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RESUMO

Pimentel, A.C. Estudos Funcionais e Moleculares Relativos as Membranas
Apicais Intestinais de Dysdercus peruvianus. 2016 (137p). Tese de Doutorado -
Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Bioguimica). Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Os insetos da ordem Hemiptera apresentam membranas lipoproteicas que revestem
as microvilosidades das células intestinais, como se fossem dedos de luva, e
formam expans@es para o limen do intestino que parecem terminar em fundo cego.
A presenca das duas membranas no apice dos enterdcitos gera questdes intrigantes
de como se da a formacdo da membrana perimicrovilar, como ocorre a absorcédo de
nutrientes e como se da o encaminhamento de enzimas digestivas para o limen
intestinal. A digest@o de proteinas baseada em enzimas originalmente lisossémicas
€ uma caracteristica marcante nos Hemiptera, em especial os Heteroptera que
evolutivamente voltaram a uma alimentacdo de polimeros. O presente estudo indica
gue o0s genes das proteinases tipicamente lisossdmicas sofrem uma série de
duplicacdes, havendo a manutencdo de um gene para funcdo puramente
lisossdmica e a divergéncia funcional dos demais genes para a funcéo de digestao
extracelular. O gene que mantém a funcdo lisossbmica ndo é modulado pela
alimentacdo, além de ser expresso nos mais diversos tecidos. Ja 0s genes que se
especializaram na digestéo extracelular ttm a expressdo aumentada com a ingestéao
de alimento, indicando sua funcdo. Parece ndo haver diferenca nas caracteristicas
relacionadas ao encaminhamento celular das proteinas produzidas por esses genes,
indicando que o direcionamento para a rota secretéria € devido a superexpressao
dos genes relacionados a digestdo. Enzimas como alfa-glicosidases, alfa-
manosidases e aminopeptidases que participam da digestdo extracelular seguem a
rota secretdria que envolve a formacdo de vesiculas de dupla membrana. Foi
possivel ampliar o modelo de digestéo incluindo a participacdo das catepsinas D, de
uma alfa-glicosidase soluvel e a possivel participacdo de uma tiolredutase além do
definir o local de atuacéo das lipases. Temos agora uma visédo global da participagao
das enzimas digestivas que atuam na digestdo em D. peruvianus.

Palavras-chave: Manchador do algodoeiro, Membrana perimicrovilar, proteinase
acida.



ABSTRACT

Pimentel, A.C. Functional and Molecular Studies Related to Apical Midgut
Membranes of Dysdercus peruvianus. 2016 (137p). PhD Thesis - Graduate
Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&do Paulo, S&o

Paulo

The insects of the order Hemiptera have lipoprotein membranes lining the
microvilli of midgut cells, like glove fingers, and form expansions into the lumen of the
intestine. The presence of two membranes on the apex of enterocytes thus
generates intriguing questions about the formation of perimicrovillar membrane, the
absorption of nutrients, and the targeting of digestive enzymes into the intestinal
lumen. The digestion of proteins based on originally lysosomal enzymes is an
important feature in Hemiptera, especially in Heteroptera that evolutionary returned
to feed on polymers. The genes of typical lysosomal proteinases undergo a series of
duplications followed by the maintenance of a gene for purely lysosomal function and
functional divergence of other genes for extracellular digestion function. The gene
that maintains the lysosomal function is not modulated by feeding, in addition to
being expressed in diverse tissues. By the other hand, genes specialized in
extracellular digestion are up regulated by food intake, indicating its function. No
difference was found in the targeting in the proteins produced by these genes, which
indicates that targeting to the secretory route is due to overexpression of digestion-
related genes. Enzymes involved in extracellular digestion as alpha-glucosidase,
alpha-mannosidase and aminopeptidase follow the secretory route that includes the
formation of double membrane vesicles. In this study we increased the digestion
model adding the participation of cathepsin D, a soluble alpha-glucosidase, and the
possible participation of a tiolredutase, and also to defining the place of lipases
operation. We now have a global view of the participation of digestive enzymes

involved in digestion D. peruvianus.

Keywords: Acid protease, Cotton stainer, Perimicrovillar membrane.
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1. Introducéao

1.1. Consideracg®es iniciais

A ordem Hemiptera é a mais diversa dentre os insetos ndo-holometabolos e
compreende insetos das subordens Auchenorryncha (cigarras e cigarrinhas) e
Sternorryncha (pulgdes e cochonilhas), que se alimentam quase que exclusivamente
de seiva vegetal, e da subordem Heteroptera (percevejos), que sdo predadores ou
fitéfagos (Grimaldi e Engel, 2005)

A ordem Hemiptera inclui os diversos percevejos que sabidamente causam
prejuizos a agricultura, como dos pulgdes e cigarrinhas, e sdo vetores de doencas,
como as diferentes espécies de barbeiros. Espécies do género Dysdecus causam
prejuizos a cultura do algodao, pois ao sugarem as macas (fruto jovem) e sementes
causam queda ou retardamento no desenvolvimento do fruto além de permitir a
entrada de patdgenos pelo orificio perfurado. Podem também manchar as fibras do
algodao em decorréncia de seus dejetos (Pereira et al., 2006).

Os insetos da ordem Hemiptera apresentam membranas lipoproteicas que
revestem as microvilosidades, como se fossem dedos de luva, e formam expansdes
para 0 lumen do intestino que parecem terminar em fundo cego (membrana
perimicrovilar, ver Ferreira et al., 1988).

O significado funcional das membranas perimicrovilares, segundo Terra e
Ferreira (1994), seria a absor¢cdo de nutrientes essenciais da seiva sugada pelos
percevejos ancestrais, que seriam semelhantes aos Auchenorryncha atuais. Os
percevejos predadores, sugadores de sangue ou sementes (Heteroptera) teriam
evoluido dos sugadores de seiva e conservado as membranas perimicrovilares para
compartimentar a digestdo, como substituto da membrana peritrofica perdida pelos
percevejos ancestrais.

A presenca das duas membranas no apice dos enterdcitos gera questdes
intrigantes de como se d& a formacdo da membrana perimicrovilar, como ocorre a
absorcéo de nutrientes e como se da o encaminhamento de enzimas digestivas para

o lumen intestinal.
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1.2. Membranas apicais intestinais

Células intestinais tanto de mamiferos quanto de insetos sdo descritas como
contendo uma membrana plasmatica simples com microvilosidases cobertas por
glicocalix no polo apical. H4, contudo, a descricdo da presenca de dupla membrana
do apice de células em insetos sugadores de sangue ou seiva.

Inicialmente descrito nas células intestinais de sugadores de seiva e no
sugador de sangue Triatoma infestans, a presenca da dupla membrana cobrindo as
células epiteliais do intestino médio foi mais bem caracterizada no também sugador
de sangue Rhodnius prolixus (Lane e Harrison, 1979). Foi descrita a presenca de
dupla membrana no &pice celular de Oncopeltus fasciatus. Nele foram descritas
vesiculas no lado luminal da dupla membrana, formado pela membrana externa
(Baerwald e Delcarpio, 1983).

A porcéo apical das células intestinais contém além da membrana microvilar
tipica uma segunda membrana, externa, que circunda a microvilosidade e se alonga
em direcdo ao lumen celular. Essa membrana externa se estende até lumen
intestinal formando um sistema complexo de membranas semelhantes a mielina e é
caracterizada pela presenca de cristas lineares compostas por particulas (Lane e
Harrison, 1979).

Membranas perimicrovilares estdo presentes nas diferentes fases da ninfa e
nos adultos, em animais alimentados ou ndo. A membrana perimicrovilar € uma
estrutura permanente, mas sua extensédo parece depender da disponibilidade de
alimento (Silva et al.,, 1995). E interessante notar que as membranas das
microvilosidases e as membranas perimicrovilaves apresentam composi¢cdo de
enzimas e densidades caracteristicas (Ferreira et al.,, 1988). Como em Rhodnius
prolixus, as membranas microvilares e perimicrovilares dos enterdcitos de Dysdercus

peruvianus diferem quanto a densidade (Silva et al., 1996).
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Figura 1. Modelo de formacdo de membrana perimicrovilar. A esquerda, vesiculas de dupla
membrana brotando da rede trans-Golgi e transportando proteinas secretérias que séo liberadas no
limen apés a fusdo da membrana externa da vesicula com a membrana microvilar e da membrana
interna com a membrana perimicrovilar. A direita, detalhes da origem das vesiculas de dupla
membrana a partir de uma cisterna trans do complexo de Golgi (A) que é envolvida por outra cisterna
(B) e (C). A membrana mais interna desaparece dando origem a uma cisterna de dupla membrana da
qual brotam as vesiculas (retirado de Silva et al., 1995).

Silva e colaboradores (1995), através de experimentos de imunolocalizacao
de uma alfa-glicosidase (marcador de MPM), indicaram que a MPM se origina da
membrana interna de uma vesicula de dupla membrana apés dois eventos de fusao
de membrana (figura 1, esquerda). As vesiculas de dupla membrana se originariam
do rearranjo de duas cisternas adjacentes da rede trans-Golgi, seguido da perda da
membrana interna na cisterna circundante (conforme figura 1, direita).

Tal modelo, contudo, precisa ser mais bem validado utilizando marcadores
celulares dos diferentes compartimentos: contetdo da vesicula interna, espaco entre
vesiculas e membrana da vesicula externa. Gerar anticorpos que identifiquem tais
marcadores seria uma importante ferramenta para melhor compreensdo do

processo. As aminopeptidases ja se apresentam como boas candidatas para
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marcadores do espaco entre a vesicula interna e externa e a catepsina L como
marcadora do contetdo da vesicula interna. Isso porque dados de fracionamento
celular apontam para uma localizacdo intermembrana para as aminopeptidases
(Ferreira et al,. 1988) e as catepsinas sao encontradas no lumen intestinal (Silva e
Terra, 1994).

1.3. Funcao geral e organizacao da digestéo

No Hemiptera hemat6fago Rhodnius prolixus enzimas responsaveis pela
digestdo inicial (hidrélise de polimeros) ocorrem no limen do intestinal, enquanto
aguelas envolvidas na digestdo intermediaria e final (hidrélise de oligbmeros,
trimeros e dimeros) ocorrem ligadas as membranas microvilares e perimicrovilares
dos enterdcitos (Ferreira et al., 1988). Somado a isso, a presenca de estruturas
semelhantes as jungbes de hiato (gap-junctions) na membrana externa
(perimicrovilar) e sua aparente auséncia na membrana microvilar (Lane e Harrison,

1979) indica diferenca funcional entre as membranas.

Figura 2. Esquema do intestino médio de Dysdercus peruvianus. Retirado de Silva et al., 1995. V:
ventriculo.

Considerando agora as porg¢des intestinais, no Hemiptera sugador de
semente Dysdercus peruvianus a digestado de carboidrato e a absorcéo de glicose e
agua se dao principalmente em V1, contrastando com a digestdo de proteinas e
absorcdo de aminoacidos que é feita especialmente em V2 e V3 (figura 2) (Silva e
Terra, 1994). Baseados em experimentos fisioldgicos in vivo, Silva e Terra (1994)
demonstraram haver inibicdo da absorcdo de leucina em D. peruvianus quando
adicionado Na+ na dieta. J& K+ ndo influenciou a absorcdo de leucina. Os autores
propuseram haver absor¢édo de leucina por cotransporte leucina/K”. Transportadores

de tipo GLUT e do tipo SGLT foram parcialmente sequenciados em D. peruvianus e
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suas atividades foram demonstradas in vivo em V1, demonstrando também
cotransporte com potassio (Bifano et al., 2010). H&, portanto, variagdo espacial no
processo de digestdo, seja pela variacdo proteica entre as membranas seja na
variacdo funcional das porcfes intestinais, caracterizando a compartimentalizacéo

da digestéo.

1.4. Encaminhamento celular de enzimas

Insetos em geral apresentam na luz de seu intestino médio uma estrutura
quitino-proteica chamada membrana peritréfica. Esta membrana mantém o alimento
afastado do epitélio e, dentre varias funcfes, garante a compartimentalizacdo da
digestdo. Os Hemiptera, por sua vez, ndo apresentam membrana peritrofica, mas
sim as membranas perimicrovilares (Terra e Ferreira, 2012). A presenca da dupla
barreira causada pelas duas membranas na superficie apical das células
inviabilizaria a secrecdo de enzimas pelas vias classicas em Hemiptera (Silva et al.,
1995).

O encaminhamento de enzimas, de maneira ampla, se inicia na rede trans-
Golgi que, baseada em sinais, dirige as enzimas para trés vias. Proteinas marcadas
com manose-6-fosfato (M6P) sdo encaminhadas para os lisossomos. As duas outras
vias de distribuicdo de proteinas na rede trans-Golgi sdo: a via secretora constitutiva
e o direcionamento para vesiculas secretoras mediado por sinal (secrecao
regulada). Em ambos os casos o sinal que direciona as proteinas secretoras ndo é
conhecido (Alberts et al., 2007).

Na via classica de encaminhamento de hidrolases e proteinas de membranas
ao lisossomo, proteinas sintetizadas no reticulo endoplasméatico rugoso séo
transportadas através do complexo de Golgi até a rede trans-Golgi. Neste momento,
receptores de M6P reconhecem a MG6P presente nas proteinas que seréo
encaminhadas aos lisossomos. A associacdo desses receptores as proteinas
adaptadoras de clatrina auxilia a empacotar vesiculas revestidas de clatrina que
brotam da rede trans-Golgi (Alberts et al., 2007).

A vesicula encaminhada para o sistema lisossomo/endossomo sofre fusao
com outras vesiculas. H4 entdo uma acidificagdo do Iumen tornando ativas as

hidrolases enviadas. A atuacdo de uma fosfatase acida remove o grupo fosfato da
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manose, destruindo o sinal de classificacdo e contribuindo para a liberacdo das
hidrolases lisossdmicas dos receptores de M6P (Alberts et al., 2007).

Seria interessante analisar se proteinas que tipicamente utilizam o
encaminhamento classico, como hidrolases &cidas, apresentam marcacédo por M6P
nos Hemiptera e se esse sinal esta ou ndo presente em proteinas secretadas para o
lGmen.

O estudo dos lisossomos e do mecanismo de encaminhamento de proteinas
nos permitiria distinguir as enzimas tipicamente lisossémicas daquelas que agora
realizam funcdo digestiva nos insetos. Lisossomos apresentam proteinas sollveis e
ligadas a membrana que séo a eles encaminhadas devido a presenca de um sinal. A
maioria das hidrolases acidas soluveis € modificada com residuos de manose-6-
fosfato (M6P), permitindo o reconhecimento pelos receptores de M6P no complexo
de Golgi e subsequente transporte para o sistema lisossomo/endossomo. Ha
também o transporte realizado independentemente da M6P mediada por receptores
alternativos como LIMP-2 e sortilina (Braulke e Bonifacino, 2009).

Bagshaw et al. (2005) comparou as proteinas identificadas por analise
prote6bmica em lisossomos purificados de células de mamiferos com outros trabalhos
feitos com fagossomos e melanossomos. Com isso é possivel identificar candidatos
para marcadores celulares com maior especificidade para lisossomos. Uma proteina
gue se mostrou promissora é a fosfatase acida, que se apresenta bem expressa em
lisossomos, mas ndo foi encontrada em fagossomos e melanossomos. Contudo,
estudos realizados em Rhodnius prolixus (Terra et al., 1988) demonstraram haver
uma fosfatase acida com caracteristicas tipicas da fosfatase acida lisossémica de
mamifero (como especificidade por substrato e respostas a inibidores) no Iimen
intestinal. Neste caso seria importante saber se a fosfatase acida luminal € a mesma
presente nos lisossomos ou se sao distintas. Uma busca por outras enzimas

tipicamente lisossémicas no interior luminal intestinal seria também interessante.

1.5. Enzimas digestivas em Hemiptera e suas origens

Admite-se que o ancestral dos Hemiptera se alimentava de seiva semelhante
aos atuais Auchenorryncha sugadores de floema. A seiva (tanto do floema quanto
do xilema) é em geral pobre em polimeros como proteinas e polissacarideos e

relativamente pobre em aminoacidos livres. Em comparacdo com a seiva do xilema,
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a seiva do floema é rica em sacarose. Portanto, exceto pela hidrélise de sacarose,
nenhuma digestdo de alimento € realmente necessaria em sugadores de seiva. Em
resposta a diluida seiva do floema e xilema, os ancestrais dos Hemiptera teriam
perdido a digestao inicial e intermediaria associada a falta de digestao luminal (Terra
e Ferreira, 2012).

A evolucdo dos Heteroptera estd associada ao retorno da habilidade de
digerir polimeros. Devido a perda das enzimas digestivas originais, foram utilizadas
enzimas derivadas dos lisossomos para digestao do alimento ingerido (Houseman e
Downe, 1983a). A habilidade de digerir polimeros pode ser visto nos Heteroptera
basais atuais que sdo majoritariamente predadores, sendo que alguns grandes e
recentes grupos retornaram a fitofagia (Grimaldi e Engels, 2005).

Lisossomos séo organelas celulares envolvidas na digestéo intracelular com
atuacdo de proteinases especiais chamadas de catepsinas (De Duve, 2005). A
digestdo nos dois maiores tdxons de Heteroptera, Cimicomorpha (como o barbeiro
Rhodnius prolixus) e Pentatomorpha (como o manchador do algoddo Dysdercus
peruvianus), é similar e apresenta proteinases digestivas do tipo catepsina. A
maioria da digestdo de proteinas se da no limen com a acdo de uma cisteino-
proteinase e termina no espacgo perimicrovilar sob a acdo de aminopeptidases e
dipeptidases (Terra e Ferreira, 2012).

Ha indicios que em certos taxons de insetos enzimas tipicamente
lisossbmicas passaram a participar do processo digestivo. Nos Diptera
Cyclorrhapha, por exemplo, temos a atividade de catepsina D no lumen da porgéo
acida de seu intestino médio (Espinoza-Fuentes e Terra, 1987; Padilha et al., 2009).
A catepsina D tem acao tipicamente lisossémica. Contudo, neste grupo de insetos,
um conjunto de caracteristicas parece ter ocorrido como resposta a uma
alimentacdo rica em bactérias (Espinoza-Fuentes e Terra, 1987), dentre elas a
presenca de uma catepsina D digestiva. Desta forma, provavelmente uma
duplicacdo génica possibilitou que atividade lisossémica de catepsina D se
mantivesse e sua copia seguisse outro caminho evolutivo, participando agora da
digestao (Padilha et al., 2009).

No caso dos Coleoptera Cucujiformia sua alimentacdo provavelmente de
graos, que sao ricos em inibidores, gerou uma pressao para gue esses besouros
apresentassem defesas contra a constante inibicdo de suas serino proteinases pelos

inibidores produzidos pelas plantas. A resposta deste grupo de besouros foi a
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expressao de uma enzima do tipo cisteino proteinase que possibilita a digestdo de
proteinas mesmo em uma dieta rica em inibidores de serino proteinases (Cristofoletti
et al., 2005). Contudo, sabemos que as cisteino proteinases como a catepsina L e B
sdo enzimas tipicamente lisossémicas (Kirschke, H, 2004). Assim, temos mais uma
vez a presenca de uma enzima tipicamente lisossomica fazendo agora parte do
processo digestivo de um organismo.

Ha em Heteroptera, no entanto, um grande arsenal de enzimas lisossdmicas
atuando na digestdo como fosfatase acida, catepsina D, catepsina B e catepsina L
(Houseman e Downe, 1980; Houseman e Downe, 1982; Terra et al., 1988). A
presenca dessas enzimas gera a intrigante questdo de como foi possivel alterar o

encaminhamento celular de enzimas dos lisossomos para o limen intestinal.

1.6. Enzimas digestivas de D. peruvianus

Acompanhar o processo de secrecdo de enzimas e analisar seus possiveis
sinais de encaminhamento permitiria compreender melhor qual a base molecular do
trafego de proteinas em um sistema tdo complexo como o dos Hemiptera.

Quando o alimento entra no V1 do D. peruvianus, os sacarideos sao
hidrolisados pela alfa-glicosidase ligada a membrana perimicrovilar. Ha& em V1 a
atividade de uma alfa-manosidase. A pequena atividade de amilase no limen parece
refletir o baixo teor de amido das sementes de algodao. Grande parte da proteina é
digerida em V2 sob a acdo de uma cisteino proteinase e uma aminopeptidase (Silva
e Terra, 1994).

Silva e colaboradores (1996) demonstraram, com experimentos de
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose, a associagdo de alfa-glicosidases e
beta-glicosidases com membranas perimicrovilares e microvilares, respectivamente.

Silva e Terra (1997) demonstraram a presenca de uma alfa-galactosidase
produzida pelo D. peruvianus que, juntamente com atividade de alfa-galactosidase
presente na semente do algodao, hidrolisa rafinose (abundante nas sementes
usadas) que libera galactose e sacarose. A sacarose seria posteriormente
hidrolisada pela alfa-glicosidase presente na membrana perimicrovilar. A galactose,

glicose e frutose derivadas das hidrélises seriam absorvidas, principalmente em V1.
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A compilagéo de enzimas cujas atividades foram descritas no intestino médio
de Dysdercus peruvianus e cujo mecanismo de secrecdo poderia ser estudado esta

presente na tabela 1.

Tabela 1. Compilacdo das enzimas descritas em Dysdercus peruvianus. MPMV: membrana
perimicrovilar; EIM: espaco inter membranas; MMV: membrana microvilar.

Estado de
Enzima Purificacéo Localizagdo Referéncia
Amilase N&o purificada Luminal Silva e Terra, 1994
Fosfatase acida N&o purificada Luminal Silva e Terra, 1994
Fosfatase Luminal + celular em  Silva e Terra, 1994, Silva et al.,
alcalina Nao purificada MPMV 1996
Silva e Terra, 1994; Silva et al.,
Luminal + celular em 1996;
Aminopeptidase Purificada EIM Costa et al., 2011
alfa- Purificacéo Luminal + celular em
Galactosidase Parcial EIM Silva e Terra, 1997
Silva e Terra, 1995; Silva et al.,
alfa-Glicosidase Purificada Celular em MPMV 1996
Luminal + celular em  Silva e Terra, 1994, Silva et al.,
beta-Glicosidase = Nao purificada MMV 1996
Luminal + celular em
alfa-Manosidase N&ao purificada MMV Silva e Terra, 1994
Silva e Terra, 1994; Bifano et al.,
Catepsina L Purificada Luminal nao publ.

A tabela 1 mostra que varias enzimas descritas no intestino médio nao foram
ainda isoladas e, portanto, ndo tiveram suas caracterizacdes cinéticas realizadas.
Das enzimas ja isoladas a alfa-glicosidase teve caracterizada sua atividade sobre
diferentes substratos (sob a acdo de diferentes inibidores), pH 6timo, massa
molecular e presenca de glicosilacdo (Silva e Terra, 1995) e, exceto pela
glicosilacdo, a aminopeptidase teve 0os mesmos parametros calculados (Costa et al.,
2011). Para a melhor compreensao da atuacédo das enzimas presentes no intestino
médio de D. peruvianus seria importante estender os estudos cinéticos para as

outras enzimas citadas na tabela 2.

1.7. Catepsina D (aspartico proteinase)

Inicialmente isolada do bacgo bovino, a catepsina D € uma enzima tipicamente
lisossbmica (Press et al., 1960; De Duve, 2005). Essa enzima € uma endopeptidase
com pH étimo entre 3,5 e 5,0, dependendo do substrato e das condi¢cdes de ensaio.

A especificidade da quebra da cadeia polipeptidica do substrato pela catepsina D é
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similar a pepsina ao preferir aminoacidos hidrofobicos na ligagdo a ser hidrolisada.
Indicios experimentais indicam preferéncia por quebra entre dois residuos
hidrofébicos. E inibida por pepstatina A, assim como outros membros da familia. A
enzima precursora tem peptideo sinal N-terminal que € clivado durante a
translocacdo pela membrana para gerar a procatepsina D inativa (similar ao
pepsinogénio). A procatepsina D sofre hidrolise autocatalitica para a forma ativada
(Conner, 2004).

Considerando os mamiferos, a catepsina D € uma proteinase lisossémica que
constitui em torno de 10% das proteinas lisoss6micas solUveis do figado de rato e
pode ser encontrada em praticamente todos os tecidos animais. E codificada por
apenas um gene em humanos e ratos e expressa de maneira constitutiva na maioria
das células. Pode haver regulacédo positiva em alguns casos (Conner, 2004). Além
da atividade lisossdmica, ha descricdo de catepsina D secretada em alguns insetos
(Padilha et al., 2009, Balczun et al., 2012).

Ha modificacdo por manose-6-fosfato que serve para direcionar a enzima
para lisossomos através da associacao especifica com receptores manose-6-fosfato.
A glicosilagdo ndo € necesséaria para o dobramento ou para atividade enzimatica,

mas sim para o direcionamento da enzima (Fortenberry et al., 1995).

1.8. Catepsina L (cisteino proteinase)

Cisteino peptidases fazem a hidrélise de ligacbes peptidicas. O grupo
sulfidrila do residuo de cisteina hidrolisa a ligacédo peptidica por ataque nucleofilico.
Nesse processo ha participacdo de um residuo de histidina na formacdo de um par
ibnico tiolato-imidazolico. Um residuo de glutamina ajuda na formagéo da cavidade
do oxianion e o residuo de asparagina ajuda na orientacdo do anel imidazdlico,
mantendo assim a estabilidade do sitio ativo (Kirschke, 2004). As cisteino
proteinases sdo ativadas por grupos sulfidrilas (DTT, cisteina) e por agentes
guelantes e séo inibidas por E-64.

As catepsinas L séo classificadas dentro do grupo das cisteino peptidases na
subfamilia C1A que inclui tanto enzimas secretadas como enzimas lisossémicas. A
catepsina L tem atividade predominantemente de endopeptidase, preferindo
hidrolisar ligac6es peptidicas com residuos arométicos em P2 e hidrofébico na

posicdo P3. Catepsinas L séo cataliticamente ativas em pHs 3,0-6,5 na presenca de
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tiol e sdo sintetizadas como preproenzimas (Kirschke, 2004). Catepsinas L s&o
glicosiladas e tém a manose fosforilada no Golgi, sendo o propeptideo fundamental
para o correto dobramento da proteina, estabilidade e transporte para o complexo de
Golgi (Tao, et al., 1994).

1.9. Aminopeptidase N de insetos

Aminopeptidase N (APN) é uma familia de exopeptidases. Aminopeptidases
que estdo presentes nos insetos sao, de maneira geral, solUveis em insetos basais e
ligadas a membrana microvilar em insetos derivados (Terra e Ferreira, 2012). A
atividade das APN intestinal de insetos se da pela clivagem do aminoacido N-
terminal de peptideos, atividade necessaria para a liberacdo de aminoacidos para o
cotransporte nas células epiteliais (Adang, 2004). Aminopetidases purificadas de
Tenebrio molitor e Acyrthosiphon pisum apresentam uma ampla especificidade por
diferentes aminoacidos N-terminais, mas nao hidrolisam peptideos com aminoacidos
acidos. Tém em comum também a preferéncia na hidrélise de tripeptideos (além de
tetrapeptideos no caso de T. molitor) em relacdo a di e pentapeptideos (Cristofoletti
e Terra, 1999; Cristofoletti et al., 2003).

As APN de Lepidoptera foram bastante estudadas por ligar a toxina inseticida
Cryl do Bacillus thurigiensis. A toxina, quando ingerida, se liga ao intestino e se
insere na membrana celular, formando um poro capaz de matar o inseto (Sangadala
et al., 1994). Essa toxina é usada na engenharia genética de plantas para o controle
de pragas.

Considerando os Hemiptera, o Sternorrhyncha A. pisum apresenta atividade
de aminopeptidase na fragdo de membranas correspondente as membranas
lamelares (homélogas as membranas microvilares) (Cristofoletti et al., 2003). Ja nos
Heteroptera D. peruvianus e R. prolixus, a atividade de aminopeptidase estaria na
forma solUvel no espacgo entre a membrana microvilar e a perimicrovilar (Silva et al.,
1996; Ferreira et al., 1988).

1.10. Alfa-glicosidase na digestdo em insetos

As alfa-glicosidases (EC 3.2.1.20) s&o descritas como enzimas que catalizam

hidrolise de residuos de glicoses terminais ndo-redutoras em ligagdes alfal-4 com a
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liberagcdo de alfa-D-glicose (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/20.
html). Alfa-glicosidases em insetos fazem parte na digestdo como enzima presa a
membrana microvilar ou soluvel. A enzima soluvel foi descrita no limen intestinal de
coledpteros e himenodpteros e adsorvida ao glicocalix em lepidopteros e dipteros.
Alfa-glicosidases integrantes de membrana foram descritas em membrana microvilar
de dipteros (Terra e Ferreira, 2012). Em estudos de fracionamento celular, a
atividade de alfa glicosidase foi encontrada em Rhodnius prolixus associada as
grandes estruturas membranosas (de baixa densidade), indicando fazer parte da
membrana perimicrovilar (Ferreira et al., 1988) . Foi descrita para D. peruvianus
atividade de alfa-glicosidase presa a membrana perimicrovilar (Silva e Terra, 1994;
Silva et al., 1996). Esse importante marcador cellular foi isolado
cromatograficamente e suas caracteristicas cinéticas descritas. A alfa glicosidase de
membrana isolada tem pH étimo de 5,0, apresenta maior preferéncia por maltose do
que por sacarose e a eficiéncia catalitica sobre maltose, maltotriose e maltotetraose
sdo similares, diminuindo a eficiéncia para maltopentaose, maltohexaose e

maltoheptaose (Silva e Terra, 1995).
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2. Objetivos

Sabendo que membrana perimicrovilar, caracteristica dos Hemiptera, é
formada pela secrecdo de vesiculas de membrana dupla temos como objetivo,
usando Dysdercus peruvianus:

(a) Verificar o mecanismo de secrecdo de catepsina L e catepsina D
digestivas e avaliar a possibilidade da secrecéo incluir outras enzimas tipicamente
lisossbmicas.

(b) Analisar a formagcdo de vesiculas intracelulares de dupla membrana
utilizando marcadores celulares.

(c) Testar e ampliar o modelo existente de absorcdo de agua e nutrientes,
incluindo a identificacdo das moléculas envolvidas.

(d) Caracterizar in silico e cineticamente enzimas digestivas e lisossdmicas

que se demonstrarem favoraveis.
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3. Procedimentos experimentais

3.1. Animais

Foram utilizados insetos adultos do percevejo Dysdercus peruvianus
(Hemiptera: Pentatomorpha: Pyrrhocoridae) obtidos a partir de uma colénia mantida
em nosso laboratério desde 1990. A manutencdo dos insetos é feita mantendo-os
em viveiros plasticos contendo areia no fundo, coberto por tecido e com livre acesso
a agua e sementes de algoddo (Gossypium hirsutum). A colbnia é mantida sob

fotoperiodo natural com umidade relativa de 50-70% e temperatura de 22-26°C.

3.2. Disseccéao de animais

Na obtengdo de homogeneizados foram utilizados insetos adultos, fémeas,
com de 2 a 9 dias ap0s a ultima ecdise e alimentados normalmente com semente de
algodao. Os animais foram imobilizados em gelo e dissecados em solucdo salina
(NaCl 215 mM). Foram retirados os diferentes ventriculos que eram usados com
seus conteudos, para obtencdo de proteinas, ou apenas o epitélio, para
experimentos de centrifugacao diferencial.

Inicialmente, para obtencdo de amostra proteica os tecidos eram
imediatamente colocados em tubos plasticos em contato com gelo. Em
experimentos, que serdo apresentados no material suplementar I, foi testada a
imersao imediata do tecido em agua contendo ou nao inibidor de protease, em tubos
em contato com gelo ou gelo seco.

Para o processo de homogeneizacdo para obtencdo de amostra proteica foi
feito em homogeneizador Potter-Elvehjem com o pistilo sob rotacdo continua e dez
movimentos de sobe e desce. Isso foi feito em agua contendo inibidores de protease
(10 uM de pepstatina e 10 uM de E-64). O processo de homogeneizacdo para
obtencao das fragbes subcelulares foi feito com o homogeneizador Potter-Elvehjem
com o pistilo de Teflon sem rotagdo, em quinze movimentos de sobe e desce. A
amostra foi homogeneizada em salina (NaCl 215 mM) com inibidores de protease
(10 uM de pepstatina + 10 uM de E-64 ou MTS 1mM). Em ambos o0s casos a

homogeneizacgao era feita com o homogeneizador em gelo.
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3.3. Extracdo de RNA

Para a obtencdo de RNA dos tecidos da D. peruvianus foi preciso dissecar 0s
insetos adultos utilizando material que permaneceu imerso em agua DEPC (dietil
pirocarbonato) 0,1% por 1h a 37°C, foi autoclavado e ficou por pelo menos 4h na
estufa a 150°C. Outros materiais necessarios no processo de extracdo sofreram o
mesmo processo para que diminuissem as possibilidades de contaminacdo por
RNAses.

O tecido correspondente ao intestino médio completo foi utilizado para
producdo do cDNA molde para as clonagens. J4 para o experimento de RT-PCR,
foram extraidos de aproximadamente 2-6 adultos (dependendo do tecido) o corpo
gorduroso, glandulas salivares, tubulos de Malpighi e fracées do intestino médio de
acordo com o experimento. Em experimentos de gPCR, 3 adultos foram dissecados
para obtencdo das fragdes do intestino médio e o restante (corpo total menos a
intestino médio) foi chamado de carcaca.

Cada tecido foi homogeneizado separadamente em 1 ml de Trizol (Invitrogen)
a temperatura ambiente e transferidos para tubos livies de RNAses. No caso da
carcaca, é utilizado almofariz resfriado em gelo seco e o tecido € moido junto com o
volume correspondente de Trizol. Ao resfriar, todo o material foi drenado para tubos
livre de RNAses. O material foi centrifugado a 11.000 rpm por 10 min, sendo
descartado o sedimento. Ao sobrenadante foram acrescentados 0,2 ml de
cloroférmio, mantido por 15 s sob agitacdo e mais 3 min de incubacéo a temperatura
ambiente. O material foi centrifugado a 11.000 rpm por 15 min. Novamente o
sedimento foi descartado. Ao sobrenadante foram acrescentados 250 ul de
isopropanol e 250 ul de solucdo de precipitacdo (NaCl 1,2M e citrato de sédio 0,8M
em agua DEPC 0,1%), incubando por 10 min a temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 11.000 rpm por 10 min e, descartou-se, desta vez, o sobrenadante. O
préximo passo foi acrescentar ao precipitado 500 ul de etanol 75%, e centrifugado a
11.000 rpm por 5 min, sendo seu sobrenadante desprezado. Esse passo foi repetido
mais uma vez. O sedimento foi seco por 3 min no fluxo laminar e por fim
acrescentaram-se 100 ul de agua DEPC 0,1% que permaneceu por 5 min incubando
a 65°C. A quantificacdo do RNA foi feita pela leitura da absorbancia do material em
um comprimento de onda de 260 nm. Para tal medi¢&o foi necessario o uso de um

espectrofotometro (uma unidade de absorbancia = 40 pg de RNA). Para a
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verificagdo da pureza e integridade do material extraido utilizou-se a razdo da
absorbancia obtida em 260 nm pela absorbancia obtida em 280 nm (valores ideais

encontram-se no intervalo 1,9 — 2,1).

3.4. Producao de cDNA

O RNA extraido foi tratado com DNase | (Invitrogen) na propor¢cdo lug de
RNA total para 1 ul de DNase (1U/ul) e incubado conforme protocolo.

A producdo do cDNA a partir do RNA total trado com DNase, obtido da
extracdo de diferentes tecidos da D. peruvianus, foi feita com o uso do kit
SuperScript™ (Invitrogen). Esse kit possuia uma transcriptase reversa que
transcreveu o RNA, formando a primeira fita de cDNA na presenca de iniciadores
aleatérios (no caso de experimentos de RT-PCR) ou iniciador poliT (no caso de
experimentos de clonagem). Em experimentos de RT-PCR, para que as quantidades
de cDNA correspondessem ao nivel de expressao dos genes em um dado tecido, foi
necessario iniciar cada reacao (correspondente a cada tecido) com concentracdes
equivalentes de RNA total.

O protocolo se iniciou pela mistura de quantidades iguais de RNA para o0s
diversos tecidos (conforme foi explicado acima) a 1 yL de dNTPmix, 5 uL de
hexameros randémicos (como iniciadores) e 10 uL de agua DEPC. Essa mistura foi
incubada por 5 min a 65°C e posteriormente incubada 1 min em gelo.

Foi preparada a mistura de reagédo contendo (para cada reagao): 2 uL de RT
Buffer 10X, 4 uL MgCl, 25 mM, 2 yL DTT 0,1 M e 1 puL de RNaseOUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor. Apds, 9uL da mistura de reagado foram
adicionados ao volume contendo o RNA e iniciadores e o total foi incubado por 2 min
a 25°C. Houve a adicdo de 1uL de enzima transcriptase reversa SuperScript™
sendo, a reacgdo, incubada por 10 min a 25°C. Apads, foi incubada por 50 min a 42°C.
A reacéo foi finalizada incubando os tubos contendo a reacdo por 15 min a 70°C. Os
tubos eram postos em gelo e tinham 1 pL de RNase H (Invitrogen) adicionado, para
entdo serem incubados por 20 min a 37°C.

Com todo o processo descrito, obteve-se o cDNA que seria usado na reagao

de PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
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3.5. PCR e RT-PCR Semiquantitativo

O RT-PCR teve neste experimento o objetivo de amplificar o cDNA obtido
com o uso de uma transcriptase reversa, a partir de diferentes tecidos de adultos de
D. peruvianus. O tecido usado variou conforme o experimento. As diferentes formas
de fracionar o intestino médio foram escolhidas conforme necessidades especificas.
As glandulas salivares, Tubulos de Malpighi e corpo gorduroso sdo tecidos de
origens embriologicas distintas do intestino médio, sendo util para verificar o grau de
abrangéncia na expressao de um gene.

Diversos genes foram testados. Teve como controle positivo do material
utilizado, uma sequéncia de gene para producdo de RNA ribossomal (como gene
constitutivo). Os iniciadores correspondentes as sequéncias utilizadas neste trabalho
estdo alistados na tabela suplementar 1.

Os fragmentos de cDNA codificando as respectivas sequéncias foram
amplificados a partir do material produzido na reacdo da transcriptase reversa sobre
o RNA dos diferentes tecidos. Tanto para experimentos de RT-PCR quanto para
reacao de PCR usuais, cada reacao foi montada da seguinte forma:

1L cDNA (RT)/ DNA (amostra)

0,2 pl iniciador 1 (100 uM)

0,2 ul iniciador 2 (100 uM)

0,25 ul  TAQ DNA Polymerase (Invitrogen)

5ul Tampéo 10 X
1 ul dNTP (10 mM)
2 ul MgCl, (50 mM)

40,35 pyl - H,O milliQ

A reacéo de PCR foi realizada em termociclador, com o programa abaixo:

5 min a 94°C.

Em seguida foram realizados 30 ciclos conforme especificados:

30 s a 94°C (desnaturacao das fitas molde)

30 s a 55°C (ou gradiente de 50 a 60°C) (pareamento dos iniciadores)

0,5-1,5 min a 72°C (alongamento das fitas filhas)

No caso de RT-PCR, a partir do 20° ou do 25° ciclo, amostras de 5 pL foram
coletadas a cada 5 ciclos. Isso foi feito para obter todas as reacdes em fase

logaritmica. As amostras retiradas foram aplicadas em gel de agarose 0,1% para
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eletroforese (ver eletroforese em gel de agarose). Para reacdo de PCR tradicional
foram utilizados 30 ciclos.

3.6. Pirosequenciamento

Foi extraido RNA total do intestino médio de adultos machos e fémeas de D.
peruvianus conforme especificado no item Extracdo de RNA. Este material, depois
de verificado os parametros de qualidade, foi enviado para o Centro Avancado de
Tecnologias em Gendmica (CATG) do Instituto de Quimica da USP. Foi utilizada a
plataforma 454 da Roche (454 GS FLX) para sequenciamento do cDNA de acordo
com os procedimentos padrées definidos pela Roche. O arquivo gerado (.sff)
contendo os reads foi processado pelo GS De Novo Assembler (Newbler, Roche)
que gerou os contigs que formaram a base de dados para anotagdo e busca de

sequéncias.

3.7. Andlise de sequéncias

As sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos (por traducéo) obtidas neste
trabalho foram comparadas com outras sequéncias depositadas em bancos de
dados. Para isso foi feita uma consulta ao “National Center for Biotecnology
Information” (http://www.ncbi.nim.nih.gov) onde foi utilizado o programa de
alinhamento de sequéncias Blast X, quando era analisada a sequéncia de
nucleotideos, e o programa Blast P, quando a sequéncia analisada era de
aminoacidos.

A analise de grande volume de sequéncias provenientes do
pirosequenciamento foi possivel com o uso do software dCAS — Desktop cDNA
Annotation System (HTTP://exon.niaid.nih.gov). Com essa ferramenta foi possivel
excluir sequéncias de vetores, montar contigs e anotar usando BLAST X contra
varios bancos de dados (por ex. nr, pfam, GO). As sequencias de interesse
passaram por um tratamento manual que envolve correcdes de janela de leitura (ou
frame). Mesmo com a montagem das sequencias com o programa Newbler foi
necessaria essa curadoria manual das sequencias, pois muitas delas apresentavam

dele¢cbes e insercOes. Essas delecdes e inser¢cdes sdo tipicas do processo de
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sequenciamento utilizado, necessitando assim de um extenso trabalho apds a
montagem automatica das sequencias.

Para predicdo de peptideo sinal, foi utilizada a ferramenta SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). A previsdo de sitios de N-glicosilacéo foi
realizado com o programa NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
com limiar de 0,5 (de valores de 0 a 1) para o potencial de N-glicosilacéo calculado
pelo algoritmo. Para a previsdo de hélices transmembranas das sequencias das
preproteinas foi utilizado o programa SOSUI engine (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui/). Previsbes de sitios de modificagdo por ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) foram feitas com o bigPl Predictior Server
(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html), selecionando a opcédo Metazoa.

O alinhamento de sequencias foi realizado com o programa BioEdit (v.
7.0.5.3) (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml), utilizando sua interface
interna com o programa de alinhamento multiplo ClustalW.

A producéo de arquivos com a modelagem tridimensional por homologia da
DPCAL1 foi realizada com o wuso do programa SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/), sendo a modelagem feita no modo automético. O
modelo estrutural foi visualizado e modificado para identificagdo dos residuos de
interesse pelo uso do programa PyMOL v0.99 (http://www.pymol.org/).

A geracdo de dendrogramas das sequencias foram feitas com o programa
MEGA 4 (http://www.megasoftware.net/), utilizando o algoritmo Neighbor-Joining,
avaliacdo estatistica por Bootstrap a partir de 1000 réplicas. Os ramos do
dendrograma com Bootstrap abaixo de 50 foram colapsados.

3.8. Reacédo de sequenciamento de DNA segundo Sanger

O sequenciamento de DNA segundo Sanger foi realizado na central de
sequenciamento do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP —
S&o Paulo. Para isso foi utilizado um aparelho ABI 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) e a técnica foi executada conforme recomendagdo do fabricante. A
reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando 4 ul da mistura de reacao Big Dye
terminator mix (Perkin Elmer), 200 — 500 ng de DNA, 20 pmols de oligonucleotideos,
tampao Tris 40 mM, pH 9,0, MgCIl; 1 mM em um volume final de 20 pul. A reagéao foi

incubada por 1 min a 96°C e em seguida submetida a 35 ciclos (96°C por 30 s, 50°C
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por 30 s e 60°C por 4 min). Ao final, a reagao foi precipitada com etanol de acordo
com a orientagcdo do fabricante, e ressuspendido em tampao para aplicagcdo no

sequenciador automatico.

3.9. Ligacao dos fragmentos de cDNA a plasmideos vetores

Para clonagem (processo de subclonagem) de fragmentos de cDNAs obtidos
de amplificacdo por PCR, foi utilizado o Kit de ligacdo “pGEM-T Easy vector Sistem”
(Promega). Foi empregada uma mistura de reacéo que consistia de 1 U de T4 DNA
ligase, tampéo apropriado, plasmideo (pGEM-T) e o produto de PCR (purificado do
gel de agarose). O plasmideo e o produto de PCR foram utilizados em uma
concentracdo de 1:3. Essa mistura foi incubada por 16 h a 4°C. O produto de ligagcéo
foi utilizado para transformar bactérias competentes.

Para inserir fragmentos de cDNAs no vetor de expressdo pAE (Ramos et al.,
2004), tanto o inserto (ou construcdo da subclonagem) quanto o vetor foram
digeridos com as enzimas de restricdo, purificados do gel de agarose e a seguir
foram misturados numa proporcdo de 3 volumes de inserto por 1 volume de
plasmideo, adicionando 1U de T4 DNA ligase (Invitrogen) e tamp&o apropriado. A
amostra foi incubada a 16°C por 16 h e a seguir usada para transformar bactérias
competentes. A clonagem do inserto foi realizada de forma que a proteina seja
expressa com sete histidinas na porcdo N-terminal da proteina recombinante. Esse
procedimento facilita, em muitos casos, o processo de purificacdo em colunas de
afinidade.

Os plasmideos foram purificados utilizando-se o protocolo Wizard Miniprep

(Promega) a partir de 3,0 ml de cultura de bactérias cultivadas durante 16 h.

3.10. Transformacéao de bactérias competentes para expressao

A construcdo de plasmideo pAE contendo como inserto sequéncias de
catepsinas L foram adicionadas a 50 uL de células competentes (BL21 STAR™-DE3)
e mantidas em gelo por 30 min. Em seguida as células foram submetidas a um
choque térmico a 42°C por 45 s e novamente transferidas para o gelo por mais 2
min. Adicionamos entéo, 0,95 ml de meio LB (10 g NaCl, 10 g bactotriptona e 5 g de

extrato de levedura, e agua até 1,0 I) e essa solucéo foi incubada por 1 h a 37°C,
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para recuperacao das bactérias e expressao das proteinas envolvidas na resisténcia
ao antibidtico de selecdo. Em seguida, a mistura era plaqueada em LB agar com
carbenicilina (50 ug/ml) e incubadas “overnight” a 37°C, obtendo-se dessa forma

colbnias isoladas.

3.11. Expressédo de proteinas recombinantes com vetor pAE

Bactérias Escherichia coli BL21 STAR foram transformadas com o0s
plasmideos pAE (Ramos et al., 2004) com insertos codificantes das DPCAL1 e 3. As
colbnias transformadas eram crescidas em meio LB contendo ampicilina (50 pg/ml)
sob agitacdo de 250 rpm a 37°C até atingirem Asoonm = 0,6 — 1,0, quando eram
induzidas com IPTG 1.0 mM, para produzir as proteinas recombinantes, por uma
noite a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. Apds esse procedimento, as células eram
sedimentadas por centrifugacdo a 7.000 g por 30 min a 4°C e entdo armazenadas a
—20°C. Foram coletadas aliquotas de 20 ul de bactérias ndo-induzidas e induzidas a
fim de verificar através de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE, vide abaixo) se

houve producéo da proteina recombinante.

3.12. Lise das células induzidas

ApOs o processo de inducdo, 50 ml do meio contendo as células era
centrifugado a 4-6°C e o sedimento era ressuspenso em 1 ml de tampé&o de lise
(tampao fosfato de s6dio 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Apés esse procedimento,
as células eram sonicadas com 3 pulsos de 15 s e intervalos de 1 min em gelo. O
“output” usado foi 3, em um sonicador Branson com “microtip”. Em seguida, as
amostras eram centrifugadas a 13000 rpm por 30 min a 4°C. O sobrenadante e o
precipitado eram armazenados a —20°C separadamente para posterior purificacao

da proteina recombinante ou andlise por SDS-PAGE.
3.13. Purificacéo de proteina recombinante
O produto solubilizado em ureia 8 M passou por um processo de purificagéo,

utilizando cromomatografia de afinidade Ni-NTA agarose (Qiagen). A purificagéo foi

possivel devido a interacdo da cadeia lateral das histidinas (adicionadas a sequencia
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proteica) com a resina de niquel, sendo que a presenca de imidazol no meio
compete pela ligacdo a resina, liberando a proteina ligada.

Inicialmente 300 pl de suspensao de resina Ni-NTA agarose foi colocado em
um microtubo (1,5 ml) e centrifugado por 1 min a 13000 rpm a 4°C. Essa condi¢cao
de centrifugacéo e temperatura foi mantida em todo o experimento. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e a resina foi ressuspendida em 600 pl, centrifugada e
teve o sobrenadante descartado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. A
solucdo usada neste procedimento corresponde ao tampédo de lavagem (tampéao
fosfato 50 mM, NaCl 100 mM, ureia 8 M, imidazol 10 mM em pH 7,5).

Cerca de 150 yl de amostra foram adicionados a resina com mais 450 pl de
tampdo de amostra e mantido em gelo por 10 min. O material foi centrifugado e o
sobrenadante foi coletado. Em seguida, 600 pl de tampédo de lavagem foram
adicionados ao material que foi ressuspendido, centrifugado e teve o sobrenadante
coletado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes.

Cerca de 600 pl de tampéo de eluicdo (tampéao fosfato 50 mM, NaCl 100 mM,
ureia 8 M, imidazol 500 mM em pH 7,5) foram adicionados ao material que foi
ressuspendido, centrifugado e teve o sobrenadante coletado. Esse procedimento foi
repetido mais duas vezes.

Os materiais coletados seguiam para dialise 1/500 (v:v) por uma noite a 4-6°C
com uma troca. Apoés a dialise, o material era liofilizado, misturado a 50 ul tampéao de

amostra para SDS-PAGE e fervido por 5 min.

3.14. Eletroforeses

Nas eletroforeses desnaturantes, isso é eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), as amostras de proteinas
foram diluidas com tampéao de corrida (Tris-HCI 120 mM pH 6,8, SDS 5% (m/v), B-
mercaptoetanol 1,3 mM, EDTA 1,0 mM, glicerol 20% (v/v) e azul de bromofenol
0,01% (m/v). Antes da aplicacao, as amostras foram fervidas junto com o tampéo de
amostra por 5 min. As amostras foram corridas sob voltagem constante de 200 V. O
gel de poliacrilamida 12% e SDS 1% foi preparado segundo Laemmli (1970). A
coloragdo dos géis foi feita com Comassie Blue R-250 0,1% (p/v) preparado em uma
solucdo de metanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v).
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A preparacdo de eletroforese em gel de agarose foi realizada em géis em
uma concentracao final de agarose 1% (m/v) em tampao TAE (Tris 40 mM, Acetato
20mM, EDTA 1mM, pH 8,0). As amostras de DNA foram misturadas com tampéo de
amostra (azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol 0.25%, glicerol 30% em agua) na
proporcéo de 1:10, respectivamente. O azul de bromofenol, devido a sua coloragéo,
auxilia a estabelecer visualmente o final da eletroforese. Apos a eletroforese, o gel
foi tratado com brometo de etideo (0,5 mg/ml) para visualizacdo das amostras de
DNA, pois o DNA complexado com o brometo de etideo emite luz laranja na
presenca da luz ultravioleta (312 nm). Os produtos amplificados em reacdo de PCR
foram recuperados diretamente dos géis de agarose usando o método padrdo para
extracdo com uso do produto QIAquick (Qiagen), o qual baseia-se na dissolucdo da
agarose em um tampdao de alta forca idnica e ligacdo do DNA em uma resina de

troca ibnica.

3.15. Centrifugacao diferencial do homogeneizado

O homogeneizado foi filtrado em um tecido de Nylon com malha de 45 ym de
poro e o filtrado foi submetido a centrifugacdes a 4°C. As seguintes fracdes foram
coletadas: P1, sedimento resultante da centrifugacdo a 600 g por 10 min; P2,
sedimento de 3300 g por 10 min; P3 sedimento de 25000 g por 2 h; FS,
sobrenadante final. Cada sedimento foi resuspendido em solucdo salina (NaCl 215
mM) na presenca dos inibidores de proteases e submetido a trés ciclos de
congelamento e descongelamento e, finalmente, esse material foi centrifugado a
25000 g por 2 h. O processo foi sumarizado na figura 3. O sedimento e o
sobrenadante correspondente a cada fragéo foi ensaiado para diversas enzimas e a
determinacdo de proteinas realizada com método de Bradford tendo ovoalbumina
como padréao.
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Homogeneizado
600 xg (10 min)

P1 S1

Resuspendido I 3300 xg (10 min)
Cong/Descong |
25000 xg (2 h)

P2
l__l S|2 25000 xg (2 h)

Resuspendido
Cong/Descong |

25000 xg (2 h)P3

FS

Resuspendido
Cong/Descong

25000 xg (2 h)

]

PP3 SP3

PP2 SP2

Figura 3. Fluxograma da preparacéo das fracdes subcelulares. FS, sobrenadante final; P, sedimento;
Cong/Descong, trés ciclos de congelamento e descongelamento; PP1, sedimento resultado da
centrifugacdo apés a resuspensdo e os ciclos de congelamento e descongelamento. SP,
sobrenadante resultado da centrifugagcdo apds a resuspensdo e os ciclos de congelamento e
descongelamento.

3.16. Ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose

As fracbes subcelulares P2 e P3, obtidas como ja descrito, foram reunidas
para o processo de ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose. O sedimento
(P2+P3) foi obtido pela centrifugacdo de homogeneizados de quatro fémeas e foi
ressuspendido em 200 uL de salina (250 mM com MTS). O material ressuspendido
foi aplicado na parte superior de um gradiente de sacarose (10-50%) feito com
tampéo imidazol 5 mM, pH 7,0, KCIl 40 mM e EDTA 5mM. O volume total de
gradiente é de 9 mL.

Apos centrifugagéo de aproximadamente 100000 g por 4 h a 4-6°C, amostras
de cerca de 250 uL foram coletadas da parte inferior do gradiente e congeladas (-
20°C). No dia seguinte as amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes e

seguiram para medidas de atividade enzimatica.
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3.17. Producéao de anticorpo

O certificado da Comissdo de Etica em Uso de Animais N° 05/2013 foi
aprovado em 26/03/2013. A manutencédo do coelho, manuseamento, aplicacdes e
coletas foram realizados pela equipe do Biotério do Instituto de Quimica da USP.

O coelho (Oryctolagus cuniculus) foi utilizado na obtencao de soro policlonais
contra as proteinas recombinantes produzidas em Escherichia coli (E. coli). O coelho
passou por quarentena, de 2 a 4 semanas. Uma amostra de 3 mL de sangue (pré-
imune) foi coletada dos vasos auriculares apds a quarentena. O material inoculado
consiste na proteina recombinante semi-purificada que foi recuperada de géis SDS-
PAGE. Quinhentos ng da proteina recuperada foram homogeneizados em
aproximadamente 1 ml de &gua, por fim, misturada na propor¢éo 1:1 com adjuvante
de Freund completo na primeira inoculacdo, e de adjuvante de Freund incompleto
nas subsequentes. As inoculacdes tém de 3-4 semanas de intervalo entre elas.

A aplicagdo do inoculo foi feita pela via subcutanea, utilizando 4 a 5 pontos do
dorso do animal, dependendo do volume inoculado, que varia entre 0,5 a 1,5 ml.
Apos cerca de duas semanas da segunda inoculacdo, uma nova amostra de sangue

de 3 ml foi retirada consistindo o soro imune.

3.18. Tratamento do soro

O sangue coletado do coelho foi mantido por 1 h a 37°C e, posteriormente,
mantido 16 h a 4°C. Foi feita uma breve centrifugacéo e retirada do soro (porgao
aguosa) e esse soro foi misturado em um volume igual de solucdo saturada de
sulfato de amoénio (= 3,4 M) em tampé&o fosfato de sédio (100 mM) pH 6,5. A mistura
foi mantida por 16 h a temperatura ambiente e, apés, centrifugada. O sedimento foi
ressuspendido na solucdo de sulfato de aménio diluida uma vez em agua e
novamente centrifugado.

O novo sedimento obtido foi diluido em uma solugcdo de NaCl 0,1M e esse
material foi submetido a uma dialise contra 1000X o volume da amostra com uma

troca apos 4 h. O soro foi entdo aliquotado e congelado até o uso.
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3.19. Producéao do anti-DPAPN (anti-aminopeptidase de D. peruvianus)

A estratégia para a producédo do anticorpo policlonal anti-DPAPN foi através
da imunizacédo de coelho com o peptideo sintético baseado na sequencia proteica
encontrada. O peptideo escolhido KRDFINVPSDITNDC foi sintetizado e conjugado
com carreador KLH (hemocianina de molusco) para o processo de imunizacdo do
coelho. O soro imune gerado foi purificado com coluna de afinidade com o peptideo
sintético imobilizado. Os procedimentos foram realizados pela empresa FastBio

(Ribeirdo Preto, Sao Paulo).

3.20. Western blotting

Western colorimétrico

O processo de western blotting se inicia com a realizacdo de uma SDS-PAGE
12% conforme protocolo ja mencionado, sendo aplicado 10-15ul de padrdo de
massa molecular pré-corado. Esse gel, assim como a membrana de transferéncia
(nitrocelulose 0,45 um), foi incubado por 20 minutos em tampao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% em pH 8,3).

A transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose é feita por transferéncia semi-seca. Foi montado papel de filtro sobre
gel de poliacrilamida sobre membrana de nitrocelulose sobre papel de filtro. A
transferéncia se deu a 15 V por 15-30 min e foi utilizado o padrdo de massa
molecular pré-corado para indicar a passagem das proteinas.

ApoOs a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h a temperatura
ambiente com TBST (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,1% em pH 8,0) + 5% de
leite em po. A membrana foi entéo lavada com TBST por 30 min com trés trocas.

A membrana foi incubada com anticorpo anti-DPCAL1 (ou soro pré-imune)
diluidos nas propor¢bes 1:200 ou 1:600 por 2 h a temperatura ambiente sob
agitacdo. A membrana foi entdo lavada com TBST por 30 min com trés trocas.

A membrana foi incubada com anticorpo secundario, que apresenta atividade
de peroxidase, diluido em TBST na propor¢cdo 1:1000 por 2h a temperatura
ambiente sob agitacdo. A membrana foi entdo lavada com TBS (Tris 50 mM, NacCl

150 mM em pH 8,0) por 30 min com trés trocas.
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A revelacdo do western blot foi feita com a mistura de 20 mg de cloronaftol

dissolvido em 4 ml de metanol, 20 ml de TBS aquecido a 37°C e 15 ml de H,0,.

Western fluorimétrico

Devido a necessidade de aumentar a eficiéncia e sensibilidade da técnica,
foram utilizados procedimentos de western blotting com uso de reagente
fluorimétrico com marcacédo em filme fotogréafico. As técnicas utilizadas na obtencéo
da membrana de nitrocelulose com as proteinas a serem marcadas sS40 comuns aos
dois métodos.

Apés a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h a temperatura
ambiente com TBST (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,1% em pH 8,0) + 5% de
leite em p6. A membrana foi entdo lavada com TBST por 30 min com trés trocas. A
membrana foi incubada com anticorpo (ou soro pré-imune) diluido em TBST + 2,5%
de leite em po6 nas propor¢des 1:1000 até 1:5000 por 2 h & temperatura ambiente
sob agitacdo. A membrana foi entdo lavada com TBST por 30 min com trés trocas. A
membrana foi incubada com anticorpo secundario, que apresenta atividade de
peroxidase, diluido em TBST + 2,5% de leite em p6 na proporgdo 1:10000 por 2 h a
temperatura ambiente sob agitacdo. A membrana foi entdo lavada com TBS (Tris 50
mM, NaCl 150 mM em pH 8,0) por 30 min com trés trocas.

A revelagdo do western blot foi feita pela adicdo do substrato Luminata™ Forte
(Western HRP Substrate) a membrana. A membrana foi entdo usada para

sensibilizar o filme (CL-XPosure™ Film) que, por fim, foi revelado.

3.21. Ensaios enzimaéticos

As atividades de alfa-glicosidase e beta-glicosidase foram ensaiadas com os
substratos p-nitrofenil-alfa-D-glicosideo e p-nitrofenil-beta-D-glicosideo,
respectivamente. Vinte e cinco ul do substrato 10 mM em tampao citrato-fosfato 50
mM pH 5,0 foi adicionado a 25 ul da amostra (enzima). Apos o tempo determinado, a
reacdo de hidrolise foi interrompida pela adicdo de 200 ul de tampé&o carbonato-
bicarbonato e SDS 0,1%. Apdés o0 ensaio era feita a leitura das absorbancias a
420nm.
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Ensaios de atividade de catepsina L foram realizados adicionando 100 nl de
tampéao citrato-fosfato 50 mM pH 5,0 com EDTA 3 mM, cisteina 3 mM e o substrato
Z-FR-MCA 10 uM a 25 pul de amostra (enzima). Apos o tempo determinado, foram
adicionados 25 pul de acido acético 30% ao ensaio para interrupcdo da reacdo. A
leitura de fluorescéncia foi feito com excitagdo em 380 nm e emissao em 460 nm.

Em todos os casos, exceto quando mencionado, a determinagéo de atividade
foi feita com quatro ensaios a 30°C com diferentes duracfes de tempo, de forma a

determinar as velocidades iniciais de hidrélise.

3.22. Fixagéo e imunomarcacgao para microscopia de transmisséo

Para imunomarcacdo, fémeas adultas de Dysdercus peruvianus foram
dissecadas na propria hemolinfa para a remocdo de V1 e V2. Os tecidos foram
fixados em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 com 4% de paraformaldeido e 0,3%
glutaraldeido por 2 h a 4 °C. O tecido foi entdo lavado com tampé&o fosfato e, apds
ser desidratado em diferentes graus de etanol, foi embebido em resina acrilica (L.R.
White). O bloco acrilico contendo o tecido foi cortado em ultramicrotomo e o0s cortes
ultrafinos foram coletados sobre as telas de niquel cobertas por parlodio. Os cortes
passaram, entdo, pelo processo de marcacdo. Duas lavagens com agua bidestilada
por 5 min. Blogueio com Solu¢édo 2 (TBS + 1% BSA + 0,05% azida sddica pH 7,2)
por 5 min. Incubacdo com NGS (soro normal de cabra) diluido 30 X em Solucéo 2
por 30 min a 4°C. Incuba¢do com anticorpo primario diluido 1:200 em Solucéo 2 por
aproximadamente 16 h a 4°C. Lavagem com Solucédo 1 (TBS + 0,2% BSA + 0,05%
azida sodica + 0,1% Tween 20 pH 7,2) repetida quatro vezes sob agitacdo. Lavagem
em Solucdo 3 (TBS + 1,0 BSA + 0,05% azida sodica pH 8,2) por 30 min. Incubacao
com anticorpo secundario diluido 15 X em Soluc&o 3 por 1 h. Lavagem com Solucao
1 repetida quatro vezes sob agitacdo. Lavagem com Solucédo 4 (TBS + 0,1% Tween
20) por 5 min. O anticorpo secundario anti-lgG de coelho produzido por cabra
(Jackson Immune Research, EUA) é associado a particulas de ouro de 12 nm. A
fixacao foi feita com glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4
por 10 min em temperatura ambiente. Trés lavagens com agua bidestilada por 2 min
sob agitacdo. Foi contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo, mantido

em camara com hidroxido de sodio para evitar a umidade. Por fim, o material foi
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analisado em um microscoépio eletrénico de transmissao (Zeiss EM 900) operado a
80 kV.

Para microscopia de transmisséo, sec¢des do intestino foram fixadas em 3%
glutaraldeido em tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,4 por 2 h a 4 °C. Apo0s lavagem
com 0,2 M de sacarose em tampéo cacodilato 0,1 m (pH 7,4), os tecidos foram pés-
fixados em 1% de tetréxido de 6smio no mesmo tampéo por 1 h a 4 °C. O contraste
‘en-bloc” foi feito com 1% de acetato de uranila “overnight” a 4 °C. Apods
desidratacdo com etanol, o material foi embebido em resina de Spurr (Eletron
Microscopy Sciences, USA). Cortes ultrafinos foram contrastados com citrato de

chumbo e examinado em microscopio eletrénico de transmisséo.

3.23. qPCR (PCR em tempo real)

As reacoes foram realizadas com o reagente FastStart Essencial DNA Green
Master (Roche). A concentracdo final do primer foi de 1,6 pmol e o volume de cDNA
foi de 2 pl com diluices de 10 X ou 100 X de acordo com a gene em estudo. O
volume final das reagdes foi de 15 pl. Foram realizados os controles utilizando
reagéo sem cDNA, e sem cDNA e primer.

A reacdo e leitura foram feitas no aparelho Lightcycler Nano (Roche) nas
seguintes condi¢des: incubacdo da reacéo por dez minutos a 95°C; 45 ciclos de 15s
a 95°C e 45s a 60°C. O produto de amplificacao foi submetido a analises de fuséo
(ou “melting”). A curva resultante (curva de fusdo) foi analisada como padrdo de
qualidade, sendo que reagcbes com mais de um pico ou amplificagdo em controles
sem cDNA tiveram seus primers refeitos até a solugdo destes efeitos (de
inespecificidade e dimerizagdo de primer, respectivamente). Os iniciadores foram

listados na tabela suplementar 1.

3.24. Expresséao diferencial por sequenciamento Illumina

O RNA total foi extraido de trés por¢des intestinais (V1, V2 e V3+4) e da
carcaca (corpo total — intestino médio), ou seja, extraindo pelo método do regente
Trizol (Invitrogen) e tratando o RNA total resultante com DNase | (Invitrogen). Segue-
se a isso, passos de quantificacdo final por RiboGreen (Invitrogen) e andlise de
integridade do RNA no Bioanalyzer (kit Agilent RNA 6000 Nano).
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A confecgao da biblioteca de cDNA e corrida no HiScanSq foi conduzida no
servico do Laboratoério de Biotecnologia Animal da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (Esalg/USP), utilizando procedimentos padrdes estabelecidos pela
lllumina no processamento das amostras (“sample prep”).

A extragcdo de dados e andlise bioinformética foi conduzida na mesma
instituicdo de acordo com a descricdo no material suplementar |.

Os genes diferencialmente expressos passaram por curagem manual. Nesta
etapa, genes que expressam proteinas ribossomais foram excluidos, por né&o
comporem O escopo da nossa pesquisa, assim como genes de plantas, que sao
contaminantes das amostras. Segundo a anotacdo do transcrito, foi feita a

classificacdo de acordo com a funcéo prevista para a possivel proteina traduzida.

3.25. Preparacdo de amostras para protedmica

Adultos de D. peruvianus foram mantidos por 10 dias sem alimento (sementes
de algodao) e com acesso a agua. Apos esse periodo, os insetos foram alimentados
em barra de sacarose e fibras de algodéao por 24 h. Os animais foram dissecados
em salina (215 mM NaCl) e V1 foi isolado e mantido submerso em salina por alguns
minutos para eliminar contaminacado da amostra por hemolinfa. A seguir, as fragcoes
intestinais V1 tiveram seus contetdos drenados para uma solucado salina de volume
conhecido os epitélios correspondentes foram descartados. O material foi
centrifugado a 25000 g a 4°C por 4 h e a fracé@o soluvel foi utilizado como fonte de
proteina.

A fracdo soluvel teve a salina trocada por 4gua deionizada (tipo 1; MilliQ;
Merck Millipore) em filtro de centrifuga Amicon com limite de exclusdo de 10 KDa
(Merck Millipore). Um volume contendo 50 pg de proteina foi seco em microtubos de
centrifuga. O sedimento foi ressuspendido em 25 uL de ureia 8 M, aos quais foram
adicionados 2,5 pL de bicarbonato de amoénio 500 mM e em seguida 2,5 uL de DTT
120 mM, sendo entédo incubado por 1h. Ao final desse tempo, foram adicionados 2,5
uL de iodoacetamida 520 mM ao meio que foi incubado por 40 min no escuro.
Seguiram-se a adicao de 2,5 uL de DTT 14 mM, incubacé&o por 30 min e nova adi¢ao
agora de 215 uL de bicarbonato de aménio 50 mM. O material foi, entdo, tratado

com 2 nug de tripsina com incubacdo noturna a 37°C. Finalmente, 5 uL de acido



45

trifluoracético 50% (concentracgédo final de aproximadamente 1%) foi reunido ao meio.
A amostra final foi seca até um volume aproximado de 100 uL e os peptideos
gerados foram purificados com ZipTip C18 (Merck Millipore) conforme instrugéo do
fabricante.

A preparacao final foi encaminhada para o Centro de Facilidades de Apoio a
Pesquisa (CEFAP) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séao
Paulo (ICB-USP), com o apoio do Dr. Giuseppe Palmisano para resolucdo dos
peptideos por espectrometria de massa na Plataforma nanoLC Easy-LTQ Orbitrap
Velos-ETD.
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4. Resultados

4.1. Expressao diferencial entre V1 e V2 — e a absorcao de glicose

4.1.1. Transportador de glicose

O estudo do transporte de glicose foi feito com a busca no banco de dados
local por sequencias que codifiqguem transportadores de glicose (Sugar_tr;
pfam00083). A escolha desta familia génica, que inclui os GLUT, foi feita segundo o
trabalho de Bifano et al. (2010), que indica um dos genes responsaveis pelo
transporte de glicose pertencer a essa familia. A escolha da familia dos GLUT
(facilitadores do transporte de glicose) é também apoiada pelo transporte de glicose
(e agua) ser independente de sais (Silva e Terra, 1994).

Com o transcriptoma do intestino médio completo, havia expectativa de
encontrar a sequencia do referido trabalho como majoritaria (em namero de reads)
dentre outras poucas sequencias da familia dos transportadores de glicose. A tabela
2 demonstra que, na verdade, ha pelo menos 26 sequencias de proteinas
relacionadas ao transporte de glicose (pfam00083). Dentre essas sequencias, a que
se destaca com maior numero de reads € o contig_834, ndo sendo a sequencia
ACY03364.1 (numero de acesso) citada por Bifano et al. (2010). A sequencia
ACY03364.1 apresenta expressao (medida em reads) comparavel a pelo menos
outros quatro genes (contigs: 1763, 1842, 1999 e 2297).
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Tabela 2. Contigs de genes que possivelmente codificam transportadores de glicose. A medida dos
reads indica o nivel de expressédo de cada gene tecido. Sequencias com mais de 80 reads foram
verificadas se estavam completas.

GenBank Contigs (Intestino médio) reads completa

Contig_834 274 sim
Contig_1575 96 sim
Contig_1621 98 sim
Contig_1694 77 sim
Contig_1755 89 sim
Contig_1763 193 sim
Contig_1842 171 sim

ACY03364.1 Contig_1905 158 sim
Contig_1942 40
Contig_1959 41
Contig_1971 45
Contig_1999 141 sim
Contig_2297 101 sim
Contig_2382 26
Contig_2510 13
Contig_2643 29
Contig_2703 14
Contig_2943 11
Contig_3795 8
Contig_4143 9
Contig_4145 8
Contig_4202 10
Contig_4330 8
Contig_5021 8
Contig_5156 6
Contig_5458 24

4.1.2. Expressao diferencial de genes em V1 e V2

Como forma de analise complementar as ja realizadas e com o objetivo de
identificar os transportadores responsaveis pela absorcdo de nutrientes em D.
peruvianus, foi realizado transcriptoma na plataforma lllumina com comparacéo da
expressao génica entre as fragdes intestinais V1 e V2. Os genes mais expressos em
cada porcéo intestinal foram anotados e categorizados (figura 4). A maioria dos
genes diferencialmente expressos tem funcdo desconhecida e ndo é possivel, ainda,
atribuir qualquer anotacéo a eles. Os genes relacionados ao transporte que sao
diferencialemente expressos na comparacgao entre V1 e V2 serdo tratados com mais
detalhes abaixo, visto ser o foco principal desta abordagem. V1 expressa
preferencialmente hidrolases do tipo aspartico proteinases. Ja V2 expressa
preferencialmente hidrolases do tipo cisteino proteinases e hidrolases de lipidios.
Devido a expressédo diferencial entre essas porcoes intestinais, ha uma fracéo

razoavel de fatores de transcricdo e outros componentes nucleares diferencialmente
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expressos, assim com genes que transcrevem proteinas relacionada a transducéo
de sinal. A categoria Outros tem composicao heterogénea e levemente distinta entre
os tecidos, sendo que V1 tem genes relacionados ao processamento de hormoénios

e V2 tem genes de chaperonas.

Transporte; 2

Inibidores de
Hidrolases; 0

Inibidores de
Hidrolases; 2

Estruturais;
1

Desconhecidos; 50

Estresse
Oxidativo; 3

Desconhecidos; 65

Qutros (p.ex.
transferases;  Estresse
chaperonas); 10 Oxidativo;
1

Qutros (p.ex.
transferases;
chaperonas); 16

A B

[preferencial em V1] [preferencial em V2]

Figura 4. Analise dos genes diferencialmente expressos entre as porgfes V1 e V2 do intestino médio
de Dysdercus peruvianus. A. Categorias dos genes diferencialmente mais expressos em V1 quando
comparados a expressdo de genes em V2. B. Categorias dos genes diferenciamente mais expressos
em V2 quando comparada & expressao de genes em V1. As categorias estdo identicadas e o valor ao
lado corresponde ao valor absoluto de genes preferencialmente expressos daquela categoria.

Como base para as andlises foi necessario considerar informacgdes
fisiologicas prévias da absorcéo diferencial entre por¢cbes do intestino médio (Silva e
Terra, 1994; Bifano et al., 2010). Segundo a figura 4, ha transportadores
diferencialmente expressos quando comparamos os dois compartimentos (V1 e V2)
entre si. Dentre esses transportadores, ha trés pertencentes a familia dos
facilitadores de transporte de glicose (ou transportadores do tipo GLUT). Dois deles
sdo mais expressos em V1, sendo que um deles ja foi relatado (contig_834, Tabela
2) como sendo o de maior numero de reads (que é uma forma de medida de
expressdo). O segundo transportador de glicose ainda nao havia sido verificado e
sua presenca neste novo experimento esta muito provavelmente associada a maior
cobertura dada na plataforma lllumina quando comparada com a plataforma 454
(Roche) usada até entdo. Foi encontrada a expressao diferencial para um outro

transportador de glicose em V2 (tabela 3).
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Tabela 3. Expresséo diferencial dos genes que codificam transportadores de glicose. A medida dos
reads indica o nivel de expressdo de cada gene. Sequencias com menos de 50 reads foram

excluidas.

GenBank Contigs (Intestino médio) Reads Completa Preferencial em

Contig_834
Contig_1575
Contig_1621
Contig_1694
Contig_1755
Contig_1763
Contig_1842
ACY03364.1 Contig_1905
Contig_1999
Contig_2297

4.2. Secrecao de proteinases

274
96
98
77
89
193
171
158
141
101

sim V1
sim
sim
sim V2
sim
sim
sim
sim
sim
sim

4.2.1. Catepsinas D de Dysdercus peruvianus

Segundo os dados apresentados na Tabela 4 ha pelo menos dez catepsinas

7

D expressas no intestino, sendo que delas apenas uma € expressa também em

outros tecidos. A DpCatDL1 é a Unica proteina com expresséo consideravel nas duas

amostras intestinais, uma do intestino médio completo e outra contendo apenas V2,

V3 e V4. DpCatD5-7 apresentam grande expressdo quando a amostra contém V1,

mas néo tem (ou tem muito pouca) expressdo na amostra sem V1.
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Tabela 4. Expressdo dos RNAms que codificam as diferentes catepsinas D avaliadas segundo o
namero de reads obtidos no pirosequenciamento de diferentes tecidos. A primeira coluna indica a
previsdo do peptideo sinal (prevista pelo SignalP). A segunda coluna indica 0 numero de N-
glicosilag8es (previstas por NetNGlyc 1.0).

Reads

Pep. Sinal N-glicosilacdo Intestino Médio V2/V3/V4 Carcaca
DPCATD_1 sim 3 151 241 -

DPCATD 2 sim 6 41 67 -
DPCATD 3 sim 0 51 63 -
DPCATD_4 sim 4 84 - -
DPCATD_5 sim 1 541 - -
DPCATD_6 sim 1 142 36 -
DPCATD_7 sim 2 674 21 -
DPCATD_8 sim 6 39 50 =
DPCATD_9 ? 0(?) 4 6 -
DPCATD_10 sim 2(1%) 3 4 65

?, dado ausente ou impreciso devido o falta da regido n-terminal. *, uma prolina apds a asparagina
torna improvavel a glicosilagdo prevista.

Isso sugere que a expressdao de genes como DpCatD5-7 seria
predominantemente em V1 (contradizendo a baixa atividade proteolitica neste

tecido).
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CAT D_10

43
47
50
33
49
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85

108
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94

116
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143
168
164
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214
215
225
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222
221
201
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272
275
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259
286
281
280
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291

329
333
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319
344
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317
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384
386
389
361
390
385
384
370
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Figura 5. Alinhamento das sequencias de DPCATD (exceto a DPCATD9). Os residuos de
aminodcidos sublinhados correspondem ao peptideo sinal. As colunas com asterisco acima
correspondem a posicdo dos aminoacidos responsaveis pela catalise.

As catepsinas D, quando comparadas por alinhamento (figura 5), apresentam
0os residuos responsaveis pela catélise formados por dois &cidos asparticos
conservados. Trés sequencias fogem deste padrdo. A sequencia DpCatD2, que nao
apresenta o primeiro acido aspartico; DpCatD3, que ndo apresenta o segundo acido
aspartico e, por fim, DPCatD8, que ndo apresenta ambos os residuos de
aminoacido. A DpCatD9 por ndo estar completa, ndo pode ser analisada.

Hé indicios, portanto, de que seis de um total de dez sequencias apresentam
atividade proteolitica. A presenca de ambos 0s acidos asparticos na regiao
conservada (correspondente a residuos do sitio catalitico) fazem com que
DpCatD1, DpCatD4-7 e DpCatD10 sejam, provavelmente, enzimas com atividade
proteolitica. Por outro lado, DpCatD2, DpCatD3 e DpCatD8 sao proteinas que
compartilham muitos residuos com as proteinases, mas que nao apresentam
atividade proteolitica.

Como forma de discriminar a funcao lisossémica de uma catepsina D, é
possivel analisar a presenca de uma regido consenso (DxPxPx(G/A)P) que
permanece conservada apenas nas catepsinas D que mantiveram sua agdo
intracelular (Padilha et al., 2009). Das 10 sequencias de DpCatD apenas a
DpCatD10 apresenta todos os cinco residuos de aminoacidos da regido consenso
devidamente conservados (figura 6). As outras catepsinas D por ndo apresentarem a
regido consenso podem ser relacionadas a outra funcdo, como a de digestéao

extracelular.

Md AspMDO03 Md_AspMD0O3

Dp CAT D 1 Op CAT D 1
Dp CAT O 2 Dp CAT D 2
Dp CAT D 3 Dp CRT D 3
Dp CAT D 4 Dp_CAT_D_4
Op CAT D 5 Dp CRT D 5
Op CAT D 7 T TCMD LPMIO - - Dp_CAT D 7
Dp_CAT D & TOAME LPHIO - Dp CAT D &
Dp CAT D 2 LNLILLGSTEDS Dp_CAT D 3
Op CAT D 9 TF--VESPDGY - - Dp_CAT D 9
Op CAT D_10 EF LGLDIPAPHGP Dp_CAT_D_10
A B

Figura 6. Comparacdo da posicdo da alca de prolina nas diferentes sequencias de catepsina D.
AspMDO03 foi usada como exemplo de catepsina D com a sequencia consenso completa. A.
alinhamento de todos os residuos de aminoacidos. B. Alinhamento mostrando apenas os residuos
que obedecem a sequencia consenso (além dos residuos conservados que flanqueiam a regido).
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Em uma comparacdo de sequencias a DpCatD10 forma um grupo
monofilético com enzimas sabidamente lisossbmicas, como a catepsina D do
vertebrado Bos taurus (figura 7). J4 as sequencias que ndo apresentam a alca de

prolina (DpCatD1-8) ficam em posi¢coes externas a esse grupo.

100 Aedes aegypti
a3 { Anopheles gambiae
Drosophila melanogaster
4100: ppCAD1 Musca domestica
TiCatD2 Triatoma infestans %

DPCATD_10

Apis mellifera

I

al¢ca de prolina

44

97

Sitophilus zeamais

37 Bos taurus _
ppCAD2 Musca domestica
o 99 I ppCAD3 Musca domestica
o _| DPCATD_6
96 DPCATD_7
DPCATD_5
a1  E— Triatoma infestans
00— TiCatD Triatoma infestans
DPCATD_4
DPCATD_1

01

Figura 7. Cladograma de sequencias de catepsina D obtido por Neighbor Joining. A chave indica as
sequencias que apresentam a alga de prolina caracteristica das catepsinas D lisossOmicas. *,
sequencia com alga de prolina isolada no limen intestinal.

O estudo de expressdo dos genes nos diferentes tecidos deixa claro a
expressao de todas as catepsinas D no intestino médio, mostrando ainda a grande
expressao da DpCatD5 e 6 em V1 (figura 8). Na mesma figura, a DpCatD10 mostra
ser o gene com maior expressao em tecidos nao intestinais, possivelmente reflexo
da sua atuacdo lisossbmica. Essa andlise € complementar ao demonstrado na
tabela 4 e responde a origem variacdo abrupta na expressdo de genes como

DpCatD5-7 entre os tecidos.
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Figura 8. Expressédo dos genes (2('A°q)) de catepsina D em diferentes tecidos de Dysdercus
peruvianus. A expressao foi quantificada por qPCR e é mostrada como 204€9 go gene de interesse
tendo 18S como controle interno. V1, primeira por¢cdo do intestino médio; V2, segunda porcao do
intestino médio; V3, terceira e quarta porgdo do intestino médio; Carc, corpo total menos o intestino
médio. +/- SEM. Barra sem desvio sdo a média de duas réplicas bioldgicas.

A importante expressédo da DpCatD5 e 6 em V1 foi confirmado pelo proteoma

do conteudo de V1 (tabela 5). Foram identificadas também as catepsinas DpCatD1,

4, 7 e 8 em um dos dois experimentos realizados.
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Tabela 5. Catepsinas D identificadas no limen de V1 por técnica protedmica. Cada experimento
corresponde a uma réplica biolégica do contetido soluvel de V1.

Cobertura total NSAF* experimento 1 (%) NSAF* experimento 2 (%)
DpCatD1 ?% 0,041 (0,004) -
DpCatD4 11% 0,207 (0,023) -
DpCatD5 52% 1,436 (0,159) 0,434 (0,061)
DpCatD6 43 % 0,334 (0,037) 0,698 (0,098)
DpCatD7 32% 0,286 (0,032) -
DpCatD8 9% - 0,440 (0,062)

*NSAF, fator de abundancia normalizada de espectros (normalized spectral abundance factor)

Como os dados de expresséao indicam ser V1 a principal por¢cao do intestino
na secrecao de catepsina D, o tecido foi selecionado para estudos de modulacdo da
transcricdo pelo alimento. Cinco dos dez genes de catepsina D sdo modulados pela
alimentacdo em V1 (tabela 6). E, como previsto, a DpCatD10 ndo teve sua
expressdo modulada pela alimentacdo neste mesmo tecido, indicando mais uma vez

nao ser responsiva as fungdes de digestédo de alimentos no intestino.

Tabela 6. Modulacdo da expresséo de catepsinas D em V1 de Dysdercus peruvianus. A expressao
foi quantificada por gPCR e é mostrada como a média de 2049 gg gene de interesse tendo 18S como
controle interno. A comparacao é feita entre animais em jejum com animais apés um dia e meio (36 h)
de alimentag&do. Em negrito p<0,05 do teste t.

2129 médio
Alimentado Jejum
(n4) (n4) p (studentT)
DpCatD1 0,0412 0,0205 0,0036
DpCatD2 0,0336 0,0212 0,0501
DpCatD3 0,0170 0,0111 0,0269
DpCatD4 0,0037 0,0026 0,2793
DpCatD5 2,2587 1,7976 0,0770
DpCatD6 8,6806 1,6943 0,0001
DpCatD7 0,0141 0,0118 0,3103
DpCatD8 0,0546 0,0159 0,0001
DpCatD9 0,0023 0,0015 0,0147
DPCatD10 0,0007 0,0005 0,1637

4.2.2. Catepsinas L de Dysdercus peruvianus

Com as analises de bioinformatica sobre os dados obtidos no

pirosequenciamento do cDNA do intestino de D. peruvianus foi possivel obter as
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sequencias das proteinases expressas no intestino. Foram encontradas ao todo dez
sequencias de catepsina L, sendo elas nomeadas DPCAL (Dysdercus peruvianus
catepsina L) adicionado um numero correspondente a ordem de descoberta.

O conjunto de sequencias abaixo apresenta todas as caracteristicas tipicas

de catepsina L conservadas, como a presenca de residuos cataliticos e motivos

(figura 9).

DPCALL 1 —MKYFIEESLLAVCHAG ————— SVFED-|JVS| 63
DPCAL3 1 MMNKLLIJ#SVAASCLVLASALSVSDEQE\E 70
DPCAL4 1 -MNKLLLVTFLVTWAVAVSGLSDSEKEL{JE 69
DPCALS 1 -MKVL TTCVGLIGAV---PSLTEE-JAS| 65
DPCALG6 1 -MKFITEFIPLLVCCQG-—————-— LLRPE—JE 62
DPCAL7 1 MVFKS CIAAVLITATAANPLIKEDRYLE] 70
DPCALS 1 - PFVTTCAVAVSALSVSDQEngE 62
DPCAL9 1 MKVKTLEEEE———LIAATVASQSIGDEIU 67
DPCAL1O0 1 -MKFFLIWFALVGFSQAVSFFNLGEEE- 68

DPCALL 64 DVS| KYKSSG-KPKQL---GSVFVE
DPCAL3 71 RTH A RK-LIGFKQGPRDPAVP-—--- 133
DPCAL4 70 LT A RK-MYGLNKIQRDALKP----- J 132
DPCALS 66 QVS| SAQUNGLNKTGLLTNRK- - - PNYHFLSLKKI 132
DPCAL6 63 NV NYQDYNDQDVEL———RTEFVASTSSADIP 129
DPCAL7 71 ETT 2 134
DPCAL8 63 NTT 125
DPCAL9 68 EKT 131
DPCALLO 69 LVS§| 137

127

RS-LYGFVQVQRDPSVP-----
KKFMTRREIFFGKTLDA--—-- VQHI|ZHS -DNILTEITIN
TY[JGFNKSTRATNNRRMMGSTF I AZEH-VTIAZERYY

DPCAL1 128
DPCAL3 134
DPCAL4 133
DPCALS 133
DPCAL6 130
DPCAL7 135
DPCALS 126
DPCAL9 132
DPCAL10 138

196
202
201
202
197
202
194
193
206

DPCAL1 197
DPCAL3 203
DPCAL4 202
DPCALS 203
DPCAL6 198
DPCAL7 203
DPCALS 195
DPCAL9 194
DPCAL10 207

JFKKANVGATLNSFVDIPQGD!
KFSKANIGATIQSYTNIKEGS
KFSKANIGATISGYTNIREYS
AYKKSNVAGTVSGYVDIPEDD
JFNASEIGAKLKGYAKTLQYD
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JSDEEKAILLGVKYVDLPVAD
JFKRRSIGAVDTGFVDIAEGD
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271
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DPCAL1 266
DPCAL3 272
DPCAL4 272
DPCALS 272
DPCAL6 267
DPCAL7 273
DPCALS 265
DPCAL9 263
DPCAL1O 276

Figura 9. Alinhamento das sequencias de DPCAL (exceto a DPCAL2). Os residuos de aminoacidos
sublinhados correspondem ao peptideo sinal, as colunas com asterisco acima correspondem a
posicdo dos aminoacidos responsaveis pela catalise (entre eles a cisteina e a histidina catalitica),
residuos sublinhado e em itélico sdo preditos como N-glicosilados. Os motivos ERFNIN, GCNGG e
GNFD estao marcados acima (Waniek, et al., 2012). O consenso C-terminal (SXPXV) relacionado a
secrecao esta marcado acima (Chauhan et al., 1998)
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A DPCALZ2 foi suprimida do alinhamento por conter uma longa sequencia N-
terminal que ndo tem homologia com as outras DPCALs, mas mantém conservados
os residuos cataliticos, bem como é possivel predizer um peptideo sinal, como esta
sintetizado na tabela 7. Para confirmar que o N-terminal da DPCAL2 ndo €
simplesmente um artefato da montagem do contig, esse trecho ndo homélogo as
outras DPCALs foi isolado e usado no programa BlastP. Desta forma, € possivel
identificar o trecho N-terminal em cisteino proteinases de diversos animais, sendo
aquele que mais se aproxima da DPCAL2 é a cisteino proteinase do também

Heteroptera Plautia stali (BAF94153.1).

Tabela 7. Predicdo da presenca de peptideo sinal, sinais de N-glicosilagcdo nas DPCALs e medidas
entre lisinas obtidas a partir de modelagem computacional.

Peptideo sinal N-glicosilagéo Distancia (A)
DpCall_Al Sim 1 (N20)* 35.76 (K16-K194); 36.52 (K17-K194); 38.93 (K33-K79); 40.12 (K17-K137)
DpCal3_1 Sim 1 (N156) 33.36 (K57-K181); 35.64 (K57-K138); 38.15 (K45-K210)
DpCalL4 Sim 1 (N270) 32.58 (K104-K194); 39.43 (K57-K194)
DpCal5_1 Sim 1 (N76) 33.63 (K12-K77); 35.10 (K45-K85)
DpCal 6 Sim 3 (N44; N191; N265) 32.50 (K101-K184); 36.89 (K184-K293); 36.96 (K184-K292)
DpCal7 Sim 1 (N137) 33.97 (K39-K216); 34.44 (K38-K213); 34.53 (K60-K196); 34.92 (K15-K192)
DpCal8 Sim 1 (N70) 36.51 (K18-K104); 37.23 (K37-K104)
DpCal9 Sim 1 (N132) 35.41 (K13-K187); 36.51 (K13-K100); 36.59 (K36-K100)
DpCal 10 Sim 1 (N79) 33.37 (K33-K80); 34.08 (K44-K80); 37.32 (K59-K145)

Todas as sequencias foram submetidas a predi¢do de hélice transmembrana e nenhuma apresentou
essa caracteristica na preproteina. Ndo houve predicdo de sitios de modificacdo por ancora de GPI
em nenhuma da sequencias. *, uma prolina apés a asparagina torna improvavel a glicosilacdo
prevista.

O estudo do alinhamento nos permite inferir que todas as DPCALs
apresentam peptideo sinal, tendo entdo condi¢des de seguir a rota lisossémica ou 0
encaminhamento para via secretoria. A previsdo da N-glicosilacdo em todas as
DPCALs (Tabela 7), por sua vez, indica que todas as proteinas consideradas teriam
condicbes de seguir a rota lisossOmica pela via do transportador de manose-6-
fosfato, ao menos sob o aspecto do sitio de glicosilagdo (discutiremos outros
aspectos abaixo). Os motivos tipicos de catepsina L estdo presentes nas sequencias
com algumas variagfes que ja foram descritas para sequencias de catepsina L de

outros Hemiptera (Waniek, et al., 2012).
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™ GS CG IM V1 V2 V3 reads
DPCAL1 2833
DPCAL2 463

DPCAL3 1280

DPCALA 430
DPCALS 1174
DPCALE 25
DPCAL7 124
DPCAL8 395
DPCALY 35

DPCAL10 10

Prot. ribossomal

Figura 10. Expressdo do RNAm que codificam as diferentes catepsinas L foi avaliada por RT-PCR.
Como forma de comparacéo relativa, todas as amostras de DPCALs séo mostradas no ciclo 25, mas
houve acompanhamento de mais e menos ciclos para certificar que as amplificagcbes estavam na fase
logaritmica. A quantidade de reads obtidas no pirosequenciamento estd a direita e indica o quanto
cada DPCAL é expressa em termos de RNAm.

A figura 10 da base para se inferir a importancia relativa dos genes que
codificam as catepsinas L. Todos os genes de catepsinas L estudados sao
expressos no intestino médio do inseto, sendo que apenas DPCAL10 apresenta
expressdo em todos os tecidos. Exceto por DPCAL10 e DPCALZ2, todos os genes
tém expressao restrita ao epitélio intestinal, sendo preferencialmente expressos em
V2. Com a analise da quantidade de reads obtidos no pirosequenciamento do cDNA
do intestino do D. peruvianus € possivel dizer que a sequencia DPCALL é a mais
expressa, sendo DPCAL3 e DPCAL5 ainda comparativamente muito expressas
(figura 10).
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Tabela 8. Comparacdo entre as DPCALs com catepsinas L de inseto (T. molitor), sabidamente
lisossémicas (PCAL1) e digestivas (PCAL2 e PCAL3) (Cristofoletti et al., 2005; Beton, et al., 2012).

PCAL1 PCAL2 PCAL3
ident. (%) simil. (%) ident. (%) simil. (%) ident. (%) simil. (%)
DPCAL1 58 73 44 59 50 67
DPCAL2 44 60 36 51 39 55
DPCAL3 55 69 40 58 47 64
DPCAL4 54 68 40 55 46 60
DPCAL5 54 67 44 59 47 61
DPCAL6 49 66 42 59 47 63
DPCALY 47 64 41 57 47 63
DPCAL8 54 69 41 59 47 63
DPCAL9 44 58 37 50 42 59
DPCAL10 61 79 43 58 44 64

ident., corresponde a porcentagem de residuos de aminoacidos idénticos entre as sequencias; simil.,
corresponde a porcentagem de aminoacidos similares, quanto a sua classificagdo, entre as
sequencias.

Relacionar as sequencias obtidas com sequencias de insetos que
apresentem o mesmo processo de duplicagéo e divergéncia génicas nos traria mais
indicios sobre a funcao lisossbmica ou digestiva das DPCALs. A PCAL1 foi
imunocitocalizada em todos os tecidos de T. molitor dentro de vesiculas
semelhantes a lisossomos (Cristofoletti, et al., 2005). Ja& a imunocitolocalizacdo da
PCAL3 em tecidos de T. molitor marca apenas vesiculas de secrecdo presentes em
células do intestino médio deste inseto, sendo que PCAL2 seria também uma
enzima secretada pelas células intestinais (Beton, et al., 2012).

A simples comparacdo entre os aminoacidos conservados (idénticos ou
similares) na tabela 8 ja permite verificar que a DPCAL10 tem a maior identidade (e
similaridade) com a enzima lisossémica de T. molitor, quando comparado as demais
DPCALs. A mesma DPCAL10, guando comparada com as duas enzimas digestiva
(PCAL2 e 3) de T. molitor mostra ter valores muito préximos de quando comparamos
as demais DPCALs.
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100 H. armigera
100 S. frugiperda
67 B. mori
H. saltator
495: S. invicta
o1 A. aegypti
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99 D. radicum
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Figura 11. Cladograma de sequencias de catepsina L obtido por Neighbor Joining. O grupo
monofilético com bootstrap 72 inclui sequencias de genes expressos apenas em lisossomos e foi
demarcado com colchete.

A hipotese de que DPCAL 10 seria a enzima responsavel pela digestédo
intracelular (ou lisossémica) € reforcada por um cladograma de sequencias de
catepsina L (figura 11). Nele é possivel perceber que sequencia de enzimas
sabidamente lisossdmicas, como a PCAL1 de T. molitor (Cristofoletti et al., 2005) e a
catepsina L de H. sapiens (Schroder, et al., 2010), se agrupam junto com DPCAL10
em um grupo monofilético (demarcado pelo colchete). Por outro lado, existem
enzimas que na analise ficam fora do grupo dito das enzimas lisossémicas, como as
sabidamente digestivas PCAL2 e PCAL3 de T. molitor (Cristofoletti et al., 2005;
Beton, et al., 2012). Finalmente, um grupo monofilético com bootstrap 62 é externo a
todos as outras catepsinas L, incluindo as DPCAL 3 e 4 e DPCAL7-9, que deve

refletir fenbmenos de duplicacéo génica e divergéncia dentro da espécie em estudo.
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Figura 12. Modelo computacional por homologia da DPCAL1. As lisinas expostas estdo marcadas em
vermelho e o residuo (de asparagina) que recebe a N-glicosilacdo esta marcada em azul.

A presencga do peptideo sinal em todas as enzimas estudadas indica que
elas sdo destinadas para a rota secretéria (que inclui tanto enzimas secretadas
como residentes intracelulares) (figura 9 e tabela 7).

A figura 12 e os valores da tabela 7 mostram as medidas entre lisinas
selecionadas com base na sua topologia na superficie do modelo molecular. Ha pelo
menos uma medida favoravel em cada modelo analisado. A posi¢do do sitio de N-
glicosilacdo e as medidas entre lisinas sdo muito proximas (se nado idénticos) aos
requeridos para o reconhecimento pela fosfotransferase no aparato de Golgi.

A expressao tecidual das catepsinas L, além de mostrar variagdo tecido-
especifica, indicava também variagdo do nivel de expresséao relativa entre os genes.
Genes que codificam enzimas digestivas (DPCAL1; 3-9) indicavam maior transcricéo
gquando comparados ao gene que codifica a catepsina L lisossémica (DPCAL10).
Além disso, a catepsina L lisossémica mostrava indicios de repressdo em tecidos
digestivos (ver reads na figura 10 e figura 13).

Para verificar a expressao dos genes de maneira mais direta, a realizacao de
experimentos de gPCR foram realizados (figura 13).
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Figura 13. Expressao relativa das catepsinas L de Dysdercus peruvianus por gPCR. A expressao foi
quantificada por qPCR e é mostrada como 202€9 go gene de interesse tendo 18S como controle
interno. V1, primeira porgdo do intestino médio; V2, segunda porgdo do intestino meédio; V3, terceira e
quarta porcao do intestino médio; Carc, corpo total menos o intestino médio. +/- SEM.

Consideremos que o nivel de expressdao da DPCAL10 no tecido carcaca
como a expressao basal de catepsina L de um tecido, ou seja, com a catepsina L
atuando intracelularmente. A figura 13 mostra que a expressdo da DPCAL10 é
menor do que expressao de outras DPCALs intestinais (como DPCALL e 4 em V2).
Isso indica que genes de catepsina L sdo mais expressos em tecidos intestinais.
Considerando o conjunto dos oito genes que expressam catepsina L no intestino do
D. peruvianus, had maior expressao global de catepsinas L (ou superexpressao).

Considerando agora a conservagcao da regido carboxi-terminal (ver figura 9),
que permite a entrada na rota secretdria alternativa a dependente de manose
fosfato, podemos dizer que DpCall, 5, 7, 9 e 10 (e provavelmente DpCalL3 e 4)

seriam capazes de seguir a rota secretoria (Chauhan et al., 1998).

4.2.3. Catepsinas L de Dysdercus peruvianus (estudo das selecionadas)

Os dados até entdo parecem indicar uma rota de secrecdo das catepsinas L
que inclui a rota lisossémica. Experimentos de imunocitolocalizacdo trariam mais
dados para essa analise, permitindo a comparacdo da localizacdo celular das
proteinas que seguem a rota secretoria ou, neste caso, a rota de encaminhamento

lisossémico. Para tal, € necesséria a producéo de anticorpos das catepsinas L.
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Foram selecionados para um estudo mais aprofundado as catepsinas L
DPCAL1, 3 e 5 por seu provavel papel no processo digestivo, DPCAL2, por seu
intrigante padrédo de expressao e DPCAL10, por ser o melhor candidato de catepsina
L tipicamente lisossomica em D. peruvianus. Seus genes foram submetidos ao
processo de clonagem para a expressao heterologa da proteina recombinante, como

ser& individualmente apresentado a seguir.
4.2.3.1. DPCAL1

A clonagem e expressdo heterdloga da DPCAL1 se mostra bastante
promissora sob dois aspectos. O primeiro diz respeito a producdo de uma proteina
em quantidade suficiente para producéo de anticorpos policlonais para a marcagao
do conteudo das vesiculas internas das células do epitélio intestinal. O segundo fator
que torna seu estudo atraente € a possibilidade de conhecer a atividade enzimatica
da enzima muito expressa no intestino.

A figura 14 mostra de maneira resumida o processo de clonagem bem-
sucedido desta proteina. O processo inclui a subclonagem no vetor PGEMT e a
clonagem final no vetor de expressao PAE.

50°C
60°C
Clone 3

- o~
e o
= =
Q9 9
o 0O

Clone1
Clone 2
Clone 3

PCR Gradiente PCRdosClones Digestdo PCRdos Clones
DPCAL1_PGEMT DPCAL1_PAE
A. B. C. D.

Figura 14. Eletroforeses (em gel de agarose) dos produtos das reacfes de amplificacéo. Processo de
clonagem DPCAL1. A. PCR realizado sobre cDNA do intestino, foram utilizadas duas temperaturas
de pareamento, sendo 50°C considerado padrdo para os proximos experimentos. B. PCR de trés
clones de DPCAL1_PGEMT. C. Digestédo da construcdo DPCAL1_PGEMT Clone 1 com as enzimas
de restricdo BamHI e Pstl. D. PCR de trés clones de DPCAL1_PAE.

A constru¢cdo DPCAL1_PAE foi inserida em uma bactéria Escherichia coli da
cepa BL21_STAR e apo0s adicdo do indutor IPTG a expresséo foi verificada (figura
15).
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Figura 15. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas expressas em E. coli durante o processo
producdo da DPCAL1 recombinante. O primeiro gel apresenta na segunda raia uma amostra das
bactérias antes da adicdo de IPTG no meio, e a terceira raia apresenta outra amostra do mesmo
conjunto de bactérias horas apds a adicdo de IPTG. O segundo gel apresenta o produto da lise das
bactérias induzidas (ou apés a adicao de IPTG) apds centrifugacdo, sendo a segunda raia a fragédo
sollvel e a terceira raia a fra¢é@o insoluvel.

Com a expressao realizada nas condi¢cdes descritas em Materiais e Métodos
foi possivel conseguir apenas a proteina recombinante na forma insoltvel. Com isso
foi utilizado um procedimento de purificacdo que envolvia 0 uso da ureia como
agente capaz de solubilizar a proteina recombinante e assim realizar a purificacdo
por afinidade. O resultado desse procedimento esta representado na figura 16. Nela
€ possivel ver que a proteina recombinante esta bastante enriquecida na fracédo

chamada de “elut”.
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Purificagdo DPCAL1 recombinante

Figura 16. Eletroforese (SDS-PAGE) de proteinas dos diferentes passos do processo de purificacdo
da DPCAL1 recombinante. O processo de purificacdo foi realizado em resina de afinidade. O lisado
celular bruto solubilizado em ureia 8M (raia “Total”) é adicionado a resina que € entdo lavada (raias
“FT”), sendo que a adigdo de imidazol na concentragao 500mM libera a proteina recombinante ligada
a resina (fragdes “elu”).

A proteina recombinante purificada foi, entdo, aplicada em coelho para a
producao de anticorpos policlonais anti-DPCAL1.

A proteina recombinante DPCAL1 produziu uma resposta imune em coelho
que, por sua vez, produziu anticorpos capazes de reconhecer a proteina
recombinante. A DPCAL1 semi-purificada pode ser vista em duas concentracdes
distintas no gel (SDS-PAGE) corado com Coomassie (figura 17 A). Essas proteinas,
assim como o padrdo de massa molecular, foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose e por western blotting se verificou a marcacdo da proteina
recombinante quando aplicado o primeiro soro imune (figura 17 B), mas essa
marcacao nédo foi vista quando aplicado o soro pré-imune (figura 17 C). Exceto pelo
soro utilizado, as condi¢cbes do experimento foram idénticas, até mesmo quanto a
diluicdo dos soros. Sendo assim, consideramos que o anticorpo anti-DPCALL1 foi

capaz de reconhecer a proteina recombinante.
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Figura 17. Eletroforese (SDS-PAGE) e western blot da DPCAL1 recombinante. A. Eletroforese da
DPCAL1 recombinante semi-purificada (segunda e terceira raia), corada por Coomassie Blue. B.
Western blot com o primeiro soro imune anti-DPCAL1 com titulo de 1:200. C. Western blot com soro
pré-imune com titulo de 1:200.

A partir de uma nova inoculagdo da proteina recombinante no coelho, foi
obtido um novo soro imune, que tende a ter maior titulo que o primeiro. Para testar a
eficiéncia deste soro imune, se realizou um experimento no qual a proteina
recombinante (figura 18 A) foi reconhecida com o soro sob duas diluicbes 1:200
(figura 18 B) e 1:600 (figura 18 C.) Nos dois casos houve reconhecimento da

proteina recombinante DPCALI.

DP
P cal1 1:200 1:600

R

-
A. B. C.

Figura 18. Eletroforese (SDS-PAGE) e western blot da DPCAL1 recombinante — teste de diluicdo do
anticorpo. A. Eletroforese da DPCAL1 recombinante semi-purificada, corada por Coomassie Blue. B.
Western blot com anticorpos policlonais anti-DPCAL1 com titulo de 1:200. C. Western blot com
anticorpos policlonais anti-DPCAL1 com titulo de 1:600.

O passo légico seguinte seria realizar experimento que identificasse a
DPCAL1 no conjunto de proteina extraidas de diferentes tecidos do D. peruvianus.
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Para isso foram feitas diversas extracdes de proteinas dos ventriculos intestinais e,
depois de quantificadas, as proteinas seguiam o mesmo procedimento feito com a
proteina recombinante no western blotting. Contudo, resultados negativos se
seguiam e com isso nao foi possivel identificar a DPCAL1 entre as proteinas
intestinais.

Buscando a causa dessa falha foi feita uma analise mais cuidadosa dos
controles e foram estabelecidos alguns meétodos para controlar os possiveis
problemas, conforme detalhado no material suplementar Il.

O anticorpo anti-DPCAL1, possivel marcador de enzima secretada, ndo é
capaz de reconhecer especificamente uma proteina dentre as proteinas solUveis de
V1 e V2 (figura 19). Quando o titulo do anticorpo é aumentado o reconhecimento
passa a ser inespecifico, reconhecendo até proteinas padrdo de massa molecular.

Esse experimento contou com uma dificuldade adicional. A presenca de
proteinases na amostra é capaz de degradar as proteinas mesmo em condicdes
rigorosas de manutencdo das amostras em gelo e homogeneizacdo e fervura
imediatas. O material suplementar Il trata especificamente da solucdo deste

problema.

P V1 V2 Vi v2 Vi v2

anti-DPCAL1  anti-DPCAL1

(1:2500) (1:5000)

A. B. C.
Figura 19. Reconhecimento da DPCAL1 de Dysdercus peruvianus por western blotting. A. SDS-
PAGE das proteinas sollveis de V1 e V2 coradas por Coomassie Blue. B. Western blot com
anticorpos policlonais anti-DPCAL1 com titulo de 1:2500. A forte marcacdo em V2 pode ser

considerada artefato quando comparada ao padrdo de bandas do SDS-PAGE. C. Western blot com
anticorpos policlonais anti-DPCAL1 com titulo de 1:5000. (Marcagdo em B. raia V2 é artefato)

Esses resultados indicam que o anticorpo anti-DPCAL1 ndo apresenta titulo e

especificidade adequados para os experimentos subsequentes de imunomarcacéo
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histologica. Este resultado e o resultado dos outros anticorpos testados estédo
resumidos na tabela 10 na secéo que trata dos marcadores celulares.

A producédo da DPCALL recombinante foi feita na forma insolavel e, portanto,
sem possibilidade de verificar sua atividade proteolitica. Na tentativa de se obter a
proteina da forma solavel o plasmideo de expressdo DPCAL1_PAE foi inserido em
duas cepas de E. coli (STAR e Origami) e sob duas temperaturas apos a adicao de

IPTG (30° e 37°C). Com isso seria possivel verificar se em alguma condicdo a
proteina recombinante seria produzida na forma soltvel.

Solavel
Insoltvel
Soluvel
Insolivel
Insoltvel
Insolivel

K}
>
=2
<]
(%]

Solavel

Star Origami

Figura 20. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas expressas em E. coli durante o processo de
expressdo da DPCAL1 recombinante. O gel mostra um experimento de teste de solubilidade. Nele

esta o produto soluvel e insolavel da lise de bactérias de duas cepas (Star e Origami) apés a
producéo da DPCAL1 sob duas temperaturas distintas (30° e 37°).

A cepa STAR nao foi capaz de produzir a proteina recombinante na forma
solivel em nenhuma das condi¢gbes (figura 20). Ja a cepa Origami produziu a
proteina parcialmente solivel em ambas as temperaturas, mas mais marcadamente
a 30°C. Apesar de grande parte da proteina ainda estar presente na porgao

insoluvel, a fragdo de proteina recombinante presente na forma soluvel foi suficiente
para testes preliminares de ativacao e atividade proteolitica.
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Figura 21. Atividade sobre Z-FR-MCA do extrato solluvel bruto da E. coli Origami expressando
DPCAL1 recombinante a 30°C (vide figura 20). O extrato sollvel foi submetido a 30 minutos de
incubacé@o em diferentes pHs (tampéo citrato-fosfato pH 5,0 e tampé&o acetato pH 2,8), na presenca
ou auséncia de inibidor (E-64 5uM) e, apds a incubagéo, teve a atividade enzimética mensurada em
pH 5,0. Sl (sem incubagdo) permaneceu 30 minutos em gelo antes de ter a atividade enzimatica
mensurada. A atividade foi medida por ensaios com seis variagfes de tempo e foi aqui representada
por unidades arbitrarias (UA) por minuto (min).

Como a proteina clonada foi expressa na forma de zimogeno, contendo o
propeptideo, € necessario antes da verificacdo da atividade realizar a ativacao in
vitro desta enzima recombinante. O experimento que variou as condi¢cbes de
ativacdo mostrou a necessidade de um pH baixo (pH 2,8) para ocorrer a auto
ativacado (figura 21). Portanto, o processo de ativacdo ndo se deu em pH 5,0. A
inibicdo da atividade, ou do processo de ativagdo, pelo inibidor E-64 € um indicio de
se tratar da cisteino peptidase clonada (DPCAL1). Na auséncia de incubacao (S| da
figura 21), a atividade corresponderia a atividade intrinseca das proteinases
bacterianas ativas, sendo que, neste experimento a atividade pode ser considerada

insignificante.
4.2.3.2. DPCAL2

O estudo da DPCALZ2 nos daria a possibilidade de conhecer melhor essa
enzima de expressdo pouco usual. Conhecer sua especificidade e localizagéao
celular nos permitiria propor sua agéo. Contudo, sua clonagem nao foi conseguida

mesmo apos variagdes experimentais.
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Os resultados até agora mostram duas caracteristicas intrigantes: a presenca
de um N-terminal maior que as outras catepsinas L e sua expressao em tecidos
especificos como tubulos de Malpighi e corpo gorduroso (figura 22).

Para compreender melhor a funcdo desta enzima, foi feita a analise de
dominios conservados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) que
identificou, além dos dominios tipicos das cisteino peptidase (Peptidase C1
superfamily), o dominio DUF4412 na regido N-terminal. Esse dominio nao foi
caracterizado e, portanto, tem fungdo desconhecia (Domain of unknown function).
Esse dominio é encontrado em bactérias, arqueias e eucariotos e tem entre 75 e
104 amino&cidos de extensdo. Ha dentre das cisteino proteinases com 0 mesmo
dominio N-terminal aquelas que apresentam anotagdo “26/29-kDa proteinase”.
Quando comparada conjuntamente, a DPCAL2 se agrupa com as 26/29-kDa

proteinases e ndo com as outras catepsinas L (figura 22).
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Figura 22. Cladograma de diferentes catepsinas L e 26/29-kDa proteinases. DPCAL2 forma um

grupo monofilético com outras 26/29-kDa proteinases.

4.2.3.3. DPCAL3

O estudo mais aprofundado da DPCAL3 nos permitiria acessar informagdes

como a especificidade desta enzima e mesmo garantir mais um marcador do

conteudo interno das vesiculas de dupla membrana. Foi possivel clonar o gene da

DPCAL3 e, assim, através da técnica de subclonagem, obter a construgédo

DPCAL3_PAE (figura 23).
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Figura 23. Eletroforese (em gel de agarose) dos produtos de amplificacdo do processo de clonagem
da DPCAL3. A. PCR realizado sobre cDNA dos tubulos de Malpighi, foram utilizadas duas
temperaturas de pareamento, sendo 50°C considerado padrdo para os préximos experimentos. B.
PCR de trés clones de DPCAL3_PGEMT. C. Digestao da constru¢do DPCAL3_PGEMT Clone 1 com
as enzimas de restricdo Xhol e Hindlll. D. PCR de trés clones de DPCAL3_PAE.

Com a construcdo foi possivel realizar o experimento de expressao
heter6loga. A proteina recombinante foi conseguida na forma insoluvel, sendo
assim, sua purificacdo se deu em solugdo com alta concentracdo de ureia (figura

24). O processo de purificacdo, por enquanto gerou apenas fracfes bastante

enriquecidas da proteina recombinante, mas ainda ndo pura.
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Figura 24. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas expressas em E. coli durante processo de
expressédo e purificacdo da DPCAL3 recombinante. A. Segunda raia uma amostra das bactérias antes
da adicdo de IPTG no meio, e a terceira raia apresenta outra amostra de bactérias do mesmo
experimento horas apds a adicdo de IPTG. B. produto da lise das bactérias induzidas (ou apés a
adicdo de IPTG) apods centrifugacéo, sendo a segunda raia a fracdo solGvel e a terceira raia a fracéo
insoltvel. C. Processo de purificagdo como ja descrito. O lisado celular bruto solubilizado em ureia 8M
(raia “Total”’) é adicionado a resina que é entédo lavada (raias “FT”), sendo que a adicdo de imidazol
na concentragdo 500mM libera a proteina recombinante ligada a resina (fragbes “elu”).
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4.2.3.4. DPCALS

Foi possivel obter a construcdo DPCALS5 PGEMT (figura 25) com seus
respectivos clones que, tanto pelo sequenciamento do tipo Sanger quanto pelo
processo de digestao, correspondem a sequencia esperado, contudo sua clonagem

no vetor de expressado PAE néao foi obtida.
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PR Candionin DPCALS5_PGEMT DPCALS5_PAE
A. B. C. D.

Figura 25. Eletroforese (em gel de agarose) do produto de amplificagdo durante o processo de
clonagem da DPCAL5. A. PCR realizado sobre cDNA do intestino, foram utilizadas duas
temperaturas de pareamento, sendo 50°C considerado padrdo para os préximos experimentos. B.
PCR de trés clones de DPCAL5 _PGEMT. C. Digestao da construgdo DPCAL5 PGEMT Clone 1 com
as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. D. PCR de trés clones de DPCAL5_PAE.

4.2.3.5. DPCAL10

Como discutimos anteriormente, a DPCAL10 é a mais forte candidata de
enzima lisossbmica. Isso quer dizer que temos possivelmente uma enzima que
conservou sua localizacdo celular nos lisossomos nos diversos tecidos, podendo,
como as outras catepsinas L, atuar na digestdo no lumen intestinal. Portanto, ter
essa proteina expressa nos permitiria acessar sua localizacdo subcelular (a0 se
produzir anticorpos e imunocitolocalizar) e caracterizar a rota lisossébmica e
secretoria.

A clonagem da DPCAL10 a partir do cDNA intestinal ja indicava a real
expressdo desse gene na intestino médio. Considerando a importdncia dessa
informacdo e as fracas bandas da figura 10, foi necessario nos certificar da

expressdo desse gene no intestino meédio. Foi realizado, entdo, um novo
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experimento usando um novo par de iniciadores (0s mesmos utilizados no processo
de clonagem da DPCAL10) além de um novo cDNA e o acompanhamento de varios
ciclos de amplificacéo (20, 25 e 30 ciclos). Na figura 26 A vemos 0 mesmo padréao e

podemos confirmar a expressdo da DPCAL10 nos seis tecidos estudados.

™ GS CG Vi V2 V3

DPCAL10 20 ciclos
A DPCAL10 , 25 ciclos
DPCAL10 | me . » 30 ciclos
Controle M 20 ciclos
2749 médio p (studentT)
V1_DPCAL10 0,0049 0,0002
B V2_DPCAL10 0,0057 0,0001
V3_DPCAL10 0,0059 0,0001

Carc_DPCAL10 0,1001 -

Figura 26. Expressdo do RNAm que codifica DPCAL10. A. Avaliada por RT-PCR em diferentes ciclos
de amplificacdo tendo 18S como controle. B. Avaliada por gPCR e € mostrada como 2029 4o gene
de interesse tendo 18S como controle interno. O teste t foi realizado comparando a expresséo de
DPCAL10 em cada tecido do intestino médio (individualmente) com a expressdao de DPCAL10 na
carcaca.

A medida da expressdo por gPCR confirma a expressdao nos tecidos do
intestino médio (figura 26 B) e deixa claro que a expresséo no intestino médio é
menor (t-teste, p<0,01) quando comparada com a os demais tecidos (carcaca). Essa
informacdo ja era sugerida pela intensidade das bandas no experimento anterior. A
vantagem desta abordagem (por gPCR) é a possibilidade de confirmar a
amplificacdo especifica pela andlise da curva de fusdo (melting). De maneira geral,
podemos concluir que a catepsina em questdo é, mesmo que em menor grau,
expressa no intestino médio de D. peruvianus.

Inicialmente, ndo houve amplificagdo com os iniciadores de clonagem (que
continham os sitios de restricdo), por isso, novos iniciadores foram construidos sem

o sitio de restricdo. Com o produto dessa primeira amplificacdo foi realizada uma
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segunda amplificacdo agora com os sitios de restricdo. Assim foi possivel fazer a
primeira construgdo DPCAL10_PGEMT que teve sua sequencia confirmada por
sequenciamento Sanger e pela digestédo (figura 27). A construcéo obtida a partir da
ligacdo do inserto do gene ao vetor de expressa gerou a constru¢cdo DPCAL10_PAE

que foi, subsequentemente, usada na transformacéo de bactérias competentes.

50°C
55°C
60°C
50°C
55°C
60°C
cl.1
cl.2
ClL.3

PCR Gradiente PCR Gradiente
2 PCRdosCl
PCR Gradiente _primersem primercom DPCAL:(S) pgr;;]-
sitio de restricao sitio de restrigdo 7
A. B. C. D.

PCR de Colonia
DPCAL10_PAE

Digestdo

E: F.

Figura 27. Eletroforese (em gel de agarose) dos produtos de amplificacdo durante o processo de
clonagem da DPCAL10. A. PCR realizado sobre cDNA do corpo gorduroso, foram utilizadas duas
temperaturas de pareamento no primeiro experimento que teve o uso dos iniciadores de clonagem
(com sitio de restricdo). B. PCR com iniciadores sem o sitio de restricdo com trés diferentes
temperaturas de pareamento. C. PCR com iniciadores de clonagem sobre DNA purificado do passo
anterior em trés diferentes temperaturas. D. PCR de trés clones de DPCAL10_PGEMT. E. Digestéo
da construcdo DPCAL10_PGEMT Clone 1 com as enzimas de restricdo BamHI e Pstl. F. PCR de dois
clones de DPCAL10_PAE.

Foi realizado um experimento de expressédo heterdloga, sendo que para
controle se realizou PCRs do plasmideo de expressdo (DPCAL10 PAE) bem como
da colbnia utilizada no experimento. Apos a adi¢cdo de IPTG foi gerada a proteina
recombinante. A proteina recombinante foi produzida nas cepas de E. coli STAR e
Origami na forma insoltvel (figura 28 A). Um passo de purificacdo foi feito apds

solubilizag&o da proteina recombinante em ureia 8M (figura 28 B).
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Figura 28. Eletroforeses (SDS-PAGE) das proteinas expressas em duas cepas de E. coli (Origami e
Star) durante o processo de purificagdo da DPCAL10 recombinante. A. Produto solGvel e insoltuvel da
lise de bactérias apos a inducdo da producdo da proteina recombinante. B. Processo de purificacéo
da proteina recombinante sendo: NL. proteinas nao ligadas a resina de purificagéo. Lav1-3. proteinas

liberadas em lavagens consecutivas. Elul-3. proteinas liberadas com a adigdo de 500mM de imidazol
ao tampdo de lavagem.

A producéo da catepsina L possivelmente lisossomica (DPCAL10) possibilitou
a producdo de anticorpos policlonais em coelho. A producdo da enzima na forma
insolavel nas condi¢des testadas ndo permite a analise da atividade proteolitica da
enzima, como foi conseguido com a DPCALL1.

O anticorpo policlonal anti-DPCAL10 é capaz de reconhecer a proteina
recombinante (figura 29 A e B) e o0 mesmo experimento realizado com o soro pré-
imune ndo apresenta marcagcdo. Mesmo reconhecendo a proteina recombinante, o
anticorpo nao foi capaz de reconhecer uma banda dentre as proteinas solUveis de
V1 e V2 de D. peruvianus nas condi¢bes testadas (Figura 29 C e D). Porém,
diferentemente da anti-DPCAL1, o anti-DPCAL10 parece nao marcar

inespecificamente quando aumentada a concentracdo (avaliando a marcacédo dos
padrdes de peso molecular).
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Figura 29. Eletroforese (SDS-PAGE) e western blot da DPCAL10 A. SDS-PAGE da DPCAL10
recombinante corado por Coomassie Blue B. Western blotting com anticorpo policlonal anti-DPCAL10
sobre proteina recombinante C. SDS-PAGE das proteinas soluveis de V1 e V2 coradas por
Coomassie Blue. D. Western blotting com anticorpos policlonais anti-DPCAL10 com titulo de 1:2500
sobre proteinas soluveis de V1 e V2.

Como forma de superar as dificuldades experimentais desta fase, foram feitos
testes nos quais a concentracdo de anticorpo foi igualada no pré-imune e no soro
imune. Em diluicdes pareadas, os soros foram empregados na marcagdo de cortes
ultrafinos. Em condi¢gfes nas quais o0 pré-imune ndo gerava marcacao 0 soro imune
de mesma concentracdo era avaliado. Quando houve marcagdo no soro pré-imune,
a figura é mostrada para fins de comparacédo. Esse resultado e de outros anticorpos
testados estdo resumidos na tabela 10 na sec¢do que trata dos marcadores celulares.

O anticorpo policlonal anti-DPCAL10 foi capaz de marcar o interior de
vesiculas de secrecdo assim como vesiculas relacionadas ao complexo de Golgi
(figura 30 A e B). Houve marcacao em organelas ainda nao identificadas (fguras 32C
e 33). O mesmo experimento realizado com soro pré-imune de mesma diluigdo nao
gerou marcacgoes significativas.

A organela da figura 30 C é pouco eletrondensa e seu contetdo forma
estruturas concéntricas provalmente membranosas. Esta organela sé permance
visivel em fixagBes mais brandas, como as usada nas marcagfes por anticorpos. As
marcacoes estdo preferencialmente no contelldo mais eletrondenso desta organela
(Figura 30 C).
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Figura 30. Micrografia de enterdcito de V1 de Dysdercus peruvianus imunomarcados por anti-
DPCAL10. A. Regido do apice celular. B. Regido que inclui o reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi. C. Organela pouco eletrondensa néo identificada. Em todos os casos a dilui¢cdo
do anticorpo foi 1:500. As setas indicam as regiées marcadas. MV, microvilosidade. DV, vesicula de
secrecdo (de dupla membrana). GC, complexo de Golgi. RER, reticulo endoplasmatico rugoso.

O segundo tipo de organela marcada é caracterizada pela presenca de
conjuntos concéntricos de membranas alternado com um conteddo mais

eletrondenso (figura 31). Essa organela é mais resistente a fixacdo e permite a
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confirmagéo do conjunto de membranas entremeando o contetido mais eletrondenso
(figura 31 B).

Figura 31. Micrografia de enter6cito de V1 de Dysdercus peruvianus — organela marcada. A.
Organela relacionada ao lisossomo. Corte imunomarcado por anti-DPCAL10 com setas indicando a
regido marcada. B. Organela relacionda ao lisossomo. Corte com fixacéo tradicional ndo marcado.

A marcacdo parece indicar que a catepsina L tipicamente lisossémica seria
realmente encaminhada para a rota secretora. Devido as dificuldades experimentais
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ja citadas, nédo foi possivel confirmar que a marcacdo da DPCAL10 € especifica, ou
seja, se o anti-DPCAL10 ndo marcaria também as outras DPCALS.

4.3. Producdo de membrana perimicrovilar

4.3.1. Fracionamento celular por centrifugacéao diferencial

Para definir corretamente os parametros experimentais foram realizados
experimentos de centrifugacdo diferencial em condi¢fes similares as de Silva et al.
(1996). Nesse experimento foi utilizada a por¢cado V1 do intestino de D. peruvianus.
Essa porcdo, por ndo apresentar grande atividade de proteinases quando
comparado com as outras porcoes, seria mais estavel aos experimentos e foi entdo
selecionada para os testes iniciais. A figura 32 mostra o grafico de De Duve para
duas atividades, a atividade de alfa-glicosidase (marcador de membrana
perimicrovilar) e a atividade de beta-glicosidase (marcador de membrana microvilar
conforme Silva et al. (1996)). Os experimentos aqui expostos tem pelo menos uma

réplica biologica que reproduz o resultado demonstrado.

6 Alfa Glicosidase » Beta Glicosidase

4.5 15

Atividade Relativa Especifica
(% atividae (%)/ proteina (%)

1__m

o 50 100 o 50 100

Proteina (%)

Figura 32. Centrifugacao diferencial de homogeneizados do tecido de V1 em meio isotbnico. Apés a
centrifugacdo diferencial, cada fracdo foi congelada e descongelada trés vezes e novamente
centrifugada gerando uma porcdo solivel (SP) e uma insoluvel (PP). Solavel (representado por
barras brancas) e insollvel (representado por preenchidas) de cada fracdo sdo ensaiados e foram
aqui representados na ordem de obtencao, da esquerda para a direita (P1, P2, P3 e FS). A altura do
histograma é proporcional a atividade especifica relativa e sua area é proporcional a porcentagem da
atividade enzimética total.

O passo seguinte seria utilizar a por¢cdo V2 do intestino de D. peruvianus, pois
nessa porcao poderiamos seguir todos os marcadores celulares ja estudados e

também as catepsinas L, que sdo os marcadores selecionados para este estudo.
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A marcante presenca de proteinases em V2 faz com que seja necessaria a
adicdo de inibidores que contenham a atividade especialmente da cisteino
peptidase. Para isso se testou duas abordagens, uma que envolve o uso do
modificador reversivel MTS para cisteina proteinases e outra que utiliza inibidores

especificos para as proteinases cisteinicas e asparticas (E-64 e pepstatina).

s AlfaGlicosidase Beta Glicosidase

45

A Catepsinal

Atividade Relativa Especifica
(% atividae (%)/ proteina (%)

0 50 100

Proteina (%)

Figura 33. Centrifugacdo diferencial de homogeneizados do tecido de V2 em meio isotbnico na
presenca dos inibidores pepstatina 10uM e E-64 10uM. Apoés a centrifugacao diferencial, cada fracéo
foi congelada e descongelada trés vezes e novamente centrifugada gerando uma por¢éo soltvel (SP)
e uma insoltvel (PP). Soluvel (representado por barras brancas) e insolavel (representado por barras
preenchidas) de cada fracdo séo ensaiados e foram aqui representados na ordem de obtencgédo, da
esquerda para a direita (P1, P2, P3 e FS). A altura do histograma € proporcional & atividade
especifica relativa e sua area é proporcional a porcentagem da atividade enzimatica total.

A presenca dos inibidores pepstatina e E-64 cumpriu seu papel, pois a
atividade das proteinases do tipo catepsina L foi quase banida neste experimento
(cerca de 2% remanescentes), quando comparado a atividade do tratamento com
MTS. O dado da inibicdo ndo é observavel nos graficos ja que representam uma
proporcdo da atividade total. A presenca de inibidores de protease nao afetou a
atividade de alfa e beta glicosidase. Contudo, os padrdes de distribuicdo no gréafico
de De Duve sofreu influéncia, especialmente na atividade de beta-glicosidase,

deixando em duvida a integridade das fracdes subcelulares (figura 33). A razdo mais
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provavel para esse arranjo € a presenca do solvente dos inibidores (DMSO 2% (v/v))
gue pode ter influenciado a estabilidade das membranas.

4 AlfaGlicosidase . Beta Glicosidase

6 Catepsinal
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(% atividae (%)/ proteina (%)
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Figura 34. Centrifugacéo diferencial de homogeneizados do tecido de V2 em meio isotbnico na
presenca de MTS (1 mM). Apds a centrifugacdo diferencial, cada fracdo foi congelada e
descongelada trés vezes e novamente centrifugada gerando uma porc¢éo soltvel (SP) e uma insoltvel
(PP). Soluvel (representado por barras brancas) e insolUvel (representado por barras preenchidas) de
cada fracdo sdo ensaiados e foram aqui representados na ordem de obtenc¢do, da esquerda para a
direita (P1, P2, P3 e FS). A altura do histograma é proporcional a atividade especifica relativa e sua
area é proporcional & porcentagem da atividade enzimatica total.

No experimento de centrifugagéo diferencial na presenca de MTS (1mM) foi
possivel repetir o padréo de distribuicdo dos marcadores de membranas (figura 34).
A atividade de catepsina L é parcialmente solUvel e parcialmente ligada a fracado
insolavel (ou fracdo de membranas) enriquecida especialmente em P2 e P3.
Contudo, sua distribuicdo foi bastante parecida com o resultado obtido por Silva et
al. (1996) quanto a atividade de fosfatase acida (um marcador lisossdémico). A
desprezivel atividade no soluvel final (FS) indica que houve pouca contaminacéo do

tecido (durante a dissec¢do) por contetdo luminal intestinal.
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4.3.2. Fracionamento celular (resolugcéo em gradiente de sacarose)

As fracdes subcelulares resultantes da centrifugacdo diferencial foram
selecionadas para serem resolvidas por centrifugacdo em gradiente de sacarose.
Com o objetivo resolver vesiculas de secre¢do e lisossomos, as fracdes escolhidas
correspondem a P2 e P3, pois estas sdo enriquecidas na atividade de alfa-
glicosidase, de beta-glicosidase e de catepsina L (os dois primeiros sdo marcados
de membranas e o ultimo é marcador de material vesicular soluvel — lisossomo e

vesicula de secrecao).

——alfa-gli
0,05 - 60
-=-beta-gli
< 0,04 - & rso
o) % sacarose X
= | A 40
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-g 0,02 30 8
S m / 20 ©
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Figura 35. Atividade enzimética de fracdes subcelulares de V1 centrifugadas em gradiente de
sacarose. alfa-gli, atividade sobre p-nitrofenil-alfa-D-glicosideo. beta-gli, atividade sobre p-nitrofenil-
beta-D-glicosideo. UA, (unidades arbitrarias).

Esse método permite que fracdes subcelulares de densidades diferentes se
separem. Considerando isso, as atividade de alfa e beta-glicosidase, por
apresentarem o mesmo padréo de distribuicdo no gradiente de sacarose (figura 35),
estdo associadas, provavelmente compondo o mesmo compartimento subcelular.
Esse resultado € o mesmo para fragBes subcelulares de V1 e V2.

Podemos dizer que fragBes subcelulares (vesiculas) de dupla membrana
estdo sendo isoladas neste experimento. Contudo, n&o foi possivel obter enzimas
sollveis dessas amostras. Ensaios para atividade de catepsina L indicaram que o
conteudo dessas vesiculas é liberado entre o processo de centrifugacao diferencial e
a aplicacdo no gradiente de sacarose, mesmo com a manutencdo da pressao
osmotica. Para acessar as enzimas sollveis que sao secretadas, uma nova
estratégia foi tracada: a identificacdo das proteinas secretadas com uso de técnicas

protedmicas sobre o contetdo soltuvel de V1.
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4.3.3. Estudo dos marcadores celulares selecionados

O conjunto de dados da literatura guiou a escolha dos marcadores celulares
(em especial: Silva et al. (1996) e Ferreira et al. (1988)). Para isso, a atividade
hidrolitica descrita nesses trabalhos é relacionada com as identidades das
sequencias do transcriptoma intestinal. Como em todos os casos houve mais de
uma sequencia com anotacdes idénticas, analises de expressdo baseadas no
namero de reads, RT-PCR e gPCR foram fundamentais na escolha do marcador.

Foi selecionado um marcador de cada compartimento na rota secretoria
regulada (Griffths e Simons, 1986), além das catepsinas L, das quais se acumulam
evidéncias da sua secrecdo nos Heteroptera (Billingsley e Downe, 1988; Lopez-
Ordoiiez, et al., 2001).

4.3.3.1. Alfa-glicosidases gerais de D. peruvianus

As alfa-glicosidases gerais aqui consideradas envolvem as alfa-glicosidases e
alfa-manosidases. As alfa-glicosidases sdo as enzimas marcadoras de membrana
perimicrovilar e ja foram purificadas a partir do tecido intestinal de D. peruvianus
(Silva e Terra, 1995; Silva et al., 1996). A atividade de alfa-manosidase acompanha
membranas de maior densidade em Rhodnius prolixus, sendo considerada assim
como enzima marcadora de membrana microvilar (Ferreira et al., 1988). A
associacdo da alfa-manosidase com a membrana microvilar pode ser inferida
também por apresentar o mesmo padrao de distribuicdo subcelular que a atividade
de beta-glicosidase (também marcadora de membrana microvilar) (Silva et al.,
1996).

A andlise de sequencias obtidas no pirosequenciamento permitiu a
identificacdo de 11 sequencias de alfa-glicosidases gerais, sendo que destas, trés
apresentavam a maior representatividade quanto a quantidade de reads. Elas foram
denominadas DPAIpMan, DPAIphaGlul e DPAIphaGlu2 e sé&o sequencias formadas,
respectivamente, por 2363, 1319 e 677 reads, contrastando com os 169 reads da
guarta sequencia de RNAmM mais abundante do transcriptoma intetinal.

A DPAIpMan é uma enzima da familia 31 das glicosideo hidrolases

(pfam01055) e tem a maior quantidade de reads. Ja as sequencias da DPAIphaGlul
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e DPAIlphaGlu2 sdo enzimas da familia 13 das glicosideo hidrolases com dominio
catalitico compartilhado com as alfa-amilases (pfam00128).

A familia 31 inclui tanto enzimas com atividade de alfa-manosidase (EC
3.2.1.24) como também enzimas com atividade de alfa-glicosidase (EC 3.2.1.20)
(http://www.cazy.org/GH31.html). Ja a familia 13 n&o inclui enzimas com atividade de
alfa-manosidase. Sendo assim, enzimas da familia 13 serdo consideras para analise
como enzimas responsaveis pela atividade de alfa-glicosidase tipica.

Mesmo pertencendo a mesma familia, a DPAIphaGlul difere da DPAlphaGlu2
por apresentar um dominio transmembranar na extremidade carboxiterminal (figura
36). A presenca do dominio transmembranar torna DPAlphaGlul uma forte
candidata como a enzima marcadora de membrana perimicrovilar purificada por
Silva e Terra (1996).

DP_AlphaGlul 494 If SFNEKIDTTSKHTRRZIIEMYLTAS SNDNSSASSVFAS IFAILACLAVTLFRSN- 555
DP_AlphaGlu2 494 VjzSPNTEIAGQLFNWSD [SI DR S G V] 130t 525

Figura 36. Alinhamento da por¢do C-terminal da DPAIphaGlul e DPAIphaGlu2. Dominio
transmembranar sublinhado (predito por HMMTOP v. 2.0). Aminoacidos marcados com o fundo preto
e cinza sao idénticos e similares, respectivamente.

A sequencia de DPAlphaGlul foi usada em um Blast (Blastp) e as duas
sequencias de maior score foram do também Heteroptera Riptortus pedestris e
ambas sequencias, quando submetidas a previsdo pelo programa HMMTOP,
também apresentaram alca transmembranar na regido C-terminal (nimero de
acesso BAN20159 e BAN20192.1). J4 quando a DPAIlphaGlu2 foi usada no Blastp o
maior score foi um proteina de R. pedestris que, quando submetida a previsao, nao
apresentava a regido transmembranar (nimero de acesso BAN20149.1). Essa
analise indica que a alga transmembranar pode ser uma caracteristica conservada e

nao um simples artefato de montagem.
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Figura 37. Expressdo dos RNAmM que codificam diferentes alfa-glicosidases avaliada por RT-PCR.
TM, tdibulos de Malpighi; GS, glandula salivar; CG, corpo gorduroso; V1, primeiro ventriculo do
intestino médio; V2, segundo ventriculo do intestino médio; V3, terceiro ventriculo do intestino médio.

Os genes das trés alfa-glicosidases gerais sdo expressos apenas nos tecidos
do intestino médio (figura 37). A expressdo em V3 foi detectada, mas com menor
intensidade.

4.3.3.2. DPAIpMan

O processo de clonagem da DPAIpMan foi feito usando como DNA molde o
cDNA produzido a partir do RNAm extraido do intestino de D. peruvianus. Dessa
forma, foi obtida uma banda de tamanho correspondente, conforme mostrado na
figura 38 A, que foi purificada e o DNA foi ligado ao vetor PGEMT gerando os clones
(figura 38 B) que, por sua vez, foram digeridos com enzimas de restricao

correspondentes (figura 38 C).
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Figura 38. Eletroforeses obtidas durante na clonagem e expressdo heterdloga de DPAIpMan. A-D
séo eletroforeses em gel de agarose. A, B e D séo eletroforeses do produto das reagbes de
amplificacdo. E eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) corada por Coomassie blue. A. PCR realizado
sobre cDNA do intestino, foram utilizadas trés temperaturas de pareamento (50°, 55° e 60°). B. PCR
de trés clones de DPAIpMan_PGEMT. C. Digestéo da constru¢do DPAlpMan_PGEMT Clonelcom as
enzimas de restricdo BamHI e Pstl. D. PCR de trés clones de DPAIpMan_PAE. E. Proteinas
expressas em E. coli antes (-IPTG) e horas ap6s a adicdo de IPTG (+IPTG).

A banda de tamanho correspondente foi purificada do gel e o DNA com ponta
coesivas foi ligado a um vetor de expressao (PAE), também com pontas coesivas
correspondentes, gerando assim a construcdo DPAIpMan_PAE com seus
respectivos clones (figura 38 D). O plasmideo de expressdo foi usado na
transformacao de células de E. coli da cepa STAR que, apés a adicado de IPTG,
produziu a enzima recombinante (figura 38 E).

A alfa-manosidasidase de D. peruvianus (DPAlpMan) recombinante foi

parcialmente purificada para a sua inoculacdo em coelho (figura 39). O anticorpo
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gerado (anti-DPAIpMan) é capaz de reconhecer a proteina recombinante e o soro

pré-imune ndo reconhece a proteina recombinante nas condi¢des testadas (figura
40).

- ~ %) - ~ o
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Figura 39. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas insollveis expressas por E. coli (Star) durante o
processo de purificacdo de DPAIpMan recombinante. P. Padrdo de massa molecular. NL. Proteinas
nao ligadas a resina de purificacdo. Lav1-3. Proteinas liberadas em lavagens consecutivas. Elul-3.
Proteinas liberadas com a adicdo de 500mM de imidazol ao tampé&o de lavagem.
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Figura 40. Eletroforese (SDS-PAGE) e western blot da DPAlpMan recombinante. A. Eletroforese da
DPAIpMan recombinante semi-purificada, corada por Coomassie Blue. B. Western blot com soro

imune anti-DPAIpMan com titulo de 1:5000. C. Western blot com soro pré-imune com titulo de 1:2500.
Superexposto para assegurar a auséncia de sinal.
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A producéo do anti-DPAIpMan e o reconhecimento da proteina recombinante
indica a possibilidade da marcagdo da membrana microvilar em experimentos de
imunocitolocalizacao.

A presenca de atividade de alfa manosidase associada as membranas
celulares apicais foi primeiramente demonstrada em Rhodnius prolixus, nesse caso
ligada a membrana rica em proteinas, ou seja a membrana microvilar (Terra et al.,
1988; Ferreira et al., 1988). A presenca desta atividade ligada a membrana
microvilar em D. peruvianus foi posteriormente verificada e com distribuicdo celular
similar a beta glicosidase. A atividade de alfa manosidase é parcialmente ligada a
membrana e parcialmente soluvel (Silva e Terra, 1994; Silva et al., 1996).

O anticorpo policlonal anti-DPMan foi capaz de gerar marcagdes esparsas em
vesiculas de secrecao de dupla membrana, bem como em vesiculas associadas ao
complexo de Golgi (figura 41 A e B). O mesmo experimento realizado com soro preé-

imune de mesma diluicdo ndo gerou marcagodes significativas.
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Figura 41. Micrografia de enterécito de V1 de Dysdercus peruvianus imunomarcado por anti-
DPAIpMan. A. Regido do éapice celular. B. Regido que inclui o reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi. Em ambos os casos a dilui¢éo do anticorpo foi 1:500. As setas indicam as regifes
marcadas. MV, microvilosidade. DV, vesicula de secrecdo (de dupla membrana). GC, complexo de
Golgi. RER, reticulo endoplasmético rugoso.

E importante notar a fixagdo das amostras para experimentos de
imunomarcacdo nem sempre gera micrografias com definicdo suficiente para a
distincdo da dupla membrana. A inferéncia da natureza da organela nesses casos se
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da ndo sO pela marcacdo em si mas também pela topologia, eletrondensidade e
comparacao com micrografias da literatura (em especial Silva et al., 1995).

Nas condi¢des testadas, anti-DPAlpMan néo foi capaz de marcar a membrana
microvilar, possivelmente devido ao titulo baixo do anticorpo. Contudo, a marcacgao
das vesiculas trans-Golgi e das vesiculas de secrecao indica sua presenca na rota
secretéria. Outras organelas, como aquelas relacionadas aos lisossdmos, néo

apresentaram marcacao nas condicdes do experimento.

4.3.3.3. DPAIphaGlul

O processo de clonagem da DPAIphaGlul foi feito inicialmente com a regiao
gue codifica a porcdo transmembranar da enzima, necessitando um passo adicional
no qual foi isolado o trecho que codifica a regido sollvel e, entado, foi inserido em um
vetor de expressdo. O clone obtido inicialmente da DPAIlphaGlul completa
(DPAIphaGIlul-PGEMT) foi utilizado como amostra em uma nova reacdo de
amplificacdo. Nesta reacédo foi retirada a por¢cdo dos nucleotideos que codificam a
regido transmembranar da proteina, passo importante antes da expressao
heter6loga em bactérias (figura 42 A).

O novo clone gerado (DPAlphaGlul-m_PGEMT) foi digerido com enzimas de
restricdo e o trecho liberado foi ligado no vetor de expressdo PAE gerando a
construcdo DPAIphaGlul-m_PAE (figura 42 B, C e D). Bactérias E. coli com essa
construcdo sdo capazes de produzir a proteina recombinante apds a adicdo de
indutor no meio (figura 42 E.).

A proteina recombinante produzida na forma insolavel foi parcialmente
purificada (figura 42 F. G.). Essa proteina parcialmente purificada foi inoculada em

coelho que, por sua vez, gerou o anticorpo policlonal anti-DPAlphaGlul.
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Figura 42. Eletroforeses obtidas durante processo de clonagem e expressao heteréloga de
DPAIphaGlul sem hélice transmembrana (-m). A, B e D sao eletroforeses dos polinucleotideos
resultantes das reac¢des de amplificacdo. E-F séo eletroforeses de proteinas (SDS-PAGE) coradas
por Coomassie Blue. A. PCR realizado sobre plasmideo DPAIlphaGlul_PGEMT, foram utilizadas trés
temperaturas de pareamento (50°, 55° e 60°C). B. PCR de trés clones de DPAlphaGlul-m_PGEMT.
C. Digestéo da constru¢cdo DPAIphaGlul-m_PGEMT Clone 1 com as enzimas de restricdo. D. PCR
de dois clones de DPAIphaGlul-m_PAE. E. Proteinas expressas em E. coli antes (- IPTG) e horas
apos a adicdo de IPTG (+ IPTG). F. Produto sollvel e insoluvel da lise de bactérias apds a indugéo
da producgéo da proteina recombinante. G. Proteina recombinante parcialmente purificada (segunda
raia).

O anticorpo policlonal anti-DPAlphaGlul foi capaz de gerar marcacdes em
vesiculas associadas ao complexo de Golgi, como pode ser visto na figura 43 A. A
marcacdo do apice celular restringiu-se ao exterior das microvilosidades com
particulas livres ou aderidas a membrana perimicrovilar (figura 43 B). O tratamento
com soro pré-imune nas mesmas condigdes experimentais geraram marcacdes de
padrdo proximo ao conseguido com o soro imune, mas em uma densidade menor
(figura 43 C).
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Imune 1:500 Pré-imune 1:500

Figura 43. Micrografia de enterécito de V1 de Dysdercus peruvianus imunomarcado por anti-
DPAIphaGlul. A. Regido que inclui o reticulo endoplasméatico rugoso e complexo de Golgi marcado
com soro imune. B. Regido do &pice celular marcado com soro imune. C. Regido do &pice celular
marcado com soro pré-imune (controle negativo). Em todos os casos a diluigdo do anticorpo foi 1:500.
As setas indicam as regibes marcadas. MV, microvilosidade. DV, vesicula de secre¢do (de dupla
membrana). GC, complexo de Golgi. RER, reticulo endoplasmatico rugoso.

4.3.3.4. DPAIphaGlu2

No processo de clonagem da DPAIphaGlu2 foram obtidas duas bandas na
primeira reacdo de amplificacdo, uma delas com o tamanho esperado e outra com o
tamanho bem menor (figura 44 A). A banda indicada pela cabeca de seta foi
selecionada para os processos subsequentes de clonagem. Apos a ligacdo do DNA
extraido no vetor PGEMT, foram gerados clones da construcéo
DPAIlphaGlu2_PGEMT (figura 44 B). O Clone 2 DPAIphaGlu2_PGEMT foi utilizado
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no processo de digestdo (figura 44 C) e o DNA depois de purificado foi inserido no
vetor PAE também digerido que, apds a transformacgéo de bactérias, deram origem
aos clones DPAIphaGlu2_PAE (figura 44 D).
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Clone 1
Clone 2
Clone 3

PCR Gradiente PCR dos clones Digestdo PCR dos clones
DPAIpGlu2_PGEMT DPAIpGlu2_PAE

Figura 44. Eletroforeses obtidas no processo de clonagem da DPAlphaGlu2. A. PCR realizado sobre
cDNA do intestino, foram utilizadas trés temperaturas de pareamento (50°, 55° e 60°). A banda
indicada pela cabeca de seta foi selecionada para as etapas de digestdo (ver C.) clonagem no vetor
PAE (ver D.) B. PCR de trés clones de DPAIphaGlu2_PGEMT (clonagem da banda indicada em A.).
C. Digestédo da construcdo DPAIpMan_PGEMT Clone 2 com as enzimas de restricdo Xhol e Pstl. D.
PCR de trés clones de DPAIphaGlu2_PAE.

O clone de expressdo DPAIlphaGlu2_PAE foi usado na transformacédo de
células competente de E. coli da cepa STAR e a producédo da proteina recombinante
foi induzida pela adicao de IPTG (figura 45 A) sendo produzida totalmente na forma
insoltvel (figura 45 B). ApGs a solubilizacdo da proteina recombinante em ureia 8M
foi realizado um passo de purificacdo em coluna de afinidade, conforme pode ser
visto na figura 45 C.
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Figura 45. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas expressas em E. coli (STAR-DE3) durante o
processo de expressao e purificacdo da DPAIphaGlu2 recombinante. A. Proteinas expressas em E.
coli antes (-IPTG) e horas apés a adi¢édo de IPTG (+IPTG). B. Produto soltvel e insolavel da lise de
bactérias apés a inducdo da producdo da proteina recombinante. C. Eletroforese do processo de
purificac@o da proteina recombinante sendo: NL. proteinas néo ligadas a resina de purificagdo. Lavl-
3. proteinas liberadas em lavagens consecutivas. Elul-3. proteinas liberadas com a adi¢do de

500mM de imidazol ao tampéo de lavagem. Em todos 0s casos a cabeca de seta indica a proteina
recombinante.

As alfa-glicosidases sdo descritas na digestdo em varios insetos, sendo que
sua atividade pode ser sollvel ou ligada a membrana. No caso da DPAlphaGlu2
estariamos lidando com a atividade sollvel, ja que nédo foi possivel prever alcas
transmembranares para a enzima.

O anticorpo policlonal anti-DPAIphaGlu2 produzido em coelho foi capaz de
reconhecer a proteina recombinante sendo que o soro pré-imune ndo reconhece a
proteina recombinante nas condi¢fes experimentais apresentadas (figura 46).

DP
AlpGlu2 Imune Pré-imune

(1:2000)  (1:2000)
A. B. C.

Figura 46. Eletroforese (SDS-PAGE) e western blot da DPAIphaGlu2 recombinante. A. Eletroforese
da DPAIphaGlu2 recombinante semi-purificada (segunda e terceira raia), corada por Coomassie Blue.
B. Western blot com o soro imune anti-DPAlIphaGlu2 com o titulo de 1:2000. C. Western blot com
soro pré-imune com titulo de 1:2000.



96

DPAIlphaGlu2 ndo apresenta dominio transmembranar como a DPAIphaGlul,
logo, podemos prever ser uma enzima soluvel. Foi possivel confirmar a
DPAIphaGlu2 como proteina soluvel através da marcacdo de western blot usando
apenas proteinas sollveis extraidas tanto de V1 quanto V2 (figura 47). A marcacéo
de uma banda no tamanho esperado é visivel apenas em V1, mas vale a pena
ressaltar um fendmeno recorrente em western blots feitos para essa enzima. Uma
forte marcacao aparece na parte superior da membrana, sugerindo que grande parte
da proteina ndo entra completamente no gel durante a eletroforese. Esse intrigante

fendbmeno ocorre também com a enzima recombinante, mas em menor grau.

P V1 V2

anti-DPAIpGlu2
(1:2500)

A. B.

Figura 47. Reconhecimento da DPAIphaGlu2 de Dysdercus peruvianus por western blotting. A. SDS-
PAGE das proteinas sollveis de V1 e V2 coradas por Coomassie Blue. B. Western blot com
anticorpos policlonais anti-DPAIlphaGlu2 com titulo de 1:2500.

O reconhecimento de uma Unica banda dentro da massa molecular esperada
permite a continuidade dos experimentos passando para experimentos de

imunocitolocalizacao.
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Figura 48. Micrografias de enterécitos de V1 de D. peruvianus imunomarcados por anti-
DPAIphaGlu2. Setas indicam as regides marcadas. MV, microvilosidade. A e B sdo experimentos
idénticos variando apenas na qualidade do contraste.

Figura 49. Micrografia de enterécitos de V2 de D. peruvianus imunomarcados por anti-DPAlphaGlu2.
Setas indicam as regides marcadas. MV, microvilosidade.

Considerando 0s aspectos gerais da marcacdo, podemos dizer que
compartimentos intracelulares e a luz intestinal foram marcados.
O anti-DPAIlphaGlu2 marca compartimento intracelulares com conteudo

heterogénio, composto por regides mais e menos eletrodensas (figuras 48 e 49).
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Tais compartimentos se assemelham as vesiculas de secrecdo descritas para

espécie.

4.3.3.5. DPAPN

A aminopeptidase € uma enzima relacionada a digestdo intermediaria de
proteinas e sua atividade se da no espaco entre a membrana microvilar e a
membrana perimicrovilar.

Foram encontradas diversas sequencias que codificam aminopeptidases de
diferentes familias génicas (ver tabela 9). Para basear a escolha da sequencia que
codifica a aminopeptidase intestinal quanto sua classificacdo, foi levado em
consideracdo o trabalho realizado com a aminopeptidase de membrana do
Hemiptero A. pisum (Cristofoletti et al, 2006), no qual a enzima purificada e
sequenciada do intestino do inseto foi uma aminopeptidase N (familia M1). O passo
seguinte foi estimar o nivel de expressdo da enzima através do numero de reads

gue formaram as sequencias analisadas.

Tabela 9. Aminopetidases obtidas no pirosequenciamento, anotagdo e nimero de reads.

Selecionada Anotacgéo Familia N°de reads Completa
leucil aminopeptidase peptidase_M17 823 sim
> aminopeptidase N peptidase_M1 5145 sim
aminopeptidase N peptidase_M1 72 sim
leucil aminopeptidase peptidase_M17 59 sim
gluzincin peptidase_M1 16 -
leucil aminopeptidase peptidase_M17 34 sim
metionina aminopeptidase  APP_MetAP 19 sim
metionina aminopeptidase  APP_MetAP 39 sim
aminopeptidase N peptidase_M1 11 -
gluzincin peptidase_M1 18 -
metionina aminopeptidase  APP_MetAP 6 -
gluzincin peptidase_M1 6 -
metionina aminopeptidase  APP_MetAP 10 -

Na tabela 9 uma aminopeptidase N completa apresenta, aproximadamente,
100 vezes mais reads que as outras aminopeptidases N. Essa grande quantidade de
reads deve refletir sua expressao, reforcando sua importancia na digestdo. A

sequencia foi selecionada para estudos mais profundos das suas caracteristicas e
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seu padrao de expressdo em outros tecidos e sera aqui denominada apenas de
DPAPN.

A expressao da aminopetidase (DPAPN) se da nos ventriculos V1 e V2 (figura
50). Sua expresséao restrita a tecidos do intestino médio indica ser uma enzima
relacionada aos processos digestivos. Ter seu mMRNA expresso apenas em tecidos
digestivos reforca sua escolha como enzima responsavel pela atividade de
aminopeptidase do intestino de D. peruvianus. DPAPN ndo apresentaria sitio de

modificacdo de ancora de GPI segundo predicao (big-Pl Predictor).

™ GS CG Vi V2 V3

DPAPN

Controle

DPAPN

CONMIOIE e mie S S S

Figura 50. Expressdao do RNAm que codifica a DPAPN foi avaliada por RT-PCR. TM, tubulos de
Malpighi; GS, glandula salivar; CG, corpo gorduroso; V1, primeiro ventriculo do intestino médio; V2,
segundo ventriculo do intestino médio; V3, terceiro ventriculo do intestino médio. A mesma figura é
apresentada de duas formas para melhor visualizacéo.

A clonagem da DPAPN usou como DNA molde o cDNA obtido a partir do
RNA extraido do intestino médio de D. peruvianus. Apds a reacdo de amplificacdo
foi possivel notar duas bandas (figura 51 A), uma do tamanho esperado e outra bem
menor. A DNA da banda de tamanho esperado, apés purificacdo, foi inserida no
vetor de clonagem PGENT (figura 51 B) e um dos clones obtidos foi submetido a

digestdo com enzimas de restrigéo (figura 51 C).
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Figura 51. Eletroforeses obtidas no processo de clonagem da DPAPN. A. PCR realizado sobre cDNA
do intestino foram utilizadas trés temperaturas de pareamento (50°, 55° e 60°). B. PCR de trés clones
de DPAPN_PGEMT. C. Digestdo da construcdo DPAPN_PGEMT Clone 1 com as enzimas de
restricio BamHI| e EcoRI. D. SDS-PAGE de uma tentativa de expressédo recombinante da DPAPN.
Proteinas expressas em E. coli antes (- IPTG) e horas apés a adi¢do de IPTG (+ IPTG)

Foi possivel clonar a sequéncia da DPAPN em um plasmideo de expressao
gerando a construcdo DPAPN_PAE. A nova construcdo foi sequenciada e néo
apresentou qualquer mutacdo que inviabilizasse seu uso. Contudo, diversas
tentativas de expressdo em E. coli foram feitas sem sucesso na expressao
heter6loga da enzima. As tentativas incluiram variacbes na temperatura de
crescimento das bactérias em meio liquido, uso de diferentes cepas e variacdo na
concentracdo do indutor (IPTG). A figura 51 D é um resultado tipico para esse
experimento.

Uma abordagem experimental foi adotada como forma de superar a
dificuldade na producéo desta proteina recombinante para a producéo de anticorpos.
A producéo de peptideos sintéticos foi usada como fonte de epitopos na geracéao de
anticorpos policlonais em coelho.

A estratégia para a produgdo do anticorpo policlonal anti-DPAPN foi através
da imunizagédo de coelho com o peptideo sintético baseado na sequencia proteica
encontrada. O peptideo KRDFINVPSDITNDC foi sintetizado e conjugado com
carreador KLH (hemocianina de molusco) para o processo de imuniza¢ao do coelho.

O soro imune gerado foi purificado com coluna de afinidade com o peptideo
sintético imobilizado. O anti-DPAPN, como previsto, é capaz de marcar as laterais
das microvilosidades, no espaco entre membranas (figura 52 A). Ha, contudo,

marcacdo com padréo batante difuso obtida com o soro pré-imune que inclui o
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padrédo experimental (figura 52 B). Com esse resultado ndo é possivel afirmar que a
imunizagdo com o peptideo sintético foi o Unico fator responsavel pela especificidade
da marcacao do anti-DPAPN, podendo haver anticorpos prévios no coelho capazes
de reconhecer a DPAPN.

Figura 52. Micrografia de enterécito de V1 de Dysdercus peruvianus imunomarcado por anti-DPAPN.
A. Regido do apice celular marcado com soro imune. B. Regido do apice celular marcado com soro
pré-imune (controle negativo). Em ambos os casos a diluicdo do anticorpo foi 1:1000. As setas
indicam as regies marcadas. MV, microvilosidade.
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4.3.3.6. Compilagédo dos anticorpos produzidos

A producdo da proteina recombinante, sua purificacdo e validacdo do
anticorpo produzido foram detalhadas para cada marcador, assim como foi feito para
as catepsinas L. Como ja mencionado, dificuldades experimentais ndo permitiram a
validacdo da especificidade dos anticorpos em todas as condi¢bes testadas.
Evidéncias claras de marcacdo inespecificas foram fundamentais para a nao
utilizacao do anti-DPCALL e, por sua vez, as evidéncias de especificidade levaram a

diante estudos com as demais. A tabela 10 resume esses esforgos.

Tabela 10. Resumo da producéo e experimentos realizados com diferentes anticorpos.

Micrografia

Tratamento do Western blot  Western blot (reconhecimento

Anticorpo Antigeno soro (recombinate)* (homog.)** diferencial)***
Anti- proteina precipit. por
DPCAL1 recombinante (NH4)2SO.4 sim néo ndo testado
Anti- proteina precipit. por
DPCAL10 recombinante (NH4)2S04 sim ? sim
Anti- proteina precipit. por
DPAlphaGlul recombinante (NH4)2SO04 ndo testado ? sim
Anti- proteina precipit. por
DPAIphaGlu2 recombinante (NH4)2SO04 sim sim sim
Anti- proteina precipit. por
DPAlphaMan  recombinante (NH4)2SO0. sim ? sim
Anti- peptideo precipit. por
DPAPN sintético (NH4)2S04 NA ? sim

* indica a capacidade de o anticorpo reconhecer a proteina recombinante usada como antigeno. **
indica a capacidade de o anticorpo reconhecer uma proteina Unica em uma amostra complexa (como
0 homogeneizado intestinal). *** indica a capacidade de o anticorpo gerar marcacdes em cortes
histolégicos quando comparado com o seu pré-imune (nas mesmas concentracdes). NA, ndo se
aplica. ?, resultados inconclusivos.

4.3.4. Protebmica do conteludo solluvel de V1

Foi isolado o contetdo soluvel da primeira fracdo intestinal de D. peruvianus
(V1) e com esse material rico em proteinas secretadas foi realizado experimentos de
protedmica. Saber quais proteinas estdo presentes na luz intestinal poderia
confirmar as previsdes feitas para a secrecdo de enzimas tipicamente lisossémicas
na participagao da digestado do alimento.

Foi possivel identificar no contetdo de V1 seis catepsinas D, DpCatD1, 4, 5,
6, 7 e 8. A andlise de expressdo destes genes indicava estarem presentes
preferencialmente em V1, mostrando que essa fracao intestinal teria alguma funcao
na digestdo de proteinas além da porcdo V2, que tem grande atividade de cisteino
proteinase (Silva e Terra, 1994). Devemos considerar também que DpCatD1, 4, 5, 6
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e 7 apresentam os residuos cataliticos conservados bem como os sinais de N-
glicosilacdo. Segundo Balczun e colaboradores (2012) a catepsina D com a regiao
consenso de enzima lisossémica poderia ser isolada do limen intestinal. Ainda nao
foi possivel identicar a DpCatD10, enzima provavelmente lisossémica, no limen
intestinal, mas sabemos que sua expressdo é extremamente baixa no tecido
intestinal e, portanto, sua detec¢cdo no material luminal total € menos provéavel.

Foi possivel identificar cinco das dez catepsinas L em estudo. Sdo elas
DpCalL2, 3, 4, 5 e 8, sendo que das catepsinas L classicas (DpCal3, 4, 5 e 8) a
DpCal5 apresentou a maior contagem de espectros, confirmando os dados de
expressdo que indicavam a expressao génica preferencial em V1 (ver figura 13).
Com apenas um peptideo detectado, o DpCalL1l0 foi também identificada. Essa
deteccdo é importante pois, mesmo com baixa expressao génica, essa proteina foi
encontrada no limen de V1, indicando sua secrecao.

Trés glicosidases foram encontradas com grande contagem de espectros
(que é um indicio de sua presenca na amostra). As duas alfa-glicosidases estudadas
(DpAlphaGlul e DpAlphaGlu2) estdo presentes na amostra, o que indica que a
DpAlphaGlul ndo se mantém restrita a membrana perimicrovilar, sendo
parcialmente solubilizada. A terceira alfa glicosidase, ndo presente nos estudos
prévios, pertence a familia 31 das glicosidio hidrolases (pfam01055). Esta familia
inclui enzimas que sdo alfa galactosidases (ou similar), sugerindo que seria esta a
enzima responsavel pela hidrolise da rafinose presente na semente de algodao.

A evolucdo dos Heteroptera esta associada a volta a alimentacdo de
polimeros de insetos que ancestralmente se adaptaram a sugar seiva. Devido a
perda das enzimas de digestdo inicial nesses ancestrais, enzimas derivadas de
enzimas lisossbmicas e que sdo agora encontradas na luz intestinal foram usadas
na digestdo (Terra e Ferreira, 2012). A presenca de uma grande quantidade de
enzimas lisossdmicas na luz do intestino gera uma ddvida quanto a sua origem —
seriam as enzimas secretadas isoladamente ou o lisossémo descarregaria todo seu
contetdo na luz intestinal? Para ter mais indicios da participacdo de outras enzimas
lisossdbmicas na digestéo intestinal luminal foi feita uma comparacao das proteinas
soluveis sabidamente lisossémicas (Schroder et al., 2010) com as proteinas
encontradas no proteoma da material solivel do lumen de V1 (figura 53 e tabela
suplementar 2).
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605 ribosomal protein L12 vanin protein Acetylgalactosamine-6-sulphatase CathepsinZ
actin depolymerizing factor  Vitellogenin a-N-acetylgalactosaminidase CLN5 protein
aldo-keto reductase xylosyltransferase oxt N-acetylglucosamine-6-sulphatase CREG1
alphagalactosidase a-N-acetylglucosaminidase Deoxyribonuclease-2-a
alphaglucosidase N-(4)-(b-N-acetylglucosaminyl)-L- Di-N-acetylchitobiase
aminopeptidase N asparaginase Dipeptidyl-peptidase 1
ankyrin Acid ceramidase a-L-Fucosidase, tissue
apolipophorin Acid a-glucosidase Galactocerebrosidase
arginine kinase c-type Acid lipase a-Galactosidase A
lysozyme Acid phosphatase type 5 b-Galactosidase
cytosolaminopeptidase Acid phosphatase Ganglioside GM2 activator
enolase Arylsulphatase A Glucosylceramidase
ferritin Arylsulphatase B b-Glucuronidase
fructose-biphosphate aldolase Arylsulphatase G g-Glutamylhydrolase GGH

b-Hexosaminidase a-subunit
b-Hexosaminidase b-subunit
Hyaluronidase-1HYAL1
Iduronate-2-sulphatase

glutathione S-transferase
glyceraldehyde 3-phosphate
dh

IDGF (imaginal disc growth

factor) a-L-iduronidase IDL{A
JHBP Legumain
laccase i a-Mannosidase
lipocalin Proteinas cathepsinB Proteinas b-Mannosidase
long N-term cathepsin L secretadasem cathepstnD . . NPC2, epididymalsecr. prot. E1
multiple inositol Vi catheps!nL lisoss6micas Palm?toyl-prote?nth?oesterase1
polyphosphate phosphatase hfalthegs'“F soltveis Palmitoyl-protein thioesterase 2
NADP-dependent malic (proteﬁmica) thiol reductase Phospholipase A2, Group XV

Phospholipase B-like 1 protein
Pro-Xaa carboxypeptidase
Protective protein (cathepsin A)
Ribonuclease T2

Saposins A-D

enzyme
nucleoside diphosphate kinase
protein yellow

serine protease
superoxide dismutase [Cu-Zn]

Thioredoxin Serine carboxypeptidase-like,
trehalase Sialate O-acetylesterase
trypsin CathepsinH Sialidase-1
uncharacterized protein Cathepsin K Sphingomyelin phosphodiesterase
unknown protein Cathepsin O N-sulphoglucosamine sulphohydrolase
unknown secreted protein CathepsinS Tripeptidyl-peptidasel

Figura 53. Proteinas encontradas no limen de V1 em relagdo as proteinas descritas para o
lisossdbmo. Anotagbes em azul (a esquerda) representam as proteinas do proteoma que nao
apresentam relacéo com proteinas lisossOmicas. Anotagdes em vermelho (a direita) correspondem as
proteinas sollveis descritas para o lisossdbmo de acordo com a revisdo de Schroder et al. (2010).
Proteinas encontradas em V1 previstas para ocorrerem em lisossdbmos foram escritas em preto na
intersecao dos circulos.

Essa abordagem nos permite acessar diretamente quais enzimas passaram
pelo processo de secrecdo e sdo agora encontradas no limen intestinal. Caso os
lisossomos tivessem seu conteddo secretado, como 0s osteclastos de vertebrados,
esperariamos uma grande correspondéncia das protéinas identificadas em V1 com
as proteinas lisossémicas. Dentre as proteinas identificadas no proteéma da fracao
soluvel de V1, apenas as catepsinas B, D, L e F e uma tiolredutase correspondem a
proteinas tipicamente lisoss6micas, indicando haver apenas secrecdo parcial do

conteudo lisossOmico.
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5. Discusséao

5.1. Fisiologia molecular da digestdo em Dysdercus peruvianus

5.1.1. Digestéo e absorc¢ao no intestino médio

Foi detectada a presenca de absorcdo de glicose em V1 e absorcdo de
aminoacidos em V2 (Silva e Terra, 1994; Bifano et al., 2010). Com esse dado é
possivel prever que o0s transportadores correspondentes seriam expressos
preferencialmente nos respectivos compartimentos. Com a grande quantidade de
transportadores de glicose obtidos no transcriptoma intestinal ndo é possivel sugerir
o transportador responsaveis pela absor¢cdo de glicose vista por Bifano et al. (2010).
Como forma de delimitar melhor os possiveis transportadores de glicose, foi
realizado um experimento que compara transcriptomas das por¢cdes V1 e V2,
buscando transportadores diferencialmente expressos nos tecidos. As analises
levam a identificacdo de potenciais transportadores de glicose com identidade
diferente do ja relatado na literatura (Bifano et al., 2010). A expresséo diferencial em
V2 de um gene que transcreve um transportador de glicose nos leva a pensar que
haveria absorcdo de glicose (ou outro monossacarideo) também nessa porcao
intestinal. Agora, porém, temos mais evidéncias de que o principal transportador de
glicose em V1 seria realizado pelo gene representado aqui pelo contig 834, e nao
pelo contig_1905 (cédigo de acesso ACY03364.1) como relatado por Bifano et al.
(2010). Isso, além de gerar um melhor panorama dos genes expressos, indica um
bom candidato a experimentos de inibicio de expressdo génica (RNAI) para
confirmar sua atuagao na absor¢cao de glicose em abordagens futuras.

Segundo Silva e Terra (1994), a cisteino proteinase é a principal proteinase
de D. peruvianus, atuando como enzima solivel no lUimen intestinal, mais
especificamente no limen de V2 (uma fragdo do intestino meédio). Pesquisas
recentes revelam que, dentre as cisteino proteinases, as catepsinas L sao as unicas
quantitativamente importantes no intestino médio de insetos (Terra e Ferreira, 2012),
havendo diversos relatos de expressdo de catepsina L no intestino médio de
Heteroptera hematofagos (Lopez-Ordoiiez, et al., 2001; Kollien, et al., 2004; Waniek,

et al., 2012). Como forma de compreender melhor a presenca desse tipo de enzima
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no limen intestinal, foram selecionadas dentre as vinte e cinco sequencias de
cisteino peptidases dez que correspondem as catepsinas L.

E importante salientar que as sequencias DPCAL1-4 ja haviam sido
descritas em trabalhos prévios do laboratdrio, mas ainda n&o publicados. Nestes
trabalhos prévios era atribuido a DPCAL2 funcéo lisossdmica e a DPCALL, 3 e 4,
funcdo como enzima digestiva (Bifano et al., ndo publicado).

Os dados de expressao indicam que DPCALZ2 participaria de uma funcéo
comum aos tecidos digestivos, os tubulos de Malpighi e ao corpo gorduroso, ndo
sendo expresso nas glandulas salivares. A auséncia de expressdo da DPCAL2 nas
glandula salivares e a descoberta da DPCAL10, que é expressa em todos 0s
tecidos estudados, tornou mais claro que DPCAL2 nado seria uma proteina de tédo
ampla distribuicao e, portanto, talvez ndo fosse um marcador de lisossomo em todos
os tecidos. De qualquer forma, a grande porcdo N-terminal dessa proteina, bem
como seu padrdo de expressdo bastante peculiar, torna essa proteina uma
candidata para estudos mais gerais para fazer inferéncias sobre sua funcdo. Dentro
dos insetos, ha cisteino proteinases com o mesmo dominio N-terminal da DPCAL2
com a anotacao “26/29-kDa proteinase”. A comparagdao de sequencias aponta na
mesma direcdo jA que, somado ao fato de ter o N-terminal longo, a DPCAL2
pertence ao grupo das “26/29-kDa proteinase” e ndo das outras catepsinas L
estudados.

Inicialmente, foi descoberta uma atividade proteolitica que distinguia
proteinas proprias das exégenas quando injetadas na cavidade abdominal da larva
da mosca Sarcophaga peregrina (Suzuki e Natori, 1985). A proteina responsavel
pela atividade foi purificada e mostrou ser um heterodimero com subunidades de 26
e 29 kDa e, posteriormente, foi verificado que ambas as subunidades eram
transcritas pelo mesmo gene (Saito et al., 1992; Fujimoto et al., 1999). Esse gene
esta presente em outros insetos e, mesmo com a identidade muito proxima, nédo é
sensivel aos inibidores especificos de catepsina L (Fujimoto et al., 1999). Os autores
ndo relatam a presenca do dominio conservado, que esta presente na regido da
subunidade 26 kDa. Originalmente a atividade da 26/29-kDa proteinase foi descrita
em hemacitos da larva de Sarcophaga peregrina e nao foi encontrada atividade no
corpo gorduroso (Suzuki e Natori, 1985). O estudo de expressédo da DPCALZ2 néo foi
feito nos hemdcitos, mas sua expressao foi detectada em corpo gorduroso o que
nao seria esperado pela comparagdo com S. peregrina. Ha ainda a possibilidade de
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o0 tecido estar contaminado por hemadcitos e mostrar um falso-positivo. De qualquer
forma, sua expressdo é marcante também nos tubulos de Malpighi e intestino médio.
Sua atuacdo deve incluir, como descrito para as outras 26/29-kDa proteinases, a
defesa imunoldgica.

Esses dados sugerem que DPCAL1 e DPCALs de 3 a 9 sado enzimas que
participam do processo digestivo, pois apenas o intestino médio expressa 0s genes
gue codificam essas enzimas. A expressdo preferencial das DPCALS que parecem
ser responsaveis pela digestdo no limen intestinal reforca a proposta de Silva e
Terra (1994) de que as cisteino proteinases seriam secretadas principalmente em
V2. Contudo, o padréo de expressao da DPCALS5 se torna bastante intrigante, visto
ter uma grande expressdo e ser expressa preferencialmente em V1, porcdo com
baixa atividade de cisteino proteinase em D. peruvianus verificada no trabalho de
Silva e Terra (1994). A menor expressédo da DPCAL10 no intestino difere dos dados
obtidos no transcriptoma de Rhodnius prolixus. Nele, a possivel catepsina L
lisossbmica (RP-428) apresenta superexpressao no intestino médio, mas muito
proximo do corte estatistico (Ribeiro et al.,, 2014). A ativacdo da DPCAL1
recombinante demonstra que as enzimas classificadas como digestivas sao
capazes, sim, de atuar na hidrélise do alimento. A DPCAL1 se autoativa em pH
baixo como pode ser vista a ativacdo da pCAL3 de Tenebrio molitor (Beton et al.,
2012).

A catepsina L do pulgdo Acyrthosiphon pisum, também um Hemiptera, é uma
enzima presa a membrana perimicrovilar, o que previne a excrecao das enzimas
(Cristofoletti, et al.,, 2003). Como pelo menos 20% da atividade de cisteino
proteinase do conteldo intestinal esta associada ao material insolivel (membranas)
em D. peruvianus (Silva e Terra, 1994), foi pesquisada a presenca de hélices
transmembranas e sitios de modificacdo por ancora de GPIl, mas nao houve
predicdo em nenhum dos casos, sugerindo que caso haja alguma forma de ligacédo a
membrana, a ligacdo se dé por outros mecanismos.

A marcante presenca das catepsinas L em V1 parece contrapor os dados de
que a V2 seria a porcéo intestinal responsavel pela digestao de proteinas. Contudo,
um olhar cauteloso sobre o trabalho de Silva e Terra (1994) indica que cerca de 25%
da atividade de cysteino proteinase esta restrita a V1 (soma da atividade presente
nas células com a atividade presente no conteldo). Logo, a presenca destas

proteinases no conteudo luminal de V1 complementa o dado da literatura, sugerindo
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que V1 teria, também, participacdo significativa na digestdo do proteinas e que V1
contribuiria com enzimas na digestdo de proteinas em V2, j4 que o alimento segue
de V1 para V2.

A presenca de catepsina D atuando na digestdo em outros Heteroptera ja foi
verificada (Terra et al., 1988; Defferrari et al.,, 2011; Balczun et al., 2012), mas
parece pequena a sua participacdo na digestdo em D. peruvianus (Silva e Terra,
1994). Contudo, a presenca marcante de transcritos dos genes de catepsina D nos
transcriptomas, sua regulacéo pela alimentacéo e a presenca das enzimas no limen
intestinal parece indicar alguma participacdo no processo digestivo.

Considerando a variacdo espacial na expressdo dado pelas analises de
expressao diferencial entre V1 e V2 e pelas expressfes génicas das proteinases,
podemos dizer que ha especializacdo na producédo de proteinases de acordo com a
porcdo do intestino médio. V1 seria responsavel pela producédo preferencial de
catepsinas D e V2 pela secre¢do de catepsinas L. Como sabemos, essas duas
classes de proteinases tém especificidades diferentes, podendo atuar
complementarmente na digestdo de proteinas. Somamos a essa discussdo a
participacdo das lipases que sao preferencialmente expressas em V2. A presenca
de lipases é fundamental para esse inseto, ja que lipideos sdo o principal
componente da semente de algodao (Silva e Terra, 1994). Como o conteudo de V1
€ descarregado em V2 e a maior residéncia do alimento é em V2 (72 h para V2
contra 31 h para V1, (Silva e Terra, 1994)), podemos considerar que as enzimas
secretadas em V1 atuam na digestédo em V2.

A DPAPN descrita aqui ndo tem a mesma sequencia do gene relatado por
Costa et al. (2011). Além da diferenca entre as sequencias, o gene do citado
trabalho apresenta expressdo em diversos tecidos, incluindo tecidos como corpo
gorduroso e tubulos de Malpighi. Nao foi possivel encontrar a sequencia do trabalho
citado dentre as apresentadas aqui e nem mesmo no banco de dados brutos (output
do montador Newbler), que implica em sua baixa representatividade no intestino
médio. A expressdo da DPAPN foi verificada em V1 e V2, mas ndo em outros
tecidos estudados, indicando a participacdo da DPAPN na digestdo. Esse resultado
indica que o gene estudado deve ser o responsavel pela transcricdo da enzima cuja
atividade aparece distribuida por todos os ventriculos, com V1 respondendo por 60%
da atividade total (Silva e Terra, 1994). Trabalhos com A. pisum mostraram que toda

atividade de aminopeptidase esta presente na fracdo de membranas (insollvel) e
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que a ligacdo dela na membrana se daria por ancora de GPI (Cristofoletti et al.,
2003; Cristofoletti et al., 2006). Em D. peruvianus e R. prolixus, porém, a atividade
de aminopeptidase estaria na forma soluvel no espaco entre a membrana microvilar
e a perimicrovilar (Silva et al., 1996; Ferreira et al., 1988) e, como esperado, ndo ha
predicdo de ancora de GPl. A marcagdo da aminopeptidase no espaco entre
membranas refor¢ca que a proteina estaria, sim, presente no espaco perimicrovilar e,
analisando os dados ja obtidos conjuntamente com os estudos citolégicos, a DPAPN
deve corresponder a enzima isolada e caracterizada por Costa et al. (2010), embora
sua sequencia difira do relatado por eles.

DPAIlphaGlul, DPAIphaGlu2 e DPMan s&o expressas apenas no intestino
meédio, especialmente em V1 e V2, indicando participarem da digestdo. O resultado
estd de acordo com as dados enzimaticos publicados em que a atividade de
carboidrases seria importante em V1 e presente também em V2 (Silva e Terra, 1994;
Silva et al., 1996). H4 em D. peruvianus uma importante atividade de alfa glicosidade
presa a membrana perimicrovilar em V1 que foi isolada e caracterizada (Silva e
Terra, 1994; Silva e Terra, 1995). O conjunto de dados indicam ser a DPAIphaGlul a
enzima responsavel pela atividade de membrana. Ja a DPAphaGlu2 seria a principal
responsavel pela atividade de alfa-glicosidase das fracdes sollveis presente no
conteudo do intestino médio de D. peruvianus. Com base em Silva e Terra (1994),
essa atividade soluvel corresponde a 76% da atividade de alfa-glicosidase do lumen
intestinal de V1. Os dados de prote6mica indicam a presenca da DPAphaGlul no
material solivel. O mecanismo de solubilizacdo da enzima DpAlphaGlul ainda nédo
foi definido, mas pode estar relacionado a protedlise parcial da enzima, com a
liberacdo da fracdo sollvel da enzima de sua fracdo membranar. Como previsto,
DpAlphaGlu2 foi a alfa glicosidase com maior contagem de espectros e confirmou os
dados de imunomarcacdo (nos quais foi demonstrada sua marcacdo na luz
intestinal).

A atividade hidrolitica sobre a rafinose presente na semente de algodédo se da
por duas fontes de enzimas: uma € a alfa galactosidase presente na prépria
semente e a segunda é a alfa galactosidase produzida pelo epitélio intestinal do D.
peruvianus (Silva e Terra, 1997). A alfa galactosidase encontrada no contetudo
soltvel de V1 pertence a familia 31 das glicosidases. Esse dado causou surpresa, ja
gue outro gene candidato (pertencente a familia 27, pfam02065) era o foco de

nossa atuacao para explicar a atividade de alfa galactosidase em V1. A presenca de
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uma alfa galactosidase € fundamental para a digestdo do principal carboidrato da
semente de algodéo. A atuacéo da alfa galactosidase sobre rafinose libera galactose
e sacarose que, por sua vez, serve de substrato para as alfa glicosidases soluvel e

de membrana, liberando glicose e frutose no [limen de V1 e V2 (Silva e Terra, 1997).

5.1.2. Compreensao global da digestao

O alimento ingerido por Dysdercus peruvianus é uma suspenséo do contetdo
da semente de algodédo (e pode incluir a semente de outras Malvaceae). Essa
suspensao com algum material j& solubilizado é encaminhado para a primeira
porcdo do intestino médio, V1(Silva e Terra, 1994). Em V1 h& a acéo de trés
glicosidases pricipais: uma alfa-glicosidase soluvel (DPAlphaGlu2), uma alfa-
glicosidase presa a membrana perimicrovila que pode ser solubilizada
(DPAIphaGlul) e uma alfa-galactosidase soltvel (DPAIphaGal) (Silva e Terra, 1994;
Silva et al.,, 1996). Ha atuacdo também de uma beta-glicosidase e um alfa-
manosidase (DPMan) presas a membrana microvilar. A atuacdo dessas enzimas
sobre os substratos da semente como a rafinose gera 0s monossacarideos
galactose, glicose e frutose, que sdo absorvidos em V1 por transportadores de
glicose do tipo GLUT, com o transporte conjunto com agua (Silva e Terra, 1994;
Bifano et al., 2010). Ha secrecao de catepsina D em V1 (DpCatD1, 4-8) e catepsina
L (DPCAL2-5, 8 e 10), iniciando a digestdo de proteinas. Dentre as catepsinas L
secretadas em V1 ha uma que também participa na defesa imunoldgica (DPCAL2) e
outra que atua também nos lisossémos em outros tecidos (DPCAL10). A secrecao
das catepsinas L em V1 correspondem a 25% da atividade do total do intestino
(Silva e Terra, 1994). A secrecdo de proteinases inclui, também, catepsinas B e F
além de uma tiolredutase. Em V1, ainda, ha atuacdo de uma aminopeptidase
(DPAPN) do espacgo entre membranas, que atua também no material luminal (Silva e
Terra, 1994; Silva et al., 1996; Costa et al., 2011).

As enzimas secretadas em V1 seguem para V2 junto com o bolo alimentar,
onde ocorrera a principal parte da digestdo de proteinas com a atuacao principal das
catepsinas L. Nesta porcao do intestino ocorre a principal absorcéo de aminoacidos
(Silva e Terra, 1994). H4 em V2 a secrec¢do de glicosidases que sdo responsaveis
pelo final da digestdo dos carboidratos, ha também a atuacdo de lipases que séo

fundamentais na digestdo do principal constituinte da semente. O conteudo de V2 é
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passado para V3, onde ha atuacdo de bactérias simbiontes e, depois de uma longa
permanéncia (70-90 h) nesses dois compartimentos, o conteddo luminal passa
rapidamente por V4 (Silva e Terra, 1994). O modelo de digestdo em D. peruvianus e

a contribuicdo do presente trabalho na sua compreensao foi resumido na figura 54.

[DPAlphaGal] . alfa-Galactosidase [DPAIphaGIuZ]. alfa-Glicosidase
@ Lipase #

@ CatepsinaF

[DPAIphaGlul] alfa-Glicosidase

[DPCAL1-10] . Catepsinal #
@ Tiolredutase

[DpCatD1-10] @ CatepsinaD §

alfa-Manosidas . CatepsinaB

beta-Glicosidas
membrana perimicrovilar

N\

membrana microvilar

Figura 54. Modelo da distribuicdo das enzimas digestivas em Dysdercus peruvianus. Conjunto de
enzimas que participam da digestdo baseado na literatura (ver texto) e as contribu¢cbes deste
trabalho. Os circulos coloridos representam a proteina e sua localizacdo. A direita do circulo esta a
atividade (verificada ou predita) para esse proteina. Em colchetes, a esquerda do circulo colorido, o
nome da proteina estudada (que apresenta um ou mais genes que transcrevem tal enzima). *, enzima
encontrada no conteldo soluvel de V1 (ou seja, é secretada). #, enzima cujo gene é
preferencialmente expresso em V2. §, enzima cujo gene é preferencialmente expresso em V1

5.2. Secrec¢ao de enzimas digestivas

5.2.1. Secrecgéo de proteinases e a rota endossomo-lisossomo

A presenca das peptidases catepsina D e catepsina L é recorrente na
digestdo em Heteroptera (Houseman e Downe, 1983a). Os trabalhos indicam a
participagcdo majoritéria das catepsinas L (Terra et al., 1988; Silva e Terra, 1994;
Defferrari et al., 2011). Contudo, ndo h& consenso na participacao relativa das duas

classes de proteinases na digestdo nesses insetos. Essas proteinases sdo membros
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de grupos de enzimas descritas como lisossémicas, tornando sua acao extracelular
um fato marcante (Houseman e Downe, 1982). Assim, abordaremos a participagéo
das duas classes de proteinases na digestdo enfatizando caracteristicas que

permitiram sua atuacdo na digestao extracelular.

5.2.1.1. Catepsina D

Ja ha fortes evidéncias da participacdo das catepsinas D na digestdo nos
Heteroptera. Podemos citar a série de trabalhos que definiram a presenca desta
proteinase acida no intestino médio do barbeiro Rhodnius prolixus (Houseman e
Downe, 1982,1983a, 1983b; Terra et al., 1988), no também barbeiro Triatoma
infestans (Balczun et al., 2012) e no percevejo Oncopeltus fasciatus (Defferrari et al.,
2011). Contudo, o estudo realizado com Dysdercus peruvianus nao evidenciou a
participacdo da catepsina D na hidrolise de proteina (hemoglobina como substrato),
ficando demonstrada apenas a grande importancia da atividade de cisteino
proteinase (Silva e Terra, 1994). Contudo, poderia ter sido negligenciada por ser
minoritaria a participacdo da catepsina D na digestdo em D. peruvianus. Nesse
contexto foi realizada a identificacdo dos genes responsaveis pela transcricdo de
catepsinas D e sua caracterizagdo em aspectos que envolvem funcéo fisiologica e
secrecdo para luz intestinal.

Considerando que foi possivel predizer peptideo sinal em todas as
sequencias analisadas, € possivel dizer que todas as sequencias correspondem as
proteinas que sdo enderecadas para o sistema de membranas. Dentre as
catepsinas D estudadas, as que apresentaram o0s residuos cataliticos intactos
apresentaram também de um a quatro sinais de N-glicosilac&o. Isso é um indicio de
que essas proteinas podem, hipoteticamente, ser encaminhadas para a via
lisossdbmica. As proteinas com a falta de algum residuo catalitico apresentam
nenhum ou seis sinais de N-glicosilagdo. O sinal de N-glicosilacdo pode ser
considerado um requisito para o encaminhamento lisossémico, sendo que sua
auséncia ja foi relacionada com o encaminhamento de enzimas para a rota
secretoria (Tikkanen et al., 1997).

Diferentemente do que ocorre com as catepsinas L (veja abaixo), ha no caso
das catepsinas D uma forma alternativa de se distinguir a funcdo lisossémica da
enzima. Segundo Padilha et al. (2009) é possivel distinguir as catepsinas D
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lisossdOmicas daquelas que assumiram outra funcdo no decorrer da evolugdo (como
0 caso da catepsina D lisossdmica em relacdo a pepsina gastrica nos vertebrados).
A forma de discriminar € analisar a presenca de uma regido consenso
(DxPxPx(G/A)P), chamada de alca de prolina, que € conservada apenas nas
catepsinas D que mantiveram sua acéo intracelular (lisossdbmica). Foram isoladas no
[imen intestinal do barbeiro T. infestans duas catepsinas D, sendo que uma delas
apresenta a alca de prolina (Balczun et al., 2012). Esse resultado, entretanto,
contradiz os resultados gerais obtidos para organismos como vertebrados, moscas e
crustaceos (Padilha et al., 2009; Rojo et al., 2010).

O primeiro indicio de que a DpCatD10 seria a catepsina D lisoss6mica é sua
expressdo em tecidos nao digestivos. Os genes de catepsina D envolvidos em
digestdo ndo sdo expressos nos outros tecidos, ficando, portanto, com expressao
restrita ao intestino médio. Quando consideramos a presenca da alca de prolina
entre as catepsinas D estudadas, apenas DpCatD10 apresenta todos os residuos
dessa alca, confirmando que apenas essa enzima teria funcdo tipicamente
lisossémica (ou de digestdo intracelular). E claro que a dinamica da secrecéo de
enzimas no intestino ainda ndo é completamente compreendida para descartarmos
sua acdo extracelular neste 6rgao, mas ha maior seguranca em atribuir a essa
enzima a participacdo na digestdo intracelular (ou lisoss6mica) nos outros 6rgaos
(que néo o intestino médio).

A funcdo lisossbmica, como pressdo seletiva, manteria caracteristicas
conservadas (como al¢ca de prolina). Em uma filogenia, o resultado seria a formagéao
de um agrupamento de proteinas com a mesma funcdo. Ja os produtos de
duplicacéo génica que divergiram para a funcéo de digestdo extracelular, acumulam
mudancas até se deslocarem para fora do grupo lisossémico. Isso esta de acordo
com os resultados obtidos, ja que a DpCatD10 se agrupa com outras catepsinas D
sabidamente lisossdmicas. Mais uma vez, isso nao inviabilizaria sua secre¢do em
um tecido especifico, como parece ocorrer no intestino médio dos Hemiptera em
geral.

A presenca de varias das catepsinas D estudadas no l[imen de V1 demonstra
que as enzimas citadas seguem a rota secretéria e atingem o lumen intestinal,
confirmando as predic¢des in silico, baseadas em caracteristicas como a presenca do
sinal de N-glicosilagcdo. Como podemos perceber nos dados de expressédo génica,
ha pequena expressdo da DpCatD10 no intestino médio de D. peruvianus. Assim,



114

ndo identificar sua presenga no contetdo luminal de V1 ndo assegura sua auséncia,
ja que foi isolada uma catepsina D do tipo lisossémica no Ilimen intestinal de T.

infestans (Balczun et al., 2012).

Genes de enzimas relacionadas a digestao de alimentos podem ser regulados
pela ingestéo (Marinotti et al., 2006). Este mecanismo permite a produg¢ao da enzima
quando o seu substrato esté disponivel. Segundo essa ideia, haveria outra forma de
diferenciar as enzimas digestivas das enzimas lisossbmicas baseada na
indutibilidade pela alimentacdo. Essa caracteristica foi documentada para a atividade
proteolitica em R. prolixus e para nivel de expressdo génica em T. infestans
(Houseman e Downe, 1983b e Balczun et al., 2012, respectivamente). Genes de
catepsina D tém regulacdo dupla, podendo permanecer com expressao basal tipica
dos housekeeping ou ser ativado para determinadas funcoes fisiolégicas (Zaidi et al.,
2008). Isso ocorre também em insetos, por exemplo, no caso do ciclo vitelogénico
(Dittmer e Raikhel, 1997). Logo, o acoplamento do aumento da expressao génica
com a ingestao de alimentos (e o ndo acoplamento no caso da DpCatD10) parece
indicar sua funcao.

O conjunto de dados mostra que diferentes caracteristicas definem dois
grupos distintos de catepsinas D nos Heteroptera, as catepsinas D ligadas a
digestdo de alimentos ingeridos e as catepsinas D tipicamente lisossomicas. O
segundo grupo parece atuar em todos os 6rgdos na digestao intracelular e seu gene
parece ndo ser regulado pela alimentacdo. Ja as catepsinas D ligadas a digestédo
parecem ser genes que divergiram mais recentemente no processo evolutivo e
parecem refletir a reaquisicdo da capacidade de digerir polimeros no lumen
intestinal. Essa reaquisicao teve impacto na regulagao desses genes, cuja regulagao
é definida pela alimentacdo em alguns casos. A secrecdo das catepsinas D no
intestino médio ocorre a despeito da funcéo tipicamente lisossdmica em outros

organismos, evidenciando peculiaridades da evolugcéo do grupo (Heteroptera).

5.2.1.2. Catepsina L

Os indicios que nos permitem definir quais enzimas fazem parte de digestao
dos alimentos no lumen intestinal (ou digestivas) e quais enzimas participam da

digestdo intracelular (ou lisossémica) sdo a expressdo nos diferentes tecidos e a
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comparacao de sequencias. Contudo, tais informacdes nédo nos permite dizer como
se déa a entrada de enzimas tipicamente lisossémicas na rota secretora.

Considerando que enzimas encaminhadas para o lisossomo devem ser N-
glicosiladas, a ampla presenca do sinal de N-glicosilacdo nas DPCALs nao nos
permite, sob esse critério, diferenciar as enzimas digestivas das lisossémicas. 1sso
talvez seja uma indicacdo de que a sinalizacdo para 0 encaminhamento
lisossbmicos seja compartilhada com as enzimas encaminhadas para a rota
secretoria. O receptor de manose-6-fosfato é responsavel pelo encaminhamento da
catepsina L e outras hidrolases &cidas para o lisossomo. Logo, essas hidrolases
devem conter um sitio de modificagdo de manose-6-fosfato. A transferéncia da
GlcNac-1-fosfato para uma manose especifica ligada na catepsina L € um passo
critico no encaminhamento para o lisossomo (Bao et al., 1996; Braulke and
Bonifacino, 2009).

Na busca por outra caracteristica que nos permita distinguir o
encaminhamento celular, podemos considerar a presenca do signal patch. A acéo
da fosfotransferase € dependente do reconhecimento do signal patch. Esse sinal é
caracterizado por 2-3 lisinas da superficie da molécula com 34 A (em alguns casos a
40 A) de distancia entre elas (Tikkanen et al. 1997; Braulke e Bonifacino, 2009).
Como os modelos estruturais de todas as DPCALs apresentaram pelo menos uma
medida definida pelo signal patch ndo € possivel distinguir as DpCals baseado nos
sinais de encaminhamento. Como todas as DpCalLs apresentam essas
caracteristicas, elas seriam reconhecidas pela fosfotransferase e encaminhadas ao
lisossomo das células intestinais.

Dentro do sistema endosso-lisossomo h& a possibilidade da catepsina L ser
encaminhada para a rota secretéria se surperexpressa. A simples variagdo na
expressao poderia indicar um mecanismo de secrecao destas proteinases, assim
como foi visto em experimentos de variacdo da expressdo em catepsina L humana
(Kane et al.,, 1988). Para isso, contudo, € necessaria a presenca de residuos
conservados na regidao carboxi-terminal (Chauhan et al.,, 1998). Essas duas
caracteristicas sédo respeitadas pelas DPCALs, tendo sido registrado tanto a
superexpressao das catepsinas L no intestino (quando comparado ao nivel de
expressdo da DPCAL10 em outros tecidos) quanto a presenga da conservagao
carboxi-terminal. Em resumo, provavelmente todas as DpCalLs sao capazes de

seguir a rota lisoss6mica e serem secretadas quando superexpressas, assim como a
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catepsina L humana. Nesse contexto, ndo se espera retencdo ou secrecao
preferencial de nenhumas das catepsinas L, jA que todas compartilham as
caracteristicas para o encaminhamento lisossébmico e a secrecdo devido a
superexpressao no intestino médio.

Os dados até entdo parecem indicar uma rota de secrecdo das catepsinas L
gue inclui a rota lisossémica. Isso torna ainda mais intrigante como seria essa rota
de encaminhamento intracelular, visto que aparentemente as enzimas aqui
estudadas compartilhariam os sinais de encaminhamento ao lisossomo. Em
Rhodnius prolixus a atividade de catepsina L (haquele momento chamada de
catepsina B) foi verificada em lisossomos e especialmente associada a vesiculas de
secrecdo, sendo sugerido a presenca de duas populacdes de lisossomos (Billingsley
e Downe, 1988).

O pH de ativacéo (usando os dados obtidos com a DPCAL1) tem importancia
na compreensao da fisiologia deste inseto, ja que a enzima ndo seria ativada no pH
da luz intestinal que é de 5,6-6,2 (Silva e Terra, 1994). Isso indica a necessidade da
enzima passar por compartimentos mais acidos, como o lisossomo. A consequéncia
direta desta logica é a liberacdo das enzimas previamente ativadas no interior da
célula (nas vesiculas de secrec¢do), exatamente como € visto nos experimentos de
histoquimica em R. prolixus (Billingsley e Downe, 1988). Esse indicio da passagem
das catepsinas L pelo sistema endossomo-lisossomo esta de acordo com o conjunto
de predi¢cdes do encaminhamento intracelular.

A hipétese de que as catepsinas L passariam pelo sistema endossomo-
lisossomo e atingiriam a rota secretéria é reforcada por dois experimentos
complementares: a citolocalizacdo da DPCAL10 e o proteéma de contetdo de V1. A
semelhanca das organelas chamadas de lisossomos por Billingsley e Downe (1988)
com as organelas marcadas pelo anti-DPCAL10 € clara. Mas, diferente da
concepcao classica de lisossomo de membrana simples, esta organela apresenta
conjuntos de membranas no seu interior. Considerando que o trabalho citado indica
acado proteolitica do tipo catepsina L, essa organela deve, sim, ser relacionada com
o lisossomo. Ja quanto a presenca de varias DPCALs no limen de V1, podemos
dizer que atingem o meio extracelular (sdo secretadas). A identificagcdo da DPCAL10
no material luminal indica, também, que a secrecdo ocorre para as DPCALs em

geral no intestino de Dysdercus peruvianus.
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5.2.1.3. Secrecdao de proteinases

A presenca das proteinases catepsina D e catepsina L como agentes na
hidrolise do alimento ingerido foi melhor caracterizada nesse estudo. Os dados
sugerem que o encaminhamento das proteinases lisossOmicas para a rota secretora
se dé por supreexpressdo, como foi visto no caso de células de mamiferos (Kane et
al., 1988).

O modelo proposto para a secrecdo das proteinases lisossbmicas se da
conforme a figura 55. A presenca de peptideo sinal permitiria a entrada no sistema
de membranas. O sinal de N-glicosilacdo e a presenca do signal patch permitiria o
enderecamento para o sistema endossomo-lisossomo. A superexpressao, associado

a presenca do consenso C-terminal, permitiria 0 acesso das catepsinas a rota

secretora.

LUMEN

INTESTINAL

CITOPLASMA

Vesicula de Lisossomo
Secrecao \/—
Consenso C-terminal +
Superexpressao

N —
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@tkulo Endoplasmatico Rugos@ Sinal N-glicosilagao

Figura 55. Ligacdo entre a rota endossomo-lisossomo e a rota secretéria. A rota endossomo-
lisossomo e a rota secretéria estdo indicadas com setas vermelhas e roxas, respectivamente. Escrito
em vermelho os atributos necessérios para seguir a rota em vermelho. Sinais em verde indicam a
presenca dos atributos nas catepsinas L analisadas.
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Para testar esse modelo, experimentos complementares foram feitos. A
imunomarcacdo da DPCAL10 em elementos tanto da rota secretora quanto do
sistema endossomo-lisossomo reforca 0 modelo. Outro dado que reforca essa
proposta é a deteccédo do peptideo da DPCAL10 no material soltvel do contetdo de
V1, assim como a detec¢ao das outras catepsinas D e L aqui tratadas. Ou seja, 0s
estudos de expressao génica e analises in silico predizem os dados experimentais
de imunomarcacéao e protedmica.

De maneira geral, é possivel compreender o mecanismo celular que permite
0 acesso das proteinases tipicamente lisossdmicas ao meio extracelular, aquisicao

importante no processo evolutivo do grupo que permite a digestao de proteinas.

5.2.2. Secrecédo de enzimas digestivas no sistema de duas membranas

Nos experimentos de centrifugagéo diferencial foi possivel obter resultados
similares aos obtidos por Silva et al. (1996), exceto pela proporcdo das barras das
fracbes P1, P2 e P3 na abscissa (% de proteina). A diferenca se deve ao processo
de homogeneizacdo, aqui realizado de maneira mais branda, liberando menor
guantidade de pequenas fracbes subcelulares e aumentando proporcionalmente as
barras de P1 em relacdo as de P2 e P3.

O resultado da atividade de catepsina L, por ser inédito, ndo foi possivel
comparar diretamente com a literatura. Contudo, sua distribuicdo foi bastante
parecida com o resultado obtido por Silva et al. (1996) quanto a atividade de
fosfatase acida (um marcador lisossémico), ficando parcialmente soluvel e
parcialmente ligada a fragdo insoluvel (ou fracdo de membranas). Vale a pena,
contudo, salientar que a atividade de fosfatase acida foi descrita em Rhodnius
prolixus com distribuicdo subcelular similar a atividade de aminopeptidase, uma
enzima do espaco perimicrovilar (Ferreira et al., 1988). Diferentemente de R. prolixus
e do também Hemiptera Eurygaster integriceps, a atividade de fosfatase acida em D.
peruvianus é enriquecida (>3) em P2, P3 e P4, mostrando ser um marcador ndo so
do espaco perimicrovilar como também das frages lisossémicas em D. peruvianus
(inferido a partir dos trabalhos: Ferreira et al., 1988; Silva et al., 1996; Allahyari et al.,
2010).

Como andlise geral desses resultados, podemos dizer que o0 processo de

resolucao subcelular é fiel aos dados da literatura quanto a distribuicdo da atividade
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enzimatica pelas fracbes. Analisando isoladamente a distribuicdo subcelular da
atividade de catepsina L, podemos dizer que segue o mesmo padrao de distribuicao
de outro marcador lisossomico (Silva et al. 1996), indicando sua presenca ali.
Considerando o transito intracelular dessa enzima, sua localizacdo subcelular deve
incluir também vesiculas de secre¢do e essas, por sua vez, se comportariam no
processo de fracionamento subcelular como os lisossomos, como Vvisto na segéo
anterior. E importante notar que, mesmo como uma enzima sabidamente solGvel, a
atividade de catepsina L é verificada em fracbes insoliveis mesmo depois do
processo de congelamento e descongelamento. Isso indica que fragdes subcelulares
membranosas séo capazes de reter a atividade de catepsina L, o que deve refletir
em estruturas subcelulares capazes de gerar tal efeito.

De acordo com Silva et al. (1996) homogeneizados teciduais ndo permitem a
separacdo da atividade de alfa e beta-glicosidase e, portanto, ndo permitem a
separacdo das membranas micro e perimicrovilares. Os autores s6 conseguiram a
separacao das atividades em preparacdes de conteudo intestinal, situacdo em que a
membrana perimicrovilar apresenta extensdes luminais. O mesmo dado foi obtido
nesta tese e, por ndo haver um pico exclusivo para uma das atividades, temos um
indicio que vesiculas contendo apenas uma das membranas ndo ocorrem no tecido.
Com isso, podemos inferir que o encaminhamento celular das duas classes de
enzimas é feita por uma rota comum que envolve a presenca de dupla membrana.
Este resultado concorda com o modelo da origem da membrana perimicrovilar
proposto por Silva et al. (1995). Nele, a formacado de vesicula de duas membranas
se da ainda nas cisternas trans-Golgi, o que levaria a presenca de apenas um tipo
de vesicula de secre¢éo que carregaria os dois marcadores celulares.

Os anticorpos que reconhecem proteinas sabidamente digestivas tém um
padrao de marcacdo bastante constante das organelas. Anti-DPMan, anti-
DPAIphaGlul, anti-DPAlphaGlu2 e anti-DPAPN marcam grandes vesiculas
originadas no sistema trans-Golgi e marcam também as vesiculas de secrecéo (de
dupla membrana). Exceto por fatores como falta de resolucdo das membranas e
baixo titulo do anticorpo, as marcacdes seguem o modelo proposto para a formacéo
da membrana perimicrovilar e a localizacdo dos marcadores (Silva et al. 1995; Silva
et al., 1996). Os compartimentos intracelulares marcados sé&o de dupla membrana,
assim como as marcacdes obtidas em Silva et al. (1995) para a alfa-glicosidase de

membrana. Somando a esse modelo de secrecdo proposto e com base na
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marcacdo da DPAIphaGlu2 e sua presenca no lumen de V1, podemos dizer que a
secrecdo de enzimas digestivas sollveis tipicamente digestivas ocorrem pelo
sistema de vesiculas de dupla membrana, assim como previsto para as enzimas
tipicamente lisossdmicas que participam da digestdo. Vale a pena ressaltar que anti-
DPMan, anti-DPAIphaGlul, anti-DPAlphaGlu2 e anti-DPAPN nao foram capazes de
marcar organelas do sistema endossomo-lisossémo.

Considerando agora as marcacdes especificas para a catepsina L lisossémica
(DPCAL10), ha indicios de uma rota celular diferente para as proteinases
lisossomicas. A marcacdo de organelas ainda relacionadas aos lisossomos
aconteceu apenas com o anti-DPCAL10 e ndo para os outros anticorpos, sugerindo
haver rotas distintas (mas convergentes) para a secrecdo de enzimas digestivas no
inseto estudado. A superexpressao de catepsinas (L no caso) gera um efeito global
com a secrecgao de todas as catepsinas L, mesmo as menos expressas.

Essa rota distinta para secrecao de ezimas tipicamente lisossémicas poderia
incluir uma quantidade maior de enzimas ou mesmo todas as enzimas lisossémicas.
O proteoma do material solavel luminal de V1 foi atil para definir quais outras
enzimas tipicamente lisossdmicas sdo secretadas no intestido médio de D.
peruvianus. Usando uma lista completa de enzimas sollveis tipicamente
lisossémicas (Schroder et al., 2010) foi possivel compara-las com as proteinas
identificadas no proteoma. As proteinas compartilhadas séo apenas as catepsinas B,
D, L e F e, de maneira inédita, foi encontrada uma tiol redutase que esta relacionada
a reducdo de pontes dissulfeto, facilitando o desdobramento e protedlise —
provavelmente funcionando em sinergia com as catepsinas secretadas.

Quanto as catepsinas, ja haviam dados fortes para sua secrecéo, incluindo
dados de genoma e transcriptoma indicando expansfes génicas, provavelmente
relacionadas a nova funcéo de digestao extracelular. Analise recente do genoma de
R. prolixus indicou uma expanséo dos genes de catepsina D, que foi relacionado a
substituicdo das enzimas digestivas do tipo serino-proteinases por proteinases
lisossomais (Mesquita et al., 2015). Essas expansdes ja haviam sido previstas para
outras proteinases lisossomais que provavelmente assumiram funcao digestiva em
R. prolixus. Seu transcriptoma ja indicava a expansdo bem como expressdo em

tecidos intestinais de catepsinas D, L e F (Ribeiro et al., 2014).
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6. Conclusdes

A digestdo de proteinas baseada em enzimas originalmente lisossdbmicas €&
uma caracteristica marcante nos Hemiptera, em especial os Heteroptera que
voltaram a uma alimentacao de polimeros (Terra e Ferreira, 2012). Assim como visto
para Rhodnius prolixus, essa caracteristica parece ter surgido com a duplicacéo
desses genes, gerando o que € chamado de expansao génica (Ribeiro et al., 2014;
Mesquita et al., 2015). Dessa seérie de duplicacbes génica, parece haver a
manutencdo de um gene para funcdo puramente lisossOmica e a divergéncia
funcional dos demais genes para a funcao de digestéo extracelular.

O gene que mantém a funcdo lisossbmica parece nao responder aos
estimulos da alimentacédo, além de apresentar expressdo nos mais diversos tecidos.
Ja4 os genes que se especializaram na digestdo extracelular tém a expressao
aumentada com a ingestéo de alimento, indicando sua fungéo.

Parece nado haver diferenca nas caracteristicas relacionadas ao
encaminhamento celular das proteinas produzidas por esses genes. O
direcionamento para a rota secretoria provavelmente estd relacionado a
superexpressdo dos genes que garantem o acesso das proteinases lisossdémicas a
essa rota.

O modelo proposto por esse trabalho esta resumido na figura 56. Nele
podemos ver a localizacdo celular relativa de cada marcador bem como as duas
rotas de secrecdo aqui tratadas. E uma compilacdo que leva em conta os trabalhos
prévios com Dysdercus peruvianus e as contribuicbes da pesquisa aqui

desenvolvida.
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Figura 56. Modelo de secre¢do proposto. Setas vermelhas indicam a rota edossomo-lisossomo com
sua conexao com a rota secretéria. Setas em roxo indicam a rota secretéria. As proteinas indicadas e
suas posicoes relativas sdo a compilacdo desta tese e de informagdes da literatura.

Enzimas como alfa-glicosidases, alfa-manosidases e aminopeptidases que
participam da digestdo extracelular seguem a rota secretéria que envolve a
formacdo de vesiculas de dupla membrana (Silva et al., 1995). As observacdes
sobre marcadores celulares (Silva et al., 1996) foram, de maneira geral, confirmadas
pelas imunomarcagbes, ampliando o modelo com a secre¢cdo de uma alfa-
glicosidase soluvel (DPAphaGlu?2).

A protedmica do conteudo luminal soluvel de V1 permitiu o rapido acesso as
diversas enzimas secretadas. Com isso foi possivel propor a participacdo de uma
tiolredutase na digestdo em D. peruvianus. Foi possivel também definir a
contribuicdo das enzimas lisossdmicas para a digestdo. Nao ha descarregamento
completo do contetdo lisossbmico, mas a secrecdo de enzimas especificas que
fardo parte da digestéo do alimento ingerido pelo inseto.

Temos agora uma visdo global da participacdo das enzimas digestivas que

atuam na digestdo em D. peruvianus. Foi possivel confirmar estudos anteriores que
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descrevem diferentes atividades enzimaticas no processo digestivo, associando
transcritos e as proteinas responsaveis por cada atividade hidrolitica. Foi possivel
indicar a identidade das glicosidases e peptidases bem como a localizacdo da
atuacao das lipases. Nesse processo se verificou provaveis equivocos na literatura
quanto a identidade da enzima aminopeptidase e do transportador de glicose do tipo
GLUT. Foi possivel ampliar o modelo de digestdo incluindo a participacdo das
catepsinas D, de uma alfa-glicosidase soluvel e da possivel participacdo de uma
tiolredutase.

Por fim, podemos fazer ndo s6 inferéncias sobre o encaminhamento e
secrecdo de enzimas no sistema de membranas de D. peruvianus, mas também
compreender o processo digestivo em si, confirmando e ampliando o modelo da

digestdo nesse organismo tao peculiar.
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8. Apéndices

Material Suplementar | - Metodologia bioinformatica para anélise de dados

llumina:

Pré-processamento e montagem. Os dados obtidos pelo HiScanSq (lllumina, Inc., San
Diego, CA) foram analisados em quatro etapas principais. Na etapa de obtencdo dos dados
brutos foi utilizado o software CASAVA 1.8.2 fornecido pela lllumina, que faz o base call dos
dados brutos e os transforma em reads no formato fastq acompanhados dos scores de
qualidade phred. Os reads foram visualizados utilizando o programa FastQC
(www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/ projects/). Os que possuiam uma mediana de qualidade
inferior a 28 na escala phred foram removidos utilizando os scripts de Smith et al (2011) a
fim de evitar artefatos e reduzir o tempo das analise posteriores. Sequéncias dos index e
adaptadores utilizadas na confecgcdo das bibliotecas de cDNA também serdo removidos,
utilizando a ferramenta de FASTX-Toolkit, versao 0.0.13
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/ index.html). A montagem de novo foi realizada pelos
programas Velvet/Oases (Zerbino e Birney, 2008; Schulz et al 2012). Foram feitas quatro
montagens para todas as amostras, com kmers de 51 a 81, com intervalos de 10pb, para as
amostras de Dysdercus peruvianus. Essas montagens foram agrupadas utilizando a fungéo
merge. O arquivo fasta desses contigs foi entéo filtrado e um arquivo com os exemplares foi
obtido. Esse filtro consiste na remogéo de: transcritos redundantes, daqueles com tamanho
inferior a 150pb, variantes de splicing e contigs de baixa confianca. As montagens passaram
também por um blast contra a base de dados Univec (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
VecScreen/UniVec.html), quando sequéncias de vetores e primers foram identificados como
contaminantes e removidos. Em seguida foi feito um blast sobre a base de dados SwissProt
(http:// web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html) e os contigs reconhecidos foram
anotados conforme o respectivo hit. Anotacdo GO e Pfam. Os contigs foram mapeados
contra uma selecdo da base de dados NCBI ndo-redundante (nr), utilizando o subgrupo de
proteinas de Metazoa. Para isso foi utilizado o programa blastx com o cut-off de le-
10(Altschul et al, 1990; Camacho et al 2009). A anotacéo funcional dos termos de ontologia
génica (GO) e seus derivados foi realizada utilizando o programa Blast2GO (Conesa et al
2005), a partir de 20 hits do Blast para cada contig. Utilizando a ferramenta Interproscan v.
5RC1 (Zdobnov & Apweiler 2001), os modelos de hidden Markov (HMMs) presentes nos
dominios da base PFAM e Profile foram recuperados para os contigs. Andlise de
expressdo diferencial. O programa BWA (Li & Durbin 2010) foi utilizado para o

mapeamento contra os transcriptomas de referéncia. Os arquivos .bam obtidos foram entéo
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reorganizados, utilizando os programas Samtools (ferramenta sort, Li et al 2009) e

convertidos em arquivos .sam. Os reads mapeados em mais de um sitio foram removidos

usando a ferramenta MarkDuplicates do programa Picard (http:// picard.sourceforge.net/).

Em seguida o numero de reads alinhados contra cada contig do transcriptoma de referéncia

foi obtido através de um script e tabelados no formato adequado para uso no programa

DESeq (Anders & Huber, 2010), um pacote do R/Bioconductor (Gentleman et al 2004).

Dentro do programa DESeq os dados foram transformados utilizando a funcéo

estimateVarianceFunctions, ignorando os grupos e calculando a variancia levando em conta

todas as amostras (procedimento recomendado pelos autores na auséncia de réplicas). Em

seguida foi realizado o teste binomial de expressao e 0s contigs cujas amostras tinham o

baseMean inferior ao valor 5 foram removidos. Sobre o teste foi aplicada a correcédo de

Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg 1995) para mdltiplos testes, a fim de evitar os

erros tipo I, ou seja, os positivos falsos.
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Material Suplementar Il - Evitando degradac&o das amostras

Apbs disseccdo dos tecidos, eles eram mantidos em gelo até o processo de
homogeneizacdo, no qual se adicionava inibidores de proteases, e apds a
homogeneizacao se realizava a quantificacdo de proteina do homogeneizado (ainda
mantido em gelo) que era, por fim, fervido com tampéo de amostra para SDS-PAGE
na proporcao correta para o experimento. Quarenta pug das amostras obtidas foram
aplicadas em gel de poliacrilamida e podem ser vistas na figura 57 A. No gel é
possivel ver que a integridade das proteinas dos tecidos V2 e V3 nado foi mantida,
guando comparamos com as proteinas de V1.

V1, em D. peruvianus é o0 ventriculo responsavel pela digestdo de
carboidratos e absor¢cédo de acucares sendo pobre em atividade proteolitica. Ja V2 e
V3 sédo ventriculos associados a digestdo de proteinas, apresentando uma forte
atividade proteolitica. Isso faz com que as proteinas desses dois Ultimos tecidos
sejam bastante suscetiveis a protedlise. O gel da figura 34 A indica que as proteinas
de V2 e V3 perderam sua integridade, tipicamente acumulando material proteico de

baixa massa molecular.
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Figura 57. Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas de homogeneizados intestinais de D. peruvianus.
A. Eletroforese das diferentes por¢des do intestino de D. peruvianus usada para transferéncia de
proteinas para membrana de nitrocelulose. Homogeneizado com E-64 10uM e pepstatina 10uM. P.
padrdo de massa molecular; V1. Quarenta pg de proteina do homogeneizado de V1; V2. Quarenta
mg de proteina do homogeneizado de V2; V3. Quarenta mg de proteina do homogeneizado de V3. B.
Eletroforese de homogeneizados de V2 de D. peruvianus. Todos os homogeneizados foram obtidos
de trés fémeas com V2 cheio. P. padrdo de massa molecular; H,O; homogeneizado em agua;
H,O+inib.; homogeneizado na presenca de inibidores; gelo: conservado em gelo até a
homogeneizagéo; gelo seco: conservado em gelo seco até a homogeneizagéo.

Como néo estava claro em que momento a protedlise ocorria, foi feito um
experimento que busca comparar a forma de acondicionamento do tecido de V2
(tecido com menos proteinas integras na figura 57 A.) e 0 momento de adi¢do dos
inibidores de proteinases.

Das condi¢cbes simuladas, a adicdo de solucdo contendo inibidores de
proteases imediatamente ap0ds a disseccdo foi a medida mais efetiva (figura 57 B). A
manutencdo apenas em gelo ou em gelo seco até a homogeneizag¢do claramente
ndo garante a integridade das proteinas, mas manter em gelo-seco na presenca de
inibidores parece ser a medida mais eficiente, visto ter bandas mais bem definidas.

Foi testada também a copolimerizacdo de inibidores de proteases no gel de

poliacrilamida do SDS-PAGE, mas néo afetou o resultado de nenhuma maneira.
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Tabela suplementar 1. Relacdo de iniciadores utilizados em experimentos de
clonagem, RT-PCR, gPCR. FW corresponde ao iniciador no sentido 5’ para 3’ e RV
iniciador no sentido 3’ para 5.

DPCAL clonagem
DPCAL1 BamHI CGCGGATCCGGGTCGGTCTTTGAA

DPCAL1_Pstl TGGTTCTGCAGTTAAACCACAGGGTA
DPCAL2_BamHI CGCGGATCCGCACGTGGTGATGCT
DPCAL2_EcoRlI CCGGAATTCTTACATTGTTACATA
DPCAL2_FW GCACGTGGGGATGCTCCAGT
DPCAL2_RV TTACATTGTTACATAAGTTG
DPCALS3_Xhol CCGCTCGAGCTGTCAGTGTCTGAC
DPCAL3_Hindlll CCCAAGCTTTTAAACGTTAGGGTA
DPCAL5_BamHI CGCGGATCCGTACCGTCGCTGACG
DPCALS5_EcoRlI CCGGAATTCCTACACTAGAGGGTA

DPCAL10_BamHI CGCGGATCCGTATCCTTTTTTAAT

DPCAL10_Pstl

TGGTTCTGCAGTTATACCAGAGGATA

DPCAL10 FW GTATCCTTTTTTAATCTGGG
DPCAL10_RV TTATACCAGAGGATAGCTGG
DPCAL RT-PCR
DPCALL FW GCCATGCCGGGTCGGTCTTT
DPCAL1_RV CCAGCAGGAGCCGCACTGTC
DPCAL2_FW AACTGCAGCGGGATTAGAGCCA
DPCAL2_RV TGCCAAAGGACCAGCACGAACC
DPCAL3_FW AGGGCCCAGGGATCCTGCAG
DPCAL3_RV GGACCTACGTTGGCCACGGC
DPCAL4_FW GGCGGCCTCATGACCTCAGC
DPCAL4 RV CCCAGCTGGCTCCCCAGGAA
DPCAL5_FW CCAAGGCCGTTGCGGAGCAT
DPCAL5_RV ACGGTAGCCACCGCCTCCAT
DPCAL6_FW TGCGGTTCGTGCTGGGCATT
DPCAL6_RV ACTGGCGTCCATGCCAACGG
DPCAL7_FW TTGGCCGCAGTGGGCTTTCC
DPCAL7_RV GGGGTTGCATGACGCCTCGT
DPCAL8_FW CAGTGCGGATCCTGCTGGGC
DPCAL8_RV TACGGCCAGGACACCGTGGT
DPCAL9_FW GCGGTTGGAGCACTCGAAGGG
DPCAL9_RV CGCTGGCCGAACTAGAGCCA
DPCAL10 _FW GAGCCGCTGTGCAGTTCCGA
DPCAL10_RV TGGCACTCGTGGCGATACCG
DPCAL gPCR

DP_CAL1_FW CCTCAAGGCGATGAAGAAGC
DP_CAL1 RV TCGTAGTAGACACCTCCGGA
DP_CAL3_FW GGTCCTGTATCTGTGGCCAT
DP_CAL3_RV TGATCCAAGAAACTCGGGCT
DP_CAL4_FW CGAACTCCCGCAACTGTAAG



DP_CAL4 RV GATACCGGTCCAACATTCGC
DP_CAL5 FW TGTCTGGCTACGTGGACATT
DP_CAL5 RV CACAACAAGAACACCGTGGT
DP_CAL10 FW AAAACTCTTGGGGAACGGGG
DP_CAL10_RV CAGGGGATAGCTGGCACTC
Marcadores clonagem
DPMan_BamHlI CGCGGATCCAGTTTGGAGTCTGAC
DPMan_Pstl GTTCTGCAGTTAGTTGGTAATTTTG

DPAIpGlul_BamHI
DPAIpGlul_Hindlll
DPAIpGIlu2_Xhol
DPAIpGlu2_Pstl
DPAPN1_BamHI
DPAPN1_EcoRI

CGGATCCTCCGAGGACAAGTGG
CCCAAGCTT TTAATTGCTCCTGAA
CGCTCGAGAAGGAGGAATGGTGG
GTTCTGCAGTCAATAGCGGAACAC
CGCGGATCCGTTCTGCCGGATTAC
CCGGAATTCTTATCTTGAAGACGA

Marcadores RT-PCR

DPMan_FW AGTTTGGAGTCTGACGTTTA
DPMan_RV TTAGTTGGTAATTTTGCCGACCC
DPAIpGlul FW TCCGAGGACAAGTGGTGGCA
DPAIpGlul_RV TTAATTGCTCCTGAAGAGCG
DPAIpGIlu2_FW AAGGAGGAATGGTGGAGGGC
DPAIpGlu2_RV TCAATAGCGGAACACGACGC
DPAPN1_FW GTTCTGCCGGATTACTTCGT
DPAPN1_RV TTATCTTGAAGACGACAAGG
DPCatD gPCR
DpCatD1_FW GGCGAAAACCTGTCCCAAAA
DpCatD1 RV CGACTCTCTGTTGTTGGTTTGT
DpCatD2_FW AGGTGTTTGGGTTCGTTGTG
DpCatD2_RV GCTACGGCCTCCTTCAGTAT
DpCatD3_FW TGGAGACGGTGAAGAATTGTG
DpCatD3_RV CTGCAGTCTACCGTAGCCAT
DpCatD4_FW CACGAAAACGACAAAATGGGT
DpCatD4_RV GTGTCCCTCTTGGCTTCTCT
DpCatD5_FW GTGTTGGTCGTCGCTCTTTT
DpCatD5_ RV TGAAATCCCTGAGGCTCCTG
DpCatD6_FW GGACCTGTAGCCAAGTGTCT
DpCatD6_RV GCTTGAGGTTTGGTACGCC
DpCatD7_FW CCTTGTTCCGGGTTCCTCTT
DpCatD7_RV TTGGGCGTTCATGTAGTTGC
DpCatD8_FW CCAAGTGACCGTACAGCTCT
DpCatD8_RV CCGTTAACTCTTTCGGTCGT
DpCatD9_FW CGAGAGTCCCGATGGCTATT
DpCatD9_RV AACCCTATCATCCGGCTTCC
DpCatD10_FW TCGTGTTTGGTGTTGTTTTGT
DpCatD10_RV TCAGCGTAACATGCCTGACT
Controle qPCR
DP18S | FW GATTCCTTCAGTGTAGCGCG
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DP18S_|_RV TCTTCTTAAGGGGACAGGCG
DP18S_II_FwW AAGGGCAGGGACGTAATCAA
DP18S_II_RV CGCGCTACACTGAAGGAATC

Tabela suplementar 2. Proteinas soluveis identificadas no conteado de V1 de
Dysdercus peruvianus. Estao representadas apenas proteinas com pelo menos dois
espectros. O resultado corresponde a uma Unica amostra bioldgica.

Provavel Contagem de
contaminante Proteinas Anotacao espectros
DPAPN aminopeptidase N 33
* JHBP 7
* JHBP 6
uncharacterized protein 2
uncharacterized protein 8
alpha galactosidase 10
ankyrin 5
cysteine protease (cathepsin F) 3
DpAlpGlu2 alpha glucosidase 12
unknown protein 7
thiol reductase (gamma-interferon
Tiolredutase inducible) 4
unknown secreted protein 6
unknown secreted protein 5
fructose-biphosphate aldolase 11

DPCAL2 long N-term cathepsin L
DPCAL3 cathepsin L
DPCAL3 cathepsin L
DPCAL4 cathepsin L
lipocalin
unknown protein
* JHBP
(AGO32660.1) trehalase
DpCatD5 cathepsin D

apolipophorin
unknown protein

DPCAL8 cathepsin L

DPCAL3 cathepsin L
nucleoside diphosphate kinase
trypsin
trypsin
trypsin

DpAlpGlul alpha glucosidase
unknown secreted protein
apolipophorin-Ill precursor
unknown secreted protein

N N W ONWDPMONNDPDWWULOUVO PPE PP O
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unknown protein
cathepsin B
ankyrin
unknown secreted protein
superoxide dismutase [Cu-Zn]
unknown secreted protein
xylosyltransferase oxt
glutathione S-transferase
DPCAL5S cathepsin L
unknown secreted protein
c-type lysozyme
aldo-keto reductase
DpCatD7 cathepsin D
serine protease
arginine kinase
IDGF (imaginal disc growth factor)
apolipophorin

JHBP

protein yellow
* vitellogenin
* vitellogenin
* vitellogenin

60S ribosomal protein L12
NADP-dependent malic enzyme
ferritin
cytosol aminopeptidase
thioredoxin
ankyrin
vanin protein
unknown secreted protein
laccase

DPCAL3 cathepsin L

unknown protein
glyceraldehyde 3-phosphate
* dehydrogenase

N NN NDNNWWWWNNNWONWODNWWWDE WNNNDNPD WP LN EDNdNDN

* enolase

vitellogenin

DpCatD4 cathepsin D
vitellogenin

DPCAL8 cathepsin L
unknown protein
serine protease
multiple inositol polyphosphate
phosphatase
actin depolymerizing factor 2

JHBP (Haemolymph juvenile hormone binding protein)

N NN N NNMNDNNNDN

N
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