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RESUMO

Nascimento, B. B. Analise do transcriptoma intestinal do Hemiptera Dysdercus
peruvianus orientada fisiologicamente. 2019. 68p. Dissertacio — Programa de Pos-
Graduacgdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o

Paulo.

As espécies de insetos do género Dysdercus sdo conhecidas por causar prejuizos a agricultura.
O estudo do funcionamento da fisiologia do intestino de insetos desse género pode levar a
identificacdo de possiveis alvos moleculares para proposta de novos métodos de controle de
insetos. Neste trabalho, foram identificados e localizados sitios de expressdo das sequéncias
de enzimas digestivas principais e também de transportadores potencialmente envolvidos na
absorcdo de nutrientes, ions e &gua ao longo do intestino, a partir de dados transcriptémicos.
Para isso foi feito uma identificacdo e anotacdo de proteinas por bioinformatica a partir do
transcriptoma de D. peruvianus e foi analisada a expressdao génica dessas proteinas ao longo
do intestino médio. Foram identificados transportadores e enzimas envolvidos no processo de
digestdo e a expressdo diferencial desses foi determinada e analisada. O ensaio com as
enzimas a-galactosidase e a-N-acetil-D-galactosaminidase demonstrou que ambas enzimas
estdo presentes no inseto, sendo que a primeira é mais expressa no intestino e a segunda é
tipica de carcaca, permitindo a identificacdo de suas sequéncias. A analise das enzimas
envolvidas na formagdo de diacilglicerol mostrou que provavelmente a via mais utilizada
consiste na acilacdo do monoacilglicerol a diacilglicerol, para ser levado a lipoforina
circulante na hemolinfa. Os dados resultaram na elaboracdo de modelo de organizacdo de

processo digestivo e absortivo no intestino de D. peruvianus.

Palavras-chave: Dysdercus peruvianus, analise de transcriptoma, absor¢édo de nutrientes.



ABSTRACT

Nascimento, B. B. Physiologically-oriented Hemiptera Dysdercus peruvianus midgut
transcriptoma analysis. 2019. 68p. Master Thesis — Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Insect species of the genus Dysdercus are known to cause damage to agriculture. The study of
the functioning of insect midgut physiology of this genus can lead to the identification of
possible molecular targets for the proposal of new methods of insect control. In this work,
expression sites of the sequences of the main digestive enzymes and of transporters
potentially involved in the absorption of nutrients, ions and water along the intestine were
identified and located from transcriptomic data. For this, a bioinformatics identification and
annotation of proteins was made from the transcriptome of D. peruvianus and the gene
expression of these proteins were analyzed along the middle gut. Transporters and enzymes
involved in the digestion process were identified and the differential expression of these was
determined and analyzed. The enzimatic assay of o-galactosidase and a-N-acetyl-D-
galactosaminidase demonstrated that both enzymes are present in the insect, the former being
more expressed in the midgut and the second is typical of carcass, allowing the identification
of their sequences. Analysis of the enzymes involved in the formation of diacylglycerol
showed that the most commonly used pathway is probably the acylation of monoacylglycerol
to diacylglycerol, to be taken to circulating lipoforin in hemolymph. The data resulted in the
elaboration of a model of the organization of digestive and absorptive process in the midgut

of D. peruvianus.

Keywords: Dysdercus peruvianus, transcriptome analysis, nutrient absorption.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

aa: Aminoécido.

AE: Trocador Anibnico (CI'/HCOg3).
Ag: Aquaporina.

BIB: Proteina Neurogénica Grande de
Cérebro

CA: Anidrase Carbonica.

CAT: Transportador de Aminoacidos
Cationicos.

CCC: Cotransportadores Cétion Cloreto.

DRIP: Proteina Integrante de Drosophila.

EGLP: Entomogliceroporina.

FA: Acido graxo

FATP: Proteinas Transportadora de
Acidos Graxos Longos.

GLUT: Transportador de Glicose.
KCC: Cotransportador Potéssio:Cloreto
(1:2).

LR: Receptor de Lipoforina.

NAAT: Transportador de Aminoacidos
acoplado a Sadio.

NKA: Sodio/Potassio ATPase.

NHE: Trocador Sédio/Préton.

NKCC: Cotransportador
Saédio:Potassio:Cloreto

(1:1:2).

PAT: Transportador de Aminoacidos
acoplado a Protons.

PRIP: Proteina Integrante de Pyrocoelia
rufa.

SP: Transportador de agucar.

TRET: Transportador de Trealose.
XylE: D-Xilose-préton simporter de E.

coli.
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1. Introducéo
1.1. Dysdercus peruvianus
De todo o reino animal, o tdxon Insecta é 0 mais presente, representando
66% de todas as espécies descritas, sendo o grupo que obtve melhor sucesso
durante a evolugdo (Zhang, 2011). Seu sucesso evolutivo é atribuido a sua enorme
diversidade e capacidade de adaptacdo a diversos ambientes, desenvolvimento de
asas, desenvolvimento da metamorfose, grande repertério quimico composto por

feroménios e secrecdes tdxicas de defesa (Grimald et. al., 2005).

A ordem hemiptera é a mais diversa dentre os insetos ndo-holometabolos.
Ela se divide em Homoptera, que se alimentam de seiva vegetal e séo divididos em
duas subordens, Auchenorryncha (cigarras e cigarrinhas) e Sternorryncha (pulgbes
e cochonilhas); e Heteroptera (percevejos), que sdo adaptados a diferentes dietas

(Goodchild, 1966).

As espécies do género Dysdercus da ordem Hemiptera sdo conhecidas por
causar prejuizos a agricultura. Eles sdo praga da cultura de algodao pois sugam 0s
frutos jovens e sementes, causando retardamento do fruto, além de depositar seus
dejetos nas fibras do algoddo, manchando-as, diminuindo seu valor comercial

(Pereira et al., 2006).

O intestino de D. peruvianus é dividido em quatro se¢cdes, V1, V2, V3 e
V4, conforme mostrado na Figura 1. Porém, hoje no laboratério se trabalha com
apenas trés divisbes, sendo V3 e V4 considerados apenas como V3 (Silva e Terra,

1994).



Figura 1 - Esquema do intestino médio de D. peruvianus (Silva and Terra, 1994)

As células intestinais de D. Peruvianus possuem uma membrana que reveste
as microvilosidades como se fossem dedos de luva (Figura 2). Essa membrana é
chamada de membrana perimicrovilar e ¢ formada quando vesiculas com duas
membranas originadas de setor de golgi com duas membranas fundem-se no topo
da célula. A membrana externa une-se a membrana microvilar e a interna a
membrana perimicrovilar (Silva et al., 1995). As membranas perimicrovilares
possuem uma enzima marcadora (o-glicosidase, Silva et al., 1996) que foi
caracterizada, purificada e um anticorpo gerado contra ela mostrou a presenca de
enzimas imunologicamente semelhantes nas membranas perimicrovilares (ou

analogas) de todos os insetos das ordens Hemiptera e Thysanoptera (Silva et al.,

2004).

! v - L ;N oL ) .
Figura 2 - Membranas perimicrovilar e microvilar de células intestinais em D. Peruvianus (Silva and Terra,
1996)

1.2. Enzimas digestivas e sitios de absorg¢éo no intestino de D. Peruvianus

Uma série de enzimas digestivas foram ensaiadas em D. Peruvianus



anteriormente. Elas estdo listadas na Tabela 1. Os resultados para a-galactosidase
foram retirados de Silva and Terra (1997) e de Silva and Terra (1994) para as outras

enzimas.

Tabela 1 - Atividades enzimaticas (% total) ao longo do intestino de D. peruvianus

Enzima V1 V2 V3
Aminopeptidase 60,4 21,7 10
Amilase 48,4 29,8 21,5
a-Galactosidase 67 24,2 8,4
B-Glicosidase 42,1 33,2 24,3
a-Glicosidase 65,9 28,5 4,8
a-Manosidase 58 35,5 6,5
end(c:)lp;séi)lt?gase 255 4738 256

Uma a-glicosidase ligada a membrana perimicrovilar foi purificada e
caracterizada (Silva and Terra, 1995), assim como uma aminopeptidase (Costa et
al., 2011) e uma a-galactosidase (Silva and Terra, 1997). Contudo, nenhuma dessas

enzimas teve a sua sequéncia primaria definida.

Alimentando insetos com solucdes de glicose ou leucina e um corante ndo
absorvivel (azul de Evans) e a seguir acompanhando a concentracdo do corante
(para medir absorcdo de agua) e a razdo glicose/corante e leucina/corante para
medir a absorcdo desses compotos, verificou-se que a maior parte da agua e agucar
é absovida em V1 e a absor¢do de leucina é majoritaria em V2 e V3 (Silva and
Terra, 1994). Nenhuma molécula transportadora de nutrientes, ions ou agua foi
identificada no intestino de D. Peruvianus, exceto um transportador de acgucar do
tipo GLUT e fragmento supostamente pertencente a SGLT que foram supostos
estarem relaionados, respectivamente, com um transporte de acucar inibivel por

floretina e florezina.



1.3. Caracteristicas moleculares a serem usadas na identificacdo das enzimas
digestivas

Amilases (EC3.2.1.1) sdo enzimas que hidrolisam ligagdes internas em o—
(1-4)-D-glicosideos em polissacarideos (amido ou glicogénio) e caracterizam-se por
possuir além dos grupos cataliticos, sitios ligantes de ions célcio e cloreto e

pertencem a familia GH13.

a-glicosidases séo enzimas que realizam a hidrolise de o-1,4-glucanas a
partir do terminal ndo redutor de residuos de a-D-glicose, liberando a-D-glicose. As
a-glicosidasess de insetos (EC 3.2.1.20) hidrolisam também ligacdes entre os
residuos de sacarose e frequentemente também a-1,6. Dessa forma elas podem
terminar a degradacdo de amido (ou glicogénio) iniciadas pela amilase. ao-
glicosidases de insetos pertencem a familia GH13, como as amilases, e sao
diferentes daquelas de mamiferos que pertencem a familia GH31. Como elas néo
tém assinaturas proprias, a sua pesquisa requer usar a assinatura das amilases e a
seguir por alinhamento separa-las das amilases, ja que elas ndo tem os motivos

ligantes completos de célcio e cloreto.

B-Glicosidases fazem a hidrdlise de terminal ndo-redutor de residos D-
glucosideos, liberando B-glucose. Elas pertencem a grande familia das glicosil
hidrolases 1 e possuem a assinatura F-x-[FYWM]-[GSTA]-x-[GSTA]-x-

[GSTA](2)-[FYNH]-[NQ]-x-E-x- [GSTA] (PROSITE - https://prosite.expasy.org).

a-Manosidases sao enzimas que promovem a hidrolise de um residuo a-D-
manose de terminal ndo redutor de o-D-manosideos (Expasy Enzymes -
https://lenzyme.expasy.org/). Essas enzimas sdo classificadas em duas classes, de

acordo com sua localizacdo celular e seu pH 6timo: manosidases da classe | séo
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encontrados no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico, hidrolizam ligacéo
de manose a-1,2 e pertencem a familia 47 das glicosil hidrolases; ja as manosidases
da classe Il sdo encontradas no lisossomo e citosol, hidrolisam ligagdes a-1,2, a-1,3

¢ 0-1,6, e pertencem a familia 38 das glicosil hidrolases (Paciotti et al., 2017).

Existem alguns relatos de manosidases de insetos que sdo atuantes na
digestdo (Silva and Terra, 1994; Terra et al., 1998; Foster and Roberts, 1997;

Bedikou et al., 2009).

a-N-acetil-D-galactosaminidases (NAGA) sdo enzimas que clivam o
terminal ndo redutor a(1-3) de cadeias formadas por residuos de N-
acetilgalactosamina (Expasy Enzymes - https://enzyme.expasy.org/). As a-
galactosidases hidrolisam o terminal ndo redutor de residuos de a-D-galactoses de
a-D-galactosideos. Elas também podem hidrolisar a-D-fucosideos, porém com
menor eficiéncia (Expasy Enzymes - https://enzyme.expasy.org/). Ambas enzimas
sdo pertencentes @ mesma familia e possuem a mesma assinatura, G-[LIVMFY]-
X(2)-[LIVMFY]-x-[LIVM]-D-[DF]-x(1,2)-W-x(3,7)-[RV]-[DNSF], sendo D140 e
D201 (referéncia em Q90744 — Gallus gallus) pertencentes ao sitio catalitico
(PROSITE - https://prosite.expasy.org/). Devido a isso, diferenciar essas enzimas
apenas pela sequéncia primaria é dificil e isso foi demonstrado por Kulik, et al.
(2010), que se baseou no genoma do fungo Aspergillus niger. Neste genoma, cinco
genes haviam sido atribuidos anteriormente a codificagdo de o-galactosidases,
porém, ao expressar esses genes, foi descoberto que dois deles codificavam a-N-

acetilgalactosaminidases.

Anidrase carbonica e trealose-6-fosfato sintase fosfatase ndo sdo enzimas
digestivas, mas sdo importantes para os propoésitos deste trabalho e por isso sdo

apresentadas aqui. Anidrase carbdnicas (CA) promovem a hidratacdo de um dioxido

12
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de carbono a um 4&cido carbdnico, que espontaneamente se dissocia em
hidrogenocarbonato e cation em pH neutro. A assinatura da a-CA é S-E-[HN]-x-
[LIVM]-x(4)-[FYH]-x(2)-E-[LIVMGA]-H-[LIVMFA](2) (PROSITE). Existem seis
familias dessa enzima e todas sdo metaloenzimas, sendo o Zn®** o metal mais
comumente utilizado (Emameh et al., 2016). Trealose-6-fosfato sintase fosfatase
promove a unido de uma UDP-D-glicose com D-glicose-6-fosfato, formando
trealose-6-fosfato. Essa mesma enzima em insetos possui também atividade
fosfatase, removendo o fosfato da trealose por hidrolise, formando a trealose. Em
mamiferos, essas duas atividades séo realizadas por duas enzimas diferentes (EC:
3.1.3.12 e EC: 2.4.1.15), porém em insetos, com excecdo a ordem Diptera, existe
apenas uma enzima que exerce as duas funcdes: sintase e fosfatase (Dias et al., em

preparacgéo).

Lipases promovem a hidrolise de triacilglicerois a diacilglicerol mais
carboxilato. A reacdo pode proceder até a hidrdlise total em &cidos graxos e
glicerol. Possuem a assinatura [LIV]-{KG}-[LIVFY]-[LIVMST]-G-[HYWV]-S-

{YAG}-G-[GSTAC], sendo S pertencente ao sitio catalitico.

O metabolismo de acidos graxos em insetos € feito de forma diferente que
de vertebrados. A lipoforina é a proteina transportadora de lipideos em insetos e 0
lipideo predominante é o diacilglicerol (DAG). De forma geral, insetos ingerem
triacilglicerois (TAG) como maior fonte de lipideos. Estes precisam ser convertidos
a diacilglicerois para serem enviados a uma lipoforina circulante na hemolinfa
através de um receptor de lipoforina. Existem dois modelos que propdem o
funcionamento desse sistema: a completa hidrolise de TAG a glicerol e acidos
graxos por meio de lipases ou a formacdo de acidos graxos e monoacilglicerol

(MAG). A formagdo de DAG poderia ser feita pela acilacdo de MAG ou pela

13



sintese de novo pela via &cido fosfatidico utilizando os &acidos graxos como

substrato (Arrese et al., 2001). A figura a seguir ilustra essas duas possibilidades.

GLICEROL

1 g GLICEROL QUINASE

N p

GLICEROL-3-FOSFATO

' ‘J GLICEROL-3-FOSFATO
ACILTRANSFERASE

MONOACIGLICEROL-3-FOSFATO

| ‘ T-ACILGLICEROL-3-FOSFATO
s ACILTRANSFERASE

ACIDO FOSFATIDICO

' ‘\'” ACIDO FOSFATIDICO
FOSFATASE

DIACILGLICEROL

POSSIBILIDADE 1

Figura 3 - Possibilidades de formacéao de diacilglierol

1.4. Transporte através de membranas

MONOACILGLICEROL

2-ACILGLICEROL D-ACILTRANSFERASE

DIACILGLICEROL

POSSIBILIDADE 2

O transporte através de membranas ocorre por proteinas do tipo canal e

transportadoras, sendo que todas elas transportam solutos de um lado da membrana

ao outro. As proteinas transportadoras ligam o soluto a ser transportado, passam por

modificacbes conformacionais e entregam o soluto no outro lado membrana. J& as

proteinas de canal ligam-se mais fracamente ao soluto e formam poros que

permitem a passagem do soluto especifico de forma ndo saturavel (Alberts et al.,

2015).

Em relacdo as proteinas transportadoras, existem trés tipos de transporte:

ativo primario, ativo secundario e passivo. No transporte ativo primario, ocorre

gasto de ATP para que uma molécula seja transportada. No transporte ativo

14



secundario, o transporte de substrato ocorre mediante a formagdo de um gradiente
por um transporte ativo primario. No transporte passivo, a passagem de substratos
ocorre a favor do gradiente eletroquimico, sem gasto de ATP (Alberts et al., 2015).
Classificacdes mais especificas sdo feitas em funcdo dos subtratos e uma boa
referéncia para isso é o Banco de Dados de Transportadores TCDB — Transporter

Classification Database (www.tcdb.org).

1.4.1. Transportador de aminoacidos e peptideos

Transportadores de peptideos (PEPT) funcionam como um simportador
de proéton/peptideo e podem transportar praticamente todos os di- e tri-peptideos
possiveis (Daniel, 2004). De forma geral, estes transportadores possuem baixa
afinidade pela cadeia lateral de aminoacidos e em eucariotos, existe, aparentemente,
apenas um sistema transportador de peptideos. Existe um motivo conservado de
fosforilagdo na subfamilia 1 [(S,T)X{2}(D,E)] e a assinatura das proteinas
FYXXINXGSL da familia PTR (peptide transporters emerge) também é encontrado

(Steiner et al., 1995).

Transportadores de amino&cidos catibnicos (CAT) transportam L-
aminoacidos catidnicos de maneira independente de Na* e de pH, transportando
principalmente L-arginina, L-ornitina, L-histidina e L-lisina. Essas proteinas

geralmente possuem 12-14 regides transmembrana (Closs et al., 2006).

Transportadores de aminoacidos acoplados a proton (PAT) transportam
pequenos aminoacidos zwiteridnicos como glicina, L/D-prolina, D-cisteina, L/D-
alanina, alem de transportar neurotransmissores, como GABA e analogos

(Anderson et al., 2004) (Alexander et al., 2015).

Segundo Miller et al (2008), transportadores de aminoacidos
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dependentes de Na® (NAAT) foram encontrados no epitélio absortivo do canal
alimentar de humanos e insetos, sugerindo papel primério na absorcdo de
aminodcidos. Possui estequiometria sodio:aminodcido de 1:1 e transporta
preferencialmente fenilalanina e metionina, além de outros aminoécidos neutros.
Possui um possivel sitio de glicosilacdo localizado entre a terceira e quarta regido
transmembrana. Tendo como referéncia NAT1 de D. melanogaster, os motivos
G54LG e F312FS, e o residuo S417 estdo envolvidos na ligacdo e translocacdo do

substrato.

1.4.2. Transportadores de carboidratos

Transportadores de glicose (GLUT) transportam principalmente glicose,
mas também outros agucares de forma passiva. Existem 14 familias de GLUT em
humanos, cada um transporta diferentes substratos e possuem diferentes
particularidades (Alexander et al., 2015). Os GLUT de insetos possuem muitas
similaridades com os GLUT de humanos, possuindo varios residuos conservados,
conforme mostrados na tabela a seguir, que contém um representante para cada

classe.
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Tabela 2 - Residuos importantes em GLUT

17

Transport Residuo Funcéo Referéncia
ador
F72, G75, G76, G79, S80, S66, R126, Estrutural Olsowski et al., 2000
E146, K256, R333 Wang et al., 2000
Mueckler and
Makepeace, 1997
M96, S106, G111, V165, T310 Transporte Mueckler and
Makepeace, 2004
Klepper et al., 2001
Estrutural, afinidade do Mueckler and
GLUT1 V166, G167, AL71, Q172, QI61LS transporte Makepeace, 1999
A275, L278, L280, S285, F291, Y292, Kasahara and
Q279, Q282Q283 Kasahara, 1998
(G286, N288, F379, E380, G382, P383, Hruz and Mueckler,
G384, P385, M420 Estrutural, Transporte 1999
1386, F389, 1369, V370, 1372, A377, Olsowski et al,, 2000
N411, N415, F422 Hashiramoto et al.,
1992
Go1 Ponto de ancoragem | joer et al., 2001
citoplasmatica
Y134, Y293 Transporte Wandel et al., 1994
GLUT4 R92, R333R334, E146, R153, E329, Estrutural/Pontes Schiirmann et al.,
E393, R400 salinas 1997
Y32, H387, A396, H419, S392, E337, N
GLUTS Y383, 1296, R98 ES‘;“‘”{&" LI0%GR0. | Nomura et al., 2015
R408, E401, R159, R341 ontes salinas
XylE Q175, E222, S223, G340 Transporte, Estrutural Sunetal., 2012

Transportadores de trealose (TRET) fazem o transporte do agucar trealose

e também de outros solutos. A trealose € sintetizada principalmente no corpo

gorduroso dos insetos e € o principal aclcar presente na hemolinfa. A troca de

trealose entre corpo gorduroso e outros tecidos ocorre para manter niveis de trealose

na hemolinfa e é feita por transportadores de trealose (Kanamori et al., 2010).

Existem varios residuos conservados nos TRETs que sdo também

conservados em algumas classes de GLUTs, como um residuo de G presente em

cada um dos dominios transmembrana 1, 4, 5, 7, 8 e 10 sdo encontrados na familia

GLUT/SLCA2 e nos TRETs (Kanamori et al., 2010). Todos os TRETs analisados




por Kanamori et al. (2010) apresentaram possivel sitio de N-glicosilagdo (N-X-T/S)
no loopl. O residuo W e o motivo QLS conservado em GLUT/SLC2A envolvidos
na selecdo do substrato e transporte também foram encontrados em todos os TRETS
analisados. Isso mostra que o0os TRETs possuem sequéncia priméaria e,

possivelmente, secundaria ou terciaria parecida com os GLUTSs.

1.4.3. Transportador de lipideos

Transportadores de &cidos graxos longos (FATP) auxiliam na captacédo de
acidos graxos longos, principalmente quando estes estdo em grandes concentraces.
Predi¢cdes transmembrana utilizando a sequéncia priméaria de aminoécidos sdo
dificeis para essa proteina, pois ela possui alto conteddo hidrofobico visto que
precisa interagir com acidos graxos. A sequéncia primaria € muito similar em toda a
familia de FATP (Stahl, 2004). Essas proteinas contém uma regido equivalente aos
residuos de aminoacidos 246-557 em FATP1 de Mus musculus, que contém trés
regides bem conservadas. Também existe uma pequena regido Y-I-Y/F-T-S-G-T-T-
G que ¢é sitio de ligacdo a AMP, o que também é encontrado em Vvérias outras

proteinas como acil-CoA sintetase e ligases de coenzima A (Hirsch et al., 1998).

1.4.4. Transportadores de ions

Trocadores Na'/H* (NHE) funcionam na estequiometria 1:1 e sdo ditos
envolvidos em manutencéo do pH intracelular e volume celular. Em mamiferos séo
conhecidas nove isoformas, nomeadas de NHE1-9 (Guffey et al., 2015). Esses
transportadores sdo movidos por gradiente eletroquimico e ndo utiliza ATP. Em
condigdes fisioldgicas normais, o gradiente de Na* é realizado pela Na*/K*-ATPase
e a presenca de muito H™ no citoplasma age como modificador alostérico do

transportador (Wakabayashi et al., 1997).

Em termos de estrutura, Slepkov et al. (2007) diz que os NHEs normalmente
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possuem 12 regiGes transmembrana e existem varios residuos requeridos para

transporte do ion, inibicdo do ligante e/ou expressao ou alvo do trocador ja descritos

que estdo resumidos na tabela a seguir. A tabela 2 mostra os residuos, mutacdes

feitas e o efeito dessas mutagOes. Alguns inibidores utilizados sdo EIPA (5-N-etil-

N-isopropilamiloride), HOE 694 (3-metilsulforil-4-piperidinobenziol guanidina

metanossulfato) e MPA (2-trimetlamonio-etilmetanotiosulfonato de bromo).

Tabela 3 - Residuos importantes em NHE (Slepkov et al., 2007)

Amldr:)oau Mutacéo Efeito da mutagdo
G148 G-A Aumenta K; para EIPA
P153/154 P-SIP-F Aumenta K; para EIPA e diminui o transporte
F161/162 F-CIF-S Aumenta K;para MPA e amiloride, diminui o transporte
Aumenta K;para MPA, amiloride e HOE 694, elimina o transporte de
L163 L-F,AART Na'/H*
Diminui o transporte de Na'/H", a expressio e a ligagdo a membrana
P167/168 P-G,AC plasmatica
G174 G-S,D Aumenta K;para amiloride e HOE 694
R180 R-C Tratamento com MTSET diminui a atividade
Q181 Q-C Tratamento com MTSET diminui a atividade
E262 E-N Elimina o transporte de Na'/H"
D267 D-N Elimina o transporte de Na'/H"
H349 H-G,L Aumenta K; para amiloride
E346 E-N Aumenta K; para HOE 694 e EIPA, diminui o transporte
G352 G-A SN Aumenta K para EIPA, diminui o transporte
E391 E-Q Diminui o transporte de Na*/H"
R440 R-GC, LkH’ N E, Desloca a dependéncia do pH para o lado acido
Y454 T-C Retida no reticulo endoplasmatico
G455/456 | G-A,N,S, R Desloca a dependéncia do pH para o lado alcalino
R458 R-C Retida no reticulo endoplasmatico

Cotransportadores de K*, Na* e CI" (NKCC) e cotransportadores de K*

e CI" (KCC) séo pertencentes a familia CCC (cotransportadores de cloreto e cation)

e sdo transportadores passivos. Existem dois tipos de NKCC, NKCC1 e NKCC2. O

NKCCL1 é maior, possui N-terminal bastante divergente entre as diferentes espécies

e possui a0 menos um sitio de fosforilagdo nessa regido e, geralmente, € composto

por 12 regiGes transmembrana. O NKCC2 estd envolvido na homeostase em




mamiferos e tem estrutura muito semelhante ao NKCC1 (Russel, 2000).

Existem quatro tipos de KCC, denominados KCC 1-4, que permitem a
passagem de CI” e K* na estequiometria de 2:1. Eles estdo envolvidos no controle de
volume celular. Todas as isoformas compartilham de algumas caracteristicas
estruturais, tais como dominio N-terminal e C-terminal citoplasmaticos, porém ha
diferenca entre as afinidades por seus susbtratos e também na resposta de controle

ao volume celular (Lauf and Adragna, 2000).

Trocadores CI'/HCOg3 (AE) funcionam em acgdo conjunta com a enzima
anidrase carbonica. A enzima faz a hidratacdo do gas carbdnico e esse sai da célula
pelo auxilio do trocador e entra um cloreto, na estequiometria 1 HCO3 : 1 CI
(Alexander et al., 2015). Os AEs também podem transportar OH e H* no lugar de
Cl" e 0 AE1 pode transportar SO, porém em uma taxa bem menor (Romero et al.,

2013).

Em humanos, AE1 possui um sitio de ligacdo a anidrase carbbnica. Esse
sitio, D887ADD ¢ parcialmente conservado em mamiferos (Vince e Reithmeier,

2000).

Foi descrito por Foller et al. (2017) que o motivo AAVIFIYFAA ndo esta
presente em individuos portadores de ovalocitose, portanto esse motivo deve ser
importante para o funcionamento do transportador. Este motivo foi encontrado nas

sequéncias analisadas.

1.4.5. Canais
Canais de sodio fazem a mediacdo do transporte de sédio e séo inibidos por
amiloride. Estudos de mutacgdes sitio-dirigida feitas por Sheng et al. (2000) no canal

de so6dio aEnaC1l de camundongos mostraram que a substituicdo do residuo L575C
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(leucina para cisteina) causou diferenca na constante de inibicdo por amiloride.
Cinco mutantes feitos demonstraram ser importantes para a seletividade do cétion,
sdo eles: S580C, W582C, L584C, F586C e S592C. Além disso, os mutantes G587C
e S589C permitiram a passagem de K', indicando que mais de um residuo esta

envolvido na seletividade do ion.

Zelle et al. (2013) mostram que o0s canais de sodio do tipo
Degenerin/Epithelial (DEG/EnaC) de Drosophila melanogaster possuem diversas
caracteristicas em comum com diferentes espécies, como duas regides
transmembrana, um loop rico em cisteinas e um residuo denominado “deg”, na qual
sua mutacéo leva a abertura constitutiva do canal em alguns canais. Apesar disso, a

sequéncia priméaria é muito variada entre espécies.

Canais de potassio fazem a mediacdo de potassio entre espaco intra e
extracelular. Sdo proteinas alostéricas que mudam de conformacdo (aberta e
fechada) em resposta a estimulos externos. Existem varios tipos de canais de
potéssio, podendo ser do tipo que muda de conformacdo por acdo de um ligante ou
por voltagem, e pode ainda, ter dois ou seis segmentos transmembrana. Sendo
assim, ha muitas diferencas na sequéncia primaria de aminoacidos entre esses
canais e entre as diferentes espécies, além dos mecanismos para abertura e
fechamento do canal serem diferentes. Mesmo assim, Jiang et al. (2002) sugere em
seu artigo que ha alguns residuos conservados no filtro de selecéo, que para o canal
de potassio ativado por calcio de Methanothermobacter thermautotrophicus é
TVGYGD e a dobradica do portdo é feita por uma glicina (G83 no mesmo

organismo).

Canais de cloreto permitem a difusdo passiva de ions cloro a favor de um

gradiente eletroquimico. S&o encontrados em células procariéticas e eucaridticas e,
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na maioria dos casos, sua fungdo é ainda desconhecida. Os canais contém duas
subunidades idénticas e cada subunidade possui 18 a-hélices e tem topologia
complexa. O filtro de seletividade é bem conservado, com os residuos G106SGIP,
Gl46(K/R)EGP e G335XFXP e Y445, com referéncia em Escherichia coli,

participantes do filtro de selecdo (Dutzler et al., 2002).
1.4.6. Aquaporina

Proteinas canal de &gua sdo divididas em trés subfamilias: aquaporinas,
aquagliceroporinas ou facilitadoras de glicerol e superaquaporinas. Todas as
aquaporinas possuem como assinatura dois motivos NPA. As aquaporinas permitem
a passagem apenas de moléculas de &gua. As aquagliceroporinas permitem a
difusdo de agua e pequenas moléculas ndo carregadas, principalmente glicerol e
possuem, um acido aspartico ao final do segundo motivo NPA, o que aumenta o
poro para permitir a passagem de outras moléculas. As superaquaporinas sao
aquelas que se diferenciam na sequéncia de aminoacidos em torno dos motivos

NPA e que ndo se classificam nas duas familias anteriores (Benga, 2012).

As aquaporinas de insetos ja foram muito bem estudadas e possuem uma
classificacdo um pouco diferente, sugerida por Finn et al. (2015). Isso ocorre porque
as aquagliceroporinas ndo séo encontradas em insetos holometabolos, embora estes
tenham a capacidade de transportar glicerol. O que acontece é que o filtro de
selecdo normalmente composto por quatro argininas, € diferente nas
aquagliceroporinas e ndo condiz com a sequéncia das aquaporinas de insetos.
Estudos propuseram classificagio em: Drip (Drosophila intrisec proteins) que
transportam agua, Prip (Pyrocoelia rufa integral proteins) que transportam agua e
ureia, Bib (big brain protein) que permite a passagem de agua e cations, Agp12 que

sdo as proteinas de insetos relacionadas a aquaporina 12 de vertebrados (atualmente



classificada como superaquaporina), e Eglp (entomogliceroporinas) que

transportam glicerol e agua, e sdo especificas para hexapodes.

1.4.7. Bombas

H* ATPases fazem o bombeamento de prétons para fora da célula com
gasto de ATP, gerando um gradiente eletroquimico e pode estar envolvido na
manutenc¢do do pH. Sdo compostas de dois complexos: V1 (subunidades A-H) que
contem o dominio catalitico que hidrolisa ATP, e VO (subunidades a, ¢, ¢’,c’’,d)

que forma o poro da membrana (Forgac, 2007).

A bomba de sodio/potéssio promove a troca de sodio para fora da célula e
potassio para dentro na estequiometria de 3 Na': 2 K*, com gasto de ATP. Ela é
composta por duas subunidades, o e B3, sendo que a primeira possui dez regides
transmembrana. A subunidade J possui um motivo YYPYY que estd envolvido na
ligacdo com a subunidade o e, os residuos Y40 e Y44 interagem com a regiao

transmembrana 7 da subunidade a e sdo bem conservados (Shinoda et al., 2009).

1.5 Sequenciamento

O principio do sequenciamento se baseia no método de Sanger, que foi
desenvolvido pro Frederick Sanger em 1977. Para isso, ele se utilizou da reacéo da
polimerase em cadeia com modificacbes. Foi adicionado didesoxinucleotideos
(dd(A/T/G/IC)TP) marcados radioativamente, que, ao serem adicionados pela
polimerase, encerra o polimero de DNA, gerando fragmentos de diversos tamanhos.
Ao final da reagdo, corre-se um gel de DNA e se faz a leitura do gel de cima para
baixo, os menores fragmentos ficam na parte de baixo do gel e os maiores em cima.
O gel deve ser grande o suficiente para separar os fragmentos com diferenca de um

nucleotideo (Zaha et al., 2014).
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Hoje em dia o processo foi melhorado e automatizado. N&o se utiliza mais
nucleotideos radiativos, mas sim com marcadores fluorescentes. Cada ddNTP €
marcado com um composto que emite fluorescéncia em comprimento de onda
diferente. Assim, a reacdo é feita e aplicada em gel (placa ou capilar), os fragmentos
sdo separados, um feixe de laser incide excitando os marcadores e a deteccéo é feita
com auxilios de programas de computador, que montam a sequéncia (Zaha et al.,

2014).

Mais recente ainda, usam-se tecnologias inovadoras chamadas
sequenciamento de nova geragdo. Como exemplo, citam-se as tecnologias 454 e
Illumina, ambas usadas nesse trabalho. A plataforma 454 foi a primeira a ser
comercializada e se baseia na deteccdo por pirosequenciamento. Ao adicionar uma
base, ATP ¢ liberado e sera convertido em pirofosfato pela enzima sulfurilase. Esse
por sua vez, serd utilizado para oxidar a luciferina pela luciferase, emitindo luz, que

é captado por uma camera acoplada ao sistema (Carvalho e Silva, 2010).

J& o sequenciamento lllumina se utiliza de marcadores com diferentes
fluoréforos e a inovacdo € na clonagem, o PCR é feito em fase solida.
Primeiramente ¢ feita a ligacdo de adaptadores a “beads” e ocorrem ciclos de PCR,
formando clusters de alta densidade, de forma que o sinal luminoso gerado é
detectavel pelo computador. Apos a incorporacdo de cada nucleotideo, a leitura é

realizada (Carvalho e Silva, 2010).

As leituras feitas pela plataforma 454 possuem tamanhos de
aproximadamente 700 pares de bases, porém as leituras apresentam problemas em
regides homopoliméricas. As leituras feitas pela plataforma Illumina possuem
tamanho variaveis, podendo ser de 30 até 250 pares de bases. Elas ndo apresentam

problemas com regides homopoliméricas, porém tem problemas em regides com
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alto contetdo GC. Dessa forma, ao juntar o sequenciamento feito pelas duas
plataformas, consegue-se obter um maior nimero de leituras e 0s erros sdo

minimizados.
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2. Objetivos
Este trabalho tem como objetivo geral a proposicdo de um modelo de
funcionamento do processo absortivo de nutrientes no intestino em D. peruvianus,

através de RNAseq. Especificamente:

e Identificar e localizar os sitios de expressao das sequéncias das enzimas
digestivas  principais, principalmente  daquelas j& estudadas

enzimologicamente.

e ldentificar e localizar os sitios de expressdo dos principais
transportadores potencialmente responsaveis pela absorcdo de nutrientes,

ions e agua ao longo do intestino a partir dos dados transcritomicos.

e Propor modelo funcional do processo digestivo e absortivo de D.

peruvianus.



3. Metodologia

Animais

Cultivo de insetos Dysdercus peruvianus sdo mantidas no laboratério desde
1990. Os insetos ficam mantidos em frascos plasticos, forrados com areia e
tampados com pedacos de tecido de algoddo presos por elasticos. Os insetos séo
alimentados com sementes de algoddo (Gossypium hirsutum) previamente
congeladas para eliminar contaminagdes por organismos. O acesso a agua € a

comida é livre.

As colbnias séo mantidas sob umidade relativa de 50-70%, a temperatura de

24 + 2 °C e em condicOes de iluminacgdo por 14 horas e escuro por 10 horas.
Disseccao de insetos e preparo de amostra

Fémeas adultas de D. peruvianus foram imobilizadas em gelo e dissecadas
com solucdo de cloreto de sddio 215 mM para separar o intestino médio da carcagca.
Apos a remocao do intestino, ele é divido em trés se¢des (V1, V2 e V3) e tudo

aquilo que restou é dito carcaca.

Cada lote de ventriculos foi homogeinizado em agua MiliQ com o auxilio de
homogeinizador Potter-Elvehjem. A carcaca foi homogeinizada em homogeinizador
do tipo Skymsen Ta-02. Apds a homogeinizagéo, as amostras foram centrifugadas a
10.000 g por 30 minutos & 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante
utilizado para ensaio de atividades enzimaticas. Foram adicionados inibidores de
proteases E-64 (1 uM), pepstatina A (1 uM) e Bestatina (5 uM) a cada preparacéo

pronta.
Andlise de bioinforméatica

Os transcritomas das trés secdes intestinais (V1, V2 e V3) e carcaga (corpo
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inteiro, exceto o intestino médio) j& estavam disponiveis no laboratério (Pimentel,
2017). Para essas analises foram utilizados dez insetos adultos para cada triplicata
bioldgica, os quais foram mantidos em laboratorio, alimentados em sementes de
algodao e com amplo acesso a agua. O RNA total para cada triplicata bioldgica foi
extraido utilizando-se o protocolo Trizol® e tratado com DNase | (Invitrogen). O
RNA total extraido foi enviado para sequenciamento em equipamento HiSeq 2500
(IMlumina), usando a estratégia de pair-end (2x100pb), no Laboratério de
Biotecnologia Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

(ESALQ/USP).

A montagem do transcriptoma e as analises de expressdo foram conduzidas
conforme descrito em Dias et al (2018). Nessa estratégia, as leituras provenientes
do sequenciamento (em média 18.950.390 leituras por amostra) foram filtradas para
a remocéo de regides de baixa qualidade e adaptadores, usando o software FASTX
toolkit v 0.0.14 (Gordon and Hannon, 2010). Apds a filtragem, essas leituras foram
entdo utilizadas para a montagem dos transcritos utilizando-se uma combinacgéo de
montagens provenientes de dois softwares e com mdultiplos tamanhos de k-mer (k)
para cada: SOAPdenovo-Trans v. 1.03 (k de 21 a 91 em incrementos de 5; Xie et
al., 2014) e ABYSS v. 1.9.0 (k de 20 a 50 em incrementos de 5; Simpson et al.,
2009). Os transcritos obtidos pelas duas estratégias foram entdo agrupados usando-
se o software CAP3 (Huang e Madan, 1999) e tiveram sua sequéncia proteica

predita utilizando-se o software FrameDP v. 1.2.2 (Gouzy et al., 2009).

As analises de expressao foram conduzidas conforme descrito em Dias et al.
(2018). Nessa estratégia, as leituras obtidas e filtradas conforme descrito acima
foram alinhadas ao transcritoma de referéncia montado, utilizando-se o software

Bowtie2 v. 2.2.4 (Langmead and Salzberg, 2012). O numero de leituras por
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transcrito foi obtido utilizando-se o software SAMtools v. 0.1.19 (Li et al., 2009).
Os valores de expressao foram entdo normalizados usando a estimativa de transcrito
por milhdo (TPM; Wagner et al., 2012). Um heatmap com a distancia estimada
entre as amostras pelo método de Poisson, o qual foi gerado usando o pacote

Bioconductor (linguagem R) é apresentado na se¢do resultados.

Com todas as sequéncias de aminoacidos de transportadores e enzimas
obtidas, estas foram alinhadas contra sequéncias referéncia obtidas do UniProt
(www.uniprot.org) utilizando Clustal (www.clustal.org) e foram procurados
manualmente aminoacidos, motivos e/ou assinaturas conservados a fim de se obter
maior grau de confianca para dizer se determina sequéncia codifica determinado
transportador. Em alguns casos foi necessario verificar a presenca de regides
transmembrana, que foi feito utilizando o servidor TMHMM v. 2.0 Server. Arvores
foram feitas utilizando sequéncias bem estudadas, quando possivel, e sdo obtidas do
banco de dados de proteinas UniProt (www.uniprot.org) ou National Center for
Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) e foi utilizado o
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis 6 (Tamura et al., 2013). As

arvores foram feitas utilizando o algoritmo Maximum Likelihood, bootstrap 1000.

Com o intuito de simplificar a analise das sequéncias proteicas, a expressao
dos genes codificantes para o mesmo tipo de proteina foi usada para distinguir
aquelas com menor relevéncia na fisiologia intestinal. Assim, genes cuja expressao
em todas as se¢des do intestino e carcaga foi menor que 5% da expressdo maxima

do mesmo tipo de gene mais expresso foram eliminados.
Ensaios enzimaticos

O ensaio da enzima a-N-acetilgalactosaminidase foi feita a 30°C em solugéo
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contendo tampado citrato-fosfato 50 mM, pH 5,0 e 25 umol de substrato p-nitrofenil
N-acetil-a-D-galactosamino. A reacdo foi parada adicionando-se solugdo de
alcalinizacdo (2 mL de SDS 10%, 10 mL de tampé&o carbonato-bicarbonato e 8 mL
de &gua bidestilada). Foi feita a leitura a 410 nm em leitor de placas EIx8000

Biotek.

O ensaio da enzima a-galactosidase foi feita a 30 °C em solucdo contendo
tampdo citrato-fosfato 50 mM, pH 5,0 e 5 mM de substrato p-nitrofenil a-D-
galactosideo. A reacdo foi parada adicionando-se solugédo de alcalinizagdo (2 mL de
SDS 10%, 10 mL de tampdo carbonato-bicarbonato e 8 mL de agua bidestilada).

Foi feita a leitura a 410 nm em leitor de placas EIx8000 Biotek.
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4. Resultados

No intuito de avaliar a distancia estimada entre as amostras, carcaca e se¢des
do intestino, foi feito um heatmap, que é mostrado a seguir. A partir dessa analise,
pode-se perceber que os desvios padrBes entre as amostras estdo bons. Também é
possivel perceber que V1 e V2 se parecem mais entre si do que com V3, o que faz
sentido fisiologicamente, j& que V1 e V2 sdo localizados em sequéncia no tubo

digestivo. Desvios de cada sequéncia estudada se encontram no Apéndice 1.
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Figura 4 - Distancia entre amostras de D. peruvianus

4.1. Enzimas
Amilases e a-glicosidases possuem 0s mesmo residuos cataliticos, porém o

acido glutamico aparece em posicdo diferente e as a-glicosidases que carecem de



32

um dos ligantes de célcio caracteristico das amilases. O alinhamento das sequéncias

de amilases (3) e a-glicosidases (2) de D. peruvianus com sequencias auténticas de

amilases e a-glicosidases de insetos (Figura 5) mostra claramente as sequéncias que

correspondem a amilase e quais a a-glicosidases. Os residuos cataliticos estdo em

preto (notar a diferenca de alinhamento Glu catalitico) e a falta de uma His ligante

de célcio (em cinza) nas a-glicosidases.

2|35 ) 2|45 3|-35 ) ?I.ST ) a?ZB
SP|P81641|AMYE DROME NCELVGL----R W ID---GGEA ISKSEYTGYFVDNH
S5P|PO8144|AMYA DROME NCELVGL----R WV ID---GGEA |SKSEYTGVFVDNH|
SP|P56634|AMY TENMO NCELVGL----R W ID---GGEAISKNEYTGYFVDNH
S5P|076264|AMYR DROYA QCELVGL- - - - K] & WV ID---GHETVSRDEYKDTFVDNH|
SP|QaBNOI|AMYE DROYA NCELVGL - - - -RPILNQRV[MAA KHMWP IVQ[EV ID- - -GGEA | SKSEY TGV FVDNH
SP|087396|AMY PHACE NCWLSGL - - - - PRILDQRVAA KHMWPFYQ[aV ID- - - GGEGVSKNEYTGVF IDNH
XP 024218855.1 NCELVGL - - - -HDILNQRV[MAA KHMDPF YQ[dVAG - - - DDDV | KPHEY TS5V FLDNH
XP 0142710541 VCELVGL- - - -HPILNQRVMAAKHMEPFYQ[3 IMS - - - DGDV IMPKEY TGV F I DNH
Dp 317.1 QCELVGL - - - -HPILNQRV[MAA KHVWP | YQ[3V ID- - -GGGG | -RYEYTPVFVDNH
Dp 11308.1 NCQLVGL- - - - PDILDQRVAA KHMWPFYQI3V ID- - -GTEP IKKGEYTGWF | DNH
SP|QIF058|MALTI APIME FVPNHTSDQHEERQ- - - -AYYLHQFAPEQPDLNYRVEALPY ICEKFRDVLD-- - - - KHML [[3AY TNWV PGNH|
SP|PO7I91|MALZ2 DROME FVPNHSSDENVKRQ- - - -QYFLHQFQVKQPDLNFR IBAVPH | YEEWREFLD- - -DSRVLLA[3AYSSWVVGNH
SP|PO7IS2|MALS DROME FVPNHTSDECDQRQ- - - -AYYLHQFHAKQPDLNYR I ®AVPHVYEAFRDV | E- - -DDRVLLT[3AY SPWV FGNH
SP|P13080|MALT AEDAE FVPNHTSDQHEERQ- - - - EFYLHQFLKEQPDLNYR IBAVPYLFEQWRAVLD- - -RTR IMMT[3GY TSWV LGNH
SP|PO7ISO|MALI DROME FVPNHSSTENEVRQ- - - -QYYLHQFA IQQADLNYR IBAVPYLFEQWRELVD- - -DKRLLMT[3AY T5WV LGNH
TRIQIPQK2|QIPQK2 CULQU FIPNHSSDOQHEARG----EYYLHQFTPQQPDLNYRL®A |NHMFENWRDQMD - - -RT I I LMT[3AYSSWVAGSH
TRIADA2HST)J28|ADA2HETj28 9HEM! FVPNHSSDEHEQRG- - - -QYYLHQFDPKQPDLNYRVEAVPFLFEQFRDV IE- - - KTRVMI T[ZAY TSWV | GNH|
Dp 13656.1 FVPNHTSDKHPERK- - - -QF YLHQFGPYQPDLNYRV[MA | PF ISE- - -QLDD- M- YQKF FFG[3A YASWVAGNH
Dp 9817.1 MVPNHSSEEHKQRG- - - -QYYLHMFGSFQPDLNYRMEAVPFLVE- - - TLVDRV - STKYLF Y[3VYANWVVGNH|
XP 024214220.1 FVPNHTSTKHKKRK- - - -QFYLHTFL | EQADLNYRMYAVSY I YDEFRKTLD- - - EAKLMMT[3S Y SDWV LGNH
XP 024214219.1 FVPNHTSTKHKKRK- - - -QFYLHSFLVEQADLNYRMEA | SWIYDEFRKTLD- - - EAKLMMT[3SY SDWV LGNH
XP 014282432.1 FVPNHTSTKHKKRK- - - -QF YLHSFLVEQADLNYRMYA | SWIYDEFRKTLD- - - EAKLMMT[3S Y SDWV LGNH
XP 014282431.1 FVPNHTSTKHKKRK- - - -QFYLHSFLVEQADLNYRMEA | SWIYDEFRKTLD- - - EAKLMMT[3SY SDWV LGNH
XP 014282430.1 FVPNHTSTKHKKRR- - - -QYYLHTFLVEQADLNYRMYAVSWLYEEFRKT ID- - - EAKLMMT[3S Y PDWV LGNH
XP_014282429.1 YVPNHTS | KHKKRK- - - -QFYLHNFLVEQADLNYRMEAVSWWYDEFRKTLD- - - EAKLMMT[SS Y SDWV LGNH|

Figura 5 - Alinhamento de « -glicosidases e amilases

Para confirmar a identidade das enzimas, foi feito também um cladograma,

que separou as sequéncias de a-glicosidases (ramo superior) daquelas de amilases

(ramo inferior) (Figura 6).
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Figura 6 - Separagdo de amilases e a-glicosidases (AEDAE: Aedes aegypti, APIME: Apis melifera, CULQU:
Culex quinquefasciatus, DROY A: Drosophila yakuba, DROME: Drosophila melanogaster HALY: Halyomorha
halys, HEMI: Melanaphis sacchari, PHACE: Phaedon cochleariae, TENM: Tenebrio molitor).



Tabela 4 - Expressao das enzimas

Enzima Sequéncia V1 V2 V3 C
CA subunidade o |Dp_15862.1| 17.42 5.07 44.16 26.71
CA subunidade  |Dp_10163.1| 4.15 5.62 14.05 10.46
o-Glicosidase Dp_13656.1 | 1832.24 | 205.95 2.03 4.2
Dp_9817.1 | 1316.59 | 517.47 | 29.21 16.27
. Dp 3171 | 0 0 0 0
Amilase Dp_11308.1] 0 0 0 0
Trealose-6-fosfato | Dp_6556.1 1 1,16 4,8 14,76
sintase fosfatase |Dp_13941.1| 0.09 0.15 0.12 9.73
Dp_12837.111687.17 | 607.47 | 12.04 0.76
Lipases &cidas Dp_12675.1| 8435 |1610.42 | 225.13 2.52
Dp_7251.1 | 2195.61 | 523.6 88.05 4.87
Dp 5431.1 | 111.81 | 269.46 | 15.71 56.99
. Dp_10322.1| 573.94 2.86 0.26 5.6
Lipases Dp_7333.1| 099 | 1.04 | 347 | 22833
pancreéticas
Dp_14537.1| 0.23 0.12 0.32 44.66
NAGA/a-  |Dp_12841.1| 26.02 | 474 | 287 | 3127
Galactosidase Dp_3149.1 1 0.02 0.93 40.39
Dp 13232.1| 0.75 0.75 2.31 82.85
Dp 15738.1| 4.85 44.18 0.9 0.46
o-Manosidase |Dp_15706.1| 0.21 2.01 0.21 52.46
Dp 2262.1 0.34 0.33 0.92 7.03
Dp _8704.1 0.97 0.71 2.95 57.03
Dp_11217.1| 351.73 | 552.62 | 213.25 0.64
Dp_13317.1| 6.66 6.54 20.59 31.45
- Glicosidase Dp_17804.1| 100.59 | 95.89 | 337.56 | 68.64
Dp_4364.1 | 99.2 13.43 0.47 0.29
Dp_5943.1 | 59.95 59.62 | 215.09 | 56.92
Dp_9208.1 | 291.5 17.1 0.68 0.25

A amilase Dp_435.1 é fragmento muito curto e foi desconsiderada, enquanto
a Dp_11308.1, que carece de peptideo sinal deve ter funcdo diferente de uma
verdadeira amilase. Assim, a verdadeira amilase digestiva deve ser a Dp_317.1.
Porém ela ndo foi expressa em nenhuma regido do intestino de D.peruvianus. 1sso
ndo chega a surpreeender porque sabe-se que as enzimas desse inseto sdo induziveis

pelo seu alimento e a semente algoddo é carente de amido.

o-Glicosidases sd0 mais expressas em V1 e V2. E sabido por trabalhos



anteriores (Silva and Terra, 1996) que existe uma a-glicosidase que se localiza na
membrana perimicrovilar. Porém, nenhuma das sequéncias encontradas possui
regides transmembrana ou ancoras de GPI preditas. Como a Dp_9817.1 possui
peptideo sinal, é possivel que essa seja a enzima secretada (detectada em Silva and
Terra, 1994) e a outra, Dp_13656.1, seja a ancorada na membrana perimicrovilar e
caracterizada por Silva and Terra (1995). Um caso similar é relatado no trabalho de
Price et al. (2007), na qual foi encontrada uma sucrase (a-glicosidase) que foi
verificada experimentalmente ser ancorada na membrana, porém ela ndo possui
predicbes de regides transmembrana ou ancoras de GPI. Isso sugere que o
mecanismo de ancoragem em membranas perimicrovilares pode ser diferente do

usual em membranas plasmaéticas.

Foram encontradas duas sequéncias possivelmente codificantes de a-N-
acetil-D-galactosaminidase (NAGA) ou a-galactosidases. E dificil distinguir essas
enzimas apenas pela sequéncia priméria. Porém, foram encontrados os sitios
cataliticos . Com o intuito de descobrir se este inseto possui as duas enzimas ou
apenas uma, foi feito o ensaio enzimatico em triplicata dessas enzimas em regides

intestinais e com a carcaca. Os resultados se encontram nas Figuras 7 e 8.

Foi detectada a presenca das duas enzimas, sendo a a-N-acetil-D-
galactosaminidase mais ativa na carcaga e a o-galactosidase mais expressa no
intestino e tracos na carcaca. Os dois genes encontrados que codificariam essas
enzimas tem a expressdo da seguinte forma: Dp_3149.1 tem expressdao em todo
animal, porém ¢ tipica de carcaca, visto que possui baixa expressdo no intestino. Ja
a sequéncia Dp_12841.1 possui expressdo ao longo do intestino e carcaca, porém
sua maior expressdo estd em V2, no intestino. Considerando as atividades

enzimaticas e as expressdes dos genes encontrados, sugere-se que a enzima o-
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galactosidase caracterizada previamente esteja codificada no gene Dp_12841.1 e a

enzima a-N-acetil-D-galactosaminidase esteja codificada no gene Dp_3149.1.
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Figura 7 - Ensaio enzimatico da NAGA
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Figura 8 - Ensaio enzimatico da galactosidase

Como vimos, a o -glicosidase & muito expressa no animal, principalmente
em V1, enquanto a expressdo da a-galactosidase é alta em V2. A alta expressdo
dessas enzimas era esperada, pois o principal carboidrato ingerido por esse animal
em sua dieta é o trissacarideo rafinose, que hidrolisada pela acdo de duas enzimas,

a-galactosidase e a - glicosidase, gera glicose, frutose e galactose.

Foram encontradas seis sequéncias de p-glicosidases, todas foram
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confirmadas pela presenca da assinatura da familia das glicosil hidrolases e também

foram identificado os residuos cataliticos.
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Figura 10 - Residuos cataliticos das B-glicosidases em boxes

A expressdo das B-glicosidases varia ao longo do intestino de D. peruvianus

(Tabela 4), mas esta sempre presente em niveis elevados.

Foram encontradas cinco sequéncias de manosidases e, para diferenciar se

as manosidases encontradas eram de classe | ou I, foi feita uma arvore filogenética



com sequéncias bem conhecidas. A figura 12 mostra a arvore e foram separadas as
manosidases de classe | (ramo inferior) e classe Il (ramo superior). As sequéncias
Dp_15738.1, Dp_15706.1 e Dp_13232.1 sdo pertencentes a classe Il e estdo,
portanto, supostamente localizadas no lisossomo ou sdo secretadas. Dessas, a Unica
que apresenta peptideo sinal é a Dp_13232.1. J& as sequéncias Dp_2262.1 e
Dp_8704.1 sdo pertencentes a classe | e devem estar localizadas no Golgi. Para
essas sequéncias foram preditas regifes transmembrana. Apenas essas duas

sequéncias estavam completas.

Dentre as manosidases pertencentes a classe Il, apenas a Dp_15738.1 ¢
tipica de intestino e possui maior expressdo em V2. As outras sdo tipicas de
carcaca. Ja as manosidases pertencentes a classe Il, ambas possuem expressdo ao

longo do tubo digestivo, porém séo tipicas de carcaca.

o Dp 167381
100 L Dp 15706.1
52 L Dp132321

Classe Il 100

- splO00754|H. sapiens
g?l_EspIQEEIriE‘IIB. taurus
] sp|046432|F. catus

Dp 87041
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Figura 11 - Separacéo entre manosidases classe | e 11
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Foram encontradas quatro sequéncias de lipases, com alta expressao no
intestino. Todas possuem a assinatura dessa familia de enzimas. As lipases mais
similares as pancreéticas de vertebrados possuem maiores divergéncias na
assinatura, porém todas contém o residuo de serina, que faz parte do sitio catalitico
(Figura 12). As enzimas foram divididas em lipases acidas e lipases pancreéticas
devido a similaridade com essas enzimas de vertebrados, tratando-se, portanto,
apenas de enzimas com caracteristicas diferentes. No entanto, como se trata de

insetos, ndo se pode atribuir as caracteristicas das lipases de vertebrados as lipases

de inseto.
Oa 283 479-395 E K
On 42675 4/1-365 EQ
Oa_ 7258 AH-444 bs
fa 54379 449-403 LS

0| OFE 10T | DROMEA-458 B K
=a|OFE10S)LIP S DROME-399 00

POFOBG - 200 Ko
O 10522 4/1-355 KD
Op 7A33.4M-536 -~

On 44537 44-302 AE
Figura 12 - Assinatura das lipases (no box)
A grande quantidade lipases encontradas e sua alta expressédo era esperada,
pois a alimentacdo deste inseto é rica em lipideos. Percebe-se pela tabela de
expressdo 4 que as lipases sdo muito expressas em V1, seguida de maior expresséo

em V2.

Foi encontrada uma sequéncia de anidrase carbonica subunidade o e uma de
subunidade . A primeira possui a assinatura dessa subunidade. ESsa enzima estaria
atuando em conjunto ao transportador AE, fazendo a hidratacdo do CO,, levando a
formacéo de HCOg', que é transportado por AE, para manutencao do pH e gradiente

eletroquimico celular.
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Figura 11 - Assinatura da anidrase carbdnica subunidade a (no box)

As duas anidrases carbOnicas encontradas possuem expressao ao longo de
todo tubo digestivo e carcaca, porém sdo mais expressas em V3. J& a trealose-6-

fosfato sintase fosfatase é tipica de carcaca.

4.2. Transportadores de aminoacidos e peptideos
Foi encontrada uma sequéncia de transportador de peptideos — PEPT,
Dp_13753.1. A sequéncia foi alinhada com algumas sequéncias e foi encontrada a
assinatura da familia das PTR conforme mostra a figura a seguir. Esse transportador

tem expressdo em todo o intestino, porém maior expressao em V3.

100 200
0 137 I -GH0 LERF F
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50| R24249)PEATY_ Ced1-235 LSLFEF
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0|8 OSETIPERTE Ori-719 - RIBFF

Figura 12 - Assinatura de PTR presente em PEPT (no box)

Cinco sequéncias de PAT e trés sequéncias de CAT foram validadas por
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ja que ndo possuem assinatura. A
expressao é mostrada na Tabela 5. CAT e PAT sdo expressos em todo o intestino e
carcaga, porém com maior expressao no intestino. Desses, duas sequéncias de CAT

possuem maior expressdo em V1 e uma possui maior expressdo em V3. Isso



também se observa nos PAT, na qual trés sequéncia tem maior expressao em V3 e

duas em V1.

Foram encontradas duas sequéncias de NAAT e, ao alinhar com outras
sequéncias conhecidas desse mesmo transportador, foram encontrados os residuos
envolvidos no sitio de ligacdo ao substrato, conforme mostrado na figura 15. A
expressdo se encontra na tabela 5. Das duas sequéncias encontradas, a Dp_9959.1 é
tipica de intestino e possui alta expressdo em V3, ja a Dp_6340.1 possui maior

expressao na carcaca.
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Figura 13 - Residuos envolvidos na ligagdo ao substrato
do transportador NAAT (em boxes)

Tabela 5 - Expressdo dos transportadores de peptideos e aminoécidos ao longo do intestino e carcaca

Nutriente | Transportador | Sequéncia | V1 V2 V3 C

Peptideos PEPT Dp_13753.1|81,11|204,95 [ 364,05 | 36,53

Dp_10617.1|20,96| 16,66 | 87,58 | 6,3

CAT Dp_11105.1{28,77| 13,54 | 574 | 4,28
Dp_3691.1 | 28,5 | 2,01 | 2,02 | 6,63
Dp_5802.1 |56,04 | 21,45 | 67,6 | 16,28
Dp_3503.1 |51,93| 27,53 | 2,62 | 27,7
PAT Dp_11074.1|45,61| 67,79 [121,43|102,59
Dp_9889.1 | 20,23 | 40,58 | 53,04 | 3,53
Dp_3671.1 | 8,03 | 8,89 | 47,57 | 27,36
Dp_6340.1 | 0,51 | 0,39 7,9 | 10,52
Dp_9959.1 38,11 35,36 |142,42| 5,09

Aminoacidos

NAAT

A expressdo destes transportadores mostra que eles sdo muito expressos em

V3 e em V1. Isso quer dizer que as endopeptidases agiriam sobre os polimeros de
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aminoacidos, dando tempo de serem hidrolisados completamente até chegarem ao

final do instestino, para serem absorvidos. Em V1 existe maior expresséo pois a

dieta pode conter amino&cidos livres, prontos para serem absorvidos.

4.3. Transportadores de agucares

Foram encontradas trés sequéncias codificantes de transportadores de

glicose e elas foram comparadas com os residuos com funcdo descrita de acordo

com o que foi dito na introdugdo. Aqui, esses transportadores ndo foram

denominados GLUT porque eles podem ter funcdo diferente dos GLUT de

vertebrados, assim sdo denominados Sugar Porters (SP). Segue a tabela com a

comparacao dos residuos.

Tabela 6 - Comparacdo com residuos importantes de GLUT1

Residuo |Dp_9806.1 | Dp_7127.1| Dp_8991.1 | Residuo | Dp_9806.1| Dp_7127.1| Dp_8991.1
S66 S S S P385 P - S
Go1 G G G 1386 v - |
R126 R R R W388 Y - w
E146 E E E F389 F - L
K256 S T K N411 N - N
Q279 N Q M W412 W - w

Q282/283| QQ QQ QQ N415 N - T
G286 G G G F422 F - F
N288 N N N R92 R R R
T310 T T T R334 R - K
R333 R R R R153 R R R
1369 | - | E393 E - E
V370 Y, - Y, R400 R - R
1372 Y; - Y, Q161 P Q Q
A377 Y, - Y, STSIF | SVSIF | STGLF | STEIF
F379 Y - F Y143 Y Y Y
E380 N - A Y293 Y Y Y
G382 A - G

Com base na analise, percebe-se que as trés sequéncias sdo mais similares a

familia dos GLUT1. Somente a sequéncia Dp_9806.1, por ter mutagdes em residuos
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importantes para a estrutura e transporte, pode ter capacidade de transporte de
glicose reduzida. A sequéncia Dp_7127.1 esta incompleta, mas o fragmento possui

muitos dos residuos importantes.

Comparando as sequéncias encontradas com trabalhos anteriores feitos
experimentalmente com transportadores de aglcares, chegou-se a conclusao de que
a sequéncia Dp_8991.1 encontrada é provavelmente o transportador de hexose do
tipo GLUT encontrado no trabalho de Bifano et al. (2010). Este trabalho também
apontou a presenca de outro transportador de hexose, do tipo SGLT dependente de
K*, mas apenas um fragmento foi sequenciado e ndo foi confirmado no presente

trabalho.

Foram encontradas 21 sequéncias de transportadores de trealose e todas
contém os residuos de glicina de forma similar aos GLUTS, com excecdo de alguns
residuos diferentes (vide Tabela 7). Embora isso ndo seja suficiente para tornar o
transportador ndo funcional, pode haver modificagdo na afinidade e estrutura nessas

sequéncias. Somente o residuo G384 ndo é bem conservado.
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Tabela 7 - Residuos de glicina importantes em GLUT e que sdo presentes em TRETSs

Sequéncia Residuo

GLUT1 | G27 G134 G167 G286 G382 G384
6299 G
6334
8615.2
1480
11899
11687
12992
13151
13513
13755
14868
15112
20330
2321
2336
3477
3658
5399

15361.2
7620

>IOOOOOIOO00OOIOO00OOIOIO00O|>IO
QOO OOOOOOOInNnOIOOOOO|O
QOO OOIOOOOOOOOO00OOO|O
OQOOOOIOOO0OIOIO> 00000 OOO
OOOOOOO000O0 0000 O0OO|O
QIrOa>» ZOIrMNMIoorKono0o|n|®

A tabela 8 mostra a expressdo dos transportadores de monossacarideos e dos
transportadores de trealose. Observe que 0s transportadores de monossacarideos sao
expressos ao longo de todo o intestino, porém a maior expressdo se encontra em
V3. Assim como nos transportadores de proteinas, haveria tempo para a hidrélise de
carboidratos por carboidrases, levando a formacdo de residuos de agUcares, que

seriam absorvidos em maior quantidade no final do intestino médio.

Foram encontrados muitos genes codificantes de TRETS. Isso era esperado,
visto que a busca por esse transportador em insetos da mesma espécie no NCBI
(www.ncbi.nml.nih.gov) mostra que o0s Hemipteras possuem muitos genes
codificantes de transportadores de trealose. Provavelmente, cada tecido/célula

possui um TRET especifico pelo fato de a trealose ser o aglcar circulante na
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hemolinfa dos insetos.

Tabela 8 - Expressao de transportadores de aglcar ao longo do intestino e carcaca

Nutriente | Transportador | Sequéncia | V1 V2 V3 C

Dp_7127.1 | 32,81 | 24,74 | 2,49 |49,38
SP Dp_9806.1 | 45,44 | 80,53 [895,73| 13,91
Dp_8991.1 | 70,98 |138,56 | 60,28 | 27,53
Dp_15361.2| 0,14 | 2,38 | 25,85 |12,21
Dp_3477.1 | 46,5 |100,32|311,38| 60,01
Dp_2480.1 |197,68 10,96 | 27,66 | 14,67
Dp_8615.2 | 1,11 | 31,05 | 428,2 | 27,86
Dp_11480.1 158,58 | 50,43 | 35,12 | 1,74
Dp_11691.1| 0,83 | 0,11 | 12,73 |17,55
Dp_12992.1| 10,56 | 17,81 | 36,8 |18,36
Dp_13151.1|183,12 | 145,14 | 142,4 | 5,73
Dp_13513.1| 45,45 | 41,74 |107,68| 31,13
Dp_13755.1| 54,27 | 31,64 | 351 | 9,75
TRET Dp_13776.1| 60,02 {113,02| 51,57 | 11,7
Dp_2321.1 | 26,9 | 14,93 | 42,13 | 26,42
Dp_2336.1 | 23,68 | 955 | 4,52 | 0,14
Dp_2591.1 | 10,38 | 14,09 | 2,22 | 2,97
Dp_3658.1 | 2,77 | 28,22 | 31,74 | 4,43
Dp_4863.1 | 13,58 | 11,26 | 0,77 | 0,15
Dp_6299.1 | 0,01 | 0,01 [118,15| 0,09
Dp_6334.1 |250,28| 7,02 | 2,16 | 243
Dp_6717.1| 0,75 | 2,17 | 4,62 |18,35
Dp_7620.1 | 0,7 1,34 | 0,54 |81,86
Dp_7774.1| 0,11 | 1,41 | 0,07 |18,98

AcUcares

4.4. Transporte de lipideos e enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos

Os transportadores de acidos graxos foram identificados pela sua assinatura

do sitio de ligacdo ao AMP (figura 16), além de alinharem as regifes conservadas
do FATP1 de M. Musculus (vide introducao) e que ndo foi mostrado aqui por serem
regibes grandes. Foram encontradas quatro sequéncias e elas possuem expressao
crescente ao longo do intestino, com excecdo a Dp_14167.1 que possui maior
expressdao em V2 e V3. Todas as sequéncias encontradas possuem expressdo em

todo intestino e carcaca, sendo que Dp_11037.1 e Dp_13644.1 possuem maior
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expressao na carcaca.
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Figura 14 - Sitio de ligacdo ao AMP (no box)
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Em relacdo ao metabolismo de lipideos, decidiu-se investigar se no

hemiptera D. peruvianus, uma das vias de formacdo de diacilglicerois para

transporte na hemolinfa ocorre mais que a outra. Para isso foram analisadas as

expressoes das enzimas envolvidas em ambas as vias e os resultados s&o mostrados

a sequir.

Tabela 9 - Expressao das enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos, receptores de acidos graxos e

transportadores de &cidos graxos

Porteina Sequéncia | V1 V2 V3 |Carcaca
Dp_13324.1|21.39| 34.31 | 7.92 | 13.18
. Dp_13841.1|59.56|120.08 | 127.9 | 81.38
Glycerol kinase
Dp_4217.1 | 6.11 | 7.42 | 21.88 | 17.78
Dp_9950.1 |48.18 | 77.34 |195.56| 61.03
Glycerol-3-phosphate O-acyltransferase Dp_9434.1 |35.75| 38.59 | 49.9 | 96.84
Dp_11415.1|17.86| 13.94 | 19.4 1.78
Dp_4363.1 | 0.96 | 2.41 | 2.32 0.84
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase P
Dp_3063.1 | 6.93 | 8.26 | 14.83 | 10.33
Dp_12634.1| 2.06 | 1.77 | 5.09 7.67
Phosphatidate phosphatase Dp_12881.1| 7.54 | 6.01 7.12 8.23
Dp_10105.1|41.69| 14.76 | 54.39 | 22.31
Dp_10661.1| 2.79 | 3.31 | 36.26 | 281.49
2-acylglycerol o-acyltransferase 2
Dp_6173.1 | 1.07 | 2.12 | 0.48 | 29.26
Dp_6030.1 | 0.44 | 0.25 | 2.51 | 236.68
. . Dp_13636.2|41.69| 14.76 | 54.39 | 22.31
Receptor de lipoforina
Dp_1870.1 [40.09| 30.78 | 21.02 | 79.75
Dp_11471.1|21.63| 44.03 | 74.89 | 36.03
, . Dp_13644.1| 15 26.9 | 80.53 | 166.06
Transportadores de acidos graxos
Dp_11037.1|75.18| 75.5 |146.28 | 301.78
Dp_14167.1|78.01|120.52 (112.64 | 64.09

A expressdo das enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos e formacao

de diacilglicerol demonstra que elas sdo, de forma geral, mais expresas na carcaca,




como é esperado pois ndo se trata de enzimas digestivas. Porém também possuem
expressdo alta no intestino, podendo participar da formacdo de diacilglicerol que

também ocorre no instestino.

A enzima glicerol quinase € muito expressa, mas ela esta envolvida em
diferentes vias metabdlicas, e ndo apenas a formacao de diacilglicerol, o que explica
sua alta expressdo. Comparando a expressao das outras enzimas (ver pagina 14) da
via da possibilidade 1 (glicerol-3-fosfato O-aciltransferase, 1-acilglicerol O-
aciltransferase fosfatidico fosfatase) com a 2-acilglicerol-o-aciltransferase, a Gltima
enzima possui maior expressdo, levando a hipdtese de que, neste inseto, a
possibilidade 2, ou seja, a conversdao do monoacilglicerol a diacilglicerol, € a via

predominante na formacéo do diacilglicerol.

4.5. Transporte de agua e ions
Os transportadores identificados e suas expressdes estdo resumidos na tabela

10.
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Tabela 10 - Expresséo dos transportadores de agua e ions
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Nutriente

Transportador

Sequéncia

V1

V2

V3

Agua

Drip

Dp_4503.1

2,04

1,3

52,46

45,16

Aguaporina 12

Dp_12265.1

0,97

0,94

7,48

6,26

Prip

Dp_2773.1

35,28

18,85

16,14

32,18

Eglp

Dp_9972.1

79,57

82,32

91,71

41,11

Dp_4273.1

04

0,25

1,05

106,41

Bib

Dp_13083.1

0,06

0,11

0,51

3,98

H-ATPase

a

Dp_3651.1

104,82

58,29

143,2

15,04

Dp_13609.1

45,32

37,55

87,3

89,75

d

Dp_7107.1

160,48

139,97

318,62

89,78

e

Dp_13828.2

168,23

158,87

279,39

65,77

21kDa

Dp_2689.1

135,58

141,62

295,5

65,54

Dp_6419.1

480,1

423,95

665,28

189,41

Dp_11249.1

296,65

259,33

405,62

124,1

Dp_13977.1

68,03

59,98

85,53

21,1

Dp_2205.1

8,63

6,1

20,22

28,16

Dp_5744.1

140,68

141,08

290,49

79,87

Dp_7077.1

271,53

2448

425,43

109,98

Dp_15985.2

185,04

158,86

232,41

69,61

Dp_12349.1

340,09

292,34

497,03

183,61

I OmMmgOol O |W

Dp_13482.1

210,15

182,41

318,44

105,6

Dp_8006.1

70,36

66,54

133,44

32,69

Bomba de
sadio
potassio

subunidade [

Dp_15521.1

22,89

14,94

47,53

21,86

Dp_12968.1

14,76

14,15

55,75

46,1

Dp_4604

0,05

0,03

9,64

Dp_6991

0,25

0,03

0,06

32,36

Dp_12276

0,32

0,19

1,05

3,69

subunidade o

Dp_10399.1

25,72

14,24

28,5

86,58

lons

Canal de potéassio

Dp_20360.1

0,08

0,308

1,22

3,1

Dp_6286.1

0,4

0,13

1,3

2,17

Dp_13897.1

0,23

0,18

7,8

Dp_15093.1

2,23

1,24

6,33

5,92

Dp_4395.1

Z5ik)

10,91

18,39

3,67

Canal de sodio

Dp_13414

0,62

0,56

474

0,09

Dp_10199

1,06

0,59

1,52

44,19

Dp_5633.1

1,23

0,64

1,53

0,61

Trocador Na*/H*

Dp_14977.1

7,78

10,43

10,58

6,4

Dp_15521.1

22,89

14,94

47,53

21,86

Canal de cloreto

Dp_14191.1

5,71

4,27

9,21

9,81

Cotransportador de sédio, potéssio e
cloreto

Dp_7296.1

9,77

53

23,11

2,74

Dp_13102.1

14,01

10,69

45,79

19,24

Cotransportador de potassio e cloreto

Dp_9238.1

0,14

0,09

0,18

4,81

Trocador de HCO*/CI

Dp_4724.1

14,4

1,77

10,19

7,53




Foram encontradas duas sequéncias de Trocadores Na'/H* (NHE) e foram
analisados os residuos importantes, conforme descrito na introducdo, em
comparacdo com NHE1 de H. sapiens. A andlise, mostrada na tabela 11, mostra que
pode haver diminui¢do na afinidade por substrato na sequéncia Dp_14977.1 e

possivel diminuicdo no transporte em ambas sequéncias.

Tabela 11 - Residuos importantes em NHE

NHE1 human | Dp_14977.1 | Dp_15521.1
G148 - G
P153/154 KA EE
F161/162 FF FF
L163 N L
P167/168 PP PP
G174 G G
R180 KA G (K179)
Q181 Y N
E262 E E
D267 D D
H349 D H
E346 E E
G352 G G
E391 E E
R440 R R
Y454 F F
G455/456 AG SG
R458 R R

A bomba de prétons ( H-V-ATPase) é composta por varias subunidades e
ndo ha assinaturas, dessa forma as sequéncias foram encontradas por BLAST e foi
assinalada apenas uma sequéncia para as subunidades d, e, 21 kDa, A, B, D, E, F,
G, H e S1; e duas sequéncias para as subunidades a e C. Com exce¢do a uma das

subunidades “a” e uma das subunidades “C”, a maior expressdo de todas as

subunidades se encontra em V3.

Foram encontradas trés sequéncias codificantes de canais de sédio nédo
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estimulados por voltagem. Elas foram alinhadas com EnaC de M. Musculus, para
verificar se 0s residuos descritos como importantes para a seletividade do cétion por
Sheng et al. (2000) eram encontrados, e com EnaC de D. melanogaster, para
verificar se o loop de cisteina cuja mutacdo leva a abertura constitutiva do canal

conforme descrito por Zelle et al. (2013) seria encontrado.

Foram encontrados conservados o residuo L575, que em camundongos
demonstrou ser importante na inibi¢do por amiloride e, dos residuos descritos neste
animal para seletividade do cétion, apenas L584, S592, G587 e S589 foram
encontrados de forma conservada (Sheng et al., 2000), indicando que mais de um
residuo participa da seletividade do ion e que provavelmente ha diferencas na
sequéncia primaria e estrutural entre os canais de sddio de insetos e humanos. 1sso
pode ser visto na figura 17. Também foi encontrado o loop rico em cisteina, como
descrito para Musca domestica (Zelle et al., 2013), que ndo foi mostrado por ser

uma regido grande.
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5|6 S0 -6 - T b = L s ML (s o= DwF G BE L
O SEAE A4-E70 SFTEEHL[I[v sl eEwENLE LeCSF |
On 43444 41-558 S FELTOF|IANVEELLGLF LGF ShL
Fn 40498 4581 KYFLWDF|I|aNCElEVFGLF Coms|l |
50 |PATORE| Ha 1-EES < T T L5 L s i = (L e F & S S L
50| S FOTE| Gy -GAT S T T LS 2L i s (L F & S L
50|@B6LG1|PPK2E nst-eos - FeFTEFLsiTeECLELFmer g1 F
50| QIVLES|PPK 1 _DmA-596 - E NWLI T E L& TF & Fu

Figura 15 - Residuos importantes em canais de sédio (em boxes)

Todas as cinco sequéncias de canais de potassio encontradas possuem
a glicina, presente na dobradica do portdo do canal de potassio de M.
thermautotrophicus (Juang et al., 2012) e o filtro de selecdo deste organismo
diferem apenas no ultimo residuo, sugerindo que elas podem possuir

mecanismo diferente de selecgéo.
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Figura 16 - Residuos conservados em canais de potassio (em boxes)

A sequéncia encontrada para o canal de cloreto foi alinhada com vaérias

sequéncias conhecidas, incluindo a de E. coli, e foram encontrados os residuos

envolvidos no filtro de selecdo (Dutzler et al.,

identidade (Figura 19).

2002), para confirmar sua

Foi encontrada apenas uma sequéncia para AE, e ao alinhar essa

sequéncia com outras ja conhecidas, foi encontrado o motivo AAVIFIYFAA

(Foller, et al., 2017). O motivo de ligacdo a anidrase carbbnica ndo é

totalmente conservado, indicando que pode ndo ocorrer ligagdo ou que esse

motivo seja exclusivo de humanos, jd que houve diferencas em todos o0s

organismos analisados (figura 20).
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Figura 19 — Residuos do filtro de selegdo em canais de cloreto (em

boxes)
50|P02F 308 34 T_Homo {-291 ABMIF |
50|P2ABE2E 34 T_Ratus-927 ABMIF |
£0|POS919)8 34 T_ e 9-929 AEVIF |
F0|POSIZ0|E 342 Homo'3-1241 AEMIF |
50| QESIFZ|B AL Equusii-1237 AAYIF |
50| REAOSS|B 342 Porgosi-1238 ABMIF |
LIP30 Ficedwad -1 237 AEVLF |
KPP O{FPEIE3E 111267 AEA ] F
KP O{{258427 1277 AfA ] F M
EFNGEAZE 1411422 Af A | F
Op_ 4724, 94/1-12563 AsA ] F M

Figura 17 - Motivo importante em AE (em boxes)
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Os NKCCs nédo possuem assinatura, assim, para avaliar as sequéncias

foi feito BLAST e duas sequéncias foram encontradas e sua classificacdo foi

também validada por meio de um cladograma, construido com sequéncias da

familia CCC, conforme é mostrada na Figura 21. Analisando a arvore, pode-se
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perceber que houve separacdo dos KCC, NCC, NKCC e CIP, que é uma

proteina acessoria.

Foram encontradas duas sequéncias codificantes para NKCC e uma
sequéncia codificante para CIP, que ndo foi explorada no trabalho por se tratar
apenas de uma proteina acessoria. Também foi encontrada uma sequéncia de

KCC, tipica de carcaca, porém também expressa no intestino.

Estes transportadores estdo envolvidos na manutencdo do volume
celular (e por isso envolvidos no transporte de ions associados com agua) e

também auxiliam na manutencao do equilibrio de ions K*, Na* e CI".
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a5 Dp 13102.1

¥ _‘:XF' 0142731351 NKCC Halyomorpha halys

MKCC &7 | ¥P 014254052.1 NKCCCimex lectularius
- ¥P 0189157121 NKCC Bemisia tabaci

NP 001281758.1 NCC Drsophila melanogaster
o N":Clm tiQswTWalNCC Drosophila melanogaster
- NP 001261757.1 MCC Dresophila melanogaster
 DpT72851
MECC 35 QSN CTINKCC Drosophila melanogaster
- 10 ¥P 0170822431 NKCC Drosophila eugracilis
o0 | AP 017114838.1 NKCC Drosophila elegans
P 0M70055982.1 NKCC Drosophila takahashii
NCC 100 - SPIPSSO17NCC HUMAN
L spPSgiSgNCC MOUSE
100] —— =p/PSSOMSNKCCZ RAT
NKCC? = PS5011|NKCC1 HUMAN
— 1-}3[5p PSS012NKCCT M OUSE
a1 Dp9238.1 ke
100 ¥P 014284752 1 KCC SLC1245 Halyomorpha halys
100 ¥P 014252808 1 KCC SLC12A8 Cimex lectularius
L——— XP 01M17070161.1 KCC Drosophila eugracilis
KCC 100 | SPIQBUHWIKCC3 HUM AN
- _[ gZdn4
= - spl0924N4|KCC3 MOUSE
sp| QSU PSS KCCT HUM AN
ﬁ[ SpQ63632/KCC1 RAT
100 1.:,:.[ spi0SVESE/KCC4 HUM AN
splQSRKZTIKCCA RAT
100 splQ63633KCC2 RAT
H( sp{QSHZEKCC2 HUM &N
silzp Q514K CC2 MOUSE
100  SHOSBXP2CIP HUMAN
cip L sp0ssSMR3ICIP MOUSE
100 WP 0142584331 CIP Cimex lectularius

100 Dp9216.1 cip
E':xp 014284012.1 CIP Halyomorpha halys

Figura 18 — Cladrograma da familia CCC. O cladograma mostra que houve separacdo entre KCC, NCC, NKCC
e CIP. Néo foi encontrado NCC neste inseto.

Foram encontradas quatro sequéncias da subunidade  da bomba de
sodio/potassio e apenas uma sequéncia da subunidade a. Foram encontrados os

residuos Y40 e 44 e o motivo YYPYY, porém este com algumas modificacdes,
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sendo apenas a prolina conservada em todas as sequéncias. Com excegao a
duas sequéncias da subunidade B que possuem maior expressdo em V3, as

outras sequéncias e a subunidade a possuem maior expressao na carcaca.

1
0|P 33879 hetar-230 F
On {2968 {¢1-392 F
0|PES PO\ hetar1-278  F
s0|POF A0 hetald-204  F
0| POS02S hetar-303  F
50| REII7Fleetard-272 F
50| RERSS D heta1-302 F
KP_QIBISRE 242 -
P 094499422 459-321 F
FP_ Q22998997 4/1-325 F

Figura 19 - Residuos envolvidos na ligacdo da subunidade alfa em bombas de sddio/potéssio (em boxes)

As seis sequéncias de proteinas codificantes para aquaporinas possuem
0s motivos NPA, com excecdo da sequéncia Dp_12265, que possui 0 primeiro
motivo NPA de forma ndo usual, porém Ishibashi (2006) descreve que isso
acontece e elas sdo agrupadas em grupo chamado aquaporina 12. Isso é
ilustrado na éarvore filogenética que foi construida para classificar as

aquaporinas em Eglp, Agp12, Drip e Prip, que é mostrada (Figura 23).

Das seis aquaporinas encontradas, duas foram classificadas como Eglp,
e as aquaporinas Drip, Prip, Bib e Aquaporina 12 tiveram uma sequéncia cada

(Figura 23) (Tabelal0).



XP 014257049.1/1-269 EglpA Cimex lectulanus

2 XP 014257050 1/1-269 EglpA Cimex lectularius
XP 014257051.1/1-265 EglpA Cimex lectularius
22 AHIB5744.1/1-262 EglpA Lygus hesperus
{ AHIB5746.1/1-294 EglpA Lygus hesperus
EGLP - JAAT6160.1/1-300 EglpA Rhodnius prolixus
Dp 99721
AHB86602 2/1-282 EglpA Bactericera cockerelli
54— APA28761.1/1-262 EglpA Bemisia tabaci
EGLP 100 —— XP 014260168.1/1-272 EglpC Cimex lectularius
L XP 014260169 1/1-248 EglpC Cimex lectularius
XP 014260162 1/1-303 EglpC Cimex lectularius
EGLP — XP 014260163.1/1-283 EglpC Cimex lectulanus
XP 014260164.1/1-229 EglpC Cimex lectularius
AHB86601.2/1-269 EglpB Bactericera cockerelli
EGLP 100 [ APA28759.1/1-279 EglpB Bemisia tabaci
93 L APA28760.1/1-258 EglpB Bemisia tabaci
AHI85749.1/1-267 EqlpB Lygus hesperus
Dp 42731
) JAI53325 1/1-260 EglpB Rhodnius neglectus
—53: XP 014260852.1/1-267 EglpB Cimex lectularius
— JAAT5981.1/1-2T1 Prip Rhodnius prolixus
7 Dp 27731
7 AHI85750.1/1-278 Prip Lygus hesperus
Prip L XP 014250944.1/1:269 Prip Cimex lectularius
AHBB86600.1/1-266 Pnp Bactericera cockerelli
_sz'l: APA28758.1/1-263 Prip Bemisia tabaci
Bib Dp 13083.1
100 JAG18259.1/1-515 Bib Lygus hesperus
_34[: XP 014239493.1/1-619 Bib Cimex lectularius
% _m: AEV57513.1/1-243 Drip Rhodnius prolixus
8s JAAT5980.1/1-266 Drip Rhodnius prolixus
XP 014249069.1/1-242 Dnip Cimex lectularius
Dp 4503.1
Drip 66— APA28757.1/1-188 Drip Bemisia tabaci
63 L CAAB5799 1/1-255 Drip Cicadella viridis
—— AJL33751.1/1-249 Drip Rhopalosiphum padi
= ACL01373.1/1-272 Drip Acyrthosiphon pisum
L AKM95030.1/1-266 Drip Myzus persicae
APA28762.1 Agp12 Bamisia tabaci
Superaquaporinas XP 008484393 1 Aqp12 Diaphorina citr
Dp 122651
50 _: AHIB5752 1 Aqp12 Lygus hesperus
2 XP 014256073.1 Agp12 Cimex lectulanus

Figura 20 - Classifica¢do das aquaporinas em Drip, Prip, Superaquaporinas, Eglp e Bib.
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Os transportadores de ions e &gua estdo envolvidos na manutencdo do
gradiente eletroquimico na célula. Observe que a bomba de prétons tem expressdo
maior em V1 e V3, coincidindo com a expressao dos transportadores de peptideos e
aminoacidos PEPT e PAT. Assim, a bomba gera um gradiente de protons que seré
utilizado para levar peptideos e aminoacidos para dentro da célula, através destes

transportadores.

Também se pode observar que o NHE tem maior expressdo em V3, 0 que
pode auxiliar no funcionamento de NAAT, ja que NHE coloca ions sédio para fora
da célula e esses ions podem ser usados para mover o transporte de aminoacidos
pelo transportador NAAT, que depende de sodio e também tem alta expressdo em

V3.
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5. Discussao

5.1 Organizagao do processo digestivo em D. Peruvianus

A proteina ingerida é hidrolisada principalmente por cisteina
endopeptidases, agora identificadas como catepsinas L (Pimentel et al., em
preparacdo). Essas enzimas sdo inibiveis por proteinas presentes nas sementes de
algoddo. Em uma adaptacdo muito interesssante, esses inibidores sdo destruidos por
catepsinas D que sé se expressam em V1 (Pimentel et al., 2017). Os
oligopeptididios resultantes sdo atacados em seguida por serina carboxipeptidases

da familia S10 (Ferreira et al., 2015) e, finalmente por aminopeptidases.

A semente de algodao é uma semente oleaginosa pobre em carboidratos. Os
principais carboidratos presentes na semente sdo sollveis, a maior parte
dissacarideos (Silva e Terra, 1994), embora haja muita rafinose. A digestdo dessa
ocorre por agao da a-galactosidase que libera galactose e sacarose, que é hidrolisada

pela a-glicosidase solivel ou ligada & membrana perimicrovilar.
Os lipidios da dieta sdo hidrolisados pelas numerosas lipases descritas.

A caréncia de carboidratos na dieta € compensada por ativa neoglicogénese
a partir de aminoacidos, para a qual D. peruvianus possui todas as enzimas
necessarias e bem ativas (Dias et al., em preparacdo). A energia necessaria para o
processo deve vir de ativa B-oxidacdo de acidos graxos. As enzimas para esse

processo também estdo presentes (Dias et al., preparacao).
5.2 Modelo do processo absortivo no intestino de D. peruvianus

A andlise das expressfes dos transportadores levou a formacdo de um
modelo de absor¢édo de nutrientes neste inseto. O modelo (figura 24) é representado

por apenas uma ceélula, visto que as proteinas encontradas estdo presentes ao longo
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de todo o intestino, diferenciando apenas na intensidade de expressdo. A
distribuicdo dos transportadores no apice ou base da célula baseia-se na literatura de
tecidos absortivos e no fato conhecido que o intestino de D. peruvianus absorve

agua ao longo de toda a sua extensdo (Silva and Terra, 1994).

Percebe-se que, de forma geral, os transportadores de macronutrientes
possuem expressdo crescente ao longo do intestino e as enzimas digestivas,
possuem expressdo decrescente. Assim, ao ingerir o alimento, as enzimas séo
secretadas principalmente em V1 e V2 e agem sobre os polimeros e os oligdmeros
resultantes ao longo do intestino e os mondmeros serdo absorvidos principalmente
ao longo de V2 e V3. Existem transportadores para nutrientes monoméricos em V1,
pois a alimentacdo pode incluir mondmeros ndo polimerizados, ja prontos para

serem absorvidos.

@ ) (@ D)

Sugar FA K* H,0 Ne'2cr

CO_+H e P
O,* H,0 ==HCO_

ad Trehalose CI”

HEMOLYMPH

Figura 21 - Célula intestinal de D. peruvianus

A anidrase carb6nica promove a hidratacdo do dioxido de carbono a ion

bicarbonato, que sera retirado pela base da célula pelo transportador AE, com a



entrada de fon cloreto, enquanto que o préton sai apicalmente bombeado pela H*-V-
ATPase. Essa age em conjunto com os transportadores PAT e PEPT, gerando um
gradiente de prétons que sera utilizado por esses transportadores para a entrada de
aminodcidos e peptideos. O mesmo gradiente de prétons formado leva extruséo de
Na’ pelo NHE. O ion Na*, por sua vez, é co-transportado para a célula junto com
aminodcidos pelo NAAT. Os aminoécidos também podem ser absorvidos

passivamente por um CAT apical e transferido para a hemolinfa por um CAT basal.

A manutencdo da concentracio de fons Na', K' e CI" é feita pelos
transportadores KCC, NKCC, NHE e a Na'/K" ATPase. NKCC e KCC sio
provavelmente os responséaveis pela maior parte da absorcdo de agua. Canais de
agua, ions sodio, cloreto e potassio atuam auxiliando no balanceamento do

gradiente eletroquimico e o volume celular.

A absorcdo de glicose ocorre atraves de transportadores do tipo SP. A
transferéncia de glicose da célula para a hemolinfa ndo pode ocorrer, porque 0S
insetos ndo possuem a enzima glicose-6-fosfatase (Dias et al., em preparacao),
necessaria para a remocdo de fosfato da glicose. Como se recorda, a primeira coisa
que ocorre quando a glicose entra em uma célula é a sua fosforilagdo pela
hexoquinase. A transferéncia de carboidrato da célula para a hemolinfa é sempre
feita na forma de trealose, que é sintetizada a partir de glicose. D. peruvianus possui
as enzimas necessarias para isso (Dias et al., em preparacdo). A saida da trealose é

feita através dos TRET.

Os acidos graxos celulares sdo exportados para a hemolinfa precedido de
sua transformacdo em diacilglicerol (DAG) e seguido de sua transferéncia para a

proteina carreadora hemolinfatica lipoforina pelo receptor de lipoforina LR.
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6. Conclusao

O transcriptoma foi analisado e foram identificados transportadores e
enzimas envolvidos no processo de digestdo e a expressdo diferencial desses foi

determinada e analisada.

O ensaio com as enzimas a-galactosidase e a-N-acetil-D-galactosaminidase
demonstrou que ambas enzimas estdo presentes no inseto, sendo que a primeira €

mais expressa no intestino e a segunda é mais expressa na regido da carcaca.

A andlise das enzimas envolvidas na formacéo de diacilglicerol mostrou que
provavelmente a via mais utilizada ¢é a acilagdo do monoacilglicerol a diacilglicerol,

para ser levado a lipoforina circulante na hemolinfa.

Foi proposto um modelo de absor¢édo de nutrientes, representado apenas por
uma célula, visto que todos os transportadores e enzimas estdo presentes no
intestino médio inteiro, diferenciando apenas em sua expressdo ao longo do

intestino.
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APENDICE 1

Tabela Apéndice 1 - Expressdo de todas as proteinas avaliadas ( DP: desvio padrdo).
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