 6rgéos e organismos.

A figura 19 foi construida com a classificacdo mais geral do gene ontology e
podemos verificar que a grande maioria das sequéncias pertencem a duas grandes
funcdes: proteinas de ligacdo e proteinas com atividade catalitica. As outras categorias
informadas no grafico (atividade motora, atividade regulatoria, transducéo de sinal,
atividade estrutural e transportadora) foram as mais abundantes dentre as outras
encontradas. Este padrdo de distribuicdo nestas categorias citadas acima (ligacao e
catalitica) estdo de acordo com a fungcédo exercida pelo tipo de tecido em estudo, o
intestino médio de Tenebrio molitor e também foi verificada no transcriptoma do
intestino médio do inseto Nilaparvata lugens (Hemiptera) (Peng et al, 2011).

A grande maioria das proteinas encontradas devem estar de certa forma
envolvidas com os processos digestivos do inseto.

Atividade motora

Atividade reguladora de enzimas
Atividade reguladora da transcricao
Atividade de transdutor de sinal

Molécula com atividade estrutural

Atividade de transportador

Atividade catalitica

Ligacao

1500

2000
Numero de contigs

Figura 19: Grafico geral da classificagcdo do Gene Ontology.
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A figura 20 mostra uma visdo mais detalhada dos tipos de proteinas com funcdes
de ligacdo. As fungdes de ligacdo mais encontradas foram as proteinas que se ligam a
acidos nucléicos e ao citoesqueleto, seguidas de outros 4 tipos de ligacdo bem menos

abundantes como ligacao a ions, a receptores e a lipideos.

ligacdo a acidos nucléicos
ligagdo ao citoesqueleto

ligacdo a ions

ligacdo a receptores
ligacdo a lipideos
ligacdo a esterdides
ligacdo a drogas

ligagdo a vitaminas
ligacdo a isoprendide
ligacdo a carboidratos
ligacdo a peptideoglicanos
ligacdo a cofatores Z

Numero de contigs
500

Figura 20: Grafico da classificacdo do Gene Ontology das proteinas envolvidas com ligacao.

Na figura 21 podemos visualizar quais sdo os tipos de atividade mais
encontrados dentre as proteinas com funcdes cataliticas. No transcriptoma do intestino
médio de T. Molitor, a atividade catalitica mais abundante é a das hidrolases, o que vai
de acordo com o tipo de tecido estudado, cuja funcéo principal esta relacionada com a

digestdo. A atividade de hidrolase vem seguida das atividades de transferase,

oxidorredutase e ligase.
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Atividade de hidrolase
Atividade de transferase
Atividade de oxidorredutase
Atividade de ligase
Atividade de isomerase

Atividade de liase

Atividade de helicase '
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Figura 21: Grafico da classificacao do Gene Ontology das atividades cataliticas.

Juntamente com as andlises gerais das sequéncias encontradas também temos
gue destacar dentre as atividades de hidrolases os tipos de enzimas digestivas
encontradas e as suas abundancias. Isto pode ser visualizado na figura 22. Dentre as
enzimas encontradas podemos destacar enzimas que estdo no objetivo de estudo
deste projeto e que foram mais bem estudadas ao longo destes 3 anos de trabalho. As
enzimas que estdo no objetivo deste projeto sdo: a-manosidase (foram encontrados 18
contigs correspondentes a esta enzima), a-glicosidase (temos 12 contigs
correspondentes a este tipo de enzima) e dipeptidases (foram encontrados 8

sequéncias desta enzima).
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Figura 22: Contigs referentes a enzimas digestivas obtidos do transcriptoma do intestino de T.molitor.
Anotacdo baseada nos Blasts nos diferentes bancos de dados utilizados pelo dCAS de reunidos nas

categorias do Gene Ontology.

4.1.5. Identificacdo dos transcritos mais abundantes no intestino médio

de T.molitor

Niveis de expressao de um transcrito podem ser quantificados usando a sua

abundancia na biblioteca. Foram selecionados os 24 contigs que tiveram maior nimero

de reads e eles se encontram na tabela 3 abaixo.
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Tabela 3: Resumo dos 24 contigs com maior nimero de reads, caracterizando os mais abundantes no

intestino médio de T.molitor.

N2 do contig N2deacesso N2 dereads Anotacdo no NR Espécie
114 NP 511052.1 2956 Actina 5C Drosophila melanogaster
60 AAP 92419.1 12381 Alérgeno (PMAP) Tenebrio molitor
43 AAP 92419.1 9148 Alérgeno (PMAP) Tenebrio molitor
39 AAP 92419.1 1915 Alérgeno (PMAP) Tenebrio molitor
50 XP 972277.1 15726 Alfa esterase like proteina E3 Tribolium castaneum
4289 pdb/1TMQA 5684 Alfa-amilase Tenebrio molitor
4278 pdb/1TMQA 1707 Alfa-amilase Tenebrio molitor
4291 pdb/1TMQA 2430 Alfa-amilase Tenebrio molitor
362 XP 001814972.1 3188 Ankirina Tribolium castaneum
224 XP 975660.2 2632 Beta hexosaminidase b Tribolium castaneum
26 XP 971632.1 13023 Cassette de ligacdo do ATP Tribolium castaneum
1734 ABC 88768.1 1048 Catepsina L Tenebrio molitor
146 ABC 88769.1 4743 Catepsina L Tenebrio molitor
121 NP 258414.1 5917 Citocromo C oxidase Tribolium castaneum
3281 AAP 92418.1 1668 Precursor de quitinase Tenebrio molitor
728 XP 976015.1 2235 Proteina hipotética Tribolium castaneum
34 EFA 11647.1 28408 Proteina hipotética Tribolium castaneum
48 EFA 10021.1 85455 Proteina hipotética Tribolium castaneum
153 ABC 88745.1 3344 Quimotripsina Tenebrio molitor
51 ABC 88746.1 2547 Quimotripsina Tenebrio molitor
16 Q25802.1 6627 RNA polimerase subunidade beta Plasmodium falciparum
81 ABC 88747.1 1535 Serina protease Tenebrio molitor
4044 BAC82595.1 1517 Transcriptase reversa (transposons) Anopheles gambiae
134 ABC 88728.1 1575 Tripsina Tenebrio molitor

O contig mais abundante € o de numero 48 seguido do numero 34, os quais

foram representados por 85455 e 28408 reads respectivamente. Estas duas sequéncias

tiveram similaridade com proteinas hipotéticas de Tribolium castaneum, mas nenhum

dominio conhecido foi identificado nestas duas proteinas.

De acordo com a tabela 3, os resultados encontrados sugerem que transcritos

codificantes para enzimas digestivas (alfa-amilase, quimotripsina, tripsina, serina

proteases,

catepsina L, beta-hexosaminidase,

quitinase e esterase),

proteinas
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estruturais (actina 5C e PMAP), proteina mitocondrial (citocromo C oxidase) e outras
trés proteinas (RNA polimerase, transcriptase reversa e cassette de ligacdo a ATP)
foram abundantes no intestino médio de T. molitor.

Estes resultados encontrados, dentre as proteinas mais abundantes do
transcriptoma, condiz novamente com o tecido estudado, uma vez que se trata de um
tecido com fungéo digestiva nada mais normal que encontrarmos enzimas digestivas
bastante expressas e também proteinas mitocondriais, uma vez que se precisa de
energia (gerada pelas mitocéndrias) para realizar os processos de transporte ativo
associados aos mecanismos de absorcao. Proteinas estruturais estdo presentes devido
a necessidade da manutencao da arquitetura das células digestivas no tecido estudado.

4.2. Processamento, analise, categorizacdo e caracterizacdo do
transcriptoma do intestino médio de Tenebrio molitor .

O outro método utilizado foi o sequenciamento ao acaso da biblioteca de cDNA
de expresséo de Tenebrio molitor. Este foi utilizado por ser uma maneira para obtermos
sequéncias relacionadas com funcdes do intestino médio de Tenebrio molitor, mesmo
que em menor escala do que as obtidas através do pirossequenciamento, mas com a
finalidade de completar os dados obtidos pelo mesmo. Esta escolha foi feita também
porque ja dispunhamos do recurso da biblioteca de expressédo no nosso laboratorio.

N6s sequenciamos ao acaso 1632 clones de uma biblioteca de cDNA
normalizada preparada a partir do intestino médio da larva de Tenebrio molitor. Esses
clones geraram ESTs que foram analisados com os programas Phred, Phrap e Consed
Linux (Ewing et al., 1998; Gordon et. al., 1998), produzindo 105 contiguos e 754
singletos. As sequéncias sdo nhomeadas por contiguo (se formado por 2 ou mais ESTS)
ou por singletes (formada por um unico EST). O seqienciamento ndo prosseguiu além
do ponto referido pela estabilizacdo da razdo de novidade desde a 13? placa (1248
clones) (figura 23). A taxa de novidade corresponde a razdo entre o nimero de bases
novas o namero total de bases sequenciadas. Podemos verificar um esgotamento da
taxa de novidade demonstrando assim que os clones por nés sequenciados ja haviam
atingido a maioria de copias diferentes de cDNA mais expresso no intestino médio da

larva de Tenebrio molitor. Apesar disso 0 nimero de contiguos continuava crescendo, 0
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que indicava que pequenas adicdes de bases novas reuniam ESTs existentes em

novos contiguos.
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Namero de contigs

Figura 23: Mudancgas na taxa de novidade e no nimero de contiguos acompanham o sequenciamento ao
acaso da biblioteca do intestino médio de Tenebio molitor. m = nimero de contiguoss; ¢ = taxa de novidade.

O Blastx foi configurado para mostrar os 10 primeiros hits de cada sequéncia. A
maioria dos hits sdo sequéncias de insetos, sendo, Tribolium castaneum a espécie com
mais hits no blast, 18,71% do total de hits. O tamanho médio das sequéncias pode ser

visualizado na figura 24 e é de aproximadamente 950 nucleotideos.
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Figura 24: Distribuicdo das sequéncias de acordo com o tamanho. Resultado obtido do programa de

andlises Blast2GO.

A fim de gerar uma visdo mais ampla do estado metabdlico do tecido, os ESTs
gerados foram categorizados segundo critérios do Gene Ontology consortium (GO). A
classificacdo por GO se divide em 3 categorias: funcao molecular, processo biolégico e
componente celular.

Dos 105 contiguos obtidos durante o transcriptoma da biblioteca de cDNA do
intestino médio de Tenebrio molitor, 46 ndo obtiveram correspondéncia as sequéncias
existentes no banco de dados utilizado; nove nao possuiam termos do GO que as
incluissem; e 50 possuiram equivaléncia tanto no banco de dados utilizado para o
BLASTx quanto nos de GO. A analise destes 50 segundo as trés categorias basicas de
GO permitiu o agrupamento de 39 em 16 termos de processo celular; de 40 em 37
termos de funcdo molecular, algumas proteinas, por terem mais de uma funcao, foram
associadas a mais de um termo, resultando em um total de 21 repeti¢bes; e de 20 em
12 termos de componente celular.

Dentre os 754 singletos, 508 ndo obtiveram correspondéncia as seqiéncias
existentes no banco de dados utilizado; 53 ndo possuiam termos do GO que as
incluissem; quatro tiveram correspondéncia com proteinas de funcdo desconhecida; e

189 possuiram equivaléncia tanto no banco de dados utilizado para o0 BLASTx quanto
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nos de GO. A analise destes 189 segundo as trés categorias basicas de GO permitiu o
agrupamento de 102 em 52 termos de processo celular; de 123 em 88 termos de
funcdo molecular, havendo um total de 77 repeticdes; e de 39 em 21 termos de
componente celular.

Os termos do Gene Ontology foram atribuidos a 239 sequéncias e a distrubuicao
nas trés categorias: processo bioldgico, fungdo molecular e componente celular estdo

ilustrados nas figuras de 25, 26 e 27, respectivamente.



biological_process Level 4

cellular macromolecule metabolic Ihomeogtatic process {5}||
process (15)

|Ii|:|il:| metabolic process {Eljll/,

macromolecule biosynthetic
process (7)

s
ion transport (15)

|ce|lu|ar biosynthetic process (7)

carbohydrate metabolic process {15}|

A

protein localization {5}||

regulation of gene expression,
epigenetic (3)

/ -\‘\_-:nrganelle organization and
biogenesis (33)

|hi|:u|:|u:ul'g,rmer metabolic process(11)

- cell death (3)

cell differentiation (38)——

protein metabolic process (54)

nucleobase, nucleoside, nucleotide
and nucleic acid metabolic process

32 ™,

amino acid and derivative
metabolic process (5)

|ce|l-ce|lsignaling {B}II*\-\_ i _,_zlsignaltransducti-:-n {26}|

cytoplasm organization and
biogenesis (G)

Figura 25: Distribuicdo das sequéncias na categoria de GO processo bhiolégico. Os numeros entre parénteses indicam a
guantidade de sequéncias que se encaixaram neste GO. O corte de cada categoria de GO € o menor que gera um grafico claro.
Resultado obtido pelo programa Blast2GO para o transcriptoma aleatério da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor.
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Sequence distribution: cellular_component(Filtered by #Seqs: cutoff=2.0)
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Figura 26: Distribuicdo das sequéncias na categoria de GO componente celular. Os nimeros entre parénteses indicam a
guantidade de sequéncias que se encaixaram neste GO. O corte de cada categoria de GO é o menor que gera um grafico
claro. Resultado obtido no programa Blast2GO para o transcriptoma aleatério da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor.
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Sequence distribution: molecular_function(Filtered by #Seqs: cutoff=4.0)
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Figura 27: Distribuicdo das sequéncias na categoria de GO fungdo molecular. Os niumeros entre parénteses indicam a quantidade de sequéncias
gue se encaixaram neste GO. O corte de cada categoria de GO é o menor que gera um grafico claro. Resultado obtido no programa Blast2GO para o
transcriptoma aleatorio da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor.
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Na figura 25 verificamos uma distribuicdo no termo de GO componente celular. E
uma distribuicdo bem ampla entre os termos de GO que incluem proteinas relacionadas
com a manutencdo da homeostase e metabolismo basal tais como 0s termos: precesso
metabdlico de proteinas, diferenciacéo celular, organizacdo de organelas e biogénese e
processo metabdlico de nucleotideos. Daremos destaque para os termos relacionados
a transporte de proteinas e ions que também foram encontrados seguido de
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos.

Na categorizacdo componente celular, a qual € menos instrutiva e € ilustrada na
figura 26, grande parte das sequéncias eram classificadas como proteinas integrantes
de membrana, proteinas relacionadas a cadeia respiratdria, proteinas envolvidas ou
integrantes dos microtibulos e do citoesqueleto. Estes dados também sao
interessantes uma vez que estamos a procura de desvendar o fenbmeno da secrecao
apocrina e este deve ocorrer com a participacdo de muitas proteinas relacionadas a
estrutura celular tais como proteinas do citoesqueleto, actina dentre outras proteinas.
Temos também que dar atencdo para aquelas proteinas cujo sequienciamento ficou
bom, mas nédo teve hits no blast. Esta proteina pode nunca ter sido caracterizada e
pode ser uma das que estamos atras e que coordena a soltura de todo o topo celular.

A figura 27 ilustra a distribuicdo das sequéncias na categoria fungcdo molecular,
indicando maior similaridade com proteinas relacionadas a atividade enzimética de
hidrolase, atividade de oxidorredutase, ligacdo a ATP seguido de proteinas com
atividade de transportador de enzimas e de proteinas com atividade de endopeptidases
do tipo serina e cisteina, além de proteinas de ligacéo a citoesqueleto e carboidratos.

O perfil da categorizacédo esta condizente com o tecido estudado, envolvido com
digestdo, j4 tendo sido observado em outros transcriptomas de intestino médio de
insetos (Siegfried, et al., 2005) esta mesma proporcao de proteinas com funcédo de
ligacéo e catalise.

As sequéncias de interesse obtidas através deste sequenciamento ao acaso

foram selecionadas e estdo resumidas na tabela 4 abaixo.
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Tabela 4: Sumario dos contiguos e singletes selecionados dentre os encontrados e demonstrados na tabela 1 (referente ao transcriptoma aleatério da biblioteca

de expressao de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor.

Nome N de Identificagdo Descrigcéo Organismo Tamanho eValue Similaridade
ESTs

Peritrofinas

1 1 ref|XP_967419.2| Chitin binding protein, Tribolium castaneum 1021 5,67E-25 69,40%
peritrophin-A

Contiguol1l5 4 ref|[XP_973688.2| Chitin binding protein, Tribolium castaneum 1287 1,11E-42 42,40%
peritrophin-A

Contiguo128 6  ref|[NP_001161920.1] Chitin binding protein, Tribolium castaneum 1035 1,79E-58 58,30%
peritrophin-A

2 1 ref|XP_967419.2| Chitin binding protein, Tribolium castaneum 2523 0 58,30%
peritrophin-A

Contiguo9 1 gb|ABW06596.1| intestinal mucin Spodoptera exigua 1008 4,83E-45 53,00%

Contiguo30 1 refI[NP_001161926.1| intestinal mucin Tribolium castaneum 1004 2,00E-46 55,80%

Contiguo70 2 ref|[XP_967419.2| mucin-like protein Tribolium castaneum 1165 4,22E-14 59,50%

Alérgenos (PMAP)
Contiguol7 1 gb|AAP92419.1| cockroach allergen-like Tenebrio molitor 943 1,11E-78 69,50%
protein
Contiguol121 4 gb|AAP92419.1| cockroach allergen-like Tenebrio molitor 1340 1,11E-85 57,10%
protein

Contiguo101 3 gb|AAP92419.1| major allergen bla g Tenebrio molitor 1303 0 59,60%

Contiguo142 10 gb|AAP92419.1| major allergen bla g Tenebrio molitor 2072 0 58,20%

3 1 ref|XP_969146.1| bla g 5 allergen Tribolium castaneum 907 3,72E-18 57,90%

4 1 ref[XP_974575.1| mpa2 allergen Tribolium castaneum 922 1,82E-40 53,80%

5 1 ref|XP_973929.1| mpaa3 allergen Tribolium castaneum 1051 9,68E-68 58,60%
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Citoesqueleto

Contiguo135 7 ref[NP_511052.1| actin 5C Drosophila 1564 0 99,90%
melanogaster
Contiguo38 1 ref|[XP_967611.1| dynactin 2 Tribolium castaneum 975 5,27E-49 57,20%
Contiguo54 2  ref|[NP_001164283.1| fimbrin plastin Tribolium castaneum 964 4,62E-82 84,50%
6 1 ref|[XP_967318.1| moesin ezrin radixin Tribolium castaneum 952 1,53E-29 81,30%
7 1 ref|XP_975060.2] myosin vi Tribolium castaneum 936 5,04E-59 61,50%
8 1 ref|XP_975060.2] myosin Vi Tribolium castaneum 992 1,06E-28 83,90%
9 1 ref[XP_001602842.1| vanin-like protein 1 Nanosia vitripennis 952 1,62E-47 45,30%
Contiguo112 3  ref|XP_001120116.1| vanin-like protein 1 Apis mellifera 819 1,31E-47 61,60%
10 1 ref|XP_970159.1| vinculin Tribolium castaneum 933 8,00E-68 72,10%
Transportadores e
Bombas
Contiguo28 1 ref|[XP_975072.1| chloride channel protein Triboliumcastaneum 973 1,06E-49 83,20%
11 1 ref|XP_975895.1| ctl transporter Tribolium castaneum 992 4,45E-27 47,90%
Contiguo31 1 ref[XP_969762.1| fatty acid binding proteina  Tribolium castaneum 1014 8,64E-34 57,90%
Contiguo96 2 ref[XP_967844.1]  h(+)-transporting atpase  Tribolium castaneum 1025 3,92E-42 74,30%
12 1 ref|XP_001809969.1] na-k-cl cotransporter Tribolium castaneum 895 6,17E-46 73,40%
Contiguo99 2 ref|XP_968449.1] sodium solute symporter  Tribolium castaneum 576 1,91E-22 65,00%
13 1 ref|[XP_971406.1| sugar transporter Tribolium castaneum 1050 3,38E-28 54,90%
14 1 ref|[XP_971406.1| sugar transporter Tribolium castaneum 1067 3,08E-24 73,33%
15 1 gbJABO61291.1| vacuolar atpase subunit ¢ Lutzomyia longioalpis 929 3,46E-41 80,70%
16 1 gbJAAI15215.1] vacuolar h+atpase b2 Danio rerio 928 6,30E-18 55,70%
Contiguo106 3 ref|[XP_967959.1| vacuolar h Tribolium castaneum 1717 3,58E-74 94,60%
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17
18
19
20

Contiguo127

ref|XP_968354.1|

ref|XP_968225.1|
ref|XP_001810123.1]
ref|XP_001810123.1|

ref|XP_968517.2|

lysosomal alpha-
mannosidase
lysosomal alpha-
mannosidase
lysosomal alpha-
mannosidase
lysosomal alpha-
mannosidase
lysosomal alpha-
mannosidase

Tribolium castaneum

Tribolium castaneum

Tribolium castaneum

Tribolium castaneum

Tribolium castaneum

992

1016

976

867

1161

7,45E-91
1,48E-50
9,29E-46
8,40E-53

2,67E-85

69,70%
54,10%
67,60%
69,40%

71,50%
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Todos os dados e sequéncias obtidas através de analises do cDNA do intestino
meédio de Tenebrio molitor (sequenciamento ao acaso e pirossequenciamento) foram
reunidas utilizando softwares de bioinformatica como o dCAS e novas analises foram

realizadas obtendo sequéncias mais completas, mais curadas e confiaveis.

4.3. Consideracdoes gerais sobre a técnica de imunoscreening e O0s
resultados obtidos

ApGs realizado o pirossequenciamenro e todas as analises do transcriptoma da
biblioteca de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor, realizamos o
imunoscreening desta mesma biblioteca. Esta varredura foi realizada com anticorpos
produzidos contra fragdes especificas do intestino da larva de Tenebrio molitor. Estas
fracbes especificas foram escolhidas por serem ricas em materiais que poderiam
acrescentar detalhes na nossa analise sobre a fisiologia molecular deste inseto. Para
isso foram produzidos os anticorpos anti-membrana peritrofica, anti fracdo P1 e anti
Fracdo P3, sendo estas duas Ultimas partes da centrifugacao diferencial descrita no
item 3.6 e no item 3.3. A membrana peritréfica purificada tem seu valor por ser rica em
peritrofinas e pode conter parte pelo menos do maquinario responsavel pela formacéo e
manutencdo desta membrana quitino-protéica tdo importante para o inseto. A fracdo P1
€ rica em grandes vesiculas que se desprendem das microvilosidades, apices celulares
e é bem abundante em mitocondrias (Ferreira et al., 1990). Esta fracdo é interessante
nas analises relacionadas ao fenbmeno da secrec¢do apdécrina que ocorre na regido
anterior do intestino médio de Tenebrio molitor. A fragdo P3 é rica em microvilosidades
celulares e outras estruturas além de ser rica em contetdo de vesiculas (Ferreira et al.,
1990). Essa fracdo é adequada para a busca de proteinas secretadas. Estas fracOes
foram preparadas como descrito no item 3.3.

Para realizar o imunoscreening foi feita uma padronizagcdo no método e desta
forma no inicio o uso de culturas contendo uma densidade de placas de lise
relativamente alta nas varreduras facilitou em muito a obtencdo de um grande namero
de clones. Contudo, essa varredura dificulta a identificagcdo e o isolamento dos clones
reconhecidos pelo anticorpo. Essa dificuldade pode levar a obtencdo de clones com
contaminacdo por outros clones ou até mesmo pegarmos um clone que néao

correspondia ao clone marcado pelo anticorpo. Dessa forma, é esperada a obtencgéo de
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certo numero de clones que ndo foram reconhecidos pelo anticorpo, mas sim buscados
aleatoriamente na biblioteca de cDNA.

Nesse procedimento preferimos lancar mdo da qualidade da purificacdo dos
clones reconhecidos pelos anticorpos para conseguir um namero grande de clones de
uma forma mais rapida. Para isso foi feita apenas uma varredura usando uma
densidade intermediaria de placas de lise no meio de cultura. Essa densidade era a
mais alta possivel em que ainda era observado um numero razoavel de placas de lise
isoladas (cerca de 15 placas de lise por cm? de placa de cultura). O nimero de clones
varridos por esta técnica € cerca de 15 vezes menor do que seria obtido por uma
varredura em alta densidade, mas era suficiente para obter um numero razoavel de
clones em apenas um passo.

O passo seguinte constitui na identificacdo dos cDNAs contidos em cada clone
obtido na varredura com anticorpos. Tomamos o cuidado inicial de forma a minimizar ao
maximo a possibilidade de considerar um clone pego ao acaso como codificando uma
proteina que ndo era esperado estar naquele local, sendo dessa forma um
contaminante. Para isso, levamos em consideracdo uma das propriedades da biblioteca
de cDNA utilizada. Essa propriedade é que os clones que sdo reconhecidos pelo
anticorpo usado na varredura tem que estar na mesma fase de leitura que o gene da [3-
galactosidase presente no plasmideo pBluescript. Ou seja, esses cDNAs devem estar
com a sua porgao 5’ da fita codificante ligada a porgao 5’ da fita codificante do gene da
B-galactosidase desse plasmideo. Uma vez que queremos considerar apenas o0s clones
que foram reconhecidos pelos anticorpos usados, resolvemos sequenciar apenas a
por¢cdo do inserto que estaria adjacente a por¢cédo 5’ do gene da 3-galactosidase.

Como a presencga de mais de um inserto € comum nos clones presentes nessas
bibliotecas, preferimos evitar o sequenciamento a partir da por¢gdao 3’ do gene da B-
galactosidase. Isso devido ao fato de que, para muitos clones, essa seqiéncia poderia
representar um cDNA que néo era o que estava codificando o produto reconhecido pelo
anticorpo.

Essa estratégia de sequenciamento levou a obtencdo de um maior numero de
sequéncias codificando a regido N-terminal das proteinas de interesse, que de regra

estdo incompletas na regido que codifica a regido C-terminal do produto (extremidade
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3’). O problema aqui € que n&o temos de primeira mao a sequéncia completa, o que
dificulta certas analises a respeito da funcao e localizacdo dessas proteinas, mas estes
resultados foram reunidos aos outros obtidos através das outras duas técnicas de
geracdo de dados através da obtencdo de sequéncias mostradas anteriormente.
Contudo, as informacgbes geradas por estes imunoscreening foram suficientes para
chegarmos ao objetivo principal que seria a identificacdo de proteinas associadas a
membrana peritréfica e as fragcdes celulares P1 e P3 de T.molitor.

Foram obtidos nessas varreduras cerca de 600 clones que reagem positivamente
para o anticorpo contra proteinas da membrana peritrofica , também 600 clones para a
fragcdo celular P1 e 400 clones para P3.

A figura 28 ilustra uma amostra da diversidade de cDNAs obtidos por essa
varredura. Nessa estdo mostrados os produtos de PCR obtidos da amplificacdo do
inserto presente no plasmideo pBluescript, ja inserido em bactérias, de alguns clones

obtidos da varredura da biblioteca de Tenebrio molitor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 28: Produto do PCR do cDNA presente nos clones obtidos a partir da varredura da biblioteca de
cDNA com anti-soro produzido contra P1. (PM) padrbes de massa molecular. As raias de 1 a 13 sao
amostras de diferentes clones obtidos na varredura
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4.3.1. Proteinas presentes nas preparacdes de membrana peritrofica de
Tenebrio molitor

As preparacdes de membrana peritréfica sdo fonte das proteinas que fazem
parte da estrutura tridimensional desta (rede de quitina e proteinas) e que auxiliam na
montagem dessa estrutura como descrito em Ferreira et al., (2008).

A membrana peritrofica de Tenebrio molitor apresenta uma quantidade de
proteina de 11 pg/animal (proteina dosada segundo Smith et al., 1985 e modificado por
Morton e Evans, 1992). O resultado obtido na separacdo de proteinas dessa
preparacdo em SDS-PAGE (Figura 29 A e B) mostra que existe uma pequena
diversidade de proteinas na membrana peritréfica desse animal, um ndmero de
aproximadamente 15 bandas no SDS-PAGE.

Estudos com os anticorpos pré-imunes mostraram que dos coelhos testados,
nenhum apresentava anticorpos especificos para proteinas de inseto na mesma
diluicho de 200x utilizado para o soro imune (dados ndo mostrados). Temos que
considerar que as amostras aplicadas contém um numero variavel de proteinas. Dessa
forma, a imunizacdo gera diversos anticorpos para diferentes epitopos presentes nas
varias proteinas existentes na amostra. Para se conseguir anticorpo contra todas as
proteinas da amostra, assumimos que a banda mais fraca de proteina teria
correspondido a pelo menos 15 pg de proteina, para ser injetado no coelho, como
explicado no Materias e Métodos. Podemos verificar que o anticorpo produzido contra a
membrana peritréfica de T.molitor teve uma cobertura muito boa, uma vez que as
bandas no SDS-PAGE estdo quase todas reconhecidas no western blot (ver figura 10).
A producéo de uma populagcdo muito grande de anticorpos dirigidos a uma ampla gama
de epitopos de proteinas de inseto pode levar mais facilmente ao fenbmeno de reagéo
cruzada, mas como temos um material enriguecido nas proteinas presentes na

membrana peritrofica este nao foi um grande problema.
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Figura 29: Separacgédo de proteinas presentes na membrana peritrofica de Tenebrio molitor através de
SDS-PAGE 12%. A membrana peritrofica foi preparada como descrito em materiais e métodos. Foi
aplicado em torno de 100 ug de proteina na raia A e 50 ug de proteina na raia B. A raia C corresponde
a foto do western blot feito com o anticorpo anti-membrana peritréfica (MP). PM, marcadores de massa
molecular.

Os clones positivos coletados foram sequenciados, resultando em 866 ESTs. Os
ESTs foram analisados com os programas Phred, Phrap e Consed Linux (como descrito
nos materiais e métodos) (Ewing et al., 1998; Gordon et. al., 1998), produzindo 45
contiguos (sendo 2 destes contiguos falsos, uma vez que foi verificado apenas a
presenca de 1 EST formando o falso contig) e 576 singletos, totalizando 621
sequéncias uUnicas ou clusters. As sequéncias sdo nomeadas por contiguo (se formado
por 2 ou mais ESTS) ou por singleto (formada por um unico EST).

A distribuicdo dos ESTs formadores de contiguos estdo sumarizados na figura
30, sendo que 33 contiguos séo formados por apenas 2 ESTs, enquanto que o contiguo
com o maior niumero de sequéncias apresenta 207 ESTs.

N&o se pode esperar que cada sequéncia Unica ou cluster seja um transcrito

diferente, pois muitos dos ESTs que transmitem a mesma mensagem podem nao se
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sobrepor ou podem estar presentes no banco de ESTs representando splicings
alternativos, pré-mRNAs, polimorfismos ou regifes de baixa qualidade, que dentro das
condicOes de estringéncia adotadas podem levar a formacédo de contiguos diferentes de

um mesmo transcrito.

35
30

N
(93]

N
o

=
ol

N° de contigs

=
o

a1

I.I-I-I-I-I-_I

2 3 6 9 15 48 207
N° de ESTs

o

Figura 30. Distribuigdo e nimero de ESTs que formaram cada contiguo.

Os 621 clusters foram comparados usando o programa Blast2GO através de
BLASTX (Altschul et al., 1997) contra o banco de dados nédo redundante do GENBANK
(Benson et al., 2000) de forma automatizada. Como esperado, o organismo mais similar
a Tenebrio molitor foi o também Coleoptera Tribolium castaneum seguido de Aedes

aegypti e Culex quinquefasciatus (Figura 31) em relacédo aos dados que temos hoje.
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Figura 31: Distribuicdo das espécies mostrando o resultado obtido através de analises de BLASTX das
sequéncias obtidas apos a varredura com o anticorpo anti-membrana peritréfica de Tenebrio molitor.
Resultado obtido através de analises pelo programa Blast2GO.

Analise por BLASTX (banco de dados nédo redundante) mostrou que dos 621
clusters, 47 % deles ndo obtiveram similaridade significante com o banco de dados.
Isso pode ter ocorrido devido ao tamanho das sequiéncias ou até mesmo devido a falta
de informacgéo nos bancos de dados (vindas de outros insetos) referentes a membrana
peritréfica, que é o enfoque do nosso trabalho. Dentro destes 47% a maioria sdo
singletes. Nos contiguos, apenas 17% nao tiveram hits (similaridade) quando
comparados com o banco de dados do GenBank. NOs ndo descartamos a hipétese de
gue esse quadro possa mudar no futuro, quando sequéncias adicionais ou até genomas
completos de outros Coleoptera e até mesmo imunoscreenings de membranas
peritréficas de outros insetos forem sendo depositados no banco de dados.

A maioria das sequiéncias possui um tamanho médio de 750 a 1000 nucleotideos
(figura 32), um tamanho bom quando se sequéncia utilizando apenas um dos bracos do

vetor, como foi 0 N0Sso caso.
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Number of sequences with length(x)
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Figura 32: Este grafico mostra a distribuicdo das sequéncias de acordo com o tamanho.

Dentre os contiguos e singletes (tabelas 5 e 6) encontramos algumas enzimas
digestivas como: serina proteinases, catepsinas D e L e alfa-amilases. Era esperado
encontrar algumas enzimas digestivas nesta varredura da membrana peritréfica, pela
sua proximidade do bolo alimentar e porque alguma contaminacdo por membrana
microvilar pode ocorrer. Também encontramos proteinas relacionadas a divisao,
arquitetura e controle do ciclo celular como actina, formina, septina, dentre outras. O
Nosso interesse nesta varredura eram as proteinas componentes da membrana
peritrofica. Proteinas relacionadas a formacdo da membrana peritréfica como a quitina
desacetilase e alérgenos como a PMAP ja foram descritos (Ferreira et al., 2008).
Encontramos também a presenca de proteinas relacionadas com o metabolismo celular
em geral e manutencdo da homeostase como: proteinas ribossomais, proteinas
envolvidas com dobramento de outras proteinas como a tetraspanina dentre outras.

Para melhor Vvisualizacdo das proteinas encontradas veja a tabela 5.
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Tabela 5: Sumario dos Contiguos e alguns singletes referentes as sequéncias obtidas na varredura da biblioteca de expressédo de cDNA do

intestino médio de Tenebrio molitor com o anticorpo anti-MP.

Nome N of ESTs Descricao Tamanho eValue Similaridade
Contiguo12 2 ---NA--- 991
Contiguo14 2 —-NA--- 844
Contiguol7 2 ---NA--- 970
Contiguo19 2 ---NA--- 1018
Contiguo23 2 ---NA--- 891
Contiguo35 2 ---NA--- 939
Contiguo38 3 ---NA--- 1043
Contiguo7 2 ---NA--- 996
399 1 alpha amylase 1037 1,65E-93 80.3%
Contiguo21 2 alpha amylase 886  4,67E-112 77.75%
Contiguo24 2 alpha amylase 1037 1,76E-95 81.15%
Contiguo36 3 actin 1308 2,07E-142 64.1%
358 1 actin 919 2,59E-36 98.0%
Contiguo37 3 acl147-like protein 1091 5,94E-32 63.45%
Contiguo29 2 adenosylmethionine decarboxylase 941 2,82E-01 54.0%
Contiguo3 2 bendless (ptn conjugada a ubiquitina) 900 1,48E-12 53.2%
Contiguo33 2 beta-hexosaminidase b 965 3,69E-28 67.7%
414 1 cathepsin b 978 4,67E-79  73.25%
Contiguol1l 2 cathepsin b 978 5,17E-70 68.9%
Contiguol15 2 cathepsin b 969 3,92E-54  45.25%
Contiguo22 2 cathepsin b 1013 6,16E-73  55.45%
422 1 cathepsin | 851 6,41E-76  40.75%
Contiguo44 48 cathepsin I-like proteinase 1811 9,08E-174 73.8%
Contiguo27 2 Precursor de catepsina L 882 4,24E-67 63.65%
Contiguo20 2 cell cycle control protein 1013 9,34E-70  76.45%
449 1 chitin deacetylase 1 980 4,09E-75 58.7%



Contiguo28
Contiguo18
Contiguo16
Contiguo25
Contiguo39

Contiguo34
452
Contiguo?2
Contiguo43
458
Contiguo10
604
Contiguo30
Contiguo41
Contiguo31
445
447
Contiguo32
Contiguo42
Contiguo45
Contiguo40
Contiguo8
Contiguol13
364
435
Contiguol
Contiguo5
602
605
Contiguo26
Contiguo6
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chitin deacetylase 1
cg6981 (memb microssomal e aprisona célcio)
dna directed rna polymerase ii polypeptide b
dihydrolipoamide dehydrogenase
formin 2 (envolvida com divisao celular)
hypothetical protein (dominio motor de miosina ou
dineina)
cockroach allergen-like protein
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
mgc84763 protein (proteina predita de ligacao)
monocarboxylate transporter
5 nucleotidase
p53 binding protein
phosphogluconate dehydrogenase
peptidase d (dipeptidase)
peritrophic membrane chitin binding protein
protein
protein
ribosomal protein 132e
60s ribosomal protein 117
rho guanyl-nucleotide exchange factor
Septin (citocinese e ciclo celular)
Septin (citocinese e ciclo celular)
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
suppressor of potassium transport
sugar transporter isoform 1 (GLUT)

tetraspanin 29fb (dobramento de prot. de membrana)

tetraspanin 2a cgl11415-pa

924

992

770
1065
1486

912
1001
1025
2200

970
1054
1032

945

922

922

811
1024
1036
2120
1900

954

846

463
1081
1082
1017

942
1063
1042

904

983

1,02E-80
6,70E-57
2,11E-88
3,97E-49
3,96E-114

8,60E+00
2,37E-17
1,23E-101
0
1,47E-65
9,29E-92
1,52E-14
1,72E-14
1,21E-25
6,13E-78
3,66E-65
4,87E-82
3,67E-11
8,50E-41
1,82E-63
7,08E-24
2,85E-67
3,72E-45
1,96E-44
7,06E-111
2,51E-30
1,63E-65
7,67E-66
1,38E-18
1,05E-50
9,88E-45

57.8%
75.2%
95.7%
44.15%
37.6%

60.0%
90.5%
48.7%
42.5%
48.4%
63.65%
60.6%
44.6%
66.0%
85.3%
74.9%
63.0%
72.7%
78.5%
94.65%
61.6%
47.65%
79.75%
79.75%
69.2%
54.2%
56.8%
77.2%
53.14%
67.55%
72.7%
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56.7%
40.9%

Contiguo9 2
Contiguo4 2

udp- c:betagal beta- -n-acetylglucosaminyltransferase 5 940
valyl-trna synthetase 986

1,47E-50
1,69E-52

Tabela 6: Sumario dos contiguos e singletes selecionados (para estudo durante este projeto) dentre os encontrados e demonstrados na tabela 3

(referente a varredura da biblioteca de expressao de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor com o anticorpo anti-MP).

N of

Nome ESTs ldentificacao Descricao Organismo Tamanho eValue Similaridade
Alérgenos (PMAP)
454 1 gblAAP92419.1 cockroach allergen-like protein Tenebrio molitor 1001  2,37E-17 90.5%
455 1 gblAAP92419.1 cockroach allergen-like protein Tenebrio molitor 1040 1,44E-04 76.5%
456 1 gblAAP92419.1 cockroach allergen-like protein Tenebrio molitor 872 1,19E-11 85.0%
Contiguo2 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1025 1,23E-101  48.7%
Contiguo43 15 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 2200 0 42.5%
457 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 970  1,47E-65 48.4%
458 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 991  6,89E-84 37.9%
459 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1026  3,73E-82  44.85%
460 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1025 1,23E-101  48.7%
461 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1008  9,59E-75  43.75%
462 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1035 4,48E-92  47.85%
463 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1010  7,20E-30 57.1%
464 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1034  2,13E-87 43.9%
465 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1016  5,88E-72 39.9%
466 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 995  4,20E-75  47.65%
467 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1046  4,80E-89 44.4%
468 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 1022  7,28E-76 44.2%
469 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 815 5,83E-95 43.0%
470 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 842 1,63E-91 44.15%
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471 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 898  6,10E-83 45.2%
472 1 gblAAP92419.1 major allergen bla g Tenebrio molitor 855  4,22E-80 36.7%
Peritrofinas

peritrophic membrane chitin binding Tribolium

446 1 refINP_001103904.1 protein castaneum 1024  4,87E-82 63.0%
peritrophic membrane chitin binding Tribolium

448 1 refINP_001103904.1 protein castaneum 801 6,35E-51 45.0%

Citoesqueleto
Plasmodium
Contiguo34 2 refIXP_001895031.1 dominio motor de miosina ou dineina berghei 912 2,38E-12 60.0%
Transportadores

Tribolium

603 1 reflXP_972166.2 monocarboxylate transporter castaneum 1032 1,52E-14 60.6%
Tribolium

604 1 reflXP_972166.2 monocarboxylate transporter castaneum 967 2,07E-80 66.35%
Tribolium

605 1 reflIXP_966866.2 sugar transporter isoform 1 (GLUT) castaneum 1042 1,38E-18 53.14%
Tribolium

602 1 reflXP_973935.1 suppressor of potassium transport castaneum 1063 7,67E-66 77.2%

Enzimas

Tribolium

445 1 reflXP_971576.2 peptidase d (dipeptidase) castaneum 811 3,66E-65 74.9%
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A tabela 6 foi construida com algumas sequéncias selecionadas dentre todas as
encontradas (ver tabela 5) durante a varredura da biblioteca de cDNA com o anticorpo
anti-MP. Esta tabela reine proteinas que séo do interesse deste projeto tais como as
peritrofinas, transportadores em geral, proteinas relacionadas com o citoesqueleto ou
alguma proteina que auxiliasse na montagem da membrana peritrofica.

Foram encontrados muitos alérgenos (21 no total), 1 singlete de peritrofina, um
contiguo relacionado ao dominio motor de dineina (citoesqueleto), 4 sequéncias de
transportadores (monocarboxilato e de aclcar) e um singlete correspondente a enzima
dipeptidase. Estes singletes de alérgenos foram verificados e metade deles
correspondia ao mesmo alérgeno encontrado na membrana microvilar de T.molitor
descrito em Ferreira et al (2007), e a outra metade parece corresponder a proteinas
auxiliares na estruturacdo da membrana peritréfica como descrito por Ferreira (2008) e
nenhum deles € o objetivo deste trabalho.

Foi encontrado um transportador de aclcar do tipo GLUT (transportador
facilitativo de glicose) (Bell et al, 1990; Carrunthers, 1990; Mueckler, 1994; Joost e
thorens, 2001), o qual sera estudado com mais detalhes no item 4.4.1.1.

Encontramos também 2 transportadores de monocarboxilato, os quais auxiliam
na manutencédo da glicélise e um supressor do transporte de potassio. O transporte de
potassio € interessante porque em Lepidoptera, diferente das caracteristicas de
mamiferos em gue o transporte de aminoacidos é acoplado ao sodio, verificou-se que o
K" é secretado nestes insetos através da acdo de uma H* V-ATPase apical e de um
antiportador K*/H", assim promovendo a absor¢do de aminoacidos por um simportador
K*-aminoéacido (Castagna et al., 1997). Andlises mais detalhadas foram feitas nestas
sequéncias e estdo mostradas no item 4.4.1 e nos seus subitens.

Enzimas digestivas que sdo integrantes das membranas microvilares também
foram encontradas (Terra e Ferreira, 1994). Estas enzimas s&o: aminopeptidase,
carboxipeptidase e dipeptidase. Estas enzimas participam da digestao final e localizam-
se proximo as células. Enzimas digestivas sdo sempre importantes para 0 Nnosso

laboratério devido a linha de pesquisa que seguimos.
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4.3.2. Identificagcdo de proteinas presentes na fragdo P1 do
fracionamento celular isoténico do epitélio anterior e médio de Tenebrio
molitor

O segundo anticorpo a ser utilizado para realizar o imunoscreening da biblioteca
de cDNA do intestino médio de T.molitor foi o anti fracdo P1 do fracionamento celular
dos epitélios do intestino anterior e médio do intestino médio do mesmo inseto. Esta
fracdo € rica em apices celulares (cuja denominacao é fracdo P1) e provavelmente rica
no maquinario que executa o fendbmeno de secrecdo apocrina. Este fenémeno foi
observado com enzimas digestivas na regido anterior do intestino médio deste inseto
segundo Cristofoletti et al (2001).

O anticorpo anti-P1 foi produzido e testado. Na figura 33 A, ha a presenca de
varias bandas coradas com coomassie blue de tamanhos variados correspondentes a
proteinas presentes na fracdo P1. A fig 33 B € uma foto de western blot realizado com
anticorpo anti-P1 onde também foi aplicado o material da fracdo P1. Através do western
blot verificamos uma boa cobertura do nosso anticorpo, pois temos um reconhecimento
da maioria das bandas presentes no SDS-PAGE. As proteinas de tamanhos menores
nao foram muito bem reconhecidas pelo anticorpo anti-P1, mas suspeita-se que tenham
passado através da membrana durante o tempo utilizado para transferéncia.

Antes de aplicar o material no coelho foi feito uma quantificacéo através de SDS-
PAGE, utilizando a albumina de ovo como padrédo, como descrita no item 3.5, e todas
as proteinas estavam bem representadas para que fossem produzidos o0s anticorpos
contra elas. Estas proteinas menores também podem néo ser tdo imunogénicas, o0 que

levou a auséncia de anticorpos contra elas no soro produzido pelo coelho.
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Figura 33 : Separacéo de proteinas presentes na fragcdo P1 do fracionamento subcelular do epitélio do
intestino médio da larva de Tenebrio molitor através de SDS-PAGE 12%. O material de P1 foi
preparado como descrito em materiais e métodos. Foi aplicado em torno de 70 pg de proteina. A letra A
corresponde a um gel de SDS-PAGE corado com coomassie blue e a letra B corresponde & foto do
western blot feito com o anticorpo anti-P1. MM, marcadores de massa molecular.

Este anticorpo produzido em coelho foi entdo utilizado para realizar as
varreduras da biblioteca de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor. Apos algumas
varreduras obtivemos varios clones positivos, 0s quais foram sequienciados gerando
769 ESTs. Os ESTs foram analisados com os programas Phred, Phrap e Consed Linux
(como descrito nos materiais e métodos) (Ewing et al., 1998; Gordon et. al., 1998),
gerando 64 contiguo e 480 singletes totalizando 544 sequéncias Unicas ou clusters.

A distribuicdo dos ESTs formadores de contiguos esta sumarizada na figura 34
sendo que 34 contiguos sao formados por apenas 2 ESTs, enquanto que o contiguo

com o maior niumero de sequéncias apresenta 191 ESTSs.
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Figura 34: Distribuigdo e nimero de ESTs que formaram cada contiguo

Os 544 clusters foram comparados usando o programa Blast2GO através de
BlastX (Altschul et al., 1997) contra o banco de dados ndo redundante do GENBANK
(Benson et al., 2000) de forma automatizada. Semelhante ao imunoscreening da
membrana peritréfica o organismo mais similar a Tenebrio molitor, ou seja, que tiveram
os melhores hits no blastx, foi o também Coleoptera Tribolium castaneum seguido de
Aedes aegypti. O terceiro inseto com mais “Blast hits” foi o Diptera Drosophila

melanogaster (Figura 35).
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Species distribution

BLAST HITs
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Tribalium castaneurm
Aedes aegypti
Drosophila melanogaster
Tenehbrio malitar
Culex quingquefasciatus
Periplaneta americana
Brugia rmalayi

Rattus norvegicus
Masonia vitripennis
Blattella germanica
Mermatostella ve ctensis
Fediculus humanus
Anopheles gamhbiae
Crasophila willistani
Crosophila ananassae
Schistosoma mansoni
Drosaphila sechellia
Crosophila erecta
Drosaphila grimshawi
Drosaphila wirilis
Drasophila yakuba
Crosophila persimilis
Apis mellifera
Drosaphila maojavensis
Drosophila pseudoobscura
Drosophila simulans | |
Acyrthosiphon pisum |
Branchiostoma flaridae
Hydra magnipapillata
others

Figura 35: Distribuicdo das espécies mostrando o resultado obtido através de andlises de BlastX das
seqliéncias obtidas apds a varredura com o anticorpo anti-fracdo P1 de Tenebrio molitor. Resultado
obtido através de analises pelo programa Blast2GO.

Andlise por BLASTX (banco de dados ndo redundante) mostrou que dos 544
clusters apenas 31 % deles nao obtiveram similaridade significativa, ou seja, com um e-
value confidvel, com o banco de dados. Dentro destes 31% a maioria sdo singletes
(devido ao maior numero destes também). Esta falta de similaridade com os bancos de
dados pode ser devido a falta de sequéncias de insetos depositadas nos bancos de
dados, pois ainda sdo poucos 0s insetos sequenciados e isto restringe o0 espaco
amostral no momento de identificar nossos clones. Nos contiguo apenas 11% néo
tiveram hits (similaridade) quando comparados com o banco de dados do GenBank.

Observando o tamanho de todas as sequéncias obtidas nesta varredura foi possivel
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construir a figura 36, na qual temos um aglomerado de sequéncias que por volta de 600
nucleotideos e outro em torno de 900, nos dando um tamanho médio das sequéncias

em torno de 750 nucleotideos.

Number of sequences with length(x)

15,0 1

12.5 1

10,0 A

#5eqs

5.0

251

oo

O 250 &S00 750 1.000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3.000 3250
length

Figura 36: Este grafico mostra a distribuicdo das sequéncias obtidas na varredura com o anticorpo anti-

P1de acordo com o tamanho.

Todas as sequéncias foram tratadas e foi utilizado o programa Blast2GO para
analises das sequéncias e geragcdo da maioria dos graficos apresentados.

P1 é a fracdo onde se encontra grandes vesiculas que se desprendem das
microvilosidades, apices celulares e € bem abundante em mitocondrias. Como era de
se esperar, durante as analises encontramos sequéncias relacionadas a mitocondrias.
Dentre estas sequéncias estdo algumas proteinas como: citocromo oxidase e ATPase
(cadeia respiratoria) e desidrogenase. Encontramos também alguns contiguos
relacionados ao metabolismo basal ou “housekeeping” como: peroxidases, proteinas

ribossomais e transferases. Muitas sequéncias (dentre elas contiguos e singletes)
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tiveram similaridade com proteinas relacionadas a membrana peritr6fica como as
peritrofinas (total de 14 sequéncias), chitina desacetilases (total de 4 sequéncias) e
varios alérgenos (total de 40 sequéncias) que podem codificar proteinas que auxiliam
na montagem da membrana peritrofica. Também apareceram proteinas relacionadas ao
citoesqueleto, arquitetura celular, ciclo celular e movimento de vesiculas como: actina,
miosina, espectrina (proteina de ligagdo a actina), tubulina (comp8em os microtubulos)
e ciclinas. Ainda encontramos varias enzimas digestivas como: beta-manosidases,
carboxipeptidase b, catepsinas L, serino proteases, a e B manosidases, quitinases,
esterase, tripsina, glicosidases, dipeptidases, aminopeptidases, além de alguns
transportadores de aglcar e de aminoacidos (ver tabela 7).

As principais atividades soluveis em P1 resultam de enzimas aprisionadas no
glicocalix do espaco intermicrovilar de células intestinais (a visualizacdo por
microscopia eletrbnica desta fracdo mostra grandes vesiculas com bordas em escova).
ApoGs o congelamento e descongelamento, estas vesiculas provavelmente mudam de
estrutura, as enzimas anteriormente presentes no espaco intermicrovilar do glicocalix
sao liberadas. Atividades solluveis no sobrenadante final (cujo material juntamente com
o sedimento foi injetado no coelho para producdo do anticorpo utilizado para as
varreduras) podem resultar da liberagdo durante a homogeneizacdo de enzimas
perdidas por estarem ligadas ao glicocalix (Ferreira et al., 1990).

Nosso interesse nesta fracdo era encontrar alguma proteina que fizesse parte do
mecanismo de secrecao apdcrina, onde ocorre um desprendimento de todo o &pice
celular. Muitas proteinas devem estar envolvidas neste fendmeno, mas ndo sabemos
se iremos encontrar uma vez que nunca foi estudada esta secrecdo a fundo e
provavelmente ndo haverd hits no blast para algumas sequéncias encontradas.

As sequéncias interessantes para este projeto foram todas reunidas na tabela 6.
Estas sequéncias serédo utilizadas para um estudo mais detalhado com o decorrer deste
projeto e para completar as encontradas através das outra técnicas de sequenciamento

mostradas neste trabalho.
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Tabela 7: Sumario dos Contiguos e alguns singletes referentes as sequéncias obtidas na varredura da biblioteca de expressédo de cDNA do intestino

médio de Tenebrio molitor com o anticorpo anti-P1 (fracdo P1 do fracionamento celular).

Nome N de ESTs Descricéo Tamanho eValue Similaridade
1 1 PREDICTED: copper transporter 497 1,22E-08 90.0%
2 1 PREDICTED: (type VI secretion protein IcmF) 860 1,96E-35 52.8%
3 1 PREDICTED: (type VI secretion protein lcmF) 954 1,47E-29 55.8%
Contiguo37 2 PREDICTED: (type VI secretion protein lcmF) 889 1,35E-34 55.8%
PREDICTED: (Serine/Threonine protein kinases, catalytic
4 1 domain) 454 3,08E-13 41.0%
PREDICTED: similar to AGAP012156-PA (ABC
5 1 transporter) 891 5,89E-06 54.0%
6 1 aaa atpase 871 2,80E-37 86.65%
Contiguo9 1 aaa atpase 871 2,80E-37 86.65%
7 1 actin 794 6,13E-86 79.0%
Contiguo34 2 actin 795 9,21E-90 82.0%
9 1 adp atp translocase 929 9,60E-91 64.8%
10 1 alpha amylase 964 7,19E-40 45.75%
11 1 alpha amylase isoform 1 560 9,45E-50 82.15%
Contiguo20 2 arginine kinase 1179 1,54E-61 94.7%
12 1 atp synthase fO subunit 6 583 4,74E-42 85.8%
13 1 beta chain spectrin 586 3,12E-41 65.5%
14 1 beta lysosomal (mannosidase) 532 5,34E-25 63.95%
15 1 beta lysosomal (mannosidase) 843 6,44E-41 36.85%
16 1 beta lysosomal (mannosidase) 876 1,45E-57 53.3%
Contiguo6 1 beta lysosomal (mannosidase) 532 5,34E-25 63.95%
Contiguo7 1 beta lysosomal (mannosidase) 843 6,44E-41 36.85%
Contiguo18 1 beta lysosomal (mannosidase) 876 1,45E-57 53.3%
17 1 beta-tubulin at 97ef 959 2,25E-78 81.55%



138

18

19

20

21

22

23
Contiguol1
Contiguo13

24

25

26

27
Contiguo56
Contiguo21
Contiguo42

28

29
Contiguo25
Contiguo48

31

33

35
Contiguo44

36

37

38

39

40

41

PP RPRPRPRPNRPRPEPNNRPRPNNUORRPRRPRRPREPREPRRERERENLER

carboxypeptidase d
carboxypeptidase d
cathepsin b-like proteinase
cathepsin I-like protein cysteine proteinase
cathepsin I-like protein cysteine proteinase
cathepsin |-like protein cysteine proteinase
cathepsin I-like protein cysteine proteinase
cathepsin I-like protein cysteine proteinase
cathepsin I-like proteinase
cathepsin I-like proteinase
cathepsin I-like proteinase
cathepsin I-like proteinase
cathepsin I-like proteinase
cg15117 cgl5117-pa
93106 cg3106-pa
€g5065 cg5065-pa (Trasporte de carboidrato)
chitin deacetylase 1
chitin deacetylase 1
chitin deacetylase 1
chitin deacetylase 6
chitin synthase
chitinase 3
chitinase 3
cholesterol transporter tartl
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein

992
995
1004
503
518
524
524
503
889
498
860
894
902
908
973
869
911
1014
904
903
819
963
878
861
874
854
906
943
963

2,64E-45
1,62E-52
8,07E-58
1,07E-55
1,66E-01
9,96E-82
9,96E-82
1,07E-55
5,39E-100
9,25E-28
5,67E-51
6,83E-95
1,17E-126
3,22E-76
2,33E-14
2,46E-01
1,86E-80
1,49E-83
6,39E-40
1,29E-40
1,24E-60
4,42E-98
6,28E-62
4,57E-08
1,73E-02
5,13E-17
1,75E-02
5,77E-79
9,97E-14

46.15%
43.0%
59.15%
60.85%
80.5%
63.65%
63.65%
60.85%
76.15%
72.85%
62.3%
74.15%
79.05%
31.75%
49.0%
70.0%
56.6%
57.9%
48.9%
51.45%
55.9%
54.35%
50.25%
59.0%
88.0%
56.0%
50.0%
55.0%
48.0%
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43

44

45

46

47

48

49

50
Contiguo59
Contiguo40

51

52

53

54
Contiguo46
Contiguo35
Contiguo19
Contiguol5

Contiguo30
Contiguo3
56
55
57
Contiguo50
58
59
60

P NMNNNRPORRPRNORPRRPRRRRERRRER

PR RPNRPRRERN

cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein
cyclin a (ciclo celular e controle transcricional)
cytochrome c oxidase subunit i
cytochrome oxidase subunit ii
diaphanous protein (homologo a formina)
esterase
esterase
g12 (alérgeno)
glucosidase 2 subunit beta
glutamate carboxypeptidase
glutathione s transferase e6 cg17530-pa
glutathione s-transferase 6a

hypothetical protein TTHERM_02141640 [Tetrahymena
thermophila]

hypothetical protein [Tityus discrepans]
isoform a (transporte de aminoacidos)
lysosomal alpha-mannosidase
lysosomal alpha-mannosidase
lysosomal alpha-mannosidase
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g

900
822
768
443
432
917
692
898
792
1648
796
517
535
1214
827
963
927
925
776

813
898
887
855
909
855
902
909
528

3,76E-08
7,13E-08
1,50E-01
2,05E-19
1,19E-03
1,13E+01
3,61E-46
1,29E+00
1,44E-10
0.0
1,38E-69
4,98E-22
3,21E-09
2,96E-15
3,84E-90
6,65E-66
2,57E-67
2,47E-10
1,32E-37

3,91E-01
4,14E+01
8,10E-56
1,81E-41
2,31E-21
1,81E-41
1,43E-73
1,38E-74
4,10E-62
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78.5%
63.5%
59.0%
85.0%
60.5%
78.0%
50.4%
66.0%
50.75%
90.05%
92.4%
79.4%
70.2%
66.5%
53.8%
64.65%
45.6%
63.6%
50.9%

56.0%
69.0%
64.95%
52.2%
56.05%
52.2%
47.25%
52.1%
50.5%
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61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78
Contiguo16
Contiguo58
Contiguo60
Contiguo62
Contiguo64

79
Contiguo41

80

81

82
Contiguol12

O~NPRPRPRRPRRPRRRPRPRRPRRPRRPRPRRERREREREPR

=
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N N

major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
membrane alanyl aminopeptidase
mesoderm induction early response 1
mucin-like peritrophin
mucin-like peritrophin
mucin-like peritrophin
mucin-like peritrophin

901
832
855
902
845
842
796
935
977
935
906
995
674
683
777
901
897
883
909
1438
2548
2234
3113
982
752
602
507
925
602

1,10E-108
4,14E-55
5,56E-92
2,77E-81
1,38E-94
1,94E-95
1,43E-58
3,20E-98
9,53E-86
4,63E-89
6,14E-83
1,10E-99
1,20E-51
7,45E-51
3,49E-72
4,47E-90
8,13E-89
4,25E-74
1,38E-74
2,56E-173
0.0
0.0
0.0
3,94E-90
1,13E-38
2,22E-21
1,06E-21
2,55E-15
2,22E-21

49.9%
50.0%
53.2%
35.0%
50.95%
47.15%
51.6%
50.1%
52.6%
51.8%
50.15%
51.0%
49.25%
42.5%
49.6%
34.3%
42.75%
50.0%
52.1%
49.55%
40.2%
33.45%
47.8%
55.1%
75.25%
54.85%
53.5%
52.95%
54.85%



Contiguo32
83
Contiguol7
84
85
Contiguo51
86
87
88
89
90
Contiguo4
Contiguol14
Contiguo39
Contiguo2
Contiguo54
Contiguo5
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

PR R RPRRPRPRPRRPRRPRRPRPRPRPRWORNNRPRPRPREPREPRPNRRERPRERREN

mucin-like peritrophin
mucin-like protein
mucin-like protein
myosin Vi
oligopeptide transporter
oxidase peroxidase
peptidase d (dipeptidase)
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
peritrophic membrane chitin binding protein
protein
rrna promoter binding protein
senescence-associated protein
serine arginine repetitive matrix 1
serine arginine repetitive matrix 2
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase

698
549
549
875
546
786
806
402
877
921
974
921
402
882
591
615
816
886
1148
894
870
901
487
560
538
502
501
917
824

2,41E-22
1,03E-21
1,03E-21
5,23E-92
2,77E-11
2,37E-82
5,20E-64
1,36E-18
1,80E-79
1,75E-24
4,93E-81
1,75E-24
1,36E-18
1,15E-86
6,32E-13
3,56E-17
4,00E-35
1,40E+01
3,48E-03
7,05E-100
5,10E-47
9,11E-63
6,55E-26
2,04E-37
2,77E-45
1,31E-53
9,38E-33
1,78E-74
2,73E-100
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54.45%
63.85%
63.85%
80.3%
88.0%
53.95%
67.4%
59.4%
37.25%
44.8%
60.85%
44.8%
59.4%
61.0%
75.5%
73.7%
64.75%
38.75%
43.3%
60.7%
66.7%
63.05%
63.1%
60.05%
72.55%
68.0%
59.35%
38.65%
65.65%
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103
104
105
106
107
Contiguol
Contiguo8
Contiguol10
Contiguo22
Contiguo26
Contiguo33
Contiguo52
108
109
110
111
112
113
Contiguo47
114
Contiguo29
115
Contiguo23
Contiguo38

NNERPNRPNRPRRPRRPRPRPREPNNMNNNRPRRREPRERRERR

serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
serine proteinase
short-chain dehydrogenase
sodium hydrogen exchanger 8
sugar transporter
tetraspanin 29fa
thiamine transporter 1
thiamine transporter 1
trypsin-like proteinase
trypsin-like proteinase
tubulin alpha-1 chain
tubulin alpha-1 chain
tubulin beta chain
tubulin beta chain
wd-repeat protein

911
976
954
774
885
824
901
502
879
917
538
747
919
937
544
821
947
903
903
679
679
903
903
873

5,69E-20
9,67E-77
6,12E-68
3,94E-66
8,93E-63
2,73E-100
9,11E-63
1,31E-53
1,01E-66
3,92E-85
2,77E-45
3,56E-85
2,26E-40
2,09E-81
2,00E-30
2,61E-42
3,33E-42
4,01E-34
4,01E-34
2,75E-73
2,75E-73
1,31E-86
1,31E-86
1,53E-83

66.2%
38.8%
63.1%
65.0%
60.65%
65.65%
63.05%
68.0%
61.6%
54.45%
72.55%
77.6%
69.75%
66.75%
63.7%
79.6%
79.6%
46.25%
46.25%
51.0%
51.0%
48.8%
48.8%
72.4%
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Tabela 8: Sumario dos contiguos e singletes selecionados da tabela 5 (para estudo durante este projeto) referente a varredura da biblioteca de

expressdo de cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor com o anticorpo anti-P1. Esta tabela contém os niimeros de acesso e 0s organismos com o

qual a sequéncia teve o melhor “blast hit”.

Nome N de ESTs N de Acesso Organismo Descricao Tamanho eValue Similaridade
Citoesqueleto
7 1 gb]AC0O60321.1| Rhodnius prolixus actin 794 6,13E-86 79.0%
Contiguo34 2 gb]AC0O60321.1| Rhodnius prolixus actin 795 9,21E-90 82.0%
13 1 ref|[XP_969687.1| Tribolium castanaeum beta chain spectrin 586 3,12E-41 65.5%
84 1 ref|[XP_975060.2| Tribolium castaneum myosin vi 875 5,23E-92 80.3%
Monochamus
114 1 gb|ABU24274.1| alternatus tubulin alpha-1 chain 679 2,75E-73 51.0%
Monochamus
Contiguo29 2 gb|ABU24274.1| alternatus tubulin alpha-1 chain 679 2,75E-73 51.0%
115 1 ref|[XP_968314.1| Tribolium castaneum tubulin beta chain 903 1,31E-86 48.8%
Contiguo23 2 ref[XP_968314.1| Tribolium castaneum tubulin beta chain 903 1,31E-86 48.8%
Alérgenos
1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 874 1,73E-02 88.0%
38 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 854 5,13E-17 56.0%
39 1 ref[XP_971572.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 906 1,75E-02 48%
40 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 943 5,77E-79 55.0%
41 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 963 9,97E-14 48.0%
42 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 900 3,76E-08 78.5%
43 1 ref[XP_971572.1| Tribolium castaneum cockroach allergen-like protein 822 7,13E-08 63.5%
44 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 768 1,50E-01 59.0%
45 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 443 2,05E-19 85.0%
46 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 432 1,19E-03 60.5%
47 1 gb|AAP92419.1| Tenebrio molitor cockroach allergen-like protein 917 1,13E+01 78.0%
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48

49

54

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78
Contiguo16
Contiguo58
Contiguo60
Contiguo62
Contiguo64
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gb|AAP92419.1]
ref]XP_971572.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1]
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1|
gb|AAP92419.1]

Tenebrio molitor
Tribolium castaneum
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor
Tenebrio molitor

cockroach allergen-like protein
cockroach allergen-like protein

g12 (alérgeno)
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g
major allergen bla g

692
898
827
902
909
528
901
832
855
902
845
842
796
935
977
935
906
995
674
683
777
901
897
883
909
1438
2548
2234
3113

3,61E-46
1,29E+00
3,84E-90
1,43E-73
1,38E-74
4,10E-62
1,10E-108
4,14E-55
5,56E-92
2,77E-81
1,38E-94
1,94E-95
1,43E-58
3,20E-98
9,53E-86
4,63E-89
6,14E-83
1,10E-99
1,20E-51
7,45E-51
3,49E-72
4,47E-90
8,13E-89
4,25E-74
1,38E-74
2,56E-173
0.0
0.0
0.0

50.4%
66.0%
53.8%
47.25%
52.1%
50.5%
49.9%
50.0%
53.2%
35.0%
50.95%
47.15%
51.6%
50.1%
52.6%
51.8%
50.15%
51.0%
49.25%
42.5%
49.6%
34.3%
42.75%
50.0%
52.1%
49.55%
40.2%
33.45%
47.8%
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80 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like peritrophin 602 2,22E-21 54.85%

81 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like peritrophin 507 1,06E-21 53.5%

82 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like peritrophin 925 2,55E-15 52.95%

Contiguol12 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like peritrophin 602 2,22E-21 54.85%

Contiguo32 2 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like peritrophin 698 2,41E-22 54.45%

83 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like protein 549 1,03E-21 63.85%

Contiguol17 1 ref[XP_967419.2| Tribolium castaneum mucin-like protein 549 1,03E-21 63.85%
peritrophic membrane chitin

87 1 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 402 1,36E-18 59.4%
peritrophic membrane chitin

88 1 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 877 1,80E-79 37.25%
peritrophic membrane chitin

89 1 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 921 1,75E-24 44.8%
peritrophic membrane chitin

90 1 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 974 4,93E-81 60.85%
peritrophic membrane chitin

Contiguo4 1 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 921 1,75E-24 44.8%
peritrophic membrane chitin

Contiguo14 2 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 402 1,36E-18 59.4%
peritrophic membrane chitin

Contiguo39 2 ref[NP_001103904.1| Tribolium castaneum binding protein 882 1,15E-86 61.0%
Transportadores e Bombas

6 1 XP_001814283.1 Tribolium castanaeum aaa atpase 871 2,80E-37 86.65%

Contiguo9 1 XP_001814283.1 Tribolium castanaeum aaa atpase 871 2,80E-37 86.65%

5 1 XP_970882.2 Tribolium castanaeum ABC transporter 891 5,89E-06 54.0%
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36 1 ref[XP_974514.1| Tribolium castanaeum cholesterol transporter tartl 861 4,57E-08 59%
28 1 ref[XP_973431.1| Tribolium castanaeum Transporte de carboidrato 869 2,46E-01 70.0%
isoform a (transporte de
56 1 ref[XP_972574.2| Tribolium castaneum aminoécidos) 887 8,10E-56 64.95%
85 1 ref[XP_972519.1| Tribolium castaneum oligopeptide transporter 546 2,77E-11 88.0%
108 1 ref|[XP_001807104.1| Tribolium castaneum sodium hydrogen exchanger 8 919 2,26E-40 69.75%
109 1 ref[XP_970364.2| Tribolium castaneum sugar transporter 937 2,09E-81 66.75%
Enzimas
29 1 ref[NP_001103906.1| Tribolium castanaeum chitin deacetylase 1 911 1,86E-80 56.6%
Contiguo25 2 ref[NP_001103906.1| Tribolium castanaeum chitin deacetylase 1 1014 1,49E-83 57.9%
Contiguo48 2 ref[NP_001103905.1| Tribolium castanaeum chitin deacetylase 1 904 6,39E-40 48.9%
31 1 ref[NP_001103905.1| Tribolium castanaeum chitin deacetylase 6 903 1,29E-40 51.45%
33 1 ref[NP_001034492.1| Tribolium castanaeum chitin synthase 819 1,24E-60 55.9%
35 1 ref[NP_001034515.1| Tribolium castanaeum chitinase 3 963 4,42E-98 54.35%
Contiguo44 2 ref[NP_001034515.1| Tribolium castanaeum chitinase 3 878 6,28E-62 50.25%
57 1 ref[XP_001810123.1| Tribolium castaneum lysosomal alpha-mannosidase 909 2,31E-21 56.05%
Contiguo50 2 ref|[XP_001810123.1| Tribolium castaneum lysosomal alpha-mannosidase 855 1,81E-41 52.2%
86 1 ref]XP_971576.2| Tribolium castaneum peptidase d (dipeptidase) 806 5,20E-64 67.4%
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Utilizamos o programa Blast2GO para fazer a categorizagdo dos ESTs obtidos
na varredura da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor com o anticorpo anti-P1. Esta
classificacéo foi feita segundo o Gene Ontology consortium e se divide em 3 categorias:
componente celular, funcdo molecular e processo biolégico. Uma provavel funcao
molecular foi designada para 172 sequéncias sendo a maior quantidade classificada
como atividade de endopeptidase tipo serina, seguida de ligacdo a ATP e atividade de
receptor. Estas séo classificagdes mais geneéricas, pois existem muitas subdivisbes dos
termos de GO. Os resultados desta categoria funcdo molecular podem ser observados
nas figuras 37 e 38, sendo que na figura 38 temos classificacbes mais especificas. Na
subdivisdo componente celular foram categorizadas 123 sequéncias (figura 39 e 40).
Na figura 39 podemos observar um grande namero de sequéncias correspondentes a
localizacdo da mitocéndria, o que era de se esperar uma vez que a fracdo P1 é rica em
mitocondrias.

Foram categorizadas 356 sequéncias dentro da divisdo processo bioldgico e
alguns termos de GO encontrados estdo sumarizados nas figuras 41 e 42. Na figura 41
observamos a maior quantidade de termos de GO referente a protedlise, o que é
normal de ser encontrado em Coleoptera uma vez que este inseto € rico em
proteinases digestivas ja comprovadas em Terra e Cristofoletti (1996), seguido de
proteinas relacionadas a transporte, que sao do nosso interesse e proteinas envolvidas

com o metabolismo aerdbico, mitocéndria e metabolismo da quitina.
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Direct GO Count

#5e0s
o1 2 =2 4 &5 4G 7 8 8 10 11 12 13 14 15 186 17 18 19
F:serine-type endopeptidase activity
F:ATP binding
F:receptor activity
F:monooxygenase activity
F:binding
F:electron carier activity
F:heme binding
Freatalytic activity
Freytochrome-c oxidase activity
[ F:copperion binding
g F:oysteine-type endopeptidase activity
F:protein binding
F:protein serinefthreonine kina...
F:peptidase activity
F:cation binding
F:hydrolase activity
Frnucleic acid binding
F:zhitinase activity

F:zinc ion binding

F:serine-type peptidase activity

Figura 37: sumarizacdo dos termos de GO encontrados em P1 para a categoria fun¢cdo molecular usando como filtro os 20
maiores termos encontrados.
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molecular_function Level 7

carboxypeptidase activity {2}!

nucleoside-triphosphatase activity
(10}

cysteine-type endopeptidase

activity (31 \

&TP binding (1)

| beta-mannosidase activity (2)

Ras GTPase binding (1}|

|5|:|Iute:cati|:|r1 antiporter activity (1) cation-transporting ATPase

activity (2)

msulute:sulute antiporter activity {1]||

|metalluexupeptidase activity (1)

proton-dependent oligopeptide
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transporter activity (1)

beta-N-acetylhexosaminidase

activity (1)

sulfate adenylyltransferase (ATP)
activity (1)

|E|I|:|hE|-E|rr11,rIE|5E activity (2)

ATP binding {18)

DMA-directed RNA polymerase
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ATPase activity, coupled to
transmemhbrane movement of ions,
phosphorylative mechanism (1)

,(I-:atiun channel activity {'1}||

inarganic cation transmembrane \ / protein serinefthreonine kinase
transporter activity (12} activity (5]

Figura 38: Esta figura ilustra a distribuicdo das sequéncias encontradas na varredura da biblioteca com o anti P1 na categoria
fungdo molecular. Os nimeros entre parénteses indicam a quantidade de sequéncias que se encaixaram neste GO.
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Figura 39: Esta figura ilustra a distribuicdo das sequéncias encontradas na varredura da biblioteca com o anti P1 na categoria
componente celular. Os nimeros entre parénteses indicam a quantidade de sequéncias que se encaixaram neste GO.
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Figura 40: sumarizacdo dos termos de GO encontradas na varredura da biblioteca com o anti P1 para a categoria componente
celular usando como filtro os 20 maiores termos encontrados
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Figura 41: sumarizacdo dos termos de GO encontradas na varredura da biblioteca com o anti P1 para a categoria processo
bioldgico usando como filtro os 20 maiores termos encontrados
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Figura 42: Esta figura ilustra a distribuicdo das sequéncias na categoria processo biolégico. Os numeros entre parénteses indicam a
guantidade de sequéncias que se encaixaram neste GO.
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4.3.3. ldentificacdo de proteinas presentes na fracdo P3 do
fracionamento celular isoténico do epitélio anterior e médio de Tenebrio
molitor

A fracdo P3 do fracionamento celular é uma fragéo rica em vesiculas de células e
outras estruturas. Como a fracdo utilizada para injetar no coelho foi a fragédo soluvel de
P3 apoOs todos os ciclos de congelamento e descongelamento esperavamos obter
proteinas soluveis que estavam no contetdo de vesiculas secretorias.

De acordo com o trabalho de Ferreira et al (1990), carboxipeptidases e tripsinas
possuem uma elevada atividade especifica na porcao soluvel da fragdo P3. A producéo
deste anticorpo foi realizada com o intuito de encontrar mais informacdes referentes ao
mecanismo de secrecdo apocrina de enzimas digestivas. Uma secrecdo apécrina de
enzimas digestivas é observada na regido anterior do intestino médio da larva de
T.molitor (Cristofoletti et al., 2001).

Podemos observar na figura 43 A, a presenca de varias bandas coradas com
Coomassie blue de tamanhos variados correspondentes a proteinas presentes na
fracdo P3. A fig 43 B € uma foto de western blot realizado com anticorpo anti-P3 onde
também foi aplicado o material da fragdo P3. Através do western blot, verificamos uma
boa cobertura do nosso anticorpo, pois temos um reconhecimento da maioria das
bandas presentes no SDS-PAGE.

O anticorpo anti-fragdo P3 foi usado para varrer a biblioteca de expressédo de
cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor do mesmo modo como foi realizado com

0s anticorpos anti membrana peritréfica e anti-fracéo.



155

kDa
kDa MM P3 MM P3

97—
97— 661
66—
45—
45—
31—
31— 21
21
- 14—
14—

Figura 43: Separacgéo de proteinas presentes na fragdo P3 do fracionamento subcelular do epitélio do
intestino médio da larva de Tenebrio molitor através de SDS-PAGE 12%. O material de P3 foi preparado
como descrito em materiais e métodos. Foi aplicado em torno de 50 pg de proteina. A letra A corresponde a
um gel de SDS_PAGE corado com coomassie blue e a letra B corresponde a foto do western blot feito com
0 anticorpo anti-P3. MM, marcadores de massa molecular.

O tecido utilizado como material inicial para preparagdo da fragdo P3 foram os
epitélios correspondentes aos 2/3 iniciais do intestino médio de Tenebrio molitor.

Algumas proteinas coradas pelo corante coomassie ndo foram reconhecidas pelo
anticorpo anti-P3 através do western blot. Este fato pode ter ocorrido devido ao fato de
algumas proteinas ndo serem tdo imunogénicas ou serem muito parecidas com as

proteinas enddgenas do coelho, 0 que levou a auséncia de anticorpos contra elas no
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soro produzido pelo coelho. Foi feita uma varredura inicial da biblioteca de cDNA de
Tenebrio molitor coletando 96 clones que reagem positivamente para o anticorpo.

Uma das proteinas que esperadvamos encontrar nesta varredura seriam enzimas
digestivas. Dentre as proteinas encontradas podemos destacar algumas enzimas
digestivas: alfa-glicosidase (1), alfa-amilase (2), quimotripsina (1), tripsina (1), serino-
proteinases (2).

As enzimas alfa-amilases encontradas provavelmente sdo a alfa-amilase de
Tenebrio molitor j4 caracterizada e imunolocalizada dentro de vesiculas que sé&o
descarregadas na regido anterior do intestino médio de Tenebrio molitor por secrecéo
apocrina (Cristofoletti et al, 2001).

Tenebrio molitor possui um gradiente de pH dentro do seu tubo digestivo que vai
desde 5,6 no contetdo da regido anterior até 7,9 na regiao posterior (Terra et al., 1985).
Este gradiente de pH ajuda na compartimentalizacdo da digestdo ao longo do tubo
digestivo deste inseto. Desta forma, a digestdo de carboidratos ocorre na regido
anterior (onde o pH € mais acido) e a digestao de proteinas na regido posterior (onde o
pH é mais basico). Nas varreduras, utilizando os anticorpos, muitas proteinases
digestivas seriam encontradas, uma vez que Tenebrio molitor é extremamente rico em
proteinases como: cisteina-proteinases e serino-proteinases. No entanto, o
aparecimento destas enzimas foi reduzido propositalmente, uma vez que nhas
preparacdes do fracionamento celular apenas os 2/3 iniciais do intestino médio foram
utilizados. A néo utilizacdo da regido posterior do intestino médio foi realizada para que
outras proteinas menos expressas e caracteristicas da regido anterior e média deste
inseto fossem enriquecidas.

Nas varreduras anteriores (MP e P1) apareceram algumas proteinases digestivas
e nesta varredura de P3 encontramos 4 destas enzimas cujo blast identifica como
sendo do préprio Tenebrio molitor. Estas enzimas digestivas ja estdo sendo estudadas
por outro doutorando do nosso laboratorio.

Devido ao fato de existir na regido anterior de Tenebrio molitor uma enorme
desorganizagdo nos apices celulares das células, proteinas de citoesqueleto devem ser
encontradas nesta varredura com o anticorpo anti-P3. Estas proteinas devem facilitar a

liberacdo do topo celular sem que a célula morra e assim, acredita-se que um
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mecanismo refinado e controlado deva existir por trds de toda esta desorganizacéo.
Encontramos nesta varredura com anti-P3 apenas a proteina tubulina e esta ja
haviamos encontrado nas varreduras com 0s outros anticorpos.

A enzima a-glicosidase foi encontrada apenas na varredura com o anticorpo anti-
P3. Esta € uma enzima do nosso interesse que cliva ligacbes glicosidicas com
configuracdo a. A a-glicosidase intestinal de Tenebrio molitor € abundante segundo
dados n&o publicados do nosso laboratorio e podera ser purificada diretamente do
inseto para futuras caracterizacfes, juntamente com a obtencéo da sequéncia completa
desta enzima, com o auxilio de iniciadores especificos, utilizando como molde a
biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor.

As outras proteinas encontradas nesta varredura sao proteinas de metabolismo
energético (mitocéndria), fato este que ja esperavamos uma vez que a fracdo P3 do
fracionamento isotnico é rica em mitocdndrias.

Dentre as proteinas encontradas na varredura com o anti-P3, utilizaremos a
sequéncia da a-glicosidase para estudos futuros, como ja foi dito anteriormente e as
outras sequéncias obtidas em P3 foram agrupadas a todas as sequéncias obtidas ao
longo do nosso estudo com o inseto Tenebrio molitor. Estas sequéncias podem ter sido
originadas tanto do sequenciamento aleatério de ESTs com mais de 1600 clones
sequeciados, quanto das 3 varreduras da biblioteca de cDNA do intestino médio deste
inseto com os 3 anticorpos: anti-MP, anti-P1 e anti-P3. Falaremos mais desta unido das

sequéncias no proximo item.

4.3.4. Resultados da unido das sequéncias obtidas no sequenciamento
ao acaso e do imunoscreening da biblioteca com os anticorpos anti-MP,
anti-fracdo P1 e anti-fracdo P3

Apos o0 sequenciamento aleatério da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor e as
varreduras com o0s anticorpos anti-MP, anti-fracdoP1 e anti-fracdo P3 os dados
coletados foram reunidos e as sequéncias foram novamente analisadas através do
programa CAP3. Novos contiguos foram formados e algumas sequéncias de interesse
tiveram seu tamanho aumentado, outras que antes eram singletes se juntaram
formando um contiguo, melhorando cada vez mais as andlises do transcriptoma deste

Coleoptera. Estes dados estdo sumarizados na figura 44.
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Distribuicdao das sequéncias encontradas

Enzimas digestivas

B Transportadores e
Bombas

Citoesqueleto

186 B Peritrofinas e Mucinas

Outras

Figura 44: Sumario das sequéncias encontradas apds 0 sequenciamento ao acaso e as varreduras
da biblioteca de cDNA com 0s anticorpos anti MP, anti P1 e anti P3.

Podemos agrupar as proteinas de interesse em 4 grandes grupos: (A)
Transportadores e bombas, (B) enzimas digestivas, (C) peritrofinas e (D) proteinas

relacionadas com a secrecdo apocrina e de citoesqueleto.

4.4. Transcritos codificantes de proteinas importantes identificadas no
intestino médio de T. molitor

4.4.1. Transportadores

As larvas do besouro da farinha T. molitor estdo proximas do tipo mais basal dos
insetos holometabolicos (metamorfose completa). Eles apresentam um ventriculo
anterior acido, onde ocorre principalmente digestdo de carboidratos, e um ventriculo
posterior basico responsavel pela maior parte da digestao protéica. Como nos demais
insetos, ocorre um contra fluxo de fluido intestinal contra a diregcdo do bolo alimentar
(Terra et al. 1985). Estamos em busca do detalhamento a nivel molecular dos sitios
absortivos, sistemas de tamponamento luminais e processos secretores de enzimas
digestivas.

A absorcéo de agua, aclcares, aminodcidos e ions séo realizados por proteinas
integrantes de membrana chamadas de transportadores. Estes podem ser

uniportadores (apenas um composto é transportado por vez), simportadores (dois
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compostos sdo transportados na mesma dire¢ao), antiportadores (dois compostos sao
transportados em dire¢des contrarias) e bombas de ions (transporte de ions ativado por
ATPases) (Kikuta, S et al. 2010).

Ao longo das analises dos dados gerados pelo pirossequenciamento, muitas
sequéncias foram identificadas através de blast em bancos de dados publicos, como
tendo a funcdo de transportadores como mostrado na figura 45. Foram identificados
alguns antiportadores de ions como: H'/K"; K'/Na’; k'Ca™ e Na'/H", permeases,
transportadores de aminoéacidos, transportadores associados a vesiculas (H® V-
ATPases) e transportadores de acucar os encontrados em maior nimero. Também

podemos destacar trés sequéncias correspondentes a aquaporinas.

Antiportadores (K+/H+; K+/Na+; K+/Ca++; Na+/H+)
permeases
Transportador de aminodcidos

Vacuolar H+V-ATPase

Transportador de agucar

Simportadores de cations

Transportador de acidos graxos e lipideos
Cotransportador de cations (K+/Cl-)
Transportadores de vesiculas

Canal cloreto

Transportador de agua

transportador de zinco

Transportador de aménio

20

30
NUmero de contigs 40

Figura 45: Contigs referentes aos transportadores.

4.4.1.1. Transportadores de acucar

Com os dados obtidos do transcriptoma de Tenebrio molitor, foram realizadas

comparacdes com os bancos de dados KOG, pfam e GO, utilizando a ferramenta
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dCAS. Foram encontradas 20 sequéncias que correspondiam a transportadores de
acucar, que apos curagem se reduziram aos 15 apresentados na tabela 9.

Os transportadores de acucar foram identificados como sendo do tipo GLUT ou
SGLT com o auxilio de programas que verificam motivos caracteristicos destes dois
tipos de transportadores. Os do tipo GLUT foram identificados utilizando o software
Interproscan do site expazy onde verificamos a presenca de motivos caracteristicos
(InterPro IPR003663, IPR005828 e IPR005829), incluindo 12 alcas transmembranas e
as assinaturas previstas pelo site NPS@PROSCAN como descrito acima. Os
transportadores do tipo SGLT foram identificados pelos mesmos programas citados
acima para identificar os GLUTSs, além de observarmos residuos conservados entre
alinhamentos de sequéncias de SGLTs de outros insetos e vertebrados. Estes residuos
sdo a Gly 95, Arg 135, Gly 195 e Gly 196 (numero do SGLT1 humano, Turk e Wright,
1997). Os transportadores do tipo SGLT possuem entre 10 e 14 alcas transmembrana e
na regido N-terminal possuem um sitio de ligagdo para cations (Wright, 2001). N&o ha
predicdo de peptideo sinal para nenhuma sequéncia de transportadores em T.molitor e
T.castaneum. Como 0 mesmo ocorre com 0s transportadores GLUT de vertebrados,
eles devem compartilhar o0 mesmo processo de enderecamento a membrana
plasmética sem um peptideo reconhecido pelo algoritmo SignalP.

Seguindo a classificacdo entre GLUTs e SGLTSs, encontramos no transcriptoma
do intestino médio de T.molitor 13 GLUTs e 2 SGLTSs.

Podemos verificar dentre os transportadores encontrados, quais sdo 0s mais
expressos no tubo digestério de Tenebrio molitor, de acordo com o numero de reads
encontrados para cada contig mostrado na tabela 9. Desta forma, o transportadores
mais expressos sao os contigs 5 (SGLT) e 10 (GLUT).

Para entendermos melhor qual a localizacdo dos transportadores de acuUcar
encontrados no transcriptoma foi feito um refinamento nas analises, e os 15
transportadores de acucar tiveram seus sitios de transcricdo identificados atraves de
PCR com transcricdo reversa (RT-PCR). Estes resultados podem ser visualizados na

figura 46.
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Figura 46: Padrdo de expressdo dos mRNA dos transportadores de aclUcar em diferentes tecidos de
Tenebrio molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. Quantidades iguais (5ng) de RNA total de
diferentes tecidos foram extraidos e usados como molde para a reagao da transcriptase reversa. O produto
desta reacdo (cDNA) foi usado na reacdo de PCR usando primers especificos para amplificacdo dos
transportadores de 1 a 15. O produto foi visualizado em gel de agarose 1%. A banda amplificada aparece no
tecido quando o mRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P,
intestino médio posterior; C, carcaca; CG, corpo gorduroso; TM, tdbulos de malpighi; TmGlut sdo os
transportadores de agucar de Tenebrio molitor de 1 a 15. O controle é a actina.



162

Analisando a figura 46 constatamos um padrdo de expressdo bastante ubiquo
em alguns transportadores de agucar que tiveram uma distribuicdo nos diversos tecidos
analisados de T.molitor e estes sdo: TmGlut 4, 8 e 10. Alguns transportadores tiveram
seus sitios de expressdo somente nas regides correspondentes ao intestino médio (A,
M e P) e nos Tubulos de Malpighi e estes sdo: TmGlut 1, 2, 3,11 e TmSGLT5 e
TmSGLT9. Outros transportadores tiveram seus transcritos expressos somente no
intestino médio de T.molitor e estes sdo: TmGlut 7, 12, 13, 14, 15. Os transportadores
gue tiveram seus sitios de transcricdo mais restritos foram os seguintes TmGlut 6 e 12,
0S quais aparecem somente nas regibes anterior (A) e anterior (A) e média (M)

respectivamente.
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Tabela 9: Resumo das analises realizadas com os 15 transportadores de acUcar obtidos no transcriptoma do intestino médio da larva de

T.molitor.

Sequéncias de transportadores de acUcar encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino médio de

T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: alga transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular tedricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia
parcial, P: prenilacdo e N-Gli sdo N-glicosilagbes. Nao ha predicdo de peptideo sinal para nenhuma sequéncia de transportadores em T.molitor e
T.castaneum. Como 0 mesmo ocorre com os transportadores GLUT de vertebrados, eles devem compartilhar o mesmo processo de enderegcamento a
membrana plasmatica sem um peptideo sinal. Todo: expresa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e T:tdbulos de Malpighi.

N° Sitios de
N° de Tipo Read Expressao
Contig AA Anotacdo NR Espécie S PS P PI/MW N-gli AT OBS
1 469 |XP_966866.2| sugar transporter Tribolium castaneum GLUT 33 MPT Néo Nao 8.71/50431.43 4 12 completa
2 508 |[XP_971034.1| sugar transporter Tribolium castaneum GLUT 24 AMPT Néo N&o 8.97 /56708.62 2 12
3 416 |[XP_973332.1| sugar transporter Tribolium castaneum  GLUT 26 AMPT N&o N&o 9.46 / 45990.63 ndo 10 Completa
4 302 |[XP_972450.2| glucose transporter Tribolium castaneum GLUT 28 Todo N&o N&o 9.15/ 34366.00 1 4
5 531 |[XP_001651636.1| sugar transporter  Aedes aegypt SGLT 87 AMPT Néo sim 5.61/58320.92 6 12 Completa
6 530 |[XP_002370765.1| sugar transporter  Toxoplasma gondii GLUT 20 A Néo N&o 6.22 /58203.28 4 12
7 404 |[XP_967393.1| sugar transporter Tribolium castaneum GLUT 16 AMP N&o Sim 5.76 / 44775.88 nao 10
8 417 |[XP_967445.1| sugar transporter Tribolium castaneum GLUT 53 Todo N&o N&o 5.83/46551.74 nao 11
9 510 |[XP_972526.1| Sugar transporter Tribolium castaneum  SGLT 7 AMT Nao Nao 5.26 / 56372.62 1 11 Completa
10 488 |[XP_001664193.1| sugar transporter ~ Aedes aegypti GLUT 75 Todo Né&o N&o 5.87 /52678.85 4 12 Completa
11 452 |[XP_967445.1| sugar transporter Tribolium castaneum  GLUT 23 AMPT Nao N&o 5.84/49017.48 1 12 Completa
12 389 |[XP_971347.1| sugar transporter Tribolium castaneum GLUT 13 AM N&o N&o 9.26 / 43421.72 3 8
13 344 |[XP_971406.1| sugar transporter Tribolium castaneum  GLUT 13 AMP N&o N&o 9.81/38596.09 1 8
14 510 |[XP_969450.1|sugar transporter Tribolium castaneum  GLUT 38 AMP Nao Nao 5.20/54733.85 1 12
15 374 |[XP_967275.2| sugar transporter Tribolium castaneum  GLUT 7 AMP Nao Nao 8.47/41667.11 nao 9



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91076072?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=GYUB0ST601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91083183?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=HGBRBXH601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91094699?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GYUBPGUR01N
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Os transportadores do tipo GLUT possuem normalmente 12 algas, mas os do
tipo SGLT possuem de 10 a 14 algas, dessa forma, ndo podemos concluir nada a
respeito dos contigs TmGIluté e TmGIutl2, pois estes ndo estdo completos e possuem
12 e 8 alcas transmembrana respectivamente. Ambos possuem as assinaturas
caracteristicas de transportadores de agucar (AVPLIERLGRRTLMLWG) encontradas
pelo programa NPS@PROSCAN. Estas sequéncias serdo provavelmente completadas
para melhorar as analises em torno dos transportadores encontrados somente no
intestino médio de T.molitor.

Foi feito também uma analise filogenética de todos os transportadores
encontrados no transcriptoma de T.molitor. Esta analise foi feita utilizando o programa
MEGA 4. Para a construcdo deste cladograma, foram utilizadas sequéncias de
transportadores de acucar do Coleoptera T.castaneum, por ser um inseto da mesma
ordem que T.molitor, e também duas sequéncias do Hemiptera Dysdercus peruvianus,
por serem sequéncias ja identificadas e classificadas como intestinais.

O cladograma da figura 47 mostra um agrupamento monofilético de GLUT e
outro de sequéncias de SGLT. O agrupamento de GLUT é dividido em trés ramos
monofiléticos, sendo que em dois destes ramos, com 0s bootstraps 91 e 92 podemos
observar que sequéncias de T.molitor estdo mais proximos das de T.castaneum do que
entre si mesmos, revelando uma expansao génica antes da especiacdo dos dois
insetos. O terceiro ramo monofilético, com bootstrap 59, inclui seqiéncias de T.molitor
que estdo mais proximos entre si, indicando que a expansdo do gene, neste caso,
ocorreu apos a especiacao.

Dentre os ramos monofiléticos, os mais interessantes sao os de bootstrap 91 e
92, pois nestes ramos temos sequéncias com expressado apenas no intestino médio e
tubulos de Malpighi, com exce¢do do contig TmGIut8. Os transportadores do tipo
SGLTs de T.molitor se agruparam no ramo monofilético com bootstrap 74, juntamente
com outras duas sequéncias sendo uma delas o SGLT ja caracterizado do intestino

meédio de Dysdercus peruvianus.
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Figura 47: Analise filogenética dos transportadores de agucar revelados pelo transcriptoma do intestino
médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining
(NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela analise de bootstraps com corte em 50 baseado
em 1000 repeticdes.
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4.4.1.2. Transportadores de aminoacidos

Ao longo das andlises dos dados gerados pelo pirossequenciamento, foram
selecionados 14 contigs que pelo programa dCAS possuiam similaridade com
transportadores de aminoacidos. Estes transportadores possuem em meédia 14 algas
transmembranas, podendo variar entre as familias de transportadores, e alcas

extracelulares e intracelulares como mostrado na figura 48.
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Tabela 10: Resumo das analises realizadas com os 14 transportadores de aminoacidos obtidos no transcriptoma do intestino médio da
larva de T.molitor. Sequéncias de transportadores de aminoacidos encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino
médio de T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: al¢a transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou
sequéncia parcial.. Todo: expresa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tibulos de Malpighi.

Contig
1 484
3 483
4 630
5 387
6 476
7 218
8 211
9 202
10 255
11 471
12 430
13 278
14 184
15 157

N°de AA N dereads

171
141
24
93
53
23
39
14
35
13

6
8
7
9

Best hit Blast
XP_969657.1
XP_967023.2
EFA09380.1
XP_967105.2
XP_967658.1
XP_974302.2
XP_971788.1
XP_971788.1
XP_968408.2
XP_969879.1
XP_966371.1
XP_975607.1
EFA01485.1
XP_970665.1

Espécie
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum

T.castaneum

Anotacdo NR
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters
Amino acid transporters

Amino acid transporters

Sitio de expresséo
TODO
AMP TM
AMP C
TODO
TODO
AMP
AMP
TODO
TODO
AP C
TODO
AMP
AMP

PI/MW
8.48 / 53050.96
5.91/52413.56
8.96 / 69029.50
5.41/41411.88
8.51/52006.55
6.56 / 23991.29
6.26 / 23040.20
9.45/22338.14
5.39/28498.30
9.00/52122.64
5.96 / 47958.49
7.03/30605.48
8.47/20876.92
9.10/17225.93

A A W OO 0O 0 OO MO

OBS
completa
completa
completa
completa



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91092034?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189240728?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270012932?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189240730?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91080119?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189236857?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91078280?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91078280?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189242459?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91094631?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91079606?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91081197?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270005037?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR0Z1Y0J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91083729?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AR29Y7S3016
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Figura 48: Topologia dos transportadores de aminoacidos contendo 14 algas transmembranas e
regides intracelulares e extracelulares como mostrado na legenda acima. A figura foi gerada no site
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/, com os dados do contig 1.

Por convencdo de nomenclatura do sistema, os membros dentro de uma
familia SLC tem homologia de sequéncia entre si entre 20-25%. Em contraste, a
homologia entre as familias SLC é muito baixa ou inexistente. (Hoglund, P. J, et al,
2010) Assim, os critérios para a inclusdo de uma familia no grupo SLC néo é
parentesco evolutivo para outras familias SLC mas funcional (ie, uma proteina
integrante de membrana que transporta um soluto). De acordo com estes estudos,
confirmamos a inviabilidade de se obter um alinhamento entre todas as sequéncias
de transportadores de Tenebrio molitor, uma vez que a homologia de sequéncia
entre transportadores de solutos de familias diferentes é muito baixa.

Analisando somente as sequéncias dos transportadores € muito dificil
classifica-los dentro de alguma das familias de carreadores de solutos (SLCs) e
desta forma, foi feito também uma analise filogenética de todos os transportadores
de aminoacidos encontrados no transcriptoma de T.molitor.

Esta analise foi feita utilizando o programa MEGA 4. Para a construcao deste
cladograma, foram utilizadas sequéncias de transportadores de aminoacidos do
Coleoptera T.castaneum, por ser um inseto da mesma ordem que T.molitor.
Também foram utilizadas algumas sequéncias ja classificadas dentro das possiveis
familias de transportadores de aminoacidos.

O cladograma da figura 49 mostra 2 agrupamentos monofiléticos. O primeiro

agrupamento (bootstrap 70) é dividido em trés ramos monofiléticos, sendo o primeiro


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
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dos ramos, com bootstrap 57, onde se localizam membros da familia SLC 36 dos
carreadores de soluto, designados “Proton-coupled amino acid transporter” e
também os contigs 1, 6, 11 e 12 de Tenebrio molitor. Desta forma, podemos nos
aproximar de uma classificacdo segundo a funcéo para estes contigs. Um segundo
ramo monofilético, com bootstrap 99 encontra-se apenas transportadres sem
classificacdo, juntamente com o contig 13 de T.molitor. A respeito destes contigs
podemos dizer que estdo bem proximos dos membros da familia SLC 36 descrito
acima, pois sdo englobados por um grande agrupamento com bootstrap 99. Por
altimo, o ramo com bootstrap 53 engloba membros das familias SLC 1 e 38.

No segundo e ultimo grande agrupamento monofilético, temos a presenca de
dois ramos monofiléticos, no primeiro, com bootstrap 98, identificamos a presenca
de membros da familia SLC 7 e o contig 9 de Tenebrio molitor e no segundo com
bootstrap 100 também identificamos membros da familia SLC 7 e os contigs 3, 4 e 5
de T.molitor. Provavelmente houve esta divisdo dentro deste agrupamento pois nas
classificacbes dos transportadores podemos verificar que o grupo SLC 7 possui
familias com funcdes diferentes, podendo ser “Cationic amino acid transporters”
(SLC7A1, SLC7A2, SLC7A3 e SLC7A4) ou entdo “Glycoprotein-associated/light or
catalytic subunits of heterodimeric amino acid transporters” (SLC7A5, SLC7AG,
SLC7A7, SLC7A8, SLC7A9, SLC7A10, SLC7A11, SLC7A13 e SLC7A14). Desta
forma a arvore filogenética nos deu informacfes até da subdivisdo dentro da mesma
familia dos transportadores.

O contig 15 de T.molitor ficou fora dos dois ramos comentados acima.

As sequéncias de T.molitor estdo mais proximos das de T.castaneum do que
entre si mesmos, revelando uma expansdo génica antes da especiacdo dos dois
insetos.

Resumindo, os contigs de T.molitor dividem-se nos grupos: SLC 36 (contigs 1,
6, 7, 11 e 12), SLC 7 temos o contig 9 em um ramo e 0s contigs 3, 4 e 5 em outro
ramo mostrando ter subgrupos dentro da mesma familia SLC7. O contig 15 de
T.molitor aproxima-se mais da familia SLC 7 e o contig 13 situa-se no agrupamento
com transportadores de aminoacidos sem classificacdo, mas proximo da familia SLC
36.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Proton-coupled_amino_acid_transporter&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Cationic_amino_acid_transporter&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A1
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A2
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A3
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A4
http://en.wikipedia.org/wiki/Heterodimeric_amino_acid_transporter
http://en.wikipedia.org/wiki/CD98
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A6
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A7
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A8
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A9
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A10
http://en.wikipedia.org/wiki/SLC7A11
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=SLC7A13&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=SLC7A14&action=edit&redlink=1
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{ XP 9684942|SLC36 T.castaneum
75 XP 968408.2|AA transporter T.castaneum

contig 11

XP 001654983.1|AA transporter A. aegypti
—
15 S— contig 7

contig 1

57

I XP 966371.1|AA transporter T.castaneum
99 T — contig 12

contig 6
XP 975477.1]AA transporter T.castaneum

70 contig 13

% XP 975607.1|AA transporter T.castaneum
{ XP 975480.1|AA transporter T.castaneum

XP 974149.2|SLC1 T.castaneum

53 XP 970097.1|SLC1 T.castaneum
{ XP 966335.1|SLC38 T.castaneum

contig 15

{ XP 9717881|SLC7 T.castaneum
contig 9

98

{ XP 972243.1|SLC7 T.castaneum
99 XP 973463.1|SLC7 T.castaneum
59 contig 5

XP 967023.2|SLC7 T.castaneum
100 94 XP 001845824.1|SLC7 C. quingquefasciatus

contig 3

92

contig 4

53 { XP 001659995.1|SLC7 A. aegypti
99 AAZ07714.1|SLCT7 A. aegypti

Figura 49: Andlise filogenética dos transportadores de aminoacidos revelados pelo transcriptoma do intestino
médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining (NJ).
Os ramos foram estatisticamente suportados pela analise de bootstraps com corte em 50 baseado em 1000
repeticdes. Os contigs 2, 8, 10 e 14 ndo encontram-se no agrupamento filogenético.

Para entendermos melhor qual a localizagdo dos transportadores de
aminoacidos encontrados no transcriptoma foi feito um refinamento nas analises, e
os 13 transportadores de aminoacidos tiveram seus sitios de transcrigdo
identificados através de PCR com transcricao reversa (RT-PCR). Estes resultados
podem ser visualizados na figura 50.

Podemos verificar dentre os transportadores encontrados, quais sdo 0s mais

expressos no tubo digestorio de Tenebrio molitor, de acordo com o numero de reads
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encontrados para cada contig mostrado na tabela 10. Desta forma, o
transportadores mais expressos sdo os contigs 1 e 3. O contig 1 € expresso em
todos os tecidos estudados, ndo sendo desta forma um transportador especifico do
tubo digestivo, diferente do contig 3, cuja expressao ocorre somente no tubo

digestivo e tubulos de Malpighi.

>
<

P C CG TM

Contigl —»
Contig3——»
Contigd——»
Contig 5—»
Contig6 —»
Contig7 —»
Contig8 ——»
Contig 9 ——»
Contigl0——
Contigll——
Contigl2——
Contigl3——»

Contigl4 ——

Controle —»

Figura 50: Padrdo de expressdo dos mRNA dos transportadores de aminoacidos em diferentes tecidos de
Tenebrio molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. Quantidades iguais (5ng) de RNA total de
diferentes tecidos foram extraidos e usados como molde para a reacdo da transcriptase reversa. O produto
desta reacao (cDNA) foi usado na reagdo de PCR usando primers especificos para amplificacdo de todos os
transportadores encontrados. O produto foi visualizado em gel de agarose 1%. A banda amplificada aparece
no tecido quando o mMRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio;
P, intestino médio posterior; C, carcacga; CG, corpo gorduroso; TM, tabulos de Malpighi. O controle € a actina.

Analisando a figura 50 constatamos um padrao de expressao bastante ubiquo
em alguns transportadores de aminoacidos que tiveram uma distribuicdo nos
diversos tecidos analisados de T.molitor e estes sao: contigs 1, 5, 6, 9, 10, 12.
Alguns transportadores tiveram seus sitios de expressdao somente nas regides

correspondentes ao intestino médio (A, M e P) e nos Tubulos de Malpighi e estes
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sao: contigs: 3, 7, 8, 13, 14. O contig 4 teve sua expressao no tubo digestivo e

também na carcaca e o contig 11 teve sua expressao nas regides A, P e TM.

4.4.1.3. Transportadores de bicarbonato

Apbs os refinamentos das sequéncias obtidas no pirossequenciamento do
cDNA do intestino médio de Tenebrio molitor e alguns alinhamentos com sequéncias
dos bancos de dados finalizamos com 9 sequéncias de transportadores de

bicarbonato (tabela 11).
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Tabela 11: Resumo das andlises realizadas com os 9 transportadores de bicarbonato obtidos no transcriptoma do intestino médio da larva de

T.molitor.

Sequéncias de transportadores de bicarbonato encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino médio de

T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial..

Todo: expresa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tlbulos de Malpighi

Contig
9
45
162
178
196
197
265
314
344

N°de AA N dereads

186
679
554
132
588
254
60
387
207

16
43
6
8
104
166

12

Best hit blast

XP_003245170.1

XP_968452.1
EFA00234.1
XP_969278.1
XP_969133.2
EFA08929.1
ACH67478.1
XP_972994.2
EFA00234.1

Espécie
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum
T.castaneum

T.castaneum

Anotacao NR
CI'/ HCO'; Exchanger
Bicarbonate Exchanger
CI'/ HCO3 Exchanger
Bicarbonate Exchanger
Bicarbonate Exchanger
Bicarbonate Exchanger
CI'/ HCO3 Exchanger
CI'/ HCO'; Exchanger
CI'/ HCO'; Exchanger

Sitio de expressédo

TODO
TODO
PCCGTM
PTM
PTM
AMP
TODO
APTM
TODO

PI/MW
4,89 /20089
8.68/67129.91
4.39/19383.51
5.23/14974.19
8.59/64846.18
5.55/28313.27
7.93/2712.33
8.76 / 43801.50
8.78/23099.69

AT

10

o

A © P W

OBS

completa



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/328713745?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91084681?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270003786?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91089253?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189240409?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270012481?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197318100?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189237128?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270003786?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U6AYA06015
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Figura 51: Padrdo de expressdo dos mRNA dos transportadores de bicarbonato em diferentes tecidos
de Tenebrio molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. Quantidades iguais (5ng) de RNA
total de diferentes tecidos foram extraidos e usados como molde para a reacdo da transcriptase
reversa. O produto desta reagdo (cDNA) foi usado na reacdo de PCR usando primers especificos para
amplificacé@o de todos os transportadores encontrados. O produto foi visualizado em gel de agarose 1%.
A banda amplificada aparece no tecido quando o mMRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio
anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio posterior; C, carcaga; CG, corpo gorduroso; TM,
tubulos de malpighi. O controle é a actina.

Analisando a figura 52 podemos observar que temos 8 das 9 sequéncias
compondo o cladograma, ficando apenas 1 sequéncia de fora desta anélise, devido
a alguma incompatibilidade da sequéncia com as outras. Esta sequéncia foi
eliminada das analises.

Na figura 52 temos dois grandes ramos com bootstraps 99 e 51. Estes ramos
agrupam sequéncias de transportadores de T.molitor, sendo que no primeiro temos
apenas transportadores de bicarbonato, jA& no segundo temos também
transportadores de sulfato. No ramo com bootstrap 51 encontramos os contigs 162,
178, 196 e 197 de T.molitor, onde os contigs 178 e 196 possuem a sua expressao
restrita ao intestino médio posterior e nos tubulos de Malpighi, o contig 197 possui a
sua expressdo ao longo do intestino médio (anterior, média e posterior) e o contig
162 possui a sua expressao no intestino meédio posterior, carcaca, corpo gorduroso e

tubulos de Malpighi, de acordo com a figura 51.
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Os contigs 314 e 344 encontram-se junto com transportadores de bicarbonato

no ramo com bootstrap 99, mais precisamente com sequéncias de transportadores

de Tribolium castaneum, e o contig 314 tem a sua expressado no epitélio anterior e

posterior do intestino médio e nos tubulos de Malpighi e o contig 344 ja possui uma

expressdo mais ampla ao longo do intestino médio e também nos outros tecidos do

inseto.
83
72
91
88
96 01
99
88
99
99
51
97
61
67

0i|307213445|Transp BicarbH.saltator
0i|328792294|Transp bicarb.A.mellifera
0i|307188091|Transp BicarbC.floridanus
transportadores-contig 314
0i|189237128|Transp bicarb.T.castaneum
0i|189237128|Transp bicarb T.castaneum
0i|157127168|Transp bicarbA.aegypti
0i|167863668|TRansp bicarbC.quinquefaciatus
gi|170040114(Transp bicarb.C.quinquefaciatus
gi|270003786|TcasGA2 TC003062 T.castaleéum
transportadores-contig 344
transportadores-contig 265
0i|170040880|slc4 C.quinquefasciatus
transportadores-contig 45
transportadores-contig 162
0i|91089253|AGAP002331-PA T.castaneum
transportadores-contig 178
0i|189240409|sulfate transporter T.caStaneum
0i|189240407|sulfate transporter T.caStaneum
transportadores-contig 196

transportadores-contig 197

Figura 52: Analise filogenética dos transportadores de bicarbonato revelados pelo transcriptoma do
intestino médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela analise de bootstraps com
corte em 50 haseado em 1000 renetiches. O contin 9 ndo encontra-se no aarunamento filnonenético

4.4.1.4. Canais de cloreto

Com o0 intuito de obter

informagdes a respeito dos canais de cloreto

existentes no intestino médio de T. molitor, foram selecionadas sequéncias com

similaridade com

este

tipo

proteinas (tabela 12).
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Tabela 12: Resumo das andlises realizadas com os 6 canais de cloreto obtidos no transcriptoma do intestino médio da
larva de T.molitor. Sequéncias de canais de cloreto encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do
intestino médio de T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: algca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular tedéricos.
OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo: expresa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e
TM:tdbulos de Malpighi.

Contig N°de AA Ndereads Best hit blast Espécie Anotacao NR Sitio de expresséo PI/MW PS AT 0BS
312 426 51 EGI60436.1 T.castaneum Chloride Channel TODO 7.49/47114.68 N&o 8 -
313 260 110 XP_970142.1 T.castaneum Chloride Channel AMP 5.62/29771.30 Néo 1 -
321 240 41 XP_001653972.1 A.Aegypti Chloride Channel TODO 5.91/25903.19 Néo 2 -
354 74 6 XP_002070302.1 A.gambiae Chloride Channel TODO 10.32/8575.93 Né&o 1 -
361 197 8 XP_974480.1 T.castaneum Chloride Channel AMTM 9.83/22420.58 Néo 1 -
370 117 8 EFN77493.1 H. saltator Chloride Channel AM 4.60/12503.86 Nao 1 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332019976?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=1U8VWF6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91089503?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U8VWF6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157123916?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=1U8VWF6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/195445390?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=1U8VWF6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91084613?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U8VWF6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307195651?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=1U8VWF6K015
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Figura 53: Padrdo de expressdo dos mRNA dos canais de cloreto em diferentes tecidos de Tenebrio
molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. A banda amplificada aparece no tecido quando o
MRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P, intestino
médio posterior; C, carcaga; CG, corpo gorduroso; TM, tabulos de Malpighi. O controle € a actina.

Uma andlise filogenética foi feita reunindo as sequéncias de T.molitor
contendo similaridade com canais de cloreto com sequéncias de canais de cloreto
de outros insetos obtidas nos bancos de dado publicos.

As sequéncias de Tenebrio molitor se dividiram em 4 ramos na figura 54. O
primeiro deles que foi o contig 313, o qual se uniu a uma sequéncia de T.castaneum
considerada um transportador intracelular com numero de bootstrap 96. Analisando
por RT-PCR esta sequéncia como mostrado na figura 53, este contig encontra-se
somente no intestino médio de T.molitor, nas regides anterior, média e posterior
levando-o a se tornar um excelente candidato a ser o responséavel pela manutencéo
da homeostase no tubo digestivo. O contig 321 encontra-se no ramo com bootstrap
100 juntamente com sequéncias de canais de cloreto de T.castaneum, C.floridanus
e H.saltator. Este contig teve sua expressdo encontrada no tubo digestivo de
T.molitor, mas também em regides como a carcacga e o corpo gorduroso, nao sendo
considerada especifica do tubo digestivo. Tanto o contig 370, quanto o contig 354
encontram-se na base da arvore e, portanto ndo podemos assumir nenhuma
similaridade com as sequéncias utilizadas, mas o contig 370 possui uma expressao
bem interessante, uma vez que sO se encontra expresso nas regides anterior e
meédia do intestino médio. Pode ser que este seja um transportador mais basal frente

aos outros encontrados em T.molitor.
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O contig 361 agrupou-se no ramo com bootstrap 99, juntamente com a
sequéncia do transportador de T. castaneum. Este contig possui a sua expressao
somente nas regides anterior e média do intestino médio e também nos tubulos de
Malpighi, tornando-se um alvo para ser monitorado quanto a sua funcao na fisiologia
intestinal de T.molitor.

Podemos dizer que os transportadores de T.molitor s8o mais similares aos
transportadores de outros insetos do que com seus proprios transportadores, isto
nos leva a pensar que suas diferentes sequéncias de transportadores ja existiam
antes do aparecimento deste inseto.

O contig 312 nao aparece na arvore devido a alguma incompatibilidade no
programa utilizado, o MEGAA4. Este contig possui uma expressao ampla em todos os
tecidos de Tenebrio molitor, similar aos contigs 321 e 354, como mostrado na figura
53.

96 0i|91089503icloreto Int CI-T.castaneum

50 Transp.-contig 313
99 0i|18859677|chloride int Cl-D.melanogdster

0i|114053119|canal int CI-B.mori

Transp.-contig 354
gi|270003872|TC003158 T.castaneum
gi|307183977|Canal CI-C.floridanus

100 0i|307199100|Canal cl-H.saltator

Transp.-contig 321

Transp.-contig 370

99 gi|157111773|canal CI-A.aegypti
74 gi|157111775|canal CI-A.aegypti
gi|170035381|canal CI-C.quinquefascialus

0i|28573075|canal Cl-D.melanogaster
gi|328785091|canal CI-A.mellifera
73 0i|91084613|CG31116T.castaneum

95

99 Transp.-contig 361

Figura 54: Analise filogenética dos canais de cloreto revelados pelo transcriptoma do intestino médio de
T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining (NJ). Os
ramos foram estatisticamente suportados pela andlise de bootstraps com corte em 50 baseado em 1000

repeticdes. O contigs 312, ndo se encontra no agrupamento filogenético.
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4.4.1.5. Canais de potassio

Canais de potassio foram identificados no transcriptoma intestinal de Tenebrio
molitor, o qual foi estudado e comparado com transportadores de outros insetos

pertencentes a esta mesma familia (tabela 13).
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Tabela 13: Resumo das analises realizadas com os 3 canais de potassio obtidos no transcriptoma do intestino médio da larva de T.molitor.
Sequéncias de canais de potassio encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino médio de T.molitor. PS: peptideo sinal.
AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo: expresa em todo o
tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tlbulos de Malpighi.

Contig N°de AA Ndereads Best hit blast Espécie Anotacao NR Sitio de expresséo PI/MW PS AT 0BS
309 491 7 XP_969255.2 T.castaneum K+ Channel M 9.38/56702.57 Néo 2 -
355 88 6 XP_969255.2 T.castaneum K+ Channel TODO 11.91/10412.27 N&o 1 -

467 181 103 XP_001653531.1 A.Aegypti K+ Channel TODO 4.47 1 19778.59 Nio 1 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189236378?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U8WUXBP015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189236378?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1U8WUXBP015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157120163?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=1U8WUXBP015
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Segundo a figura 55, o contig 309 aproxima-se evolutivamente de uma
sequéncia de T.castaneum com bootstrap 98. Esta sequéncia encontra-se no ramo
com bootstrap 71 e a outra sequéncia de Tenebrio molitor, o contig 355, encontra-se
no ramo com bootstrap 62. O contig 467 encontra-se fora dos outros agrupamentos,
por razdo nao clara até o momento. O contig 309 possui 7 reads coletados ao longo

do pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de Tenebrio molitor.

100 9i|332016245|K+channelA.echinatior
99 L (i|332016245|K+ channelA.echinatior
68 0i|307181810|K+ channelC.floridanus
71 0i|17530889|K+ channelD.melanogaster

transportadores-contig 309
98 L——— (i|189236378|AGAP002224-PA T.castaneum

transportadores-contig 355

0i|91077742|k+ channelT.castaneum

62

100 — @i|157120163|k+ channelA.aegypti
98 L———— (i|157120161|k+ channelA.aegypti

transportadores-contig 467

Figura 55: Analise filogenética dos canais de potassio revelados pelo transcriptoma do intestino médio
de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining (NJ).
Os ramos foram estatisticamente suportados pela andlise de bootstraps com corte em 50 baseado em
1000 repeticdes. Para compor a arvore foram escolhidas sequéncias de canais de potéassio de outros
insetos.

Na figura 56 temos um padrdo de expressdo dos 3 transportadores de
potassio de T.molitor e podemos observar que o contig 309 tem sua expressao
restrita a porcdo média do intestino médio, podendo estar envolvido com
manutencdo da homeostase celular, do pH luminal e da reciclagem de potassio para
as bombas. Os outros dois contigs de T.molitor, 355 e 467 possuem uma expressao
mais ubiqua tendo amplificacdes dos primers especificos em todos os tecidos

analisados.
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A M P C CG T™M

Contig309 ——
Contig355——»
Contigd67 —»

Controle——»

Figura 56: Padrao de expressao dos mRNA dos canais de potassio em diferentes tecidos de Tenebrio
molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. A banda amplificada aparece no tecido quando
o0 mMRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P, intestino
médio posterior; C, carcaca; CG, corpo gorduroso; TM, tibulos de Malpighi. O controle é a actina.

4.4.1.6. Cotransportador de K*/CI

Em nossas andlises do transcriptoma do intestino médio de Tenebrio molitor,
foram identificados 3 contigs com similaridade com sequéncias de cotransportadores
de K'/CI" de outros insetos (tabela 14).
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Tabela 14: Resumo das anédlises realizadas com os 3 cotransportadores de K+/Cl- obtidos no transcriptoma do intestino médio da larva de T.molitor.
Sequéncias de canais de potassio encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino médio de T.molitor. PS: peptideo sinal. AT:
alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo: expressa em todo o tubo

digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tlbulos de Malpighi.

Contig N°de AA N dereads Best hit blast Espécie Anotacdo NR Sitio de expresséo PI/MW PS AT OBS
88 69 19 EFA11214.1 Tribolium castaneum Cotransporter K+/Cl- P 5.22/7793.01 N&o 1 -
141 320 18 EFA11214.1 Tribolium castaneum Cotransporter K+/Cl- P 9.31/36588.70 N&o 2 -
186 97 12 EFA11214.1 Tribolium castaneum Cotransporter K+/Cl- TODO 7.84/10603.69 N&o 3 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270014766?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UHN8EAD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270014766?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UHN8EAD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270014766?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UHN8EAD01R
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Foram selecionadas algumas sequéncias de cotransportadores de K*/CI de
insetos para construirmos a arvore filogenética, juntamente com as sequéncias de
T.molitor. Foram eliminadas sequéncias curtas ou sem a identidade necesséria com
este tipo de transportador. A figura 57 mostra a analise filogenética feita com os
transportadores de K'/CI" e podemos concluir que o contig 186 de T.molitor se
aproxima mais da sequéncia vinda de outro Coleoptera o T.castaneum. Isto indica
que os transportadores evoluiram juntamente com as espécies e provavel que
T.castaneum também tenha mais de um contig que codifique este tipo de
transportador. Os contigs 88 e 141 ndo apareceram na arvore filogenética e desta
forma ndo podemos concluir se realmente sdo tdo diferentes dos outros
transportadores de insetos, ou se sdo especificos do besouro T.molitor.

99 0i[380025798|SLC 12-6 A.florea
9% 0i[328788272|SLC 12-6A.mellifera
gi[307208503|SLC12-6 H.saltator
57 0i|332028772|SLC 12A.echinatior

0i|306478629|SLC12 A.aegypti

transportadores-contig 186
100 0i|270014766|TC005178 T.castaneum

Figura 57: Andlise filogenética dos cotransportadores de K'/CI" revelados pelo transcriptoma do
intestino médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela analise de bootstraps com
corte em 50 baseado em 1000 repeticdes.

Através da analise do padrdo de expressdo dos transportadores de K*/CI
podemos dizer que os contigs 88 e 141 s&o expressos somente na regiao posterior
do intestino médio com numero de reads iguais a 19 e 18, respectivamente, ja o
contig 186 tem um padrao de expressdo amplo em todas as regides analisadas de

T.molitor. Podemos visualizar estes resultados através da figura 58.
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C CG T™M

Contig88 —»
Contigl4l—»

Contigl86 —»

Controle—»

Figura 58: Padréo de expressdo dos mRNA dos cotransportadores de K*/CI" em diferentes tecidos
de Tenebrio molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. A banda amplificada aparece no
tecido quando o mRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio
médio; P, intestino médio posterior; C, carcaga; CG, corpo gorduroso; TM, tubulos de Malpighi. O
controle é a actina.

4.4.1.7. V-ATPase

Como foi falado no item 1.10.7, em insetos as V-ATPases séo encontradas na
membrana apical de quase todos os tecidos epiteliais, garantindo o transporte ativo
secundario pelo epitélio (Wieczorek et al.,2009).

Em T.molitor foram encontradas 3 sequéncias de V-ATPases por meio do
transcriptoma do intestino médio de T.molitor (tabela 15).

O contig 7 possui 121 reads e foi expresso apenas has 3 regifes do intestino
médio (anterior, média e posterior). J& 0 contig 8 com 26 reads foi expresso nas 3
regides do intestino médio e também nos tdbulos de Malpighi. O contig 9, com 46
reads, foi expresso nas regides anterior e posterior do intestino médio e também nos
tubulos de Malpighi.

O resumo desta expressdo pode ser observado na figura 59. Onumero de
reads dos contigs esta apresentado na tabela 15.

A M P C CG

Contig7 —»
Contig8 ——»
Contig9——»

Controle—»

Figura 59: Expressdo avaliada por RT-PCR dos transportadores de H® do tipo V-ATPase de
Tenebrio molitor. A banda amplificada aparece no tecido quando o mRNA correspondente é
transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio posterior; C,
carcaca; CG, corpo gorduroso; TM, tabulos de Malpighi. O controle € a actina.
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Tabela 15: Resumo das andlises realizadas com as 3 sequéncias de V-ATPases obtidas no transcriptoma do intestino médio da larva de T.molitor. PS:
peptideo sinal. AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo: expressa em
todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tibulos de Malpighi.

Contig N°de AA Ndereads Best hit blast Espécie Anotacdo NR Sitio de expresséo PI/MW PS AT 0BS
7 429 121 CAD27758.1 A. gambiae V-ATPase AMP 6.02 / 49202.96 N&o 7 -
8 842 26 XP_966700.1 Tribolium castaneum V-ATPase AMPTM 6.16 / 96508.19 N&o 6 -

9 406 46 XP_974187.1 Tribolium castaneum V-ATPase APTM 5.37/46382.77 Néo 1 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19577376?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=1UKEUVMM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91076248?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UKEUVMM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91092800?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UKEUVMM015
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g1 ——— 0i|7297989|V-ATPase D.melanogaster
100 L i|2454488|V-ATPaseA.aegypti
100 0i|91081489|V-ATPase Sub AT.castaneum
0i|91090031|V-ATPase H+T.castaneum

transportadores-contig 9

0i|91083331|V-ATPase T.castaneum

transportadores-contig 8
0i|170063501|V-ATPase H+C.quinquefasciatus

100

86 —— 0i|91076598|V-atpases H+ T.castaneum

98 L——— transportadores-contig 7

0i|24584673|V-ATPase H+D.melanogaster

Figura 60: Andlise filogenética das V-ATPases que transportam H' revelados pelo transcriptoma do
intestino médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela andlise de bootstraps com
corte em 50 baseado em 1000 repeticdes.

De acordo com o cladograma mostrado na figura 60 acima, podemos afirmar
gue os transportadores de T.molitor, contigs 7, 8 e 9, encontram-se misturados aos
outros transportadores de insetos, demonstrando que estas diferentes sequéncias
do mesmo tipo de transportador ja existia antes da divisdo entre as espécies. O
contig 7 encontra-se em um ramo com bootstrap 98 juntamente com uma V-ATPase
de T.castaneum e estes se unem ao contig 8 através de um ramo com bootstrap
100. O contig 9 encontra-se fora dos dois grandes ramos com bootstraps 100, que
se formaram com as V-ATPases buscadas nos bancos de dados de sequéncias.
Uma das sequéncias de D.melanogaster encontra-se como um ramo externo as

outras sequéncias da analise filogenética.

4.4.1.8. Transportador de amonia

Foram encontradas duas sequéncias correspondentes a transportadores de

amonio (tabela 16).
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Tabela 16: Resumo das analises realizadas com as 2 sequéncias de transportador de aménio, obtidas no transcriptoma do intestino médio da larva de
T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo:

expressa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tlbulos de Malpighi.

Sitio de
Contig N° de AA N°de reads  Best hit Blast Espécie Anotacédo NR expresséo PI/MW PS AT 0BS
Ammonium 482/
Ammonium 1 80 66 XP_975360.2 Tribolium castaneum transporter AM 8720.37 N&o 2 -
Ammonium 6.12/
Ammonium 2 201 24 XP_975360.2 Tribolium castaneum transporter AM 21168.54 Néao 3 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189236508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1VTAJ03B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189236508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1VTEMZGN01R
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Na figura 61 temos a expressdo dos MRNAs correspondentes a duas
sequéncias de transportadores nas diferentes regides do inseto T.molitor. Podemos
notar que a expressao destes transportadores ocorre somente nas regides anterior e
média do intestino médio, mostrando ser regionalizada e pode ter um papel
importante na fisiologia molecular intestinal deste inseto, no que diz respeito ao
tamponamento.

A expressdo do gene que codifica o transportador de amoénia ocorre em
regides onde o pH luminal é acido e, desta forma, este transportador deve estar

transportando os ions amoénio para o limen e assim o acidificando.

Transp amoniuml ——

Transp amonium 2 —»

Controle—»

Figura 61: Expresséo avaliada por RT-PCR dos transportadores de amonium de Tenebrio molitor. A
banda amplificada aparece no tecido quando o mRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio
anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio posterior; C, carcaga; CG, corpo gorduroso; TM,
tubulos de Malpighi. O controle é a actina.

100 —— 9i|261363607|T. ammonium A.albopictus

99 L (i|60393197|T.ammonium A.aegypti

52 L gi|170052301|T.ammonium 1 C.quinquefasciatus

0i|350396128|T.ammonium B.impatiens

T. ammonium 2

0i|328794345|T.ammonium A.mellifera

66 T. amonium 1
99 L gi]189236508|Rh T.castaneum

—
0.2

Figura 62: Andlise filogenética dos transportadores de amonium revelados pelo transcriptoma do intestino
médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining
(NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela andlise de bootstraps com corte em 50 baseado
em 1000 repeticdes.
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A figura 62 mostra um cladograma onde se vé que os transportadores de
amonio, estd no ramo que inclui transportadores do tipo RH (Rhesus), responsaveis
pelo transporte bidirecional de NH3 (Zidi-Yahioui et al., 2005). J& o transportador de
amonio 2 se encontra junto com transportadores do fon amonio (NHs") ( Wu et al.
2010).

4.4.1.9. Aquaporinas

O transcriptoma do intestino médio de T.molitor, permitiu a identificacdo de 3
sequéncias de aquaporinas (tabela 17). Destas 3 sequéncias, a aquaporina 3 é
expressa em todos os tecidos analisados, tanto nas partes do intestino médio
(anterior, médio e posterior) quanto nos tecidos com funcbes diferentes das
digestivas como: carcaca, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi, sendo desta forma
uma aquaporina nao especifica das funcées de homeostase do intestino médio. As
aguaporinas 1 e 2 possuem expressao mais restrita que a aquaporina 3,
encontrando-se expressas nas regides média e posterior do intestino médio e
também na carcaca e tubulos de Malpighi. Esta expressdo condiz melhor com as
aquaporinas ja estudadas e citadas acima, uma vez que esta presente mais nas
regides finais do intestino médio e o fato de estar nos tabulos de Malpighi pode ser
devido a participacdo desta proteina nos fendmenos de reciclagem de agua filtrada
neste 6rgao do inseto. O significado da expressdo de aquaporina na carcaca nao €

claro no momento.
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Tabela 17: Resumo das analises realizadas com as 3 sequéncias de aquaporinas, obtidas no transcriptoma do intestino médio da larva de T.molitor. PS:
peptideo sinal. AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular teéricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia parcial.. Todo: expressa em
todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tibulos de Malpighi.

Contig N°de AA N dereads Best hit blast Espécie Anotacdo NR Sitio de expressédo PI/MW PS AT OBS
1 187 18 XP_968342.1 Tribolium castaneum Aquaporin MPTM 6.05/19722.93 N&o 4 -
2 248 24 XP_972862.1 Tribolium castaneum Aquaporin MPTM 6.19/26476.23 N&o 6 -

3 254 6 XP_970728.1 Tribolium castaneum Aquaporin TODO 6.14/27152.88 N&o 7 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91078198?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UPHPPVV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91091456?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UPHPPVV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91082857?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UPHPPVV01R
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Aquaporina 1 —»
Aquaporina 2 —»

Aquaporina 3—»

Controle——»

C CG T™

Figura 63: Expresséo avaliada por RT-PCR das aguaporinas de Tenebrio molitor. A banda amplificada
aparece no tecido quando o mRNA correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino
médio médio; P, intestino médio posterior; C, carcaca; CG, corpo gorduroso; TM, tabulos de Malpighi.
O controle é a actina.

97

81

57
52 100
69

98
100

55

51

0i|7576880|aquaporina A.aegypti
0i|375126501|aquaporina D.melanogaster
0i|55583303|aquaporina AQP-Bom1 B.mori
Aquaporina2
0i|91091456]aquaporinaT.castaneum
0i|225320705|aquaporina AQP-Bom3 B.mori
Aquaporinal

0i|91078198|aquaporina T.castaneum
0i|91092636|aquaporina T.castaneum
0i|110171871|aquaporina AQP-Bom2 B.mori
Aquaporina3

0i|91082863Jaquaporina T.castaneum
0i|189239854|aquaporina T.castaneum

Figura 64: Analise filogenética das aquaporinas reveladas pelo transcriptoma do intestino médio de
T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining (NJ).
Os ramos foram estatisticamente suportados pela analise de bootstraps com corte em 50 baseado
em 1000 repeticOes.

A figura 64 mostra uma analise filogenética feita com as 3 sequéncias de

aguaporinas encontradas no transcriptoma do intestino médio de Tenebrio molitor.

Neste cladograma podemos visualizar 3 ramos com bootstraps 57, 98 e 55, nos

quais temos em cada um dos ramos uma sequéncia de T.molitor. Desta forma,

podemos concluir que as sequéncias de T.molitor sdo mais semelhantes as

sequéncias de T. castaneum do que entre elas mesmas, revelando uma expansao

génica antes da especiacao entre os dois insetos.
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A aquaporina 3 de T.molitor € a sequéncia de distribuicdo tecidual menos
especifica das 3 encontradas. E interessante notar que ela se encontra fora do
grande ramo com bootstrap 69, onde se encontram as sequéncias de aquaporina 1
e 2.

4.4.1.10. Simportador de H'/oligopeptideos

Foram encontradas duas sequéncias similares a transportadores de
H*/oligopeptideos no transcriptoma do intestino médio de Tenebrio molitor.,
chamados contig 284 e 285, cujos reads séo 69 e 237 respectivamente (tabela 18).

De acordo com a figura 65 podemos dizer que o contig 284 é mais similar a
uma sequéncia de Tribolium castaneum com bootstrap 100 e a outra sequéncia,
contig 285, é mais similar a outras duas sequéncias de T.castaneum ambas com
identificacdo de transportador de oligopeptideo com boostrap 97. Interessante € que
as sequéncias de Tenebrio molitor sdo mais similares as sequéncias de Tribolium
castaneum do que entre si mesmas, mostrando que anterior a divergéncia entre as
espécies de Coleoptera ja existiam diferentes sequéncias correspondentes a
transportadores de oligopeptideos/H". Ambas as sequéncias de Tenebrio molitor
ficaram separadas das sequéncias dos Diptera colocadas na arvore filogenética,
mostrando serem mais similares as sequéncias de outro Coleoptera do que aos

Diptera.

100 0i|189235264|oligop transp T.castaneum
97 0i[270004137|TC003455 T.castaneum

transportadores-contig 285

transportadores-contig 284
100 0i|91078870|AGAP012154-PA T.castaneum
0i|170031940|H+/oligopC.quinquefascidus

100 0i|157135685|oligop transp A.aegypti .

Figura 65: Andlise filogenética dos transportadores de H/oligopeptideos revelados pelo
transcriptoma do intestino médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia
verificada através do neighbor- joining (NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela
analise de bootstraps com corte em 50 baseado em 1000 repeticoes.
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Tabela 18: Resumo das analises realizadas com as 3 sequéncias de transportadores de H+ Oligopeptideos, obtidas no transcriptoma do intestino médio
da larva de T.molitor. PS: peptideo sinal. AT: alca transmembrana. PI/MW: ponto isoelétrico/massa molecular tedricos. OBS: Sequéncia completa ou sequéncia
parcial.. Todo: expressa em todo o tubo digestivo, A: anterior, M: médio, P: posterior e TM:tlbulos de Malpighi.

Contig N°de AA Ndereads Best hit blast Espécie Anotacdo NR Sitio de expresséo PI/MW PS AT 0BS
284 654 69 XP_972519.1 Tribolium castaneum H+ Oligopep Transp PTM 5.09/73348.20 N&o 10 -
285 709 237 XP_972470.2 Tribolium castaneum H+ Oligopep Transp AMP 4.82/79290.92 N&o 11 -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/91078870?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UN38UAJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189235264?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1UN38UAJ01R
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Observando a figura 66, podemos dizer que o contig 284 mostra-se expresso
mais intensamente na regido posterior do intestino médio e pouco expresso nos
tubulos de Malpighi. JA o contig 285 possui a sua expressdo mais ampla que o
contig 284, mas restrita as regides ligadas diretamente a digestéo, ou seja, encontra-

se nas regides anterior, média e posterior do intestino medio.

A M P C CG T™

Contig 284 —»
Contig 285 —

Controle

Figura 66: Expressédo avaliada por RT-PCR dos mRNAs correspondentes aos transportadores de
H*/oligopeptideos de Tenebrio molitor. A banda amplificada aparece no tecido quando o mRNA
correspondente é transcrito. A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio
posterior; C, carcaga; CG, corpo gorduroso; TM, tubulos de Malpighi. O controle € a actina.

Como apresentado na introducéo, ha 2 tipos de transportadores de peptideos,
um deles encontra-se na regido apical, onde estdo as membranas com borda em
escova com a funcdo de absorcdo no intestino médio. O outro tipo de transportador
de peptideo encontra-se na regido basolateral, juntamente com transportadores de
aminoacidos e bombas de so6dio e potassio. As duas diferentes sequéncias de
transportadores de peptideos encontradas no pirossequenciamento podem ser
equivalentes as representadas na figura 8, uma vez que inclusive possuem

expressdes diferentes ao longo do tubo digestivo (figura 66).

4.4.1.11. Na*'/K* ATPase

Estas bombas de sddio e potassio sdo, na maioria das vezes, responsaveis
pelo equilibrio de cargas entre as células e o limen e também com a hemolinfa e,
estdo presentes na maioria dos tipos celulares.

Investigamos a presenca deste tipo de transportador no transcriptoma do
intestino médio de T.molitor e foram encontradas 3 sequéncias correspondentes a
Na+/K+ ATPase. Estas sequéncias foram utilizadas como molde para o desenho de

iniciadores especificos para serem utilizados durante as analises de RT-PCR destes
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transportadores. Das 3 sequéncias, apenas uma delas foi amplificada com os
iniciadores desenhados, mesmo usando diversas temperaturas e condi¢des. Elas
podem ser sequéncias pouco expressas nesta regido do intestino meédio,
necessitarem de condicdes especiais para serem amplificadas, ou ainda serem
artefatos.

A sequéncia amplificada por RT-PCR teve sua expresséo nas 3 regides do
intestino médio (anterior, média e posterior) além da sua amplificacdo nos tubulos de
Malpighi. Isto pode ser visualizado através da figura 67 abaixo. Esta sequéncia
quando traduzida verificamos a presenca de 1008 aminoacidos, com 8 alcas
transmembranas e com pl de 5,39.

A M P C CG T™

Controle —

Figura 67: Expressdo avaliada por RT-PCR dos mRNAs dos transportadores de Na'/K* ATPase de
Tenebrio molitor. A banda amplificada aparece no tecido quando o mRNA correspondente é transcrito.
A, intestino médio anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio posterior; C, carcac¢a; CG,
corpo gorduroso; TM, tabulos de Malpighi. O controle € a actina.

Na figura 68, temos uma anadlise filogenética das sequéncias deste
transportador de sddio e potassio de Tenebrio molitor, juntamente com sequéncias
desta bomba de outros insetos depositadas nos bancos de dados. O contig 149 foi o
anico que tivemos a amplificacdo através de RT-PCR, como foi mostrado na figura
65 e este teve sua expressdo mapeada com 33 reads. Este contig ficou no mesmo
ramo que a bomba de Tribolium castaneum com bootstrap 93. Em outros dois ramos
encontramos as outras duas sequéncias de Tenebrio molitor. O contig 294 também
estd mais proximo a uma sequéncia de Tribolium castaneum do que da sua propria
sequéncia e encontra-se com bootstrap 95 e talvez seja na realidade um
cotransportador Na*/K*/CI', a julgar pelo ramo onde se encontra. O contig 402 situa-
se no ramo onde encontramos somente sequéncias com a denominacao
Na'/K*ATPase beta, ou seja, sdo sequéncias correspondentes a subunidade beta
desta proteina carreadora destes ions. Devido ao aparecimento deste ramo em
separado podemos concluir que estas subunidades sao realmente diferentes entre

si, até mesmo evolutivamente.
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93 0i|189239702|sodium pump T.castaneum
61 { transportadores-contig 149
0i|407731610|Na+/K+ATPase P.versicolora
gi|407731600|Na+/K+ATPase M.robiniae

100

gi|37906389|Na-K-ClI cotransp A.aegypti
100 gi|189234051|Na-K-Cl cotransp T.castalléum
{ transportadores-contig 294
86 0i|91085085|Na+/K+ATPase bT.castaneum
{ transportadores-contig 402
gi[242024012|Na+/K+ATPase b P.h.corpolis
{ 0i|307193347|Na+/K+ATPase b H.saltator

100

Figura 68: Andlise filogenética dos transportadores de Na'/K*ATPase revelados pelo transcriptoma
do intestino médio de T.molitor. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os ramos foram estatisticamente suportados pela anélise de bootstraps com
corte em 50 baseado em 1000 repeticdes.

4.5. Enzimas digestivas
45.1. a-Manosidase

4.5.1.1. Caracterizagdo, Origem e funcdo das a-manosidases
digestivas de Tenebrio molitor

A a-manosidase é uma enzima bastante estudada no nosso laboratorio e
foram obtidos alguns resultados com a purificacdo desta enzima do tubo digestivo de
Tenebrio molitor. Foram utilizadas colunas cromatograficas para a purificagao das a-
manosidases sollveis e estes passos estdo resumidos na figura 69. Ao longo da
purificacdo desta enzima observamos apenas um pico de atividade sobre o
substrato sintético p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo e apenas na coluna fenil
superose de interacdo hidrofobica, o pico de atividade que antes era unico, se
separa em dois, mostrando a presenca de duas enzimas: Manl e Man2 (figura 69 A,
B e C). Na figura 69 D, temos um resumo das propriedades de Man 1 e Man 2, onde

podemos concluir que nédo diferem muito uma enzima da outra.
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PI 3,8 -

Figura 69: Resumo dos passos de purificagdo das a-manosidases solUveis de Tenebrio molitor e
também de algumas propriedades destas enzimas. A: coluna Hitrap Q (troca idnica), B: resultado de
uma coluna de filtracdo em Gel Superdex 75, C: temos o0 resultado ap6s a coluna de interacdo
hidrofébica (fenil superose) e D: um resumo das propriedades destas duas enzimas. Km, constante
de afinidade e Ki constantes de inibicdo.Pl: ponto isoelétrico. 1-deoximanojirimicina e Swainsonina
s&o inibidores de a-manosidases.
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Um fragmento de sequéncia identificado como sendo uma a-manosidase foi
conseguido através das varreduras da biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor. Com
o intuito de estender e se possivel completar esta sequéncia foram utilizadas varias
técnicas como RACE 3’ e PCRs com iniciadores especificos reversos juntamente
com um iniciador que se alinha com o brago do vetor. Os PCRs foram feitos
utilizando vérias temperaturas de pareamento dos iniciadores, além de mudancas
nas concentracdes de Mg?*, forca i6nica e nimero de ciclos nas reacées.

Apenas com um fragmento de sequéncia ndo era possivel associa-la a
nenhuma das duas enzimas purificadas do inseto. Para tentar solucionar este
problema e descobrir quais eram 0s contigs correspondentes as sequéncias das
enzimas purificadas, realizamos o pirossequenciamento da biblioteca de biblioteca
de cDNA de Tenebrio molitor.

Com os dados do pirossequénciamento muitas sequéncias correspondentes a
enzimas a-manosidases foram encontrados e os mesmos foram unidos com o intuito
de completar o maximo de sequéncias possivel.

O fragmento de sequéncia que tinhamos anteriormente teve seu DNA da
regidao 5’ completado com a ajuda da plataforma 454, onde tinhamos dois contigs
que se completavam, mas faltava cerca de 3 aminoacidos para a juncao destes
contigs.

Para termos certeza de que os dois contigs formavam a mesma proteina
foram pedidos iniciadores, sendo um iniciador de cada contig encontrado e a reagao
de PCR entre os iniciadores (um de cada contig) foi feita e a banda correspondente
a a-manosidase completa pode ser visualizado na figura 70. Nesta figura, temos
uma banda entre 2000 e 2500 nucleotideos. Esta banda foi recortada e seqiienciada
pelo método de Sanger para confirmacao da sequéncia e desta maneira foi gerada a

figura 70.
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250 —»

Figura 70: Separagédo das bandas amplificadas por reagdo de PCR com primers especificos de a-
manosidase. Gél de agarose 1%. Raia 1. padrdo de peso molecular de 1Kb; e rais 2: raia
corresponde a amostra de DNA.

Na figura 71 temos a sequéncia, obtida pelo método de Sanger, da a-
manosidase de Tenebrio molitor, onde podemos visualizar 3 sitios de N-
glicosilacdes, a clivagem do peptideo sinal indicando que esta € uma enzima
secretada e também podemos ver na letra B desta figura os dominios presentes
nesta proteina. Os dominios séo descritos como: dominio N-terminal, dominio do
meio e dominio C-terminal. Todos estes dominios pertencem a familia 38 das
glicosideo hidrolases. Esta sequéncia possui 972 aminoacidos com um ponto

isoelétrico de 4,52 e uma massa molecular de aproximadamente 109 KDa.

|

atgagcctgctggtgtttectgttttgetttagectgtttectgggegtgaacaccaaaccyg
M s L L v F L F C F S L F L G V N T K P
tatgaagcggatgcgccgagctgcggctatgatgecgtgecccggaagecggateccgagegeg
Yy & A D A P S C G Y D A C P E A D P S A
ctgaacgtgcatattgtgccgcatagccatgatgatgtgggctggctgaaaaccctggat
L N Vv H I vV P H S H D D V G W L K T L D
cagtattattttcaggatgtgcagaacgtgattagcagcgtgattgtggcgctgaaactg
Yy Yy ¥ 0O DV O NV I S S V I V A L K L
aacccggaacgccgctttgtgcaggtggaaaccgcecgttttttaaactgtggtggagccgce
N P E R R F V Q V E T A F F K L W W S R
cagaacgatattattaaagaagcggtgcagaacctggtgaacaacggccagctggaattt
Q N D I I K E A V Q N L V N N G Q L E F
attaacggcgcgtggagcatgaacgatgaagcggcggtgcattatcagagcaccattgat
I N G A W S M N D E A A V H Y QQ S T I D
cagtttaccctgggcctgcecgctatattgaagataacctgggeccgctgecgegecgeccgaaa
Q ¥ T L G L R Y I E D N L G R C A R P K
gtgggctggcagattgatccgtttggccatageccgcgaacaggcgagcattagegegeag
v 6 w ¢ I D P F G H S R E Q A S I S A O
ctgggctttgatagcatgttttttgcgcgcctggattatcgcgataaaaaccgccgecatg
L G F D S M F F A R L DY R D K N R R M

A




gatgataaaaccatggatctgctgtggcgcggcagcgcgaacctgggcaacaacgcggat
b b K T™™M D L L W R G S A N L G N N A D
atttttaccagcgtgctgtatcagcattatagcgcgccgggecggecttttgetttgatatt
I P T S V L Y Q H Y S A P G G F C F D I
gtgtgcaacgatgaagtgattattgatgatgaagaagatccggattataacctggaaaaa
v ¢ N D E V I I D D E E D P D Y N L E K
cgcgtgggcgaatttgcggatcagatgcgcgatcgecgecggaacattatccgaccaacaac
R v G E ¥ AD QMU RUDI R AE HY P T N N
attctggtgaccatgggcgatgattttcgctatgaagcggcgatgaccacctatatgaac
I ..vT™ M G D D F R Y E A A M T T Y M N
ctggatctgctgattaaaggctttgatctgtttgaacagacctataacgataaacgcatt
L b L L I K G F D L F E Q T Y N D K R I
aaagtgttttatagcaccccgagctgctataccaaagcggtgaacgattatgtgaacage
K v Ff ¥y s T P s C Y T K A V N D Y V N S
aacaactataacctggaactgaaaaccgatgatttttttccgtatgcggatggcaccaac
N N Y N L E L K T D D F F P Y A D G T N
acctattggaccggctattttaccagccgcgcgaccagcaaacattttgaacgeccaggge
T vy w T G Yy F T S R A T S K H F E R QO G
aacaacctgctgcaggtgagcaaacagctggcggcgaacgcgcagggcagctatgataac
N N L L Q0 V S K QQ L A A N A O G S Y D N
gaacagattaacaccctgaaagaagcggtgggcgtgatgcagcatcatgatgcgattacc
E ¢ I N T L K E A V G V M Q H H D A I T
ggcaccgaaaaacagcatgtggcgaacaactattatctgcgecctgagecgecggecatgeag
G T E K 0 H vV A NN Y Y L R L S R G M 0Q
agcgcggcggatgcggcgggccaggtgctgagcaacctgattaccggcecgatgataccaac
s A A DA A G Q VL S N L I T G D D T N
ctggaatttgatagctgcctgctggcgaacgtgagcgcgtgcacccagaccgaaagcecgat
L £ ¥ D s CL L A NV S A C T Q T E S D
acctttaccgtggcggtgtataacccgctgagccgcacccagaccgcgattgtgaccecetg
T ¥ T V A V Y N P L S R T Q T A I VvV T L
ccggtgtttgatcagcagaactatcagattcgcgatccggatgataacgatgtgeccgtat
P VvV F D Q @ N Y @ I R D P D D N D V P Y
cagctggatgcgagcctgaccgattttagctatgtggaaaacgcgcgcaccagccagacce
o .. b A s L T DUF S Y V E N AIRT S Q T
accctgcagtttgcggcgaaagatctgeccgecgectgggctttaaagtgtatecgetttage
T L. Q ¥ A A K D L P P L G F K V Y R F S
gcggcggataaacagccgaaaagcaacccgctgctgaaaaaaaccccgaacctgagegtyg
A A D K Q P K S N P L L K K T P N L S V
ggctatgaagaaaccagctttgaaattagcgaacagaccggcctgctggaaagecattacce
G Yy E E T SsS ¥ E I S E Q T G L L E S I T
atgaacggcgtgaccctgcaggtgacccaggattttcagtattataccagccagaacagce
M N G V T L Q VvV T Q D F Q Y Y T S Q N S
agcggcgcgtatatttttgtgeccggtggaaaccgatccgageccgegtggecgggecggcccyg
s G A Yy I F V P V E T D P S R V A G G P
attaccaccaccctggtgagcggcgatgtgagccagggcgtgctgcaggaatttggcage
I T T T L vV S G D V S Q G V L Q E F G S
tgggcgcgccagtttattaaagtgtataacgatgataaaagctatattgaatttgattgg
W A R Q F I K V Y N D D K S Y I E F D W
attgtgggcccgctggatattagcgatggecgtgggcaaagaagtggtgagcaaatttage
I v G p L DI s bD G V G K E V V s K F S
accccgctggaaaccaacggccagttttataccgatagcaacggceccgcgaagtgectgcag
T p L E T N G Q F Y T D S N G R E V L Q
cgcacccgcaacagccgcecccggattatgattataccgatgaacageccggtggecgggecaac
R T R N S R P D Y D Y T D E Q P V A G N
tattatccggtgaccagcaaaattgtgattgaagatgatgatgtggaatttgcggtgctyg
Yy vy p V T s K I v I E D D D V E F A V L
accgatcgcagccagggcggcagcagcattaacgatggcgaagtggaactgatggtgcat
T b R S 0 G G s s I N D G E V E L M V H
cgcgcgtgccagcatgatgatggeccgecggecgtgggcgaaaacctgaacgaacaggaattt
R A C 0 H D DGR G V G E N L N E Q E F
ggcgatggcattcgcgtgcgcggcaaacattttctggtgctgggecccgaaaggcggcaac

201



202

G b G I RV R G K H F L V L G P K G G N
ggcgataaaagcattgcggcggtggaacgcgatgtggcgcagcgcaaactgectgagcececcg
G b K s I A A V E R DV A Q R K L L S P
tggacctttgtgaccaaacaggtggataacctgaacaacctgcagtttagcggcctgaaa
w T F VvV T K 0 v D N L N N L O F S G L K
aacagcctgccggataacgtgcagattctgaccctggaaccgtggagcgaaaacaccctg
N S L P DNV (Q I L T L E P W S E N T L
ctgtttcgcctggaacatgtgctggaaaacggcgaagatgataacctgagccaggaagtg
L ¥ R L £EH VL E N G E D D N L S Q E V
accgtggatgtgagcgatctgtttaccctgtttagcattaccgaactgaaagaaaccacc
T v b Vv s D L F T L F S I T E L K E T T
ctgggcgcgaacatgctgctggaagaaaacgtgcgecctgagctggeccgggcagcagcace
L. 66 A NMIL L E E NV R L S W P G S S T
accgatgatcaggtggaaaaacgcgatgtggatgatctgaccgtgaccctgcagceccgatg
T b b oo VvV E K R D V D D L T V T L Q P M
Cagattcgcacctttctggcgaccgtgagctataac
Q I R T F L A T V S Y N

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 125 250 375 S00 B25 7m0 &T5 T4
Query seq, | ooy '
Superfanilies [ Glyco_hydro_38 superfamily )fleha-mann]
Hulti-domaing Glyco_hydro_38C

Figura 71: (A) Nucleotideos e sequéncia de aminoacidos deduzida do cDNA que codifica a-
manosidase de Tenebrio molitor. As N-glicosila¢cdes sdo mostradas pelo N na sequéncia em vermelho
e a seta indica onde € o sitio de clivagem do peptideo sinal. (B) mostra a visualizagdo dos dominios
encontrados na sequéncia da a-manosidase de tenebrio molitor.

Na tabela 19 temos um resumo das analises realizadas com as sequéncias
das a-manosidases obtidas através da plataforma 454. Das 19 sequéncias
identificadas apenas 4 estdo completas. A existéncia de muitas sequéncias
incompletas deve-se ao grande tamanho exibido por estas enzimas, que ficam na
faixa entre 1000 e 2000 aminoacidos. Estas 19 sequéncias foram divididas entre
enzimas citosodlicas, que sdo enzimas que nao possuem peptideo sinal e nem alca
transmembrana, e enzimas secretas e/ou lisossomais, que sdo enzimas que
possuem peptideo sinal para sinalizar sua ida para outro compartimento no inseto.
Temos 11 enzimas classificadas como citosélicas (contigs 1, 2, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 13,
16 e 18) e 8 secretadas e/ou lisossomais (contigs 3, 6, 8, 12, 14, 15, 17 e 19). Como
somente uma das enzimas citosolicas estd completa, pode ser que a classificacéo
de algumas das enzimas incompletas se altere quando suas sequéncias forem

completadas. Ndo foram encontradas enzimas tipicas de membrana, utilizando os
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parametros como: algas transmembrana, ancora de GPI, peptideo sinal dentre
outros. A coluna natureza da tabela 19 foi construida com base nas analises dos
parametros citados acima.

Na tabela 19 podemos ver a presenca de dois contigs correspondentes a
sequéncias completas de enzimas secretadas e sollveis com niveis de expressao
consideraveis. Estes sdo os contigs 4 e 12 com 103 e 433 reads, respectivamente.
Através de Blast utilizando como isca a enzima contra a qual foi feita o anticorpo
(manosidase inicial), podemos concluir que o contig inicial corresponde ao contig 12
encontrado no pirossequenciamento do cDNA do intestino médio de Tenebrio
molitor. Este contig 12 ndo é a sequéncia mais expressa no tubo digestivo de
T.molitor quando comparamos o numero de reads dos contigs, mas corresponde a
enzima Man2 (minoritaria) em atividade sobre os substratos testados e na marcha
de purificagao.

A Sequéncia mais expressa dos contigs encontrados no pirossequenciamento
€ a do contig 14 com 1052 reads. Este contig € expresso somente no tubo digestivo
e nos tubulos de Malpighi e assim poderia corresponder a outra enzima das duas
enzimas soluveis purificadas (Manl). Contudo, o fato de mesmo com tantos reads
nao ter gerado uma sequéncia completa, sugere que ndo se trate de uma a-

manosidase tipica. Nao é claro no momento qual seria o seu significado.
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Tabela 19: Resumo das analises realizadas com as 20 a-manosidases obtidas no transcriptoma do intestino médio da larva de dos T.molitor. A presenc¢a de

peptideo sinal, alga transmembrana e ancora de GPI também sdo apresentados. Lys: lisossomal, PS: peptideo sinal. AT: al¢a transmembrana. OBS: Sequéncia completa ou

em branco sdo as sequéncias parciais, N-Glic sdo N-glicosilacdes e O-Glic sdo O-glicosilagdes. Nao ha predicdo de prenilacdo para nenhuma sequéncia. C: citosélica; S/L:

secretada ou lisossomal. * Nao foi feito RT-PCR destas sequéncias.

Sitios de
Nome Anotacao NR Espécie expressao  Natureza PS ancora GPI N-glic O-glic AT N2 Reads PI/MM OBS

Contig5 Alfa-man classe2 T. castaneum * C Né&o Né&o 0 Né&o Né&o 7 5,70 / 28368,35

Contigl1 Lys alfa-man T. castaneum * C Néao N&o 2 N&o Né&o 7 4,91/16896,58

Contig6 Alfa-man Golgi T. castaneum * S/L Sim Nao 1 Nao Nao 8 6,53 /20642,78

Contigl6 Lys alfa-man T. castaneum * C Néao N&o 3 N&o Néao 9 5,33/67962,94

Contigl7 Lys alfa-man T. castaneum * S/L Sim Nao 1 Nao Nao 9 5,46 / 21909,33

Contig2 Lys alfa-man T. castaneum * C Néao N&o 1 2 Né&o 14 8,09/15071,00

Contig19 Lys alfa-man T. castaneum * S/L Sim Nao 0 Nao Nao 17 5,22 / 14407,20

Contig8 Lys alfa-man T. castaneum * S/L Sim N&o 3 8 Né&o 27 4,50/101625,98 Completa
Contig7 Lys alfa-man T. castaneum * C Nao Nao 0 Nao Nao 34 5,06 / 105179,41

Contig10 Lys alfa-man T. castaneum * C Néao Né&o 1 3 Néo 34 5,05 /39168,02

Contigl Lys alfa-man T. castaneum * C Nao Nao 1 Nao Nao 40 4,51 / 45084,96

Contig3 Lys alfa-man T. castaneum * S/L Sim Né&o 1 1 Né&o 44 4,50/39105,19

Contig15 Lys alfa-man T. castaneum * S/L Sim Nao 3 Nao Nao 76 4,86 /111955,14 Completa
Contig12 Lys alfa-man T. castaneum AMP S/L Sim Néo 3 Néo Né&o 103 4,52 /109006,35 Completa
Contig9 Lys alfa-man T. castaneum * C Nao Nao 1 Nao Nao 119 4,53 /71268,54

Contig18 Lys alfa-man T. castaneum AMP C Néao Né&o 0 Né&o Né&o 121 6,06 / 9057,25

Contig13 Lys alfa-man T. castaneum AMP C Nao Nao 1 Nao Nao 221 4,44 [ 19075,62

Contig4 Lys alfa-man T. castaneum AMP C Néao Né&o 3 Né&o Né&o 433 4,60/111216,40 Completa
Contig14 Lys alfa-man T. castaneum AMPT S/L Sim Nao 3 Nao Nao 1052 5,04 /93963,12
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Dentro do banco de dados CAZy encontramos 4 classes de enzimas sendo
uma delas a das glicosideo hidrolases. Dentro desta classe temos 122 familias e
podemos destacar duas: as familias 47 e 38, onde encontramos a-manosidases de
varias espécies, incluindo eucariotos (em grande maioria) e também Archaea e
bactérias.

Foram feitas andlises evolutivas moleculares e filogenéticas através de
cladrogramas utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis versao
3.1 (MEGA 3.1) (Kumar et al., 2004).

As 19 sequéncias de a-manosidases obtidas através do transcriptoma
(pirossequenciamento) intestinal de T. molitor foram usadas para montar um
cladograma juntamente com sequéncias representativas das familias 47 e 38 das
glicosideo hidrolases, afim de tentar identificar com qual destas familias as
sequéncias mais se assemelham.

Na figura 72 A podemos identificar dois ramos monofiléticos com bootstrap 50
e 100 que se separam. Os dois ramos se diferenciam porque um deles agrupa as
sequéncias da familia 47 (ramo com bootstrap 100) e o outro as sequéncias
correspondentes as da familia 38 (ramo com bootstrap 50), ficando a sequéncia de
Tenebrio molitor (TmManl) encontrada dentre as sequéncias da familia 38. Este
agrupamento da sequéncia de Tenebrio molitor juntamente com as sequéncias da
familia 38 nos leva a acreditar que ela pertence a esta familia. A figura 72 A,
mostrou que todas as nossas sequéncias, exceto o contig 6 e 7, pertencem a familia
38. Algumas sequéncias (contigs 1, 2, 3, 5, 10, 11, 17, 18), por serem muito
pequenas, ndo apareceram no cladograma.

O cladograma da figura 72 B foi construido utilizando as sequéncias obtidas
através do pirossequenciamento de Tenebrio molitor juntamente com sequéncias
somente da familia 38 com algumas sequécias descritas como sendo lisossomais e
de Golgi. Nesta figura, podemos observar que todas as sequéncias, exceto o contig
13, 4 e 7 que ndo possuem peptideo sinal, reuniram-se em um Unico grupo
monofilético. Este cladograma da figura 72 B foi feito com a intencdo de esclarecer a
origem citoldgica das a-manosidases de T.molitor: lisossdmica ou de Golgi, o que

nao fica tao claro por este cladograma.
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Figura 72 A: Cladograma de sequéncias de a-manosidases obtidas através do pirossequenciamento
do intestino médio de Tenebrio molitor juntamente com sequéncias representativas das familias 38 e
47 das glicosideo hidrolases. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os nimeros de acesso destas sequéncias encontram-se na propria figura e os
ramos foram estatisticamente suportados por andlises de bootstraps (com corte de 50) baseado em

1000 réplicas.
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Figura 72 B: Cladograma de sequéncias de a-manosidases obtidas através do pirossequenciamento
do intestino médio de Tenebrio molitor juntamente com sequéncias representativas das familias 38 e
47 das glicosideo hidrolases. Foi utilizado o software MEGA 4 e a filogenia verificada através do
neighbor- joining (NJ). Os nimeros de acesso destas sequéncias encontram-se na propria figura e os
ramos foram estatisticamente suportados por analises de bootstraps (com corte de 50) baseado em

1000 réplicas.



208

100 — Tenebrio molitor (TmManl)
100 ——— TC002465 Tribolium castaneum
TC002466 Tribolium castaneum
78 96 ———— TC002467 Tribolium castaneum

100 — TC006454 Tribolium castaneum
TC006453 Tribolium castaneum
100 —— TC006456 Tribolium castaneum
87 100 L———— TC006455 Tribolium castaneum
TC002464 Tribolium castaneum
AF145601 1|D.melanogaster

— NP 776986.2|lys Bos taurus

100 ——— AAC51362.1|lys Homo sapiens

64

100

100 —— AAB62719.1|S.frugiperda
TC014283 Tribolium castaneum
99 AAC50302.1|Homo sapiens

99 —— CAA54732.1|golgi D.melanogaster
9L —— TC009186 Tribolium castaneum

AAC00190.2|Homo sapiens

Figura 73: Cladograma de sequéncias de a-manosidases depositadas no CAZy juntamente com
todas as a-manosidases de Tribolium castaneum e a sequéncia de Tenebrio molitor. Foi utilizado o
software MEGA 4 e a filogenia verificada através do neighbor- joining (NJ). Os nimeros de acesso
destas sequéncias encontram-se na prépria figura.

A figura 73 mostra um cladograma que se divide em dois ramos monofiléticos:
um com bootstrap 100 que possui a maioria das sequéncias de Tribolium
castaneum, algumas sequécias descritas como lisossomais, juntamente com a
sequéncia de Tenebrio molitor. O outro ramo possui boostrap 99, onde se encontram
varias sequéncias de Tribolium castaneum, 2 sequéncias de Homo sapiens, 1 de S.
frugiperda e 1 representante das a-manosidases de Golgi de D. melanogaster. O
principal motivo para separacdo entre grupos monofiléticos é a suposta origem
citologica da enzima: lisossomica ou de Golgi.

A sequéncia obtida de Tenebrio molitor (TmManl) primeiramente ficou no
ramo da familia 38 das glicosideo hidrolases (figura 72 A) e num segundo

cladograma se agrupou com as enzimas lisossomais do Diptera D. melanogaster
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(figura 73). Desta forma, podemos dizer que a a-manosidase purificada de Tenebrio
molitor e identificada durante o pirossequenciamento, € uma enzima da familia 38
das glicosideo hidrolases de origem lisossomal e que a separacdo entre enzimas de
Golgi e lisossdmicas deve ser anterior a separacao das ordens Diptera e Coleoptera
na evolugéo.

Foram escolhidas 6 sequéncias para fazermos uma analise das expressoes
destes contigs nos diversos tecidos do inseto em estudo utilizando RT-PCR (figura
74).

A M P C CG T™M

Contig14 —»

Contigl3d —
Contig 4 —
Contig18 ——»

Manosidase
Inicial

Controle ~———»

Figura 74: Padrao de expressao dos mRNA de a-manosidases em diferentes tecidos de Tenebrio
molitor como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. A, intestino médio anterior; M, intestino médio
médio; P, intestino médio posterior; C, carcaca; CG, corpo gorduroso; TM, tibulos de malpighi. O
controle é a actina de T.molitor.

Estes 6 contigs escolhidos sdo os mais expressos no tubo digestivo de
Tenebrio molitor e a partir da figura 74 podemos verificar que estdo sendo
sintetizados somente nas regides correspondentes ao tubo digestivo do inseto (A, M
e P), exceto o contig 14 que inclui o tubulo de Malpighi. O contig 9 nao foi
amplificado e foi descartado. Desta forma, das a-manosidases encontradas neste
trancriptoma do tubo digestivo as que distribuem similarmente ao contig 12
(manosidase inicial) deve ser realmente enzima digestiva, as demais talvez sejam
enzimas de processamento, como as a-manosidases de Golgi e de Reticulo

endoplasmatico.
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4.5.1.2. Estudo da especificidade por substrato das a-manosidase de
Tenebrio molitor

Duas a-manosidases (Manl e Man2) foram purificadas do conteudo intestino
médio de Tenebrio molitor utilizando métodos cromatograficos de acordo com o0s
procedimentos descritos na dissertacdo de mestrado de Nathalia Ramalho Moreira
depositada no banco de dissertagcbes da USP e dados mostrados no item 4.5.1.1.
Para uma melhor classificacdo das a-manosidases digestivas de Tenebrio molitor
foram testados 3 substratos: 2a-manobiose, 3a-manobiose, 6a-manobiose como
descrito no item 3.24. Foram realizados ensaios enziméticos incubando a enzima
com diferentes concentragdes dos substratos durante um Unico tempo.

Apos o tempo de incubacdo do experimento, o ensaio foi revelado com o
reativo DNS. Este reagente possui um limite de deteccéo alto e isto complicou um
pouco 0s experimentos, uma vez que 0S substratos sdo caros, tinhamos pouco
material e o maximo de diferenca entre o branco de substrato e o valor de
absorbancia do ensaio seria o dobro.

Devido ao fato destes substratos serem moléculas redutoras foi feito uma
curva padréo de cada substrato nas concentracdes utilizadas durante o ensaio.

Montamos inicialmente o0 experimento com algumas concentracdes de
substrato até um maximo de 30 mM. Apdés plotar os dados no grafico de Michaelis-
Menten e fazer as analises, verificamos que estdvamos trabalhando na faixa linear
do plote de Michaelis-Menten, o que significa que as inclinagdes sao proporcionais a
Vméax/Km. Os resultados estéo apresentados nas figuras 75, 76 e 77 e, sumarizados

na tabela 20.
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Figura 75: Graficos plotados apds ensaios com o substrato 2a-manobiose com as enzimas Manl (A)

e Man2 (B) purificadas por métodos cromatograficos do intestino médio de Tenebrio molitor.
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Figura 76: Gréficos plotados ap0s ensaios com o substrato 3a-manobiose com as enzimas Man1l (A)
e Man2 (B).
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Figura 77: Graficos plotados apds ensaios com o substrato 6a-manobiose com as enzimas Manl (A)
e Man2 (B).

Tabela 20: Especificidade relativa a diferentes substratos da Manl e Man2.

Vmax/Km relativo

Substrato Man1 Man?2
2a-manobiose 100+1 50+2
3a-manobiose 24 4+0,5 100+3

6a-manobiose 34,1+0,5 86,7+3,5
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Foram feitos os calculos para verificarmos sobre qual substrato as a-
manosidases (Manl e Man2) seriam mais ativas e assim poderiamos classifica-las
em algum grupo dentro das familias das glicosideo hidrolases.

De acordo com a tabela acima podemos verificar que a Manl é ativa
preferencialmente sobre o substrato 2a-manobiose, o qual possui a ligagdo a-1,2
entre duas manoses. Logo poderiamos classifica-las como sendo da familia 47 das
glicosideo hidrolases (http://www.cazy.org/GH47.html).

A enzima Man2 se mostrou ativa preferencialmente sobre os substratos 3a-
manobiose (ligacdo a-1,3) e 6a-manobiose (ligacdo a-1,6). Hidrolisando estes dois
tipos de ligagbes, esta enzima € considerada menos seletiva ao tipo de ligagdo
presente no substrato. Isso significa que podemos classifica-la como sendo da
familia 38 das glicosideo hidrolases. Ja foi demonstrado (dissertacdo de Nathalia
Ramalho Moreira) que Man2 é melhor inibida por Swainsonina, um inibidor tipico
desta familia 38.

O fato de Man2 hidrolisar preferencialmente as ligagcdes a1-3 e a1-6 entre
duas manoses e da sequéncia de uma a-manosidase (TmManl) obtida da biblioteca
de cDNA de Tenebrio molitor ter sido agrupada com as lisossomais dentro da familia
38, como exposto no item 4.5.1.2, nos leva a concluir que a sequéncia TmManl
obtida por métodos de biologia molecular provavelmente € a Man2 purificada por
métodos cromatograficos diretamente do inseto. Esta correlacédo entre sequéncia de
cDNA e a enzima purificada do inseto nos leva a classificar e caracterizar a primeira
a-manosidase digestiva de insetos.

Além de todas estas evidéncias de que a sequéncia TmMan1 obtida de a-
manosidase corresponde a Man2 purificada por métodos cromatograficos do inseto
resolvemos desenhar dois peptideos. Estes peptideos foram acoplados a uma
proteina chamada KLH para producdo de anticorpos anti-peptideo. Este
acoplamento € necessario porque sé o peptideo sozinho gera poucos epitopos e
desta forma se torna pouco imunogénico.

Estes peptideos foram escolhidos através do software Bioedit no setor de
analise de proteina com o programa “Hopp e Woods sacale mean hidrophilicity” com
o auxilio do professor Doutor Ariel Mariano Silber do ICB-USP. Foram escolhidas
regides hidrofilicas porque séo regifes expostas ao meio e desta maneira devem

estar na superficie da proteina, regibes com mais que 10 aminoacidos e que no blast
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o “Best hit” era uma a-manosidase. A figura 78 foi retirada do Bioedit e demonstra as
regides hidrofilicas da sequéncia da a-manosidase de Tenebrio molitor.

Os peptideos desenhados para sintese quimica para depois serem injetados
no coelho situam-se nas regides dos aminoacidos 349 a 370 e 373 a 393 sendo as
suas sequéncias de residuos: ISDGVGKEVVSKFSTSLETNG para o0 primeiro
peptideo e TDSNGREVLQRTRNSRPDYDY para o segundo peptideo. O circulo na

figura 13 corresponde a regido onde os peptideos foram desenhados.
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Figura 78: Perfil de hidrofobicidade da sequéncia da a-manosidase de Tenebrio molitor. No eixo x
temos os nimeros dos aminoéacidos e no eixo y o nivel de hidrofobicidade. O circulo corresponde a
regido onde os dois peptideos foram desenhados.

4.5.1.3. Teste da eficiéncia do anticorpo produzido contra a-
manosidase e Imunocitolocalizacéao

Os anticorpos foram gerados em coelhos contra os peptideos e apenas um
deles reconheceu as a-manosidases purificadas de Tenebrio molitor. Na figura 79
temos a foto do western blot realizado para confirmagdo da especificidade do

anticorpo.
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Figura 79: Western blot apés SDS-PAGE 12% Raias: 1-Padrdo de massa molecular; 2-contetido
luminal do intestino de Tenebrio molitor; 3- tecido epitelial do tubo digestério e 4- Man2 purificada do

intestino médio de Tenebrio molitor.

N&o se sabia se este anticorpo anti-peptideo iria reconhecer a enzima Man2
purificada e por isso foi feito um western blot para testar o anticorpo. Houve o
reconhecimento de uma banda Unica de aproximadamente 70 KDa tanto no
contetudo luminal, que corresponde a enzima secretada no limen do tubo digestério,
no tecido epitelial e na enzima Man2 purificada, todos com a mesma migracéo. Isto
fortalece a hipdétese da enzima Man2 ser a sequéncia obtida.

ApGs este reconhecimento da enzima no tecido do inseto, foi possivel realizar
experimentos iniciais de imunocitolocalizacdo, como podemos visualizar na figura 80

abaixo.
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Figura 80: Visualizagado da imunofluorescéncia de a-manosidase no intestino médio de T.molitor. (B)
€ um aumento de (A) e (A-B-D) sao fotos do intestino médio anterior onde podemos visualizar células
individuais fluorescendo. (C) intestino médio anterior, mostrando células com fluorescéncia
concentrada no citoplasma apical. Barras: 25 pm (A), 15 um (B), 20 um (C,D).

De acordo com Ferreira et al.(1990), em larvas de Tenebrio molitor, estudos
de fracionamento celular revelaram que enzimas digestivas sdo encontradas dentro
de vesiculas secretoras. Estes dados favorecem uma rota exocitica para a secre¢ao
de enzimas digestivas em larvas de T.molitor, embora as proteinas secretadas
apocrinamente possam ser também transportadas dentro de células (vesiculas que
fundem entre si, gerando o apossomo, corpo formado por muitas vesiculas que é
eliminado junto com o 4pice). Cristofoletti et al (2001), utilizando anticorpos contra

duas proteinas de Tenebrio molitor (a-amilase e tripsina), revelou que no intestino
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médio anterior e médio existem células com extrusdes apicais dispersas em um
padrdo regular, caracterizando a secrecdo apOcrina (parte apical da célula é
descarregado no lumen) para a enzima a-amilase. A enzima tripsina por sua vez €
secretada na regido posterior do intestino medio, através de vesiculas exociticas.

Como a enzima a-manosidase de T.molitor possui uma distribuicdo onde a
maior parte desta enzima encontra-se na regido anterior do intestino médio,
podemos supor que a sua rota de secregcao seja a mesma da a-amilase, isto €,
através de secrecdo apocrina. Nesse caso, ocorre uma desorganizacdo do
citoplasma apical, perda de organelas, assim como o desaparecimento das
microvilosidades na regido da extrusdo, antes do apice ser descarregado no limen,
sem morte celular. Para verificar se a enzima a-manosidase seria secretada desta
mesma maneira, foi realizado o experimento de imunofluorescéncia para ver onde o
anticorpo contra esta enzima iria marcar.

Observando a figura 80 podemos ver que o0 anticorpo marcou vesiculas de
secrecdo na regido anterior do intestino médio, mas nesta figura ainda ndo era
possivel visualizar os aglomerados de vesiculas caracteristico das secrecdes
apocrinas. Desta forma, novas imagens foram realizadas a procura destas

evidéncias como mostrado nas figuras a seguir.

Figura 81: Células do intestino médio da larva de Tenebrio molitor. (A) células do intestino médio
anterior. Note extrusdo apical (setas). (B) Células do intestino médio posterior. Note que estas células
sdo maiores e mais finas que as células do intestino médio anterior. L, limen. Barra: 10 um. Retirado
de P.T. Cristofoletti et al.2001.
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A figura 81 foi colocada para exemplificar e demonstrar como é um epitélio
deste tipo de inseto e como podemos visualizar as secrec¢des apdcrinas por meio de
micrografias. Desta maneira, podemos agora analisar as micrografias eletrénicas
obtidas apds as marcac¢des com o anticorpo anti-a-manosidase.

A figura 82 mostra a imunocitolocalizacao desta enzima nas regides anterior e
média (figura 82 A) e na regido posterior (figura 82 B). De acordo com os resultados
obtidos através da imunocitolocalizagdo da a-manosidase podemos comparar a
secrecdo desta enzima com a de outras enzimas que também possuem este tipo de
secrecao apécrina, como € o caso da a-amilase de Tenebrio molitor descrita por
Cristofoletti et al. (2001). Com base nestes dados da literatura e observando a figura
82 podemos descrever que a a-manosidase € detectada em vesiculas secretoras
grandes (Sv) perto do apice da célula (figura 82 A), e, aparentemente, no processo
de ser extruida a partir da célula devido a marcacfes nas microvilosidades (Mv) da
regido anterior e média do intestino médio.

Com base nas imagens mostradas e as comparacbes com dados da
literatura, podemos concluir que a a-manosidase de T.molitor € uma enzima
secretada apocrinamente através das regides anterior e média e, isto € mostrado
claramente através da imagem 82 A, onde podemos ver a confluéncia de vesiculas
com marcacdes positivas com o anticorpo anti-a-manosidase, caracteristico deste
fenbmeno da secre¢do apoOcrina, 0 que nao ocorre na regido posterior do intestino

médio.
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Figura 82: Imunomarcagédo de a-manosidases em células do intestino médio da larva de Tenebrio
molitor. (A) células do intestino médio anterior . Notar marcacdes (setas) no interior de vesiculas
grandes (Sv), que é na realidade um apossomo. Notar também marcacbes fora da célula, nas
microvilosidades (Mv). (B) células do intestino médio posterior. Notar auséncia de marcacdes. ER,
reticulo endoplasmético; Mv, microvilosidades; Sv, vesicula secretora.

4.5.2. a-Glicosidase

a-Glicosidases (EC 3.2.1.20) catalisam a hidrélise de residuos de glicose
terminais, nao redutores e ligados por ligacdo a-1,4 em aril-glicosideos,
dissacarideos ou oligossacarideos com eficiéncia variada.

Nosso laboratério possui dados nao publicados relacionados a a-glicosidases
de T.molitor. Dados relacionados a distribuigdo das atividades de a-glicosidases
demonstram que este inseto, assim como muitos outros insetos, possui a-
glicosidases soluveis (mais abundante) e de membrana como mostrado na tabela 21
B. Estas a-glicosidases soluveis em T.molitor predominam na regido anterior e
média do intestino médio segundo Ferreira et al, (1990). Resultados obtidos com a

purificacdo da enzima soluvel em T.molitor descrevem a presenga de duas o-
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glicosidases solluveis separadas cromatograficamente como mostrado na figura 83 e
algumas de suas propriedades descritas na tabela 21 A.

A a-glicosidase de membrana de T.molitor ndo foi purificada e por isso néo
foram realizados ensaios enzimaticos e nem testes que descrevessem o0

comportamento desta enzima no intestino deste inseto.

Tabela 21: (A) Resumo das Propriedades analisadas de duas a-glicosidases sollveis
purificadas do intestino médio de T.molitor. Pl: ponto isoelétrico; Ty,: Meia vida. (resultados
ndo publicados do nosso laboratorio) e (B) Distribui¢cao das a-glicosidases de T.molitor sendo
EpV- epitélio do ventriculo, Syp-fracdo sollvel da membrana peritréfica e Stpr- fracdo solavel
do tubo digestivo total.

(A)
a-glil a-gli 2
Massa molecular (MM) 72 KDa * 95 KDa *
Pl 4,1 5,4
pH 6timo 5,8 5,8
Tya50°C 5 min 80 min
Maior eficiéncia pNP-a-glicosideo maltotriose

catalitica (Kcat/Km)

*As enzimas foram submetidas a eletroforese em geis de diferentes concentragdes de poliacrilamida, resultando
em diferentes migragdes relativas (Rf) e o valor de massa molecular foi calculado pelo plote de Ferguson
(Hames & Rickwood, 1990).

(B)
Atividade especifica mU/animal
EpV 30,4 mU/mg 0,8
Swvp 140,9 mU/mg 43,3

Stot 151,2 mU/mg 85,3




222

(B)

N

o =
Ul TN U W

Abs. (420nm)

(©)

£04

Abs.(420nm)

0,5

0

(A)

10 20 30 40 50 60 70 80

Fracdes

o

20 30 40 50

10

Fracoes

0 10 20 30 40 50 70 80

Fracdes

60

Fracbes

(E)

Abs. (420nm)

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

Abs.(420nm)

150

a-gli 2

50
Fracoes

100

0 10 20 30 40 50 60 70
Fracoes




223

Figura 83: Passos de purificagcdo das a-glicosidases sollveis a partir do intestino médio de
Tenebrio molitor. (A)-Eletroforese preparativa (Prepcell da BioRad) do contetdo do intestino médio de
T.molitor separando em dois picos com atividade sobre o susbtrato p-nitrofenil-a-D-glicosideo. (B), (C) e
(D) sao respectivamente os passos de troca idnica em uma coluna MonoQ, uma hidrofébica Octil
Sepharose e por Ultimo uma filtracdo em gel em coluna Superose 12 (Pharmacia) do pico 1 (a-glil). (E)
e (F) sdo os passos de purificagdo da a-gli2 respectivamente com uma troca ibnica MonoQ e em
seguida uma hidrofébica octil Sepharose.

Foram encontradas 21 sequéncias no transcriptoma de T.molitor que
correspondiam a a-glicosidases. As a-glicosidases fazem parte da familia das
glicosideo hidrolases (GH) e podem ser classificadas em duas familias: familias 13
ou 31 das GH, de acordo com o banco de dados CAZy (http://www.cazy.org/).
Destas 21 sequéncias encontradas, apds curagem, restaram 12 sequéncias, que
foram comparadas. Todas as apresentadas nessa tese tinham identidade menor que
90%.

Esses contigs selecionados foram submetidos a Blast X no banco de dados
nao redundante do NCBI, o que permitiu verificar se a anotacao da sequéncia estava
correta e se a sequéncia estava completa ou ndo dentre outros parametros
resumidos na tabela 22.

Das 12 sequéncias curadas 2 podem ser proteinas de membrana (contigs 6 e
9), 6 citossolicas (contigs 4, 2, 5, 10, 8 e 11), 3 secretadas (contigs 1, 3 e 7) e uma
incerta (contig 12). Esta classificacdo baseia-se no seguinte: (a) as sequéncias
secretadas/lisossomais possuem peptideo sinal, mas ndo tem al¢ca transmembrana e
nem ancora de GPI, (b) as proteinas tidas como citossélicas sao as que nao
possuem peptideo sinal e nem algca transmembrana e, (¢) as proteinas de
membrana sdo aquelas que possuem peptideo sinal juntamente com alca
transmembrana ou com ancora de GPIl. A coluna “natureza” da tabela 6 foi

construida com base nessas consideracodes.
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Tabela 22: Resumo das analises realizadas com as 12 a-glicosidases obtidas no transcriptoma do intestino médio da larva de dos T.molitor.
Sequéncias de a-glicosidases encontrados a partir do pirosequencimento dos RNAs mensageiros do intestino médio de T.molitor. A presenca de peptideo
sinal, alga transmembrana e ancora de GPI também sao apresentados. PS: peptideo sinal. AT: alca transmembrana. OBS: Sequéncia completa ou em
branco sdo as sequéncias parciais, N-Glic sdo N-glicosilagcdes e O-Glic sao O-glicosilag6es. M: membrana; C: citosolica e S: secretada. Todo: expressa
em todos os tecidos, A: anterior, M: médio, P: posterior e T:tGbulos de malpighi. A, B, C, D, E e F séo as classes estabelecidas neste relatério para os
diferentes tipos de a-glicosidases encontradas no transcriptoma de T.molitor (ver texto)

Sitios de ancora
Contig N2de AA Anota¢do NR Espécie N2dereads Natureza expressdo Classe PS PI/MW GPI 0-glic N-glic AT OBS

9 492 a-glicosidase  T.castaneum 0* M Todo B sim 7.27/54438.16 N3o n3o 6 Sim

4 401 a-glicosidase  T.castaneum 0* I Todo B n3o 8.03 /44683.38 N3o n3o 5 n3o

2 218 a-glicosidase  T.castaneum 0* C AM A nio 5.22/25112.73 N3o n3o n3o n3o

12 874 a-glicosidase  T.castaneum g5 2 AMPT B nio 4.77/99569.22 N3o 1 12 sim Completa

5 536 a-glicosidase  T.castaneum 58 C Todo C ndo 4.55/60958.06 N3o nio 11 nio Completa

10 739 a-glicosidase  T.castaneum 11 C Todo F n3o 6.83/84836.12 N3o n3o 12 n3o
906 a-glicosidase  T.castaneum 40 S Todo A sim 5.61/100374.80 = ndo 18 ndo Completa
739 a-glicosidase  T.castaneum 100 C AM A n3o 4.43/83098.39 sim 2 n3o Completa
636 a-glicosidase  T.castaneum 100 M AMP D sim 4.16/67773.22 sim nio nio Completa

11 827 a-glicosidase  T.castaneum 9 C AMP A n3o 4.69/94198.74 N3o 1 13 n3o Completa
838 a-glicosidase  T.castaneum 69 S AMP A sim 4.46 /93932.32 N3o ndo 3 nio Completa
573 a-glicosidase  T.castaneum 33 S AMP E sim 4.28/62898.93 N3o n3o 11 n3o Completa

*Genes de expressédo variada. Nao foram encontrados no transcriptoma do tubo digestivo inteiro, embora tenham ocorrido no transcriptoma da regido anterior do tubo

digestivo.
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Para confirmar as regides de expressdo dos transcritos correspondentes a a-
glicosidases foi feito RT-PCR semi-quantitativo de todos os 12 contigs similares a a-

glicosidases e foi gerada a figura 84 abaixo.

A M P C CG T™M
Contigl —»

Contig2——»
Contig3——»
Contig4d ——>
Contigb——»
Contig6—»
Contig7 —»
Contig8 ——»
Contig9 ——»
Contigl0——»

Contigll ——»

Contigl2——

Controle—»

Figura 84: Padrao de expressdo dos mRNA de a-glicosidases em diferentes tecidos de Tenebrio molitor
como mostrado por RT-PCR semi-quantitativo. Quantidades iguais (5 ng) de RNA total de diferentes
tecidos foram extraidos e usados como molde para a rea¢cdo da transcriptase reversa. A, intestino médio
anterior; M, intestino médio médio; P, intestino médio posterior; C, carcaca; CG, corpo gorduroso; TM,
tubulos de malpighi. O controle é a actina de T.molitor.

Os sitios de expressao de mRNAs dos contigs de a-glicosidases analisados até o
momento sao visualizados na figura 18 e podemos concluir que os contigs 1, 4, 5, 9, 10
e 12 sao contigs que possuem sua expressdo em outros tecidos do inseto além do

intestino médio. Os contigs 3, 6, 7 e 11 sdo contigs que possuem seus sitios de
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expressao nas trés regides do intestino médio. Os contigs que possuem uma expressao
mais restrita S4o 0s contigs 2 e 8, 0s quais possuem expressao somente nas regides
anterior e média do intestino médio.

Algumas destas sequéncias ndo estdo completas, mas utilizando o programa cds

no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), que monitora
dominios conservados, podemos distribuir os contigs de acordo com a sua similaridade
a sequéncias depositadas nos bancos de dados que contém dominios conservados
encontrados em varios tipos de a-glicosidases. Desta maneira, conseguimos encontrar
dentre as 12 sequéncias, 7 tipos de dominios de a-glicosidases diferentes. Destas 12
sequéncias, 11 delas sao caracterizadas como a-glicosidases com mecanismo retentor
da configuracdo do carbono anomérico do substrato durante a clivagem e apenas uma
corresponde a enzima com um mecanismo inversor (contig 10). Esta sequéncia possui
dominio similar a sequéncias da familia 63 das glicosideo hidrolases (GH63), onde se
encontram enzimas com mecanismo inversor da configuracdo do carbono anomérico e
possuem estrutura tridimensional (a/a)s. Esta familia 63 das GH é a primeira enzima da
via de processamento de oligossacarideos N-ligados e serd denominada aqui como
letra (F) das classes das a-glicosidases.

As outras 11 sequéncias sdo classificadas na familia 31 das glicosideo
hidrolases sendo que, dentro desta mesma familia, podemos subdividir as sequéncias
de acordo com a sua funcdo e especificidade, desta forma temos 5 tipos de a-
glicosidases diferentes: (A) GH31_GANC_GANAB_alpha, (B) GH31_MGAM_SI_GAA,
(C) Glucosidase Il beta subunit-like protein, (D) GH31 glucosidase KIAA1161 e (E)
AmyAc_maltase.

Os contigs 1, 2, 3, 8 e 11 sao classificados no grupo (A) das
GH31 _GANC_GANAB alpha pertencentes a familia 31 das glicosideo hidrolases,
grupo onde se encontram enzimas neutras do tipo alfa-glicosidase C (Ganc) e
subunidade alfa heterodimérica da alfa-glicosidase neutra AB (GANAB). Ganc e
GANAB sao enzimas chave no metabolismo de glicogénio que hidrolisam liga¢des a-1,4
da extremidade ndao-redutora retirando residuos de glicose do glicogénio,

principalmente no reticulo endoplasmatico.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Os contigs 4, 9 e 12 sao classificados como sendo do grupo (B) das
GH31_MGAM_SI_GAA onde temos trés tipos de enzimas intimamente relacionados:
maltase-glicoamilase (MGAM), sacarase-isomaltase (Sl), e acido lisossomal alfa-
glicosidase (GAA), também conhecida como acido maltase. MGAM € uma das duas
enzimas responsaveis por catalisar a etapa de liberacéo de glicose na digestéo final do
amido. Sl esta envolvido na digestdo de amido na dieta e dissacarideos importantes,
como sacarose e isomaltose, enquanto GAA degrada glicogénio no lisossomo, clivando
ligacdes glicosidicas alfa-1, 4 e alfa-1,6. MGAM e Sl sdo ancorados na pequena borda
em escova de células epiteliais intestinais. A arquitetura de dominio da GAA inclui um
N-terminal TFF dominio (trefoil familia factor), além do dominio GH31 catalitico.

O terceiro grupo identificado no transcriptoma foi o grupo (C) das Glucosidase I,
esta enzima catalisa a remocéo sequencial de dois residuos de glicose ligados por o-
1,3 na segunda etapa do processamento de oligossacarideos N-linked. A subunidade
beta é necesséria para a solubilidade e estabilidade da enzima heterodimérica, e esta
envolvida na retencdo da enzima dentro do reticulo endoplasmatico. Esta familia
também inclui um sensor de RE para glicoproteinas deformadas e, portanto, provavel
que seja um dominio genérico. O Unico contig encontrado classificado nesta categoria
foi o contig 5.

O contig 6 pertence ao quarto tipo de a-glicosidase (D), as chamadas
GH31_glucosidase_KIAA1161, onde KIAA1161 é uma proteina de Homo sapiens nao
caracterizada da familia 31 das glicosideo hidrolases (GH31), com dominio que é
homologo a glicosidase de Escherichia coli YihQ. Ortélogos de KIA1161 séo
encontrados em eucariontes e procariontes. Em bactérias, YihQ (junto com YihO) é
importante para a montagem da capsula bacteriana.

O contig 7 pertence ao Uultimo tipo de a-glicosidase encontrado neste
transcriptoma, AmyAc_maltase (E), onde maltases (EC 3.2.1.20) hidrolisam residuos de
glicose com ligagdes a-1,4 no terminal ndo-redutor da maltose, liberando alfa-D-glicose.
Na maioria dos casos, maltase € equivalente a alfa-glicosidase, mas o termo "maltase"
enfatiza a natureza dissacarideo do substrato a partir do qual a glicose é clivada, e o

termo "alfa-glicosidase" enfatiza o tipo de ligacdo entre os acucares.
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4.5.3. Peritrofinas

4.5.3.1. Identificagcdo, sequenciamento e analise dos cDNAs que
codificam peritrofinas do intestino médio de Tenebrio molitor

Apés as analises do sequenciamento ao acaso da biblioteca de cDNA do
intestino médio de Tenebrio molitor e das varreduras desta mesma biblioteca com o0s
anticorpos anti-MP, anti-P1 e anti-P3 foi feito uma uni&do de todas as sequéncias com as
sequéncias obtidas no pirossequenciamento. ApGs este agrupamento das sequéncias
foram obtidas 11 com similaridade nos bancos de dados a dominio ligantes de quitina
ou Chitin binding domains (CBD). Estes dominios estdo presentes em alguns tipos de
enzimas como quitinases, proteinas de traquéia e proteinas estruturais como as
peritrofinas. As peritrofinas sdo proteinas integrantes da membrana peritréfica
constituidas por dominios CBD. Estes dominios possuem seis cisteinas conservadas e
as distancias entre as cisteinas séo caracteristicas relevantes para classifica-las como
peritrofinas como descrito no item 1.7.4.

Foi feito um alinhamento entre as 10 sequéncias das peritrofinas (figura 85). As 6
cisteinas conservadas juntamente com alguns aminoacidos que sdo 100% idénticos
nas peritrofinas encontradas de Tenebrio molitor, encontram-se destacadas em negrito

e aminoacidos similares encontram-se destacadas em cinza.
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Figura 85: Alinhamento de todas as peritrofinas de Tenebrio molitor utilizando o programa Bioedit
(Thompson ,J.D et al, 1994).

Observando a figura 85 podemos verificar que cada dominio CBD ou dominio
peritrofina-A possui aproximadamente 56 aminoacidos contando da primeira a sexta
cisteina. Existem poucos aminoacidos conservados entre as cisteinas e eles sdo em
sua maioria aminoacidos aromaticos. Estes residuos de aminoacidos conservados

devem ser importantes para a fungcéo das peritrofinas.

Tabela 23: Sumario do numero de CBDs encontradas nas peritrofinas de Tenebrio molitor e das distancias
entre as 6 cisteinas conservadas dos dominio.

Peritrofina Numero de CBDs completos  Distancias entre as cisteinas Tamanho médio do CBD
1 1 CX15CXsCXgCX12CX5 48
2 2 CX15CXsCXeCX12CXg 47
3 1 CX15CXsCXgCX12CX5 48
4 3 CX13CXsCXeCX1,CX5 46
5 1 CX15CXsCXgCX12CX5 48
6 2 CX17CXsCXoCX1,CX5 50
7 1 CX15CXsCXgCX12CX5 48
8 1 CX16CXsCX9CX1,CX5 49
9 1 CX13CXsCXCX12CX5 46
PeritCBD2CBD3 5 CX13CXsCXeCX1,CX5 46

O numero de CBDs de cada peritrofina de Tenebrio molitor e as distancias entre
as 6 cisteinas conservadas podem ser visualizadas na tabela 23 acima. Estes dominios

peritrofina-A possuem o0 consenso de espacamento entre as cisteinas adjacentes de
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Tellam et al, 1999 (CX11.17CX5CXq.14CX12CX6.7C). Estas proteinas foram denominadas
de peritrofinas segundo a classificacdo de Jasrapuria et al (2010). O numero de CBDs
nesta familia de proteinas pode variar de 1 até 14 e o tamanho dos CBDs
individualmente variou de 46 a 50 aminoacidos, contando da primeira cisteina até a
sexta. Normalmente quando existe mais de um CDB na mesma proteina, estes séo
altamente similares entre si.

A peritrofina nomeada peritCBD2CBD3 (tabela 23) foi escolhida para sua
clonagem, expressao, purificacdo e producdo de anticorpo. Esta foi a peritrofina
escolhida porque foi a primeira a aparecer nas varreduras, com maior nimero de CBDs,
que tinha o maior niumero de ESTs e que provavelmente seria a mais expressa pelo

inseto. Estes passos serdo descritos no item a seguir.

4.5.3.2. Andlise da sequéncia da peritCBD2CBD3 de Tenebrio molitor

A sequéncia de nucleotideos da peritCBD2CBD3 juntamente com a sua
sequéncia de aminoacidos esta exposta na figura 86. Nesta figura podemos visualizar
os cinco CBDs encontrados através do programa ProSite dentro das ferramentas do

site expazy (http://expasy.org/prosite/) destacados no seu comeco e fim por caixas

cinza . As 6 cisteinas de cada dominio estdo destacadas em vermelho e o provavel sitio
do clivagem do peptideo sinal esta mostrado por uma seta entre os residuos 31 e 32 da

sequéncia (Signal P 3.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Os sitios de N-

glicosilacdes foram preditos pelo programa NetNGlyc 3.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) e estdo destacados por circulos em volta da
asparagina que sera glicosilada. Por dltimo temos os iniciadores escolhidos para

clonagem destacados por setas sob as sequéncias de nucleotideos.

Agagggttaatactggggaggagtgatattgcggggaaattgatgtttgcgataatactg 60
R 6 L I L G R S DI A G K L M F A I I L 20
gtgatcggagctgcgtcgggeatttcagcagcagatecctttatgcgaaggtcettecteeg 120
VIGAASGISAAfDPLCEGLPPélO
Aacgagatatttgcctttccccacgagaccaactgttceccctectattacgaatgcaccggg 180
NEIFAFPHET@CSLYYECTG6O
Ggtaacaagatcttgatggcatgtgcgaatggattatggttcaacagtgacacccagtct 240
G N K I LM A C A N G L W F N S D T Q s 80
Tgcgattttcccgacgagtctggatgcacaaacaaagaatccatctgcaccaacgtegtg 300
c b ¥ P DE S G C TN K E S I Cc T DN V Vv 100
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Atcgattacttcccgcatcccagecgattgttccagatatatcgagtgctaccaaggtaac 360
I b Yy F P H P S D C S R Y I E C Y Q G N 120
Tcctacgagatgtcttgccagcctggattgtggttccattctgggctaaagaaatgegta 420
s ' Yy & M S ¢C ¢ P G L W F H S G L K K C V 140
tctcctgacgagtcagactgcatgggattcactacaccaccatggacgactccccatcca 480
s p D E S DCMTGT FTT P P WT T P H P 160
Ctttgctggggggtacgtcccagcgagaccgtgttgaaaccgtacgagggtgattgcagg 540
L ¢ w G v R P S E T V L K P Y E G D C R 180
Aagtactggcaatgtattggggctgacatgaccctccacgactgtcccaaccatttgete 600
K vy w o ¢ I 6 A DMTTL H D C P N H L L 200
ttcgatgaaagtcgacaactttgtgattttcccgaaacagtcaactgtgatgatagtact 660
F D E S R O L C D F P "E T V N C D D S T 220
Cggacaccagatccctggacaacaaggccgcctactacccgcaatcecctaccactccagee 720
R T p D P W T T R P P T T R (:) P T T P A 240
Gacaacgatccacgttgcaccggtcaaggattatcttactggtctcatccgatttattge 780
b N D P R C T G O G L S Y W S H P I Y C 260
Aacaagtacatagaatgctataatggaggcagctacgaaatgaattgtcccgecggtttg 840
N K vy I ¢ C Y N G G S Y E M N C P A G L 280
Tacttcagccaagagaagagacactgcgttaatcctagcgagtcagagtgecggaagaact 900
Y F S Q E K RHcCvV@®PSESTETCSGT R T 300
Gagccaccgacgcatggtcccacgagcgagagaccaactgattggacgeccgecatccagat 960
E p P T H G P T S E R P T D W T P H P D 320
Tgtccgtggccagaaagcgagggtaaattgatgceccttatccaggagattgcaccaagtte 1020
c p W P E S E G K L. M P Y P G D C T K F 340
Tacgagtgtgctgaaggaaagaaggtcgcgatgaattgtccaaatgegttgtggtttaat 1080
Yy & ¢ A E G K K vA MNC?PNA ATIL W F N 360
Ccatcgatattggagtgcgattatccctatcaggcaggctgccagtggggattcttggat 1140
p s I L E C D Y P Y QO A G C O W G F L D 380
Taa 1143

Figura 86: Sequéncia de aminoacidos e nucleotideos de cDNA de uma peritrofina da membrana
peritréfica do intestino médio de Tenebrio molitor chamada peritCBD2CBD3 .

Na figura 87 destacamos os 5 dominios ligantes de quitina (CBDs) da peritrofina
peritCBD2CBD3 mostrados por retangulos vermelhos e na mesma figura observamos
barras azuis paralelas que indicam dominios semelhantes a mucinas (regides ricas em
serinas e treoninas e altamente glicosiladas) onde encontramos sitios de O-
glicosilacdes através do programa NetOGlyc 3.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). Para afirmarmos que € uma O-glicosilacao

as barras azuis devem ultrapassar a linha vermelha mostrada na figura 16. Concluimos
entdo que temos 2 regides bastante glicosiladas e uma terceira regido um pouco menos
glicosilada intercaladas com os dominios ligantes de quitina (CBDs). Estas duas regifes

bastante glicosiladas para serem dominios semelhantes a mucina teriam que ter pelo


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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menos umas 20 glicosilacdes em sequéncia, podendo variar desde 20 até mais de 100
glicosilagbes numa mesma proteina. A presenca destes dois tipos de dominios em uma
peritrofina ja foi descrito por alguns trabalhos como Wang e Granados, 1997; Shen e
Jacobs-Lorena, 1998; Tellam et al., 1999) .
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Figura 87: Distribuicdo dos dominios ligantes de quitina (CBDs) mostrado em vermelho e as barras
paralelas em azuis indicam sitios de O-glicosilacdes.

4.5.3.3. Clonagem, expressdo e purificacdo de alguns CBDs da
peritrofina majoritaria de Tenebrio molitor

Escolhemos clonar e expressar a peritrofina peritCBD2CBD3 de duas maneiras:
uma expressando dois CBDs nomeado de CBD2 e a outra expressando 3 CBDs em
sequéncia dos 5 contidos nesta peritrofina e o chamamos de CBD3. Foram escolhidas
estas duas maneiras de clonagem para testarmos posteriormente as interacdes entre
0s CBDs e a quitina coloidal e tendo ambas as constru¢des podemos ter uma idéia se
ha diferenca entre a interacdo de uma peritrofina com 2 CBDs, que poderia conectar
duas fibras de quitina e uma peritrofina com 3 CBDs que poderia se conectar em mais
de dois pontos nas fibras de quitina e desta forma, formando as malhas da membrana
peritréfica.

A sequéncia de cDNA codificante tanto para o CBD2 quanto para o CBD3 foi
amplificada por uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR) usando como molde a

biblioteca de cDNA de Tenebrio molitor juntamente com o0s oligonucleotideos
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especificos CBD2-F1-pAE com o sitio de restricdo para a enzima Bam H1 para ambas
as construcdes e os primers reversos CBD2-R1-pAE e CBD3-R2-pAE com os sitios de
restricdo para a enzima Eco RI para as constru¢cées de CBD2 e CBD3 respectivamente.
Na figura 88 temos as sequéncias do CBD2 e CBD3 utilizadas para clonagem e
expressdo. O fragmento de PCR amplificado para o CBD2 € de 340 pb e para o CBD3
é de 546 pb.

A

tgcgaaggtcttcctcccaacgagatatttgecttteccccacgagaccaactgtteectce
c E G L PP NE I F A F P HE TN C S L
tattacgaatgcaccgggggtaacaagatcttgatggcatgtgcgaatggattatggttc
Yy vy ¢ ¢ T G G N K I LM A C A N G L W F
aacagtgacacccagtcttgcgattttcccgacgagtctggatgcacaaacaaagaatcc
N S D T o s Cc¢C Db F P D E S G C T N K E S
atctgcaccaacgtcgtgatcgattacttcccgcatcecccagecgattgttccagatatatce
I ¢ T NV V I DY F P H P S D C S R Y I
gagtgctaccaaggtaactcctacgagatgtcttgccagectggattgtggttccattet
E C Yy o 6 N S Y EM S C Q P G L W F H S
gggctaaagaaatgcgtatctcctgacgagtcagactgce

G L K K ¢ v s P D E S D C

B

tgcgaaggtcttcctcecccaacgagatatttgectttecccacgagaccaactgttececte
c E G L P P N E I F A F P H E T N C S L
tattacgaatgcaccgggggtaacaagatcttgatggcatgtgcgaatggattatggttc
Yy vy £ C T G G N K I L M A C A N G L W F
aacagtgacacccagtcttgcgattttcccgacgagtctggatgcacaaacaaagaatcce
N S D T @ s ¢C b F P D E S G C T N K E S
atctgcaccaacgtcgtgatcgattacttcccgcatcccagecgattgttccagatatate
I ¢ T NV V I DY F P H P S D C S R Y I
gagtgctaccaaggtaactcctacgagatgtcttgccagecctggattgtggttccattet
E C Yy 0o G N S Y EM S C Q P G L W F H S
gggctaaagaaatgcgtatctcctgacgagtcagactgcatgggattcactacaccacca
G L K K ¢ Vv s p D E S D C M G F T T P P
tggacgactccccatccactttgectggggggtacgtcccagcgagaccgtgttgaaaccg
W T T P H P L C W G V R P S E T V L K P
tacgagggtgattgcaggaagtactggcaatgtattggggctgacatgaccctccacgac
Yy E G b ¢C R K Y w ©Q C¢C I G A D M T L H D
tgtcccaaccatttgctcttcgatgaaagtcgacaactttgtgattttcccgaaacagte
c P N H L L F D E S R Q L C D F P E T V
aactgt
N C

Figura 88: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos correspondentes ao CBD2 (A) e CBD3 (B)
utilizados para clonagem e expresséo.
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O produto do PCR foi digerido com as enzimas Bam HI e Eco RI e
posteriormente clonado no vetor pAE (Ramos et al, 2004), previamente digerido com as
mesma enzimas, resultando nos plasmideos pAE/CBD2 e pAE/CBD3 (figura 89 letras
CeD).

Também na figura 89 podemos observar na letra (A) a foto do gel de agarose 1%
cujas bandas que aparecem correspondem aos produtos de PCR (digeridos com as
enzimas de restricdo descritas acima) de CBD2 e CBD3 nas raias 2 e 4 e nas raias 3 e
5 observamos o pAE digerido com as mesmas enzimas de restricdo descritas para o
fragmento de PCR. Na letra (B) da figura 89 temos a foto da digestdo das construcdes
mostradas nas letras C e D desta mesma figura e desta forma a confirmacao de que as

construcdes continham o inserto.
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CBD2 CBD3

BamHI- BamHI -

= 2
< %
2 2

IS PAE/CBD2
Q

N pAE/CBD3
3227 a

3433

Figura 89: (A) Gel demonstrando os fragmento de PCR de CBD2, pAE, CBD3 e pAE nas
colunas de 2 a 5 respectivamente, apos digestdo com as enzimas de restricdo Bam HI e Eco Rl
para posteriormente serem ligados e formarem as constru¢ées mostradas na letra (C) e (D). A
coluna de nimero 1 é o padréao de peso molecular de 1Kb. A letra B da figura mostra a digestao
das construgdes mostradas nas letra C e D sendo (1) CBD2, (2) CBD3 e (3) padrédo de peso
molecular.

Tanto o CBD2 quanto o CBD3 recombinantes possuem em seu N-terminal um
peptideo de fusdo que contém 6 residuos de histidina para facilitar a sua purificacao por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel.

As construcdes pAE/CBD2 e pAE/CBD3 foram utilizadas para transformar as
bactérias Origami (DE3) e BL21. As bactérias transformadas foram plaqueadas em
placas de LB Agar contendo ampicilina 50 pg/uL. Desta placa foram selecionadas
algumas colbnias e PCR de col6nia foi feito usando os mesmos iniciadores utilizados

para clonar, para saber se o inserto ainda estava dentro do plasmideo (figura 90).
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Figura 90: PCR de colénia demonstrando a presenca dos insertos de CBD2 e CBD3 dentro dos
plamideos que transformaram a Origami (DE3). O coluna 1 corresponde ao padrdo de massa molecular
dos fragmentos, As colunas de 2 a 6 sdo as colénias pegas da placa correspondente a transformacgéo
com a constru¢éo CBD2 e as colunas de 7 a 11 corresponde a CBD3.

Como foi observado pelo PCR de colbnia que as col6nias escolhidas tinham o
inserto, estas col6nias foram utilizadas para fazer os pré-inéculos. Estes pré-indculos
foram crescido por 16 horas a 37°C sob agitacdo de 180 rpm. Estes pré-indculos foram
utilizados para fazer os indculos. Os in6culos comecaram seu crescimento com uma
absorbéancia de 0,1 e foram crescidos e 3 temperaturas: 37°C, 25°C e 20°C. Estes
in6culos nas varias temperaturas foram feitos tanto para Origami quanto para BL21 e
foram crescidos nas respectivas temperaturas até atingirem uma absorbancia entre 0,6
e 1,0. Atingida esta absorbéancia foi retirada a aliquota da amostra ndo induzida e
adicionado o IPTG. ApoGs 3h da incubacdo a amostra de 37°C foi retirada e as outras
duas temperaturas ficaram 20h crescendo apos IPTG. Um controle foi feito
transformando as bactérias com pAE sem inserto.

As células nado-induzidas e induzidas foram analisadas através de SDS-PAGE
12%.
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Figura 91: Analise em SDS-PAGE 12% da expressdo do CBD2 com o plasmideo pAE em células
Origami (DE3). A inducao foi feita com IPTG 1 mM (concentracao final) em 3 temperaturas: 37°C, 25°C e
20°C. Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de massa molecular; 2 e 3 pAE controle ndo induzido e
induzido respectivamente; 4 e 5 pAE/CBD2 n&o induzido e induzido a 37°C; 6 e 7 pAE/CBD2 néo
induzido e induzido a 25°C e 8 e 9 pAE/CBD2 ndo induzido e induzido a 20°C. O gel foi corado por
coomassie Blue R-250.
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Figura 92: Andlise em SDS-PAGE 12% da expressao do CBD2 com o plasmideo pAE em células BL21.
A inducéo foi feita com IPTG 1 mM (concentracéo final) em 3 temperaturas: 37°C, 25°C e 20°C. Temos
nas seguintes raias: 1-padrdo de massa molecular; 2 e 3 pAE/CBD2 nao induzido e induzido a 37°C; 4 e
5 pAE/CBD2 néo induzido e induzido a 25°C e 6 e 7 pAE/CBD2 néo induzido e induzido a 20°C. O gel foi
corado por coomassie Blue R-250.
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Figura 93: Analise em SDS-PAGE 12% da expressdo do CBD3 com o plasmideo pAE em células
Origami (DES3). A inducéao foi feita com IPTG 1 mM (concentracao final) em 3 temperaturas: 37°C, 25°C e
20°C. Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de massa molecular; 2 e 3 pAE/CBD3 nédo induzido e
induzido a 37°C; 4 e 5 pAE/CBD3 néo induzido e induzido a 25°C e 6 e 7 pAE/CBD3 ndo induzido e
induzido a 20°C. O gel foi corado por coomassie Blue R-250.
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Figura 94: Andlise em SDS-PAGE 12% da expressdo do CBD3 com o plasmideo pAE em células
Origami (DE3). A inducéo foi feita com IPTG 1 mM (concentracdo final) em 3 temperaturas: 37°C, 25°C e
20°C. Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de massa molecular; 2 e 3 pAE/CBD3 néo induzido e
induzido a 37°C; 4 e 5 pAE/CBD3 néo induzido e induzido a 25°C e 6 e 7 pAE/CBD3 ndo induzido e
induzido a 20°C. O gel foi corado por coomassie Blue R-250.

Nota-se através das figuras 91 até 94 que o IPTG levou a uma intensa producéo
das proteinas CBD2 e CBD3 de massa molecular de aproximadamente 18 e 26 KDa
respectivamente em ambas as células (origami e BI21). Através das ferramentas do
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expazy calculamos as massas moleculares tedricas dos CBDs e estas sdo 13 e 21 KDa
para CBD2 e CBD3 repectivamente. Observamos uma diferengca de 5 KDa entre as
massas calculadas e as observadas em SDS-PAGE e isto pode ser devido as histidinas
adicionadas ao N-terminal das proteinas e também a uma migracdo anémala destes
dominios. Para verificarmos se a proteinas recombinantes apresentavam-se solluveis,
células induzidas nas 3 temperaturas (37°C, 25°C e 20°C) e dos dois tipos de células
foram lisadas por sonicacdo, sendo que o lisado foi submetido a centrifugacdo a
14.000g por 30 min. O sobrenadante recuperado corresponde ao material sollavel

enquanto que o precipitado ao material insoltvel bacteriano.

Figura 95: Andlise em SDS-PAGE 12% da expressao da construcdo pAE/CBD2 em células BL21. A
inducéo foi feita com IPTG 1 mM (concentracéo final). Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de massa
molecular; 2 e 3 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 37°C por 3 horas lisadas e
centrifugadas; 4 e 5 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 25°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas e 6 e 7 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 20°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas. O gel foi corado por coomassie Blue R-250. A seta indica a proteina recombinante.
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Figura 96: Analise em SDS-PAGE 12% da expressdo da construgdo pAE/CBD2 em células Origami
(DE3). A inducéo foi feita com IPTG 1 mM (concentracao final). Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de
massa molecular; 2 e 3 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 37°C por 3 horas lisadas e
centrifugadas; 4 e 5 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 25°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas e 6 e 7 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 20°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas. O gel foi corado por coomassie Blue R-250. A seta indica a proteina recombinante.
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Figura 97: Andlise em SDS-PAGE 12% da expressédo da construcdo pAE/CBD3 em células Origami
(DE3). A indugéo foi feita com IPTG 1 mM (concentragdo final). Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de
massa molecular; 2 e 3 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 37°C por 3 horas lisadas e
centrifugadas; 4 e 5 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 25°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas e 6 e 7 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 20°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas. O gel foi corado por coomassie Blue R-250. A seta indica a proteina recombinante.
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Figura 98: Andlise em SDS-PAGE 12% da expressao da construcdo pAE/CBD3 em células BL21. A
inducéo foi feita com IPTG 1 mM (concentracdo final). Temos nas seguintes raias: 1-padrdo de massa
molecular; 2 e 3 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 37°C por 3 horas lisadas e
centrifugadas; 4 e 5 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 25°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas e 6 e 7 sobrenadante e precipitado das bactérias induzidas a 20°C por 20 horas lisadas e
centrifugadas. O gel foi corado por coomassie Blue R-250. A seta indica a proteina recombinante.

Nas figuras 95 a 98 observamos que as proteinas recombinantes sao
recuperadas parcialmente na forma sollvel. As proteinas encontram-se em maior
quantidade na fracdo soluvel na indugéo feita a 20°C com a bactéria Origami (DE3)
como pode ser visto na figura 97 e 98 para CBD2 e CBD3 respectivamente.

A fracdo sollvel destas duas inducbes (CBD2 e CBD3) foram purificadas por
coluna de afinidade de Niquel, que se liga a cauda de histidina fusionada a extremidade
N-terminal de CBD2 e de CBD3. A proteina foi eluida da coluna com um gradiente de
imidazol (ver item 3.22.3). Uma aliquota das fracdes coletadas foram analisadas por
SDS-PAGE e mostrou que CBD2 e CBD3 apresentavam-se purificados na eluicdo com
300 mM de imidazol (figura 99 e 100 na raia 13).

Estas fracdes soluveis purificadas foram utilizadas para realizar os experimentos
de interacdo com a quitina coloidal discutida mais a frente deste relatorio.
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Figura 99: Analise em SDS-PAGE das frac6es da cromatografia de afinidade em resina de Ni%* para
purificacdo do CBD2 recombinante. Raias: 1-Padrao de massa molecular; 2-nao retido (tudo que néo se
ligou na coluna); 3 a 7 sdo as lavagens da coluna com o mesmo tampéo de lise das células; raias de 8 a
13 séo as elui¢cbes do CBD2 da coluna com as seguintes concentra¢des de imidazol: 25, 50, 75, 100, 150
e 300 mM respectivamente.
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Figura 100: Analise em SDS-PAGE das fracdes da cromatografia de afinidade em resina de Ni** para
purificacdo do CBD3 recombinante. Raias: 1-Padrdo de massa molecular; 2-néo retido (tudo que néo se
ligou na coluna); 3 a 7 séo as lavagens da coluna com o mesmo tampdao de lise das células; raias de 8 a
13 séo as eluigbes do CBD3 da coluna com as seguintes concentra¢des de imidazol: 25, 50, 75, 100, 150
e 300 mM respectivamente.
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4.5.3.4. Purificacdo e producdo de anticorpo utilizando os corpos de
inclusdo das bactérias contendo CBD2 e CBD3

Foram feitas as inducdes em 3 temperaturas (37°C, 25°C e 20°C) e em 2 tipos de
células (Origami e BL21) e apods todo estes experimentos foi escolhida a inducdo a
20°C na célula Origami a que produziu uma maior quantidade de proteina na forma
soluvel. A quantidade de proteina na forma solivel ndo era muito grande e para obter
material suficiente para injetar no coelho teria que reunir muitas inducbes e
purificacfes. Desta forma, optou-se por produzir o anticorpo anti-CBD2 e anti-CBD3 a
partir dos precipitados destas indugfes, reservando o material solavel para os
experimentos de interacdo com a quitina coloidal, porque neste experimento é
necessario a proteina solavel.

Foi utilizado o manual da coluna de Ni," como base para as extracées dos CBDs
dos corpos de incluséo. A extracao foi feita segundo descrito no item 3.22.4, utilizando
uréia como agente desnaturante. As eluicbes primeiramente foram feitas utilizando um
gradiente de pH, partindo de 8, passando por 6,3 até 5,9 no ultimo tamp&o. Esta eluicdo
das proteinas ligadas a coluna através de gradiente de pH nédo foi muito eficiente para
meios de purificagdo dos CBDs e resolvemos realizar a eluigdo semelhante a
purificacdo dos CBDs soluveis (item 3.22.3), com gradiente de imidazol ver figura 101 A
e B.
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Figura 101: Andlise em SDS-PAGE das fracdes da cromatografia de afinidade em resina de Ni** para
purificacédo do CBD2 (A) e CBD3 (B) recombinante. Raias: 1-Padrao de massa molecular; 2, 3, 4 e 5 sdo
as lavagens da coluna; 6 a 13 séo as eluicbes do CBD2 (A) e CBD3 (B) da coluna com as seguintes
concentrac¢des de imidazol: 25, 50, 75, 100, 150, 300 e 300 mM respectivamente.

Desta forma, as bandas correspondentes ao CBD2 e CBD3 foram quantificadas
através de uma curva padrao em gel utilizando ovoalbumina como proteina de massa
conhecida. Apds as quantificagfes, as bandas dos geéis correspondentes ao CBD2 e
CBD3 foram recortadas, descoradas e o material foi injetado no coelho. Foi injetado o
correspondente a 500 ug da proteina recombinante na primeira injecdo e outras duas
injecdes espacadas de 300 pg cada. O coelho no qual foi injetada a proteina
recombinante correspondente ao CBD2 ficou doente e morreu e desta forma ainda néo
conseguimos a producédo deste anticorpo, mas ele ja esta sendo refeito. Foi recolhido o
soro do coelho com anti-CBD3 e foi feita toda a purificacdo do anticorpo como descrito
no item 3.6.

O anticorpo anti-CBD3 foi testado e os resultados sdo expostos na figura 102
abaixo.
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Figura 102: Andlise em western blot ap6s SDS-PAGE 12% Raias: 1-Padrdo de massa molecular; 2-
amostra de CBD2 extraido do precipitado, 3- amostra de CBD2 solivel, 4 e 5- amostra de CBD3
extraidos do precipitado (10 e 20 pg respectivamente), 6- amostra de CBD3 soluvel e 7,8 e 9 sao
amostras de membrana peritrofica extraida de acordo com o item 3.2 em concentracdes de 20,10 e 5 pg
de amostra.

A primeira coisa a ser observada na figura 102 é que o0 anticorpo testado
reconhece a proteina usada com antigeno. A segunda informacao obtida deste western
blot é que o anticorpo também reconhece a proteina recombinante correspondente ao
CBD2, tanto o extraido do precipitado quanto a proteina purificada da fracdo soltvel
(raias 2 e 3). Nas raias 4 e 5 observamos a presenca de duas bandas reconhecidas
pelo anticorpo. A raia maior, de aproximadamente 26 KDa corresponde ao CBD3 e a
raia menor possui o tamanho de 1 CBD (6 KDa calculado mais a migragdo anémala
gerando uma banda de aproximadamente 11 KDa). O aparecimento desta banda menor
deve ocorrer devido a uma degradacdo do CBD3 entre os dominios 1 e 2 e entre 0s
dominios 2 e 3 gerando o mondémeros de CBD. Verificamos se haveria sitios de
clivagem entre os dominios CBDs e observamos que entre o primeiro e o segundo CBD
temos uma lisina (K), aminoacido este reconhecido tanto por tripsina como por
proteinase K de bactéria, e entre o segundo e o terceiro dominio temos uma fenilanina
(F) e um triptofano (W) que poderiam ser reconhecidos pela enzima quimotripsina
clivando o CBD.
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Outro ponto importante esta nas raias 7 e 8 da figura 102, onde podemos
verificar o reconhecimento pelo anticorpo de uma banda de aproximadamente 26 KDa
correspondentes ao CBD3 e outras duas bandas maiores presentes no material da
membrana peritréfica. O reconhecimento destas bandas maiores no material da
membrana peritréfica nos indica que este CBD deve estar presente em outras duas
proteinas existentes na membrana peritrofica, que devem possuir aproximadamente o
dobro de CBDs (6 CBDs aproximadamente). Este anticorpo podera ser utilizado para
futuras varreduras da biblioteca de cDNa de Tenebrio molitor para encontrarmos esta

proteina de aproximadamente 6 ou mais CBDs.

4.5.3.5. Espectros de fluorescéncia do CBD2 e CBD3

Ladokhin (2000) demonstra que o triptofano € o grande responsavel pela
fluorescéncia intrinsica da grande maioria das proteinas, juntamente com a tirosina e
mais raramente a fenilalanina. Para este ensaio, foi usado o comprimento de onda de
excitacdo de 295 nm, com o qual selecionamos somente o sinal observado para a
fluorescéncia intrinsica do triptofano.

Quando a proteina encontra-se com o seu dobramento correto, os triptofanos
encontram-se no cerne hodrofébico e possuem alta intensidade de fluorescéncia, o que
nao ocorre quando a proteina ndo encontra-se dobrada corretamente e os triptofanos
ficam expostos ao solvente hidrofilico, reduzindo desta forma a sua intensidade de
fluorescéncia. Além disso, a intensidade de fluorescéncia e o0 comprimento de emissao
maximo podem variar se o triptofano é usado como sonda.

AplOs preparar as amostras das proteinas recombinantes purificadas do
sobrenadante e do precipitado, ambas as amostras foram submetidas a leituras para
tirar o espectro de fluorescéncia, para identificarmos se as amostras estavam ou nao
dobradas corretamente para executarem a sua funcao.

Na figura 104 A temos os graficos sobrepostos do CBD2 soluvel (linha vermelha)
e CBD2 precipitado (linha azul). Analisando este grafico podemos verificar que o CBD2
soluvel esta estruturado quando comparado ao CBD2 purificado do precipitado que fica
totalmente sem estrutura, assim como relata Ladokhin (2000). O pico de emissao desta

proteina foi em torno de 380 nm
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Figura 103: Espectros de fluorescéncia intrinseca do CBD2 (A) e CBD3 (B) excitado em diferentes
comprimentos de onda .As linhas azuis sédo os CBDs do precipitado e as linhas vermelhas sdo os CBDs

soluveis.

Na figura 103 B temos o grafico plotado com os dados provenientes do espectro
de fluorescéncia do CBD3. A linha vermelha indica o CBD3 soluvel e a linha azul
corresponde ao espectro do CBD3 purificado do precipitado. Podemos visualizar
através deste grafico que o CBD3 soluvel encontra-se muito provavelmente dobrado
corretamente assim como o CBD2 soluvel mostrado na figura 103 A. O pico
correspondente ao comprimento de emissao de fluorescéncia da proteina corresponde
ao mesmo do CBD2, 380 nm e também podemos ver que o CBD3 do precipitado nao
foi totalmente desnaturado como o CBD2 do precipitado.

De acordo com os dados obtidos acima, podemos realizar os experimentos de
interacdo com a quitina coloidal, pois tudo indica que estes dominios encontram-se

dobrados corretamente de maneira a poder interagir com a quitina coloidal.
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4.5.3.6. Ensaios de interagdo entre quitina coloidal e dominios ligante de
quitina (CBD)

Apos a purificacdo do CBD2 e CBD3 soluveis, estes foram usados para realizar
0s experimentos de interagcdo com a quitina coloidal como descrito no item 3.23.

As peritrofinas séo proteinas constituidas pelos dominios ligantes de quitina
(CBD), os quais possuem em sua estrutura secundéria folhas-g formadas dentro dos
dominios ligadas por pontes dissulfeto entre as cisteinas, criando um bolso de ligacao
onde residuos hidrofébicos (item 1.7.4) conservados formam interacées com a quitina.
Observando estes detalhes da interacdo entre a quitina e o CBD provavelmente ocorre
uma interacao hidrofobica. Os resultados obtidos apds os experimentos de incubacdo
da quitina com o CBD estao relatados nas figuras 104 e 105.

Este experimento foi realizado para verificar a funcédo destes CBDs “in vitro”
frente a sua funcéo biolégica de se ligar a quitina formando a membrana peritréfica. Na
figura 104 temos o experimento realizado com o controle negativo. Este controle € uma
proteina, neste caso a albumina sérica bovina, a qual ndo se liga a quitina e desta
forma toda a proteina usada no experimento de interacdo com a quitina € eluida na
fracdo ndo ligada (NL) e nada é eluido nas frac6es de lavagem (L1=lavagem com
tampdo, L2=lavagem com tampdo + 1M de NaCl, L3=4cido acético 100 mM e
L4=tampao de amostra com B-mercaptoetanol e SDS+10 min de fervura). Também na
figura 104 temos o resultado do experimento de interacdo da quitina com o CBD2, no
qual observamos que certa quantidade do CBD2 né&o se liga a quitina e, portanto
aparece na fracdo nao ligada (NL). Nas lavagens seguintes com tampéao fosfato 50 mM
pH 8 (L1) e este mesmo tampao com 1 M de NaCl (L2) podemos ver uma banda do
tamanho esperado de aproximadamente 18 KDa. Na lavagem L1 pouca proteina do
CBD ¢ eluida da do meio e o restante é recuperado na lavagem L2 que seria com 1M
de NacCl.
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Figura 104: Analise das interacdes entre quitina e o controle e entre quitina e o CBD2. Gel de
poliacrilamida 12%. L1=lavagem com tamp&o, L2=lavagem com tampéo + 1M de NaCl, L3=4cido acético
100 mM e L4=tamp&o de amostra com B-mercaptoetanol e SDS+10 min de fervura

Na figura 105 podemos verificar o resultado da interacdo entre o CBD3 e a
quitina coloidal. Nesta figura temos parte da concentracdo do CBD3 que néo se liga a
quitina coloidal e é liberada na fracdo nado ligada (NL).Outra fracdo do 1 g total
incubado com a quitina interagiu com ela. Na lavagem 1 (L1) foi recuperada uma certa
guantidade da proteina, na segunda lavagem (L2), recuperamos mais um pouco do
CBD3 e na lavagem 4 (L4) recuperamos o restante da proteina

Comparando a figura 104 (CBD2) com a figura 105 (CBD3) verificamos uma
diferenca na interacéo, sendo que o CBD3 interage mais fortemente do que o CBD2,
mas ambas interagem com a quitina coloidal. Isso nos deixa aberto para a realizacao
de novos experimentos de interagdo utilizando principalmente a técnica de ressonancia
plasmonica de superficie.

Também foi realizado o mesmo experimento de interacéo utilizando um tampéao
fosfato 10 mM com forca ibnica 5 vezes menor para verificar se a forga ibnica
influenciaria na interagdo. No experimento utilizando uma concentragdo de 10 mM

observamos que a interacdo do CBD piorou, sugerindo que o aumento da forca ibnica
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podera favorecer a interacdo do CBD com a quitina coloidal, uma vez que esta

interacdo provavelmente é hidrofébica.

P NL L1 L2 L3 L4
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Figura 105: Analise das interacdes entre quitina e o controle e entre quitina e o CBD3. Gel de
poliacrilamida 12%. L1=lavagem com tamp&o, L2=lavagem com tamp&o + 1M de NaCl, L3=4cido acético
100 mM e L4=tamp&o de amostra com B-mercaptoetanol e SDS+10 min de fervura.

4.5.3.7. Medida da interacdo de peritrofinas com quitosana utilizando a
técnica de Ressonancia plasmoénica de superficie.

A técnica de ressonancia plasmoénica de superficie utiliza uma cémara de
deteccdo de imagem, que € a chamada CCD (Charge coupled device ou dispositivo de
carga acoplado) e o equipamento é denominado SPRi. Com este método pode-se obter
a visualizacdo de toda a area da superfice do sensor, que pode ser dividida em
pequenas areas (“spots”), sendo possivel efetuar diferentes funcionalizagdes em cada
uma delas. A variacdo na reflectancia devido a interacdo molecular (ou biomolecular)
em cada um dos spots é entdo registrada pela camara CCD.

Nos experimentos realizados e descritos aqui foi utilizado o polimero natural
quitosana aplicado a superfice de ouro do prisma do equipamento, como suporte para

possivel formag¢do de monocamadas ou bicamadas.
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Quitosana € um polimero obtido a partir de quitina, por um processo de
desacetilacéo parcial, através de tratamento com hidréxido de sodio 40% a 120°C com
duracdo aproximada de 3 horas. Esse tratamento produz um grau de desacetilacdo de
70% a 80%. Sua estrutura molecular € formada pela repeticio de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-ribose) unidos entre si por ligagdes 3
(1-4). O grau de desacetilagdo determina também o grau de solubilidade do polimero
em solucdes acidas diluidas (2<pH<6) Chatelet et al. (2001) e Ravi Kumar et al. (1999).

Utilizamos a quitosana para realizar estes experimentos, por se tratar de um
polimero derivado de quitina, que € o componente estrutural da membrana peritréfica
de Tenebrio molitor, juntamente com as peritrofinas. As peritrofinas interagem com a
quitina na formacdo desta membrana, revestindo o tubo digestivo inseto e adquire as
diversas funcdes relacionadas a membrana peritréfica ja citada na introducéo.

Para gerarmos resultados mais isentos de interferentes e mais quantitativos, foi
escolhido o uso do equipamento de SPRI.

Durante os experimentos com SPRiI, foi utilizada a quitosana solavel em pH 6,5 e
o pH utilizado para as injecdes do CBD3 foi 5,0, ambos em tampao acetato 50 mM.
Foram escolhidos estes pHs porque sé&o os pHs nos quais ambas as formas que estéo
interagindo n&o tem cargas e desta maneira a interacao entre quitosana e o CBD3 néo
seria uma interacao por carga, tornando a interacao mais especifica.

O primeiro passo nos experimentos foi tornar a superfice do ouro saturada de
quitosana para que ndo ficasse livre nenhuma superficie do ouro, pois o ouro é muito
reativo e poderia gerar interacdes inespecificas com o CBD3.

A figura 106 mostra a cinética de adsor¢do da quitosana em superficie de ouro

como descrito no item 3.23.
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Figura 106: Variacdo da reflectividade em func¢éo do tempo de adsorcao de quitosana. S&o indicados os

momentos de inje¢do de quitosana (10 mg/mL). As inje¢cBes de tampao indicadas referem-se ao tampéao

acetato pH 6,5.

Pode-se observar na figura 106 que a injecdo das solucbes de quitosana em
tampéao pH 6,5 causam mudanca na reflectividade da superficie de ouro/tampéo e isto
pode ser visto nas imagens de SPRi, onde o clareamento (aumento da reflectividade)
de uma determinada regido em comparacdo com outra, indica a ocorréncia de
adsorcao. As imagens da figura 107 mostram que, do momento anterior a injecao da
quitosana (imagem A) até 25 minutos apdés o inicio da adsorcéo (imagem C) ocorrem
variagbes na imagem, tornando-se mais heterogénea em (C) do que em (A). Esta
heterogeneidade mostra a mudanca de refragdo na superficie do prisma de ouro,

detectada pela camera, mostrando que a quitosana esta ligada nesta superficie.
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Figura 107: Imagens obtidas por SPRi na adsor¢ao de quitosana sobre o eletrodo de ouro. (A) superfice
do prisma antes da injecdo de quitosana, (B) Prisma apds 10 minutos de adsorcdo da quitosana, (C)
Prisma apés a Ultima lavagem com tampao acetato.

Apoés as analises acima, verificamos que a superficie do prisma estava coberta
pelo filme de quitosana como mostrado nas figuras 106 e 107. Mais um teste foi
realizado para confirmar que nenhuma fresta de ouro estava exposta ao meio. Para
isso foi injetada a proteina BSA (soro albumina bovina) na concentracdo de 2mg/mL,
muito utilizada para preencher espacos ndo ocupados pelo polimero de quitosana, uma
vez que esta proteina consegue penetrar em ranhuras ndo alcancadas pelo polimero
devido ao seu tamanho. Apoés esta injecdo, foi possivel dar inicio as inje¢cdes contendo
CBD3.

A camada de quitosana ligada na superficie do ouro proporciona um suporte
para acomodac¢do do dominio ligante de quitina (CBD3) e apds esta modificagéo,
comecaram 0s experimentos para saber se ocorre e de que maneira acontece a ligacao
entre a quitosana e o CBD3. A eficiéncia de sistemas multicamadas baseados na
adsorcdo em superficies de ouro foi descrito anteriormente para quitosana/fosfolipideos
(Faldt, Bergenstahl & Claesson, 1993).
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Figura 108: Variacdo da reflectividade em funcdo do tempo durante a adsorcdo do CBD3 em meio
tamponado sobre monocamada de quitosana. Sao indicados os momentos das adsor¢des de CBD3. As
injecBes de tampdo também séo indicadas.

O grafico da figura 108 esboca a cinética de adsor¢cdo do CBD3 na quitosana, de
acordo com o protocolo descrito no item 1.12. Nota-se que ocorre uma grande variacao
de reflectividade quando uma solucdo de proteina CBD3 entra em contato com a
camada de quitosana. Verifica-se que mesmo apos a lavagem com tampéo, a camada
de CBD3 ligado mantém-se ligado, sendo lavado apenas o excesso nao ligado, isto € a
linha horizontal ap6s remocdo do excesso € mais alta que imediatamente antes da
adicao do CBD3.

A guantidade de proteina ligada na superficie foi pequena, mas comprova a
interacdo entre a quitosana e o dominio ligante de quitina. Esta interacado néo é desfeita
guando injeta-se tampao para lavar o excesso de proteina que estava no meio.

Esta interacdo agora serd refinada utilizando-se as outras construgfes de
dominio ligantes de quitina (CBD) e sera monitorada a eficiéncia de interacdo destes
com a quitosana. Também tentaremos fazer uma nova camada de quitosana sobre o

CBD3 ligado para verificar se a quitosana ligaria, mostrando mais uma vez que a
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quitosana esta interagindo com o CBD e formando uma nova camada. Mutagdes sitio-
dirigidas também podem ser feitas nos residuos hidrofébicos que imagina-se que seja o
responsavel pela interacdo entre os dominios ligantes de quitina e a quitosana,
repetindo-se a seguir o experimento para medir a interacdo de CBD3 com quitosana.

Para mensurar a quantidade de proteina CBD3 que se ligou a superficie de
quitosana foi utilizada algumas formulas mostradas ao longo da tese onde levamos em
conta alguns parametros extraidos dos dados obtidos no equipamento SPRi

Utilizando-se as equacdes 2 e 3 no calculo da espessura da camada de
quitosana e quantidade de material adsorvido, e admintindo-se os valores de (A(%R) =
reflectividade apoés interacdo — reflectividade antes interacéo), (A(%R)/An = 2739,41),
(ne = 1,33672 para quitosana e ner = 1,1,3379 para CBD3), n, = nacetato 50 mM =
1,3336 para a quitosana e 1,3375 que € 0 n, apds a adsorcdo da quitosana utilizado
como linha base para a intera¢do do CBD3 e (n, = nquitosana = 1,50 e nproteina = 1,8.
(Huang et al., (2003)) calculou-se que a monocamada de quitosana tinha 24 A° (2,4 nm)
de espessura e a quantidade de quitosana adsorvida era de 2,67 ng/mm?®. Esta
espessura do filme de quitosana esta condizente com a literatura, que diz que filmes de
quitosana variam desde 7 até 30 A° de espessura para varias camadas de quitosana,
dependendo do grau de desacetilacdo (Huang et al., 2003, Sorlier et al., 2003 e
Fujimoto et al., 2002).

Para os valores encontrados para CBD3, temos que a o filme de proteina
formado possui uma espessura de 3,2 Ao e a quantidade de CBD3 interagindo com a
quitosana é de 0,03 ng/ mm?.

Para fazer os célculos de quantificacdo da interacdo de CBD3 com a quitosana
foram utilizados valores de dn/dc encontrados na literatura para outras proteinas e
estédo todos na ordem de 1,8.

Esta quantificacdo da interacdo do CBD3 com a quitosana podera ser muito util
na comparacdo entre os diferentes tipos de peritrofinas clonadas ao longo deste
projeto, uma vez que poderemos comparar as afinidades entre proteinas com diferentes
nameros de dominios ligantes de quitina e desta forma quantificar esta diferenca de
interacdo e também gerar modificacdes sitio-dirigidas que comprovem o local desta

interacao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
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5. Discussao geral
5.1. a-Manosidase

As a-manosidases intestinais da larva de T. molitor ocorrem na forma soluvel
(82% da atividades total) e ligada a membrana microvilar (18%). As formas sollveis
foram submetidas a 3 passos cromatograficos, resolvendo duas atividades: uma
majoritaria Man1l e outra minoritaria Man2.

As duas manosidases apresentam propriedades muito semelhantes, tais como
peso molecular de 123 kDa (filtracdo em gel), pH 6timo (5,6) e sensibilidade para
Swainsonina (Ki Manl, 68 nM e Ki para Man 2, 63 mM). J4 as especificidades por
substrato variam um pouco: Manl prefere ligagdes a-1,2 manosidicas, enquanto que
Man 2 quebra melhor a-1,3 manosidicas, embora nos dois casos as ligagdes a-1,2, a-
1,3 e 0-1,6 sejam atacadas. Essas caracteristicas permitem classificar essas a—
manosidases como da classe Il, isto € das manosidases catabdlicas, que pertencem a
familia 38 das glicosideo hidrolases (Henrissat & Bairoch, 1993), junto as manosidases
lisossbmicas (Howard et al., 1997). Enzimas semelhantes foram encontradas no
besouro Rhynchophorus palmarum (Bedikou et al., 2009a; 2009b).

Os dados do transcriptoma (pirossequenciamento) intestinal de T. molitor foi
usado para completar uma sequencia de a—manosidase que havia sido descoberta em
varredura ao acaso de biblioteca de cDNA (sequenciamento Sanger) e para obter
dados sobre outras a-manosidases. O pirossequenciamento revelou 19 sequencias de
a-manosidases, mas nenhum contig correspondia a sequencia descoberta
anteriormente. Apos alinhamentos mudltiplos, desconfiou-se que o contig 12 era a
continuagdo da sequéncia original da a—manosidase. Utilizando-se de iniciadores
apropriados, a suspeita foi confirmada e uma sequéncia completa foi obtida e
denominada de TmMan1.

Um cladograma gerado com as sequéncias de todos os contigs obtidos , assim
como de sequéncias representativas das familias 38 e 47 das glicosideos hidrolases,
mostrou que todas a nossas sequéncias, exceto o contig 7, pertencem a familia 38.

Algumas sequéncias, por serem muito pequenas, ndo apareceram no cladograma.
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Um cladograma, agora sé das sequencias da familia 38, mostrou que todos os
Nossos contigs , exceto o contig 13, 4 e 7 que ndo possuem peptideo sinal, reuniram-se
em um unico grupo monofilético.

Todas as sequéncias com mais de 100 reads (exceto o contig 9) tiveram a sua
expressdo tecidual avaliada por RT-PCR. Os resultados mostraram que sO Ss&o
expressos no intestino ou intestino e tubulo de Malpighi, implicando na possibilidade de
serem digestivas. Dessas sequencias, as unicas com peptideo sinal sdo a TmManl
(contig 12) e o contig 14 e, portanto, devem corresponder as atividades Manl e Man2.
Levando em conta o numero de reads, TmManldeveria corresponder a Man2 e o contig
14 a Manl. E possivel, embora necessite de confirmac&o, que os contigs 8 e 15 sejam
de expresséo lisossdémica.

Um peptideo sintetizado que correspondia a sequencia Unica da TmManl foi
usado para gerar anticorpos, que reconheceram a Man2, mas nédo a Manl, confirmando
a identificacdo de TmManl com a Man2. Esse anticorpo foi também utilizado para
imunolocalizar a TmMan1 nas células intestinais de T. molitor. Os resultados mostraram
que a TmManl é secretada de forma apdécrina pela regido anterior de intestino de T.
molitor .

Esse trabalho é o primeiro que mostra a ocorréncia de a—manosidases com
especificidade similar aquelas lissossbmicas, mas que sdo secretadas apdcrinamente
para fora da célula, devendo agir no limen intestinal, removendo residuos de manoses

de oligossacarideos manosilados.

5.2. Fisiologia molecular intestinal
5.2.1. Consideracdes gerais

O numero de transportadores e canais encontrados no transcriptoma intestinal
de T.molitor de cada tipo escolhido (em namero de 10) foi muito grande. Uma parcela
significativa desses deve desempenhar fungdes gerais da célula e ndo estar envolvido
diretamente nos eventos relacionados a digestdo. Dessa forma, na elaboracdo dos
modelos fisioldgicos sé foram levados em conta aqueles expressos exclusivamente no
intestino médio ou no intestino médio e tdbulos de Malpighi. As sequéncias co-

expressas no intestino médio e tubulos de Malpighi foram levadas em consideracao
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porque € conhecido que os tubulos de Malpighi nos insetos (Beyenbach, K. W, 2003),
assim como nos rins dos vertebrados, (Boron e Boulpaep, 2005) compartilham
transportadores e mesmo algumas enzimas digestivas com o intestino meédio. Isso é
compreensivel, porque apos o filtrado inicial (tanto dos tubulos de Malpighi e rins), este
deve ser reabsorvido seletivamente de forma a recuperar nutrientes e ions de

importancia bioldgica.

5.2.2. Transporte facilitativo e ativo de ions

Os tipos de transportadores e canais melhor conhecidos (revistos na introducéo)
foram considerados aqui. Contudo, a discussao dos canais de cloreto, transportadores
de bicarbonato, NHs/ NH," e o co-transportador K*/CI" foi reunida aos sistemas descritos
nos proximos itens, onde sua participacao é relevante.

As V-ATPases sdo altamente conservadas na sua evolucdo e se relacionam
com diversas funcdes dos organismos eucariéticos. Esta bomba pode acidificar uma
grande variedade de organelas intracelulares e também bombeia prétons através das
membranas criando um gradiente de prétons que € utilizado como energia para a
execucdo de muitas fungdes celulares como, por exemplo, o transporte de solutos
através das membranas.

Em T. molitor, através do pirossequenciamento do cDNA do intestino médio,
foram encontradas 3 sequéncias similares a V-ATPases e destas 3 sequéncias uma
delas foi expressa somente no intestino médio, mas distribuida ao longo das 3 regifes
do mesmo (A, M e P). A outra sequéncia foi expressa ao longo do intestino médio e nos
tubulos de Malpighi e a ultima sequéncia é expressa nas regides anterior e posterior do
intestino médio e nos tubulos de Malpighi (Fig. 109).

A V-ATPase em T.molitor parece ser uma bomba usada para energizar muitos
dos transportes ao longo do intestino médio como, por exemplo, o de oligopeptideos
(ver Transporte de nutrientes), mas nao é possivel avancar somente com os dados
disponiveis.

As sequéncias similares as de canais de potassio encontrados no
pirossequenciamento intestinal de T.molitor foram em numero de 3 sequéncias e

somente uma delas foi especifica do tubo digestivo. Esta sequéncia foi expressa
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somente na regido média do intestino médio de T.molitor com 19 reads. Este canal
pode estar envolvido na manutencdo da homeostase celular e também no potencial
eletroquimico, uma vez que muitos transportadores utilizam Na“ e H® como ions para
auxiliarem no transporte e o K* poderia repor a carga retirada por estes tipos de
transportadores. Os dados ndo permitem uma discussao mais detalhada.

As bombas de Na’ e K" sdo responsaveis pelo equilibrio de cargas (ver
introducdo) e, portanto estdo presentes na maioria dos tipos celulares. Foram
encontradas 3 sequéncias similares a este tipo de transportador. Os resultados do RT-
PCR nos mostraram uma distribuicdo ao longo do intestino médio e também nos
tubulos de Malpighi do Unico contig que pode ser amplificado. O cladograma das
sequéncias mostrou ramos onde as sequéncias de Tenebrio molitor sempre tiveram
maior similaridade com bombas de Na* e K* de T.castaneum.

Daqueles resultados se depreende que aquelas diferentes bombas divergiram
antes da especiacdo de T.molitor e T.castaneum e que no intestino médio devem
ocorrer na base celular e desempenhar funcbes de homeostase ib6nica a elas
geralmente atribuidas.

Duas sequencias de cotransportadores de oligopeptideos/H® foram
encontradas no pirossequenciamento. Estas duas sequéncias se expressam de forma
crescente ao longo do intestino médio, sendo sua maior expressao na regido posterior
com 148 reads contra 79 reads da regido anterior e 79 reads da regido média (Fig.
109). E compreensivel que sua express&o seja maior na regido posterior, uma vez que
ali € a ultima possibilidade de absorcdo dos oligopeptideos que ainda estiverem no
limen, remanescentes da digestéo final de proteinas que ocorre nesta regido posterior
de T.molitor, segundo Cristofoletti et al. (2001).

Abaixo temos a figura 115 mostrando um panorama geral de distribuicdo dos
transportadores de T.molitor que sao tipicos de algumas regifes do intestino médio e

possivelmente exercem sua fungcéo dentro da fisiologia molecular deste inseto.
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Intestino médio de Tenebrio molitor Tubulos de
4\ Malpighi L
Anterior Médio Posterior /f
/ A4 \
Reads A Reads M Reads P Reads TM
V-ATPase Contig 7 121 121 121
26
V-ATPase Contig 8 26 26 26
V-ATPase Contig 9 46 0 46 46
Total reads V-ATPase: 193 147 193 72
Reads M
CK* Contig 309 19
Total reads CK™: 0 19 0 0
Reads P
Cotp K* CI" Contig 88 I 19
b . 18
Cotp K™ CI" Contig 141 -
Total reads Cotp K* CI 0 0 19 0
Reads A Reads M Reads P
0
Simp H+Olig Contig 284 0 - 69
Simp H+Olig Contig 285 ] 79 ] 9 B
Total reads Simp H+Olig : 79 79 148 0
Reads A Reads M Reads P
o _ 33 33 33 33
Ne' < ATPase contig 149 — e -
Total reads Na™ K™ ATPase: 33 33 33 33

Figura 109: Distribuicdo dos transportadores de ions ao longo do tubo digestivo de T.molitor. O nimero de
reads foi obtido através do pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os
mesmo foram distribuidos igualitariamente entre as diferentes regides onde foram detectados pela presenca

de expresséo do transportador.

Reads TM
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5.2.3.Transporte de nutrientes

Os transportadores de aminoacidos estdo representados por 13 sequéncias
dentre os 10 tipos de transportadores pesquisados no transcriptoma. Dentre as 13
sequéncias, quatro mostraram-se especificas de tubo digestivo, com expressao
uniforme ao longo do seu comprimento. Um dos 13 transportadores teve sua expressao
encontrada no tubo digestivo e também nos tubulos de Malpighi, como mostrado na
figura 110 abaixo. Com este panorama dos transportadores de aminoacidos mostrados
na figura 50 e resumidos na figura 110, podemos dizer que estes participam da
captacdo de aminoacidos ao longo do tubo digestivo. Apesar da digestdo de proteinas
em T.molitor ser mais significativa na regido posterior do intestino médio (Terra et al.,
1985), o contrafluxo intestinal desloca 4gua e nutrientes para as regides anterior e
média do intestino médio. Desta forma os transportadores de aminoacidos em qualquer

posicdo estariam envolvidos na captacdo de aminoacidos para as células.

Reads P Reads TM

[ 35

Intestino médio de Tenebrio molitor Tabulos de
N Malpighi
N A ~
Anterior Médio Posterior
/ - /’f
Reads A Reads M
8 8
TA Contig 7 [ B s [ ]
TA Contig 8 s B B s B
3
TA Contig 13 B —/ s 3
TA Contig 14 B 0 B 2 B 2
TA Contig N 35 N 35 I 35
Total reads TA: 61 61 61

35
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Figura 110: Distribuicdo das sequéncias dos transportadores de aminoacidos com expressdo nas
diferentes regides do intestino médio (anterior, média e posterior) e também nos tubulos de Malpighi. O
namero de reads foi obtido através do pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de
T.molitor e os mesmo foram distribuidos igualitariamente entre as diferentes regides onde foi detectado a
expressdo do transportador. Esta distribuicdo igualitaria foi feita porque ndo podemos diferenciar as
expressfes somente pelo RT-PCR que é qualitativo. TA= transportador de aminoacidos.O total de reads foi
feito com a soma dos reads nas diferentes regides. Os transportadores que tiveram a sua expressao em
outras regides além do intestino médio de tubulos de Malpighi ndo aparecem nesta figura.

Foram encontrados 15 sequéncias diferentes de transportadores de acucar,
sendo dois destes do tipo SGLT e 13 do tipo GLUT. Destes 15, 6 deles sdo expressos
somente no tubo digestivo de T.molitor e somando o n° de reads destes transportadores
especificos de tubo digestivo podemos ter um panorama geral da localizacdo destes
transportadores e a sua importancia quanto aos fendmenos de absorcdo de acguUcar
dentro da fisiologia molecular de T.molitor. De acordo com a figura 111, na qual
podemos visualizar a soma dos reads dos transportadores ao longo do intestino médio
de T.molitor e também o0s que sdo expressos em tubulos de Malpighi. A soma dos
reads dos transportadores especificos de tubo digestivo nos demonstra uma
uniformidade na expressdo dos transportadores de acUcar ao longo do intestino médio.
Esta expressdo dos transportadores sugere que eles favorecem o transporte dos
acucares resultantes da digestdo de carboidratos ao longo de todo o intestino médio, de

forma similar ao discutido para os aminoacidos.
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—\ Intestino médio de Tenebrio molitor

Tubulos de

Anterior

N

y

Médio

/

Posterior

_—

TmGlut 1

TmGlut2 [
TmGlut3 N
TmSGLT 5 [
TmGlute I
TmGlut7 N
TmSGLT 9 [
TmGlut 11
TmGlut 12
TmGlut 13 N

TmGlut 14
TmGlut 15 1

Total reads Tranp agucar:

Reads A

22

20

13

108

Reads M

11

22

13

99

Reads P

1 —

13

92

Reads TM

11

22

18

66

Figura 111: Distribuicdo das sequéncias dos transportadores de aglUcar com expressao nas diferentes regides
do intestino médio (anterior, média e posterior) e também nos tubulos de Malpighi. O nimero de reads foi obtido
através do pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os mesmo foram
distribuidos igualitariamente entre as diferentes regides onde foi detectado presenca de expressao do
transportador. Esta distribuicao igualitaria foi feita porque ndo podemos diferenciar as expressées somente pelo
RT-PCR que é qualitativo. TmGlut= transportador de agucar do tipo Glut. TmMSGLT: transportador de ac¢lcar do
tipo SGLT. O total de reads foi feito com a soma dos reads nas diferentes regifes. Total de reads especificos foi
feito somando os reads dos contigs que s8o expressos somente nas 3 regifes do tubo digestivo. Os
transportadores que tiveram a sua expressdo em outras regides além do intestino médio de tubulos de Malpighi

nao aparecem nesta figura (contigs TmGlut4, TmGlut8 e TmGIlut10).
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5.2.4. Tamponamento do pH luminal

O intestino médio de T.molitor apresenta um pH luminal tamponado de 5,6 nas
regibes anterior e média e de cerca de 8 na regido posterior (Terra et al., 1985). A
manutencdo desses pHs deve estar relacionada a existéncia de transportadores com
expressao regionalizada ao longo do intestino. Um exame dos resultados obtidos com o
transcriptoma identificou bons candidatos para gerar os tampdes adequados.

A figura 113 resume a expressio confinada dos transportadores de NHa/NH;"
as regides onde o pH do intestino médio do inseto é mais acida, o que concorda com o
fato de que o ion aménio NH,4*, quando lancado no limen, liberara H+ reduzindo o pH
do meio devido ao aumento de H” livre.

O pH de uma solucdo de NH,CI é cerca de 5,6, 0 mesmo valor do pH encontrado
na regido anterior do intestino médio de T.molitor. Existem dois tipos de transportadores
de amoénio/ambnia que se separam no cladograma. Um deles retne-se com conhecidos
transportadores bidirecionais NH3z (amonium 1, aménia) e o outro com o transportador
do ion aménio (amonium 2, NH;"). Por outro lado, ha uma expressdo de
transportadores de cloreto que se manifesta mais intensamente na regiao anterior
(figura 114). Reunindo essas informacfes € possivel propor o modelo abaixo (figura

112) para acidificacdo da regi@o anterior do intestino médio de T.molitor.

H+
45/ NH,* cr
NH3 Ldmen intestinal
NH," Cl
e
NH3 x
H+

k / Célula intestinal

Figura 112 : Modelo para explicar a acidificacdo das regides anterior e média do intestino médio de
T.molitor. Amdnia celular é protonada, quando o ion aménio que é levado ao limen pelo transportador
amonio 2, acompanhado pelo ion cloreto que passa ao lumen pelo canal de cloreto. O ion aménio
desprotona no lumen, acidificando o meio e gerando aménia que volta a célula pelo transportador de
amonio 1.
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Intestino médio de Tenebrio molitor Tabulos de
N Malpighi

N A

Anterior Médio Posterior %
y
Reads A Reads M Reads P \Reads ™

Transp Amonium 1 [ 33 3

Transp Amonium 2 [ 12 B e
Total reads: 45 45 0 0

Figura 113: Distribuicdo dos transportadores de amdnia/amonio. O nimero de reads foi obtido através do
pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os mesmo foram distribuidos
igualitariamente entre as diferentes regibes onde foram detectados pela presenca de expressdo do
transportador.

Intestino médio de Tenebrio molitor Tabulos de
N Malpighi
N /
Anterior Médio Posterior /f
/ ,
Reads A Reads M Reads P Reads TM

CCI Contig313 [N 36 I 6 s 36

ccr Contigz7o 1l * s

CCI Contig 361 [N 3 s e s

Total reads CCI: 43 43 36 3

Figura 114: Distribuicdo dos canais de cloreto. O nimero de reads foi obtido através do pirossequenciamento
do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os mesmo foram distribuidos igualitariamente entre as
diferentes regifes onde foram detectados pela presenca de expressao do transportador.
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O outro transportador relevante aqui é o transportador de bicarbonato. Foram
encontradas 9 sequéncias identificadas como sendo similar a este tipo de
transportador. Destas 9 sequéncias, 2 delas possuem uma expressao restrita a regiao
posterior do intestino médio e aos tubulos de Malpighi (contigs 178 e 196). O contig 197
poOSsui a sua expressao nas trés regides do intestino médio e o contig 314 possui a sua
expressao nas regides anterior e posterior do intestino médio e também nos tabulos de
Malpighi.

Os transportadores de bicarbonato que sdo expressos em outros tecidos de
T.molitor sem ser o digestivo podem estar envolvidos com outras funcdes gerais sem
ser a digestdo ou entdo podem ser os transportadores que se diferenciam devido a
localizacdo na membrana celular. E possivel que alguns dos transportadores mais
gerais sejam voltados para a hemolinfa (regido basal da célula) e outros se situemna
regido apical da célula e assim podem estar envolvidos com o0 processo de
alcalinizagéo da regiao posterior.

Este tipo de transportadores podem ser cotransportadores de HCOj3™ juntamente
com Na' ou entdo trocadores de HCO3 por CI'. A secrecdo de HCO3 leva ao aumento
do pH na regido, uma vez que sequestra H* para formar H,COs', gerando agua e CO..
Este € um equilibrio tamponante e pode ser um dos atores principais para explicar o

fendmeno fisioldgico de alcalinizacdo da regido posterior do intestino médio.
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\ Intestino médio de Tenebrio molitor Tﬂbulos :E
|g i
Anterior Médio Posterior
Y \ ./f

~ Reads A Reads M Reads P \ Reads TM

TB Contig 178 e 4 N 4

TB Contig 196 B 2 B >

TB Contig 197 [ 55 I 55 B 55

TB Contig 314 [ 4 B , e

Total reads TA: 59 55 115 60

Figura 115: Distribuicdo dos transportadores de bicarbonato. O nimero de reads foi obtido através do
pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os mesmo foram distribuidos
igualitariamente entre as diferentes regifes onde foram detectados pela presenca de expressdo do
transportador. Esta distribuicdo igualitaria foi feita porque ndo podemos diferenciar as expressdes somente
pelo RT-PCR que é qualitativo. O total de reads foi feito com a soma dos reads nas diferentes regides.

Na figura 115 podemos visualizar que a distribuicdo dos contigs dos

transportadores de bicarbonato encontra-se mais expressiva na regido posterior do

intestino médio, sugerindo a relagéo deste tipo de transportador com a alcalinizacdo do

pH luminal nesta regiédo posterior de T.molitor.

Resumindo, os resultados sugerem que a acidificacdo na regido anterior do

intestino de T.molitor pode resultar da secre¢do de NH;" acompanhado do ion cloreto e

a alcalinizacéo na regiao posterior do lancamento no limen de bicarbonato (figura 116).

A importancia dos canais de cloreto é que o mesmo balanceia as cargas e desta forma

pode ser (til juntamente com o transporte de NH,", que gera uma carga no lado onde é

transportado.
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. — - tabulos de
Anterior Media Posterior Malpighi

oo ©

Legenda

Fluxo -

Contra-fluxo
‘ Transportador de bicarbonato
‘ Transportador de amonia

. Canais de cloreto

Figura 116: Resumo da localizacdo dos transportadores envolvidos no tamponamento intestinal de
T.molitor na forma de desenho esquematico das 3 regides do intestino médio de T.molitor. A legenda
resume o0s codigos mostrados na figura. O total de reads foi feito com a soma dos reads nas diferentes

regioes.

5.2.5.Bases moleculares dos contrafluxos intestinais

Os insetos apresentam um fluxo de fluidos contrario ao do bolo alimentar no
intestino médio. O bolo alimentar se movimenta no interior da membrana peritréfica
(membrana quitino-proteica que envolve o alimento no intestino médio), enquanto que o
referido contrafluxo ocorre no espaco ectoperitréfico (espaco entre a membrana
peritréfica e o epitélio intestinal). O contrafluxo € causado pela secrecao de fluido na
regido posterior e a sua absor¢cdo na regido anterior. A existéncia do contrafluxo foi
evidenciada pela observacdo do movimento de corantes ndo absorviveis no intestino
meédio, assim como por uma de suas principais consequéncias, que € a recuperagao

das enzimas difundindo-se da membrana peritréfica e o seu deslocamento para frente,
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impedido a sua excregao. O contrafluxo foi descrito nas ordens principais dos insetos,
com a excecgado dos Hemiptera (percevejos), cujos intestinos sao organizados de forma
diferente dos demais insetos (Terra, 2001; Ferreira & Terra, 2012). Mais recentemente,
um modelo tedrico foi desenvolvido para calcular a distribuicdo intestinal de enzimas
causada pelo contrafluxo (Bolognesi et al., 2008).

Apesar desses avangos, 0os eventos moleculares subjacentes ao contrafluxo
permanecem desconhecidos. Isto é, ndo sdo conhecidas as moléculas envolvidas no
processo de absorcéo e secrecédo de fluidos causadores do contrafluxo. Como veremos
a sequir, os resultados obtidos nessa tese permitiram formular um modelo para explicar
esses eventos em termos moleculares.

Bifano et al. (2010) mostrou in vivo, utilizando percevejos do género Dysdercus
peruvianus, que os transportadores de agucar transportam junto com o0s acgucares
grande quantidade de agua. Os dados de Bifano et al. (2010), juntamente com 0s
registros da literatura referentes a vertebrados que revisaram, deixaram claro que os
transportadores de acucare, principalmente os transportadores do tipo SGLT, sdo os
mais importantes transportadores de agua, embora esse transporte também possa
ocorrer associado a ions. Baseando-se neste dados da literatura podemos considerar
os tranportadores de acucar de T.molitor como sendo 0s principais responsaveis pela
absorcao de agua no intestino médio.

Outra proteina sabidamente envolvida com o transporte de agua sdo as
aguaporinas. Das 3 sequéncias de aquaporinas encontradas em T.molitor, dados de
RT-PCR (fig. 63) mostram que 2 delas sdo expressas apenas nas regides média e
posterior do intestino médio e também nos tabulos de Malpighi, como ilustrado na figura
117. Assim, a secrecdo de agua ocorreria na regido posterior com a ajuda das
aquaporinas.

As aquaporinas sdo canais que transportam agua qua para se movimentar
precisa da ocorréncia de gradientes osmoticos, formados de regra por ions. Os
cotransportadores de K*/ClI" sdo transportadores candidatos para servirem ao
propodsito de contribuirem para a formacdo dos gradientes necessarios. Esse
transportador poderia ter uma localizacdo basolateral, permitindo transportar potassio e

cloreto a partir da hemolinfa para dentro da célula. Outros transportadores ja
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mencionados, e a serem mencionados a frente, auxiliam o movimento dos solutos para
fora da célula através da sua superficie apical. O resultado final € que os solutos a partir
da hemolinfa, particularmente cloreto e potassio, devem ser secretados para o lumen
das células, aumentando a concentracdo luminal de solutos e fazendo a agua ser
secretada por osmose através das aquaporinas. A expressao desses cotransportadores
restrita a parte posterior do intestino médio concorda com a evidéncia que temos dessa

regido ser secretora de agua.

Intestino médio de Tenebrio molitor Tubulos de
N Malgighi
N A
Anterior Médio Posterior
/ 4 %
Reads M Reads P N Reass M
Aquaporina 1 BN ¢ BN o B
Total reads Aquaporina: 14 14 14

Figura 117: Distribuicdo das sequéncias de aquaporinas. O numero de reads foi obtido através do
pirossequenciamento do cDNA extraido do intestino médio de T.molitor e os mesmo foram distribuidos
igualitariamente entre as diferentes regides onde foi detectado presenca de expresséo do transportador.
Esta distribuicdo igualitaria foi feita porque ndo podemos diferenciar as expressées somente pelo RT-
PCR que é qualitativo. O total de reads foi feito com a soma dos reads nas diferentes regides.

A abosor¢do de agua (junto com glicose) ao longo de todo o intestino médio,
enquanto que a secrecdo de agua ocorreria apenas nos dois tergos finais do intestino
meédio com o auxilio de aquaporinas complementado por transportadores de ions, teria
como consequéncia a abosorcao liquida de agua na regido anterior e uma secrecao
liguida no final do intestino médio. Isso esclarece qual a base molecular para a
ocorréncia do contrafluxo intestinal evidenciado por experimentos fisioldgicos.

A figura 118 abaixo resume este quadro de informacgdes a respeito da absorcéo

de acucar ao longo do intestino médio, juntamente com a absorcdo de agua e a
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secrecdo de agua nas regides média e posterior, demonstrado pela presenca de

aguaporinas, evidentemente mais expressasnas regides citadas acima.

Anterior Média Posterior tubulos de

Malpighi
_C -
@ o @

Legenda

Fluxo -

Contra-fluxo

‘ Aquaporina

O Transportador de agUcar e absor¢do de agua

9

Figura 118: Resumo da localizacdo dos transportadores presumivelmente envolvidos na geracdo de contrafluxo
intestinal de Tenebrio molitor. A legenda resume os cé6digos mostrados na figura. O total de reads foi feito com a
soma dos reads nas diferentes regides.

5.2.6.Comentarios finais

Essa tese € pioneira em demonstrar a ocorréncia de a-manosidases digestivas
derivadas de formas lisossébmicas e na identificacdo de sua familia dentre as
glicosidases.

Essa tese é pioneira também em apresentar dados significativos em relacdo a 3
aspectos da fisiologia digestiva de insetos: sitios intestinais de absorcdo de nutrientes,
mecanismo de tamponamento intestinal luminal em besouros e mecanismo molecular
causador do contrafluxo intestinal.

Embora existam dados anteriores a respeito de transportadores de aminoacidos
e de acUcares (revistos na Introducdo), é a primeira vez que um numero grande de

transportadores é tratado de forma conjunta e sdo identificados os seus sitios de
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expressdo. Isso permitiu concluir que o intestino médio de T. molitor absorve
aminoacidos e acucares em toda a sua extensao.

Apesar da importancia de se conhecer os mecanismos de tamponamento luminal
intestinal, pois podem ser alvos para sistemas inovadores de controle de insetos,
apenas em moscas (Terra & Regel, 1995) e lagartas (Dow, 1992) o mecanismo de
tamponamento é conhecido com algum detalhe. Aqui, pela primeira vez, é feita uma
proposta de como seria o tamponamento luminal em um besouro, que € membro do
grupo mais numeroso dos insetos.

Finalmente, também pela primeira vez, é proposto um mecanismo molecular
para explicar o contrafluxo luminal.

Naturalmente, todas essas propostas devem ser vistas como modelos a serem
comprovados por experimentos complementares. Experimentos esses exemplificados
pela supressdo de expressdo de proteinas propostas como relevantes para aos
processos descritos, seguido pela avaliacdo das consequéncias fisioldgicas.
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