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RESUMO

Pimentel, A.C. Fisiologia Molecular Digestiva da Larva de Musca domestica.
2011. (ex: 100p). Dissertacdo de mestrado - Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Bioguimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo.

A digestdo nos insetos ocorre no intestino médio de forma compartimentada. A
digestdo inicial dos polimeros ocorre no interior da membrana peritréfica. Os
oligbmeros resultantes difundem-se para o espaco luminal exterior & membrana
peritr6fica onde sdo atacados por outras enzimas. Na digestdo final os dimeros
resultantes séo hidrolisados por enzimas imobilizadas na superficie do epitélio do
intestino médio. Apdés o processo de digestao final os mondémeros sédo absorvidos
pelas células do epitélio intestinal. Os Diptera ditos superiores, incluindo a mosca
doméstica, apresentam peculiaridades digestivas que aparentemente resultam de
adaptacdes para digerir uma dieta que consiste principalmente de bactérias. No
ventriculo anterior ocorre uma diminui¢cdo no conteddo de amido do bolo alimentar.
Na porcdo seguinte, o bolo alimentar passa para o ventriculo médio onde as
bactérias sdo mortas pela agcdo combinada de baixo pH, uma lisozima digestiva e
uma proteinase tipo catepsina D. O material liberado das bactérias é digerido no
ventriculo posterior, como ocorre no ventriculo inteiro da maioria dos insetos de
outros grupos taxondmicos. Com o objetivo de compreender a peculiar digestdo em
Musca domestica, foram utilizadas suas larvas para identificar funcionalmente as
regides absortivas de nutrientes, identificar as moléculas envolvidas na absorcao de
nutrientes, identificar as moléculas envolvidas com tamponamento e fluxos de fluidos
intestinais, sequenciar as enzimas digestivas principais e identificar os seus sitios de
secrecdo. Experimentos fisiologicos de absorcéo de glicose e analises de atividade
enzimatica permitiram acessar de maneira direta os aspectos da digestdo. Contudo,
experimentos de sequenciamento de bibliotecas de cDNA, analise de sequéncias
transcritas e verificagdo de expressao de genes em diferentes tecidos foram
abordagens fundamentais na identificacdo das moléculas subjacentes aos
processos fisiologicos intestinas de Musca domestica. Os indicios de que absor¢éo
de glicose no intestino de Musca domestica se dé por transportadores do tipo SGLT,

com a possivel participacdo de facilitadores do tipo GLUT, permitem estabelecer um



foco para futuros estudos. A descricdo de sequéncias relacionadas ao
tamponamento intestinal permitiu ampliar a discussao sobre tal processo. Ao
detalhar os sitios de expresséo da subunidade a da V-ATPase, do canal de cloreto e
do transportador de amdnia foi possivel testar o0 modelo de tamponamento proposto
anteriormente e propor a participacdo de outras moléculas no processo. Sequéncias
correspondentes as atividades de carboxipeptidase, maltase e aminopeptidase
descritas na literatura foram pesquisadas, gerando sequéncias candidatas a
codificarem as referidas enzimas. Com isso, é possivel descrever a digestdo de
oligbmeros e dimeros com base nos genes transcritos e nas sequéncias de
aminoacidos que formam as enzimas digestivas. A descoberta da sequéncia que
transcreve uma metaloproteinase, por sua vez, abre caminhos para a descricdo e
caracterizacdo de sua atividade proteolitica nos tecidos digestivos da larva de Musca
domestica. Essa analise permitiu também elucidar a localizacdo dos sitios de
expresséo e, portanto, as zonas de secrecdo de enzimas. De maneira geral, este
estudo contribuiu para a compreensao de diversos aspectos da digestdo de Musca
domestica, elucidando questdes da particular fisiologia digestiva desse inseto.

Palavras-chave: digestdo 4&cida, digestdo final, Cyclorrarpha, V-ATPase,
transportador de glicose.



ABSTRACT

Pimentel, A.C. Digestive Molecular Physiology of Musca domestica Larvae.
2011. (ex. 100p.). Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Digestion in insects occurs in the midgut in a compartmentalized way. Initial digestion
takes place inside the peritrophic membrane. The resulting oligomers diffuse into the
luminal space outside the peritrophic membrane where they are hydrolyzed by other
enzymes. In the final digestion, the resulting dimers are hydrolyzed by enzymes
immobilized on the midgut epithelium. After the final digestion, the monomers are
absorbed by intestinal epithelial cells. The so-called higher Diptera, including the
house fly, have digestive peculiarities apparently resulting of adaptations to digest a
diet consisting mainly of bacteria. In the anterior midgut there is a decrease in the
starch content of the food bolus. The bolus now passes into the middle midgut,
where bacteria are killed by the combined action of low pH, a special lysozyme and a
cathepsin D-like proteinase. Finally, the material released by bacteria is digested in
the posterior midgut, as is observed in the whole midgut of insects of other taxa. In
order to understand the peculiar digestion in Musca domestica, the larvae were used
to identify (a) the functionally the nutrient absorptive regions, (b) the molecules
involved in the absorption of nutrients, (c) the molecules involved in buffering and
fluid flows, (d) the cDNA sequences corresponding to intestinal digestive enzymes,
(e) the main sites of secretion. Physiological experiments of glucose absorption and
enzyme activity analysis allowed a direct access to aspects of digestion. Otherwise,
cDNA library sequencing followed by sequence annotation and tissue-specific
expression analysis were fundamental approaches in the understanding of intestinal
physiology of Musca domestica. Evidence that glucose absorption in the gut of
Musca domestica occurs through SGLT-like transporters, with the possible
participation of facilitators GLUT-like, allowed us to establish a focus for future
studies. The description of cDNA sequences corresponding to proteins putatively
responsible for intestinal buffering widened the discussion of this process. The
finding of the expression sites of V-ATPase subunits, chloride channel, and ammonia
transporter led to revising the present buffering model and the inclusion of other

molecules in the process. The cDNA sequences corresponding to the activities of
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carboxypeptidase, aminopeptidase and maltase described in the literature were
searched for as candidate sequences to encode those enzymes. This made it
possible to describe the digestion of oligomers and dimers based on transcribed
genes and enzyme amino acid sequences. The discovery of the metalloproteinase
transcribing sequence opened a new research line: the description and
characterization of its proteolytic activity in the midgut of the Musca domestica larvae.
This study also allowed elucidating the location of digestive enzyme expression sites
and, therefore, the putative zones of enzyme secretion. Overall, this study
contributed to understanding many aspects of digestion of Musca domestica,

clarifying aspects of the peculiar digestive physiology of this insect.

Keywords: acid digestion, final digestion, Cyclorrarpha, V-ATPase, glucose

transporter.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes iniciais

Os insetos séo, sem duvida, o grupo predominante da Terra. Eles representam
75% das espécies animais e 57% das espécies vivas, se considerarmos também as
plantas e os protozoarios (ver Grimaldi & Engel, 2005). Estima-se que 0s insetos
consomem 10% da biomassa vegetal (Schoonhoven et al., 2005) anualmente, além
de serem transmissores de doengas em plantas e animais, inclusive o homem.

Os inseticidas quimicos selecionam individuos que tem mutacdes naturais em
enzimas que desintoxicam produtos quimicos, como os herbivoros (Coleoptera e
principalmente Lepidoptera), que através dos seus diferentes mecanismos de
resisténcia se adaptaram para resistir ao grande arsenal quimico de defesas das
plantas. Os verdadeiros afetados sdo as abelhas e mariposas selvagens e o0s
parasitbides e predadores das pragas agricolas, que ndo tem a mesma defesa
quimica. Dessa forma, além de eliminar os inimigos naturais, selecionamos
artificialmente, de forma global, pragas cada vez mais resistentes a agentes
quimicos. Pelo exposto acima fica claro o quanto o desenvolvimento de outras
formas de controle de insetos € necessario.

AplOs a conscientizacdo de que o tubo digestivo é uma enorme interface
relativamente pouco protegida entre o inseto e 0 meio ambiente, uma compreensao
da funcéo intestinal foi considerada essencial para o desenvolvimento de novos
métodos de controle agindo através do intestino, tais como o uso de plantas
transgénicas para controlar insetos fitofagos (Law et al., 1992). Aproximadamente
nessa época, 0 nosso laboratdrio escolheu a estratégia de estudar detalhadamente
insetos-modelo dispostos em pontos relevantes da arvore filogenética, a fim de
produzir generalizacbes que pudessem valer para insetos de interesse aplicado que
carecessem de estudos basicos. Esses estudos, que revimos varias vezes a medida
que avancavam (Terra, 1988; 1990; Terra & Ferreira, 1994; 2005), avaliavam a
organizacao do processo digestivo através do estudo da distribuicdo de enzimas nas
diferentes partes do intestino e dos fluxos de fluidos intestinais, associados a
analises morfolégicas macro e ultraestruturais dos tecidos intestinais e do
isolamento e caracterizacdo de enzimas representativas. Esses estudos mostraram

que o processo digestivo nos insetos organiza-se em padrdes filogeneticamente
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determinados e permitiram o levantamento de hip6teses sobre o papel da membrana
peritrofica (estrutura anatémica, quitino-proteica, que separa o alimento da superficie
intestinal no interior do intestino dos insetos) (Terra, 2001) e das membranas
perimicrovilares (membrana lipoprotéica que recobre as microvilosidades intestinais
como dedo de luva e que terminam em fundo cego) dos Hemiptera (percevejos,
cigarras e pulgdes) (Terra et al., 2005).

O desenvolvimento do setor passa pela ampliagdo do conhecimento dos
eventos moleculares subjacentes aos fendmenos fisioldgicos intestinais, o que
requer conhecimento das enzimas digestivas em detalhe estrutural, assim como de
proteinas associadas a outras fungdes intestinais tais como: transportadores,

receptores, bombas, proteinas relacionadas aos mecanismos de secrecao, etc.

1.2. Digestao em insetos

A digestdo nos insetos ocorre no intestino médio (ventriculo) de forma
compartimentada. A digestéo inicial dos polimeros (amido, proteina, etc...) ocorre no
interior da membrana peritrofica. Os oligdbmeros resultantes difundem-se para o
espaco luminal exterior a membrana peritréfica onde sdo atacados por outras
enzimas (carboxipeptidase, aminopeptidases) e, finalmente, na digestado final os
dimeros resultantes sdo hidrolisados por enzimas imobilizadas na superficie do
epitélio do intestino médio. Essa imobilizacdo ocorre devido ao fato das enzimas
serem integrantes de membrana em alguns insetos ou por estarem firmemente
associados ao glicocalix celular em outros. Ocorre uma circulacdo endo-
ectoperitréfica (isto é entre 0s espacos interiores e exteriores a membrana
peritréfica) de enzimas de digestdo inicial, o que leva a uma grande economia
dessas enzimas, pois impede a sua excre¢ao junto com o alimento nao digerido.
Essa circulacdo ocorre gracas a secrecao de agua na regiao posterior do intestino
médio (ventriculo) e sua absorcdo na regido anterior. Dependendo do grupo
filogenético, ocorrem variagfes nesse esquema (Terra, 1990; Terra & Ferreira, 1994,
2005).

1.3. Digestéo terminal em Diptera “superiores” (Cyclorrhapha)
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Os Diptera superiores, incluindo a mosca doméstica, apresentam
peculiaridades digestivas que aparentemente resultam de adaptacOes para digerir
uma dieta que consiste principalmente de bactérias. No ventriculo anterior ocorre
uma diminuicdo no conteudo de amido do bolo alimentar gracas a acdo de uma
amilase. O bolo passa agora para o ventriculo médio onde as bactérias sdo mortas
pela acdo combinada de baixo pH, uma lisozima especial e uma aspartico
proteinase do tipo catepsina D (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987; Lemos & Terra,
1991a; Lemos & Terra, 1991b).

Finalmente, o material liberado das bactérias é digerido no ventriculo posterior,
como ocorre no ventriculo inteiro da maioria dos insetos de outros grupos
taxondémicos. Fluxos em contracorrente ocorrem no ventriculo posterior ocasionados
pela secrecdo de fluido na parte distal do ventriculo posterior e sua absorcdo no
ventriculo médio. ApGs o processo de alcalinizacdo do conteddo luminal, atuam no
espaco endoperitrofico as tripsinas, quimotripsinas, carboxipeptidase A e alfa-
glicosidases que liberam oligopeptideos que passam para o espaco ectoperitrofico,
onde ocorre a digestao final (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987, Jorddo & Terra,
1991).

O processo de digestdo final € o ultimo processo de hidrélise do alimento,
permitindo assim sua absor¢do na forma de mondmeros (como glicose, frutose,
aminodcidos, etc.). As enzimas ligadas a membrana ou imobilizadas no glicocalix
como aminopeptidase, carboxipeptidase, dipeptidase, maltase e trealase hidrolisam
os oligopeptideos liberando aminoacidos e monosacarideos prontos para serem
absorvidos (Jord&o & Terra, 1991).

Jorddo & Terra (1991) descrevem a partir de preparacdes da porcao posterior do
intestino médio de Musca domestica a presenca de trés alfa-glicosidases, duas
soluveis e uma ligada & membrana. Os autores descrevem também atividade sobre
L-leucina p-nitroanilina (atividade de aminopeptidase) ligada a membrana, néo
encontrando qualquer atividade nas fra¢des solGveis da porcao intestinal estudada.
O estudado de Jorddao & Terra (1989) revelou a presenca das enzimas
carboxipeptidase e dipeptidase no ventriculo posterior de Musca domestica, sendo
que ha atividade de carboxipeptidase A nas células (ou membrana celular),
associado ao glicocalix e no conteido do ventriculo. Pode-se verificar também a

presenca de uma atividade de dipeptidase associada as células. No entanto, ndo se
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tem ainda informagdes mais precisas sobre os mecanismos de secre¢do dessas

enzimas ou mesmo sobre suas identidades.

1.4. Absorcao de glicose

A absor¢cdo de glicose no intestino dos mamiferos compreende dois
componentes: o cotransportador ou simportador Na'/glicose (SGLT1) e o
transportador facilitativo ou uniportador (GLUT2). Crane et al. (1961) foi o primeiro a
formular o conceito de cotransporte para explicar o transporte ativo. Ele propsos que
o movimento de glicose pela membrana das microvilosidades intestinais era
acoplado com o transporte de Na* no mesmo sentido da glicose com o envolvimento
de um transportador chamado transportador sodio-glicose (SGLT). O simportador &
estritamente dependente da presenca de Na*, é inibido por florizina e é encontrado
na membrana apical de enterdcitos. Em contraste, o uniportador € inibido por
floretina e citocalasina B e esta localizado na membrana basolateral de enterocitos
(Hediger et al., 1987; Kellett, 2001).

SGLT e GLUT sdo transportadores que pertencem a familias da série génica dos
carreadores de solutos (SLC). A familia SGLT inclui 11 genes humanos expressos
em tecidos desde epiteliais até no sistema nervoso central. O mais bem conhecido
membro desta familia € o SGLT1 (SLC5A1) expresso no intestino, que transporta
glicose ou galactose com Na+ e agua (Wright, 2001; Scheepers et al.; 2004; Wright
& Turk, 2004).

A familia GLUT (nome do gene SLC2A) é composto por 14 genes humanos que
podem ser divididos em 3 subfamilias de acordo com a similaridade de sequéncia.
Os GLUT de classe 1 incluem os transportadores melhor conhecidos: GLUTL,
preferencialmente expressos em eritrocitos e GLUT2, constitutivamente expresso na
membrana basolateral de enterdcitos (Scheepers et al., 2004; Kellett et al., 2008).

O modelo classico de absorcdo de glicose em mamiferos considera que a
glicose resultante da digestdo do alimento € absorvida inicialmente pelo SGLT1 no
apice da célula. A glicose, agora no citoplasma do enterdcito, é transportada pelo
GLUT2 presente na membrana basolateral para a corrente sanguinea, a favor do
gradiente de concentracdo. Contudo, para altas concentra¢cdes luminais de glicose,
este modelo ndo é valido. Neste caso, a absorcdo de glicose é explicada pelo

modelo do GLUT2 apical, no qual o SGLT1 funcionaria como um sinalizador que
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teria como final da sua rota a exposicdo de GLUT2 no apice da célula (Aradjo &
Martel, 2009).

1.5. Absorcao de glicose em insetos

A absorcao de glicose pelo intestino médio de insetos vem sendo estudada ha
mais de 50 anos, sendo que sempre houve um consenso sobre a glicose ser
absorvida por simples difusdo (Treherne, 1957; Treherne, 1958; Crailsheim, 1988).
Contudo, avancos no conhecimento de transportadores de glicose em mamiferos
estimularam seu estudo em insetos, como por exemplo, os estudos moleculares do
transportador GLUT. Para Drosophila, Escher & Rasmuson-Lestander (1999)
descreveram uma sequéncia com forte similaridade com transportadores de glicose
do tipo GLUT de mamiferos. Sua comparacdo com outros transportadores do tipo
GLUT demonstrou a presenca de diversos motivos e residuos de aminoacidos
conservados.

Mais recentemente, o envolvimento do facilitador do transporte de glicose
(GLUT) foi descrito na epiderme e no intestino médio de insetos (Giordana et al.,
2003; Pascual et al., 2006; Caccia et al., 2007; Price et al., 2007). Foi verificada a
expressdo de GLUT8 em diversos tecidos da formiga Solenopsis invicta: cérebro,
intestino médio, intestino posterior, tibulos de Malpighi, corpo gorduroso e ovario
(Chen et al., 2006). A clonagem e expressdo de um transportador de glicose da
cigarrinha Nilaparvata lugens permitiu verificar um transporte de glicose saturavel,
independente de sédio e passivel de inibicdo por citocalasina B, caracteristicas
tipicas dos transportadores do tipo GLUT. A expressédo deste transportador se da no
intestino médio, mas ndo em tdbulos de Malpighi ou no intestino posterior. As
andlises cinéticas demonstram que o transportador é especifico de glicose, ndo
havendo transporte de frutose (Price et al., 2007). Foi feita a demonstracéo funcional
da presenca dos transportadores SGLT1 e GLUT2 no intestino médio do parasitoide
himenoptero Aphidius ervi (Caccia et al. 2007). Contudo, o cDNA correspondente
nao foi clonado. Transportadores de tipo GLUT e do tipo SGLT foram parcialmente
sequenciados em Dydercus peruvianus (Hemiptera) e indicios de suas atividades
foram demonstrados in vivo. Diferentemente dos SGLT de mamiferos, os ensaios

fisiologicos indicaram cotransporte glicose/ K* (Bifano et al., 2010).
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Os maiores avan¢os nos estudos de absorcao de glicose no intestino médio de
insetos ocorreram nos Hemiptera (Bifano et al., 2010; Price et al., 2007). Ainda nao
ha, portanto, um modelo de absorcéo de glicose proposto para os Diptera ou mesmo

quais transportadores atuariam na absorcao.

1.6. Tamponamento do intestino médio de Musca domestica

O ventriculo médio possui células especializadas para tamponar os contetudos
luminais na zona &cida, além de funcionar na absor¢do de fluido. Essas células sédo
chamadas células oxinticas (também conhecidas como células cuprofilicas por sua
capacidade de ligar cobre) e sdo morfologicamente distintas das demais células do
epitélio digestivo devido, entre outras razdes, a invaginacdo da sua membrana apical
tendo também uma alta densidade de mitocondrias no seu citoplasma (Terra et al.,
1988a). As células oxinticas apresentam uma diferenciacdo celular dependente do
gene labial, o que foi demonstrado em experimentos com Drosophila em que né&o
houve diferenciacdo das células oxinticas na presenca de genes mutados (Hoppler
& Blenz, 1994). Outra decorréncia dessa mutagcdo é a auséncia do fenébmeno de
acidificacao do ventriculo médio (Dubreuil et al., 1998).

O pH do intestino médio (ventriculo) da larva de M. domestica € 6,1 na regido
anterior, 3,1 na média e 6,8 na posterior (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). A
demonstracdo de uma anidrase carbbnica ativa ao longo do intestino médio pode
explicar a origem de prétons e bicarbonato no processo de tamponamento.
Entretanto, a ndo deteccdo de ATPases ativadas por K* tornou incerto o mecanismo
de acidificacdo da regido média, enquanto que a descoberta de ATPase ativada por
bicarbonato sugeriu um mecanismo para neutralizacdo dos conteudos intestinais da
regido posterior do intestino médio (Terra et al., 1988). O processo de acidificacao
da regido média e a neutralizacdo do conteudo da regido posterior foram
reestudados por Terra & Regel (1995) (ver figura 1) em busca de mais detalhes e da
confirmacdo das hipoteses aventadas. Para realizar essa descricdo foram
determinados os valores de pH luminais e as concentracbes de amonia, cloreto e
fosfato na presenca e auséncia dos inibidores ouabaina e vanadato no ventriculo
das larvas de M. domestica e, juntamente com dados ja publicados e referidos
acima, foram propostos 0s seguintes mecanismos de tamponamento. A anidrase

carbOnica nas células oxinticas do ventriculo médio produz acido carbonico, que se
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dissocia em proton e bicarbonato. O bicarbonato € transportado para a hemolinfa,
enquanto que o préton é ativamente translocado para o limen ventricular por uma
ATPase tipo P similar a H'/K*-ATPase gastrica de mamiferos (Pedersen & Carafoli,
1987). lons cloreto seguem os protons translocados por um transportador
provavelmente especifico (figura 1). A proposta da participacdo de P-ATPase no
processo de acidificacdo foi considerada a melhor explicacédo para a acidificacao da
regido média, embora trabalho anterior (Terra et al., 1988) tivesse falhado em
detectar esse tipo de enzima. O fato de V-ATPases terem sido responsabilizadas
pelo processo de translocacdo de protons em varios epitélios (Davies et al.,1996;
Debreuil, 2004) incentivou uma re-investigacdo do fendmeno. Para isso, o0 estudo
das proteinas expressas nas células oxinticas poderia ampliar o conhecimento
acerca da digestdo acida definindo os transportadores responsaveis pela secrecao

de prétons.
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Figura 1. Esquema da movimentagdo dos ions supostamente responsaveis pela manutencao do pH

no contetdo do intestino médio. Retirado de Terra e Regel (1995).

O processo de alcalinizagéo da regido proximal da por¢cao posterior de intestino
meédio foi atribuido inicialmente a participacdo do ion bicarbonato gerada pela
anidrase carbonica e secretado por ATPase ativada por bicarbonato (Terra et al.,
1988). Em diversas espécies de mosquitos, cujos lumens intestinais sofrem grande
alcalinizacdo, a participacdo da anidrase carbdnica € fundamental na secrecao de
ions bicarbonato (Corena et al., 2004). Contudo, a inibicdo da anidrase carbdnica em
experimentos com Musca domestica afetou a acidificacdo da regido média,
impedindo ver seu efeito no processo de alcalinizacdo (Terra & Regel, 1995). Além

disso, verificou-se que a concentracdo luminal de bicarbonato é muito baixa,
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enquanto que a amoénia é alta (Terra & Regel, 1995). Neste caso, foi sugerido que a
alcalinizacdo fosse devida a presenca de amdnia, que seria responsavel pelo
tamponamento alcalino. No ventriculo posterior, amoénia difundir-se-ia para o limen,
tornando-se protonada e neutralizando o contetudo. O ion amonio seria trocado por
Na® por uma Na'/K*-ATPase microvilar hipotética. Dentro das células, o ion aménio
formaria aménia que se difunde para o limen, enquanto o préton vai para a
hemolinfa, neutralizando o bicarbonato originado a partir do ventriculo médio. Deve-
se notar que processos de alcalinizacdo podem ser diferentes do proposto,
principalmente para atingir pHs mais elevados, como os observados em larvas de
mosquitos (Boudko et al., 2001).

1.7. Vacuolar H-ATPase

As vacuolar H*-ATPases (ou V-ATPases) tem como funcéo a acidificacio de
compartimentos celulares em células eucaridticas, podendo ser encontradas nos
mais diversos compartimentos, como endossomos, lisossomos, vesiculas sinapticas.
A acidificacdo de compartimentos celulares desempenha importante papel em
processos celulares, incluindo endocitose mediada por receptor, direcionamento
intracelular de enzimas lisossbmicas recém sintetizadas, processamento e
degradacdo de macromoléculas e acoplamento do transporte de pequenas
moléculas. As V-ATPases foram também descritas nha membrana citoplasmatica
atuando na acidificacao renal, reabsorcao éssea, manutencdo do pH citoplasméatico
e transporte de K™ em intestino médio de insetos (Stevens & Forgac, 1997).

As V-ATPases tem importante funcdo no trafego de membranas, atuando na
acidificacdo de endossomos e, com isso, ha dissociacdo de ligantes dos processos
de endocitose mediada por receptor liberando assim vesiculas com seus receptores
livres que sdo encaminhadas novamente para a membrana plasmatica. O mesmo
processo ocorre na liberacdo de enzimas lisossomais de receptores de manose-6-
fosfato, permitindo a recuperacdo desses receptores para o trans-Golgi (Creek &
Sly, 1984). E importante ressaltar que nos processos citados, a atuagido de V-
ATPase na liberacdo de ions H* é acompanhada pela atuacio de um canal de
cloreto necessaria a dissipacao do potencial de membrana gerado pela translocagéo

de protons.
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As V-ATPases presentes na membrana plasmatica de células especializadas
podem desempenhar diversas fungdes. Por exemplo, o transporte de prétons nos
ductos coletores presentes no rim de mamiferos se da através das V-ATPases. Ha
também o controle do pH citossdlico pela acdo das V-ATpases, que sdo expostas ao
meio externo por exocitose, quando o pH citossolico € baixo, e internalizadas na
situacdo de alto pH citossodlico (Gluck et al., 1982). Os osteoclastos promovem a
reabsorcdo da matriz 6ssea pela acdo do baixo pH gerado pelas V-ATPases,
sensiveis a vanadato, que além de solubilizar a matriz também ativam enzimas
degradativas (Blair et al., 1989). Em epitélios de insetos (que inclui o intestino médio)
as V-ATPases desempenham o papel de gerar um potencial de membrana utilizado
por um antiportador H*/K* que resulta no transporte do ijon K" para o limen (Harvey
et al., 1983, Wieczorek et al., 2009).

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

As V-ATPases sao formadas por um complexo de subunidades que formam o
dominio periférico V; responsavel pela hidrélise da ATP e o dominio associado a
membrana V, responsavel pela translocacdo do proton (Stevens & Forgac, 1997).
Subunidades da V; sdo representadas por letras maiusculas e subunidades de V,
por letras mindsculas segundo convencao. O complexo V; consiste em: um dominio
globular em anel formado por trés subunidades A e B alternadas; centro rotacional
alongado formado por cépias Unicas das subunidades D e F; e por uma regiao
periférica alongada formada pelas subunidades C, E, G e H. O complexo
transportador de préton V, consiste em seis ou mais subunidades c, formando uma
estrutura em anel. O modelo funcional mais amplamente aceito diz que as V-
ATPases apresentam uma regido estatica e outra movel. A regidao mével (ou rotor) é
composta pelas subunidades D, F e o anel de subunidades c. As demais

subunidades compdem a regido estatica (Beyenbach & Wieczorek, 2006).
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A forma com a qual a rotagdo do motor impulsiona o préton através da
membrana se baseia em recentes propostas que utilizam tanto a F-ATPase quanto
as V-ATPases para tal compreensao (Murata et al., 2005). A subunidade a matem
dois semi-canais de H* proximos ao anel de subunidades c. Tais canais permitem o
acesso de H” citossdlico aos seus sitios de ligacdo nas subunidades ¢ que, apds o
ciclo de 360° do rotor, acessam agora o outro lado da membrana através do
segundo semi-canal de H* da subunidade a (Meier et al., 2005).

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

1.8. Vacuolar H-ATPase em epitélio de insetos

Em insetos as V-ATPases sdo encontradas na membrana apical de quase
todos tecidos epiteliais (como glandulas salivares, intestino médio e tdbulos de
Malpighi), garantindo o transporte ativo secundario pelo epitélio (Wieczorek et al.,
2009). Em Drosophila a V-ATPase é codificada por 33 genes (que inclui as
subunidades e proteinas acessoérias). Estudo em Drosophila demonstrou haver
apenas uma holoenzima de membrana plasmatica, que consiste em uma Unica
isoenzima composta por subunidades de genes bem definidos (Allan et al., 2005).

A subunidade a é codificada caracteristicamente por varios genes e ha indicios
de serem diferencialmente expressos (Nishi et al., 2003). Um dos genes que
codificam a subunidade a da V-ATPase em Drosophila (vhal00-4) tem, pelo menos
na fase embrionaria, expressao restrita as células oxinticas. A mesma subunidade é
expressa por dois genes diferentes no intestino médio da fase adulta (vhal00-1 e
vhal00-2) sendo que apenas um dos genes foi atribuido a expressao epitelial
(vhal00-2) (Allan et al., 2005). A maior quantidade de genes que codificam a
subunidade a sugere uma expressado especifica para cada funcéo exercida pela V-
ATPase sendo, portanto, um possivel alvo para estudos dos papeis fisioldégicos da
V-ATPase.
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1.9. Transportador de amdnia Rhesus-simile

As proteinas Rh (Rhesus) foram reconhecidas em mamiferos como membros
da superfamilia Amt/Mep (transportador de amonia/metilamonio permease) gracas a
homologia da estrutura primaria das proteinas Rh com Amt/Mep de bactérias,
Archaea, fungos e plantas (Marini et al., 1997). Em humanos, a familia das proteinas
Rh é composta por cinco membros, trés deles associados aos eritrocitos (RhCE,
RhD e RhAG) e dois membros (RhBG e RhCG) que foram caracterizados com
expressdo em diversos tecidos, incluindo o rim. RhBG e RhCG facilitam o
movimento de aménia pela membrana de maneira rapida, de baixo custo energético
e bidirecional (Zidi-Yahioui et al., 2005).

Em insetos o transportador de amodnia foi caracterizado em Aedes albopictus
sendo verificada sua expressdo em diferentes tecidos. Os maiores niveis de
expressao, em animais ndo alimentados, estdo na cabeca e nos tubulos de Malpighi.
Ja em fémeas alimentadas com sangue, h4 um aumento nos niveis de RNAmM do
transportador no corpo gorduroso, intestino médio e tibulos de Malpighi. A proposta
para o papel fisiolégico de transportador de amonia no intestino médio de Aedes
albopictus seria a eliminagcdo do resultado da desaminacdo oxidativa dos

aminoécidos provenientes da alimentacéo (Wu et al. 2010).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do projeto, a serem perseguidos usando-se larvas de M.
domestica, distribuem-se em 3 vertentes principais.

(a) ldentificar funcionalmente as regides absortivas de nutrientes e identificar as
moléculas envolvidas.

(b) Identificar as moléculas envolvidas com tamponamento e fluxos de fluidos
intestinais.

(c) Sequenciar os genes que codificam as enzimas digestivas principais e
identificar os seus sitios de secrecao.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Animais

A cultura de Musca domestica (Diptera: Cyclorrhapha) utilizada, € mantida no
laboratério desde 1985. Uma mistura fermentada de ragdo comercial para porco e
casca de arroz (2:5 v/v) é o substrato onde as larvas se alimentam até atingirem a

fase de pupa

3.2. Preparagdo de amostras para ensaios de maltase

As larvas de Musca domestica sédo alimentadas com agarose 1% por 2 horas
e posteriormente dissecadas em uma solucdo de NaCl 150 mM depois de
imobilizadas em gelo. A porcéo referente ao intestino médio foi retirada e dividida em

oito partes conforme figura 2E.
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Figura 2. PorgBes do intestino médio de Musca domestica utilizadas nos experimentos. A. Intestino

médio total; B. Intestino médio com duas divisdes; C. Intestino médio com trés divisdes; D. Intestino

médio com sete divisfes; E. Intestino médio com oito divisoes.

Cada porcao de intestino médio retirado das larvas foi homogeneizada em

agua destilada e deionizada (Milli-Q), com um homogeneizador do tipo Potter-
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Elvehjem. Os procedimentos seguintes foram os mesmos para as oito por¢cdes: Ao
homogeneizado foram adicionados inibidores de endoproteases (benzamidina 30mM
e pepstatina 1mM) para evitar a perda de atividade por degradacdo das enzimas.
Este foi, entdo, centrifugado a 14000 rpm por 60 minutos a 4°C. O sobrenadante,
que continha enzimas que estavam sollveis no conteudo, foi transferido para outro
recipiente e armazenado. O material que estava aderido ao fundo do tubo foi,
ressuspendido em KCI 150mM, pH: 7.0 , submetido ao processo de congelamento e
descongelamento por trés vezes e depois centrifugado, nas mesmas condicdes
citadas acima, de maneira que as enzimas que pudessem estar presas ao glicocélix
estavam, agora, no sobrenadante, que foi coletado e armazenado e o material que
ficou aderido ao tubo foi ressuspendido em Triton X-100 (3%). O Triton — X 100 atua
como um detergente, emulsificando a membrana das células e liberando as
proteinas que estavam associadas a ela. Na producao de 1 ml de homogeneizado
inicial sdo utilizados o intestino médio de aproximadamente 50 larvas, ou seja, 50
animais/ml. Os tratamentos indicados acima (suspensdo em KCI e Triton X-100)
foram feitos com volumes idénticos ao volume da primeira homogeneizacdo de

modo a manter a razao 50 animais/ml.

3.3. Ensaio enzimético

Os ensaio para atividade de maltase foi feito com uma concentracao final de
14mM de maltose. O ensaio foi montado com a adicdo de 50ul de solucdo de
maltose, 50ul de tampéao citrato-fosfato 100mM, pH 6.3 e 20ul de homogeneizado. A
reacao foi mantida a 30 °C em banho termostatizado por diferentes periodos de
tempo, sendo interrompida por fervura por 5 minutos, para cessar a atividade. De
cada tubo foi retirada uma amostra (30ul) e passada para uma placa do tipo Elisa, e
a cada amostra foi adicionado 300ul de Tris/Glicose Oxidase (TGO), que emite
coloracdo marrom-alaranjada na presenca de glicose (Dahlgvist, 1968). A leitura foi
feita com um espectrofotometro de absorbancia (a 420nm). Cada molécula de
maltose libera duas moléculas de glicose quando hidrolisada. 1 U de enzima é
definido como a quantidade de capaz de hidrolisar 1umol de substrato (ou ligag&o)

por minuto.

3.4. Absorcéo de glicose em larvas de Musca domestica
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Foi preparado gel de agarose 0,5% contendo 200mM de glicose e Azul de Evans
0,1%. Esse material foi oferecido para as larvas de terceiro instar para posterior
analise do seu contetdo ventricular. Em alguns experimentos houve a adicdo de
50mM de K;S0O4, 50mM de Na,SO,, 0,2 mM de floretina ou 0,1 mM de florizina.

Apés 2h em contato com o alimento, tempo necessério para o preenchimento
total do intestino com a nova dieta, as larvas foram rapidamente lavadas com agua,
secas e imobilizadas em gelo para disseccdo. O intestino médio foi dividido
conforme figura 2E. O conteudo das por¢des foi separado do epitélio que o continha
através de disseccéo, disperso em volume conhecido de dgua e sua absorbancia foi
lida em dois comprimentos de onda distintos, sendo que em 800nm o Azul de Evans
nao absorve e em 630nm é o0 seu pico de absorcédo. Assim a leitura feita a 800nm
corresponde ao background das amostras e pode ser usada para corrigir a leitura
fazendo a razdo As10:Asoo. A razéo das absorcdes foi determinada em experimento
controle no qual larvas alimentadas com gel de agarose 0,5% sem corante foram
utilizadas. A massa de Azul de Evans medida utilizando uma curva padrdo do
corante. A quantificacdo de glicose foi feita pelo método da Tris-Glicose Oxidase
(TGO) segundo Dahlqvist (1968) com uso de curva padréao de glicose para estimar a
massa.

A massa de glicose mensurada foi dividida pelo valor da massa de Azul de
Evans obtida para a mesma fracdo do intestino, com isso temos uma razao cuja
variacao representaria a absor¢cao (ou secrec¢éo) glicose.

Experimentos contendo apenas glicose e Azul de Evans (em agarose) sao
denominados controle, pois permitem avaliar a absor¢do normal de glicose.
Experimentos sem a adicdo de glicose sdo denominados branco, pois evidenciam a
razdo basal dada por elementos ndo controlados pelo experimento. O branco pode
ser descontado das fragcbes equivalentes sem alterar o poder de analise do
experimento. Experimentos com adigbes sdo denominados segundo a substancia

adicionada.

3.5. Extracao de RNA

Para a obtenc&do de RNA dos tecidos da Musca domestica foi preciso dissecar

as larvas utilizando material que permaneceu imerso em agua DEPC 0,1% por 1h a
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37°C, foi autoclavado e ficou por pelo menos 4hs na estufa a 150°C. Outros
materiais necessarios no processo de extracdo sofreram 0 mesmo processo para
gue diminuisse as possibilidades de contaminacdo por RNAses.

As larvas a serem dissecadas eram mantidas em gel amido insolavel (10%) por
2hs até que todo o conteudo intestinal tenha sido substituido pelo amido. Essa
medida permite que trabalhemos como um material livre de bactérias.

O tecido correspondente a porcao indicada na figura 3 foi extraido de 30 larvas
de Musca domestica no terceiro instar para a producdo da biblioteca de cDNA. J&
para a experimento de RT-PCR foram extraidos de aproximadamente 6 larvas, por
dissecc¢do, o corpo gorduroso, tubulos de Malpighi e frac6es do intestino médio de
acordo com o experimento (ver figura 2). A hemolinfa foi retirada de
aproximadamente 30 larvas ap06s perfuracdo de sua cuticula externa, coletando-se a

hemolinfa que extravasada.

anterior médio posterior
pH. 6.1 pH. 3.1 pH.6.8

T K

Figura 3. Representagdo do intestino médio de Musca domestica. O retdngulo delimita a regido
utilizada na producdo da biblioteca de cDNA. A regido delimitada inclui o tecido que contém as

células acidificadoras.

Cada tecido foi homogeneizado separadamente em 1mL de Trisol a
temperatura ambiente e transferidos para tubos livres de RNAses. O material foi
centrifugado a 11.000rpm por 10 minutos, sendo descartado o pellet.

Ao sobrenadante foram acrescentados 0,2mL de cloroformio, mantido por 15
segundos sob agitacdo e mais 3 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. O
material foi centrifugado a 11.000rpm por 15 minutos. Novamente o pellet foi
descartado.

Ao sobrenadante foram acrescentados 250uL de isopropanol e 250uL de

solucéo de precipitacao (1,2M de NaCl e 0,8M de citrato de sodio em agua DEPC
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0,1%) incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado
a 11.000rpm por 10 minutos e, descartou-se, desta vez, o sobrenadante.

O préximo passo foi acrescentar ao precipitado 500uL de etanol 75%, e
centrifugado a 11.000rpm por 5 minutos, sendo seu sobrenadante desprezado. Esse
passo foi repetido mais uma vez.

O pellet foi seco por 3 minutos no fluxo laminar e por fim acrescentaram-se
100uL de agua DEPC 0,1% que permaneceu por 5 minutos incubando a 65°C.

A guantificacdo do RNA foi feita pela leitura da absorbancia do material em um
cumprimento de onda de 260nm, para tal medi¢cdo foi necessario o uso de um
espectrofotometro (uma unidade de absorbancia = 40ug de RNA). Para a verificagcdo
da pureza e integridade do material extraido utilizou-se a razdo da absorbancia
obtida em 260nm pela absorbancia obtida em 280nm (valores ideais encontram-se
no intervalo 1,9 — 2,1).

Na produgcdo da biblioteca de cDNA o produto final desse conjunto de
procedimentos gerou 91ug de RNA total com razdo 260/280 de 2,04 estando,
portanto, dentro do padrdo de qualidade aceitavel. O mesmo é verdade para o

material utilizado nos RT-PCR.

3.6. Purificagdo de RNA mensageiro

Todo o RNA extraido no passo anterior foi submetido a uma purificacdo feita
em coluna poliT, cujo objetivo é ligar os RNA com a cauda de poliadenilacédo
correspondente as fitas de mMRNA. Separa o RNA ribossomal do RNA mensageiro
(mMRNA), tendo uma baixa recuperacao, visto o RNA mensageiro corresponder de
1% a 5% do RNA total.

A purificacdo foi feita com material do Creator’™ SMART™ cDNA Library
Construction Kit (Clontec). Apds o processo de purificagdo, foi obtido 2,2ug de

MRNA que, a partir dai, foi utilizado na confec¢éo da biblioteca de cDNA.

3.7. Construcéo da biblioteca de cDNA

Foi construida uma biblioteca de cDNA a partir do RNAm extraido da porcao

proximal do ventriculo médio de Musca domestica (figura 3). Essa por¢cédo foi
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escolhida por apresentar células oxinticas, responsaveis pelo processo de
acidificacdo. A partir da biblioteca de cDNA foi realizado o sequenciamento ao acaso
de clones.

A biblioteca foi construida com o Creator'™ SMART™ cDNA Library
Construction Kit (Clontec), de acordo com o seu manual do usuario.

Obedecendo ao manual do fabricante o material foi utilizado sobre os dois
protocolos distintos. Um, tipico para casos de pouco mRNA final (0,025-0,5ug) e o
segundo para recuperacfes de mRNA entre 0,5 e 2,0ug. Para o primeiro protocolo
foi utilizado 0,123ug de mRNA e para no segundo 1,5ug.

Apés a confeccao das simples, e posteriormente a dupla fita, foi feito um gel de
agarose para verificar a presenca de um smear de DNA na faixa entre 1-3Kbases.
Esse resultado foi s6 foi obtido para o primeiro material (0,123ug de RNA inicial),

conforme a figura 4.

Figura 4. Gel de agarose com cDNA dupla fita para confeccao de biblioteca. Raias: P — Padréo -

valores representados a esquerda por pares de base nucleotidicas; 1 — Amostra de cDNA dupla fita.

O material correspondente foi submetido a um fracionamento por tamanho, no
qual foram selecionadas apenas as fragcdes que continham cDNA na faixa de 4-
lkbases. O pool das fragdes somou um volume total de 7ul que foi usado nos

passos seguintes.
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O cDNA resultante do passo anterior foi ligado ao vetor pGEM-T Easy
(Promega). Seguindo o manual do fabricante para 3ul do cDNA foi adicionado 1pl
de plasmideo digerido, 5ul de tampdo 2X e 1ul de ligase em tubos de 0,5 ml
mantidos overnight a 4°C.

Ao volume total de 10ul de ligacdo gerada no passo anterior foram adicionados
250ul de etanol 80%, fazendo assim a precipitacdo do material. O precipitado foi
ressuspendido em 5ul de tampéo TE (10mM tris Hcl, pH 7,5; 1mM EDTA).

Foi feita a eletroporacdo de bactérias E. coli eletrocompetentes ElectroMax™
DH10B™ (Invitrogen). Para isso foi adicionado 1ul da ligacéo para 20ul de células.
Essa mistura foi adicionada a um cuvete de 0,1cm de espessura resfriado em gelo.
A amostra foi eletroporada com o uso de um eletroporador GenePulser Xcell
(BioRad) sob as seguintes condi¢des de eletroporagéo: 2,0kV, 200Q , 25uF.

Apos a eletroporacédo as células foram diluidas em 1ml de meio LB que por sua
vez foi adicionado a um tubo do Falcon de 15ml, permanecendo sob agitacdo 1h a
37°C. As células foram, por fim, plagueadas em meio LB-agar contendo ampicilina
100ug/ml e mantidas overnight a 37°C.

Cresceram entre 10* e 2,3.10* colénias, que correspondem a quantidade de
células que contém o vetor p-GEM-T. O meio LB-agar foi lavado com 2ml de LB
liguido 25% de glicerol. Os 2ml foram aliquotados em frac6es de 50ul em tubos de

0,5ml e mantidos como estoque a —80°C.
3.8. Producédo de cDNA

A producao do cDNA a partir do RNA total, obtido da extragdo de diferentes
tecidos da Musca domestica, 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 primers randémicos. Para que as quantidades
de cDNA correspondessem ao nivel de expressao dos genes em um dado tecido, foi
necessario iniciar cada reacdo (correspondente a cada tecido) com concentracfes
equivalentes de RNA total (0,2ug).

O protocolo se iniciou pela mistura de quantidades iguais de RNA para os
diversos tecidos (conforme foi explicado acima) a 1puL de dNTPmix, 5uL de
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hexameros randémicos (como primers) e 10uL de 4gua DEPC. Essa mistura foi
incubada por 5 minutos a 65°C e posteriormente incubada 1 minuto em gelo.

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

Com todo o processo descrito, obteve-se 0 cDNA que seria usado na reacéo
de PCR.

3.9. PCR e RT-PCR Semiquantitativo

O RT-PCR teve neste experimento o objetivo de amplificar o cDNA obtido com
0 uso de uma transcriptase reversa, a partir de diferentes tecidos da larva de Musca
domestica de terceiro instar. O tecido usado variou conforme o experimento. As
diferentes formas de fracionar o intestino meédio foram escolhidas conforme
necessidades especificas (ver figura 2). A hemolinfa, tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso sao tecidos de origens embriolégicas distintas do intestino médio, sendo
atil 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 producédo de proteina ribossomal (como gene
constitutivo). Os primers, correspondentes as sequéncias utilizadas neste trabalho
estdo alistados no Apéndice 1.

Os fragmentos de cDNA codificando as respectivas sequéncias foram
amplificados a partir do material produzido na reagao da transcriptase reversa sobre
o0 RNA dos diferentes tecidos. Tanto para experimentos de RT-PCR quanto para
reacao de PCR usuais, cada reacao foi montada da seguinte forma:

1uL cDNA (RT)/ DNA (amostra)

0,2 uL primer 1 (100uM)
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0,2 uL primer 2 (100uM)
0,25 uL  TAQ DNA Polymerase (Invitrogen)

S uL Tampé&o 10 X
1uL dNTP (10mM)
2 ul MgCl, (50mM)

40,35 uL  H,O milliQ

A reacéo de PCR foi realizada sendo programado, em um termociclador, ciclos
conforme especificados:

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

30 segundos a 55°C (anelamento dos “primers”)

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

No caso de RT-PCR, a partir do 20° ou do 25° ciclo amostras de 5uL 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
eletroforese (ver eletroforese em gel de agarose). Para reacdo de PCR tradicional

foram utilizados 30 ciclos.

3.10. Pirosequenciamento

Foi extraido RNA total do intestino médio da larva em terceiro instar de Musca
domestica conforme especificado no item Extracdo de RNA. Este material, depois de
verificado os parametros de qualidade, foi enviado para a empresa de biotecnologia
Helixxa, situada em Campinas-SP. Foi utilizada a plataforma 454 da Roche (454 GS
FLX) para sequenciamento do cDNA de acordo com os procedimentos padrdes
definidos pela Roche. O arquivo gerado (.sff) contendo os reads foi processado pelo
GS De Novo Assembler (Newbler) que gerou os contigs que formaram a base de

dados para anotacéo e busca de sequéncias.
3.11. Analise de sequéncias em banco de dados
As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos (por traducdo) obtidas neste

trabalho foram comparadas com outras sequéncias depositadas em bancos de

dados. Para isso foi feita uma consulta ao “National Center for Biotecnology
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Information” (http://www.ncbi.nim.nih.gov) onde foi utilizado o programa de
alinhamento de sequéncias Blast X, quando era analisado a sequéncia de
nucleotideos e o programa Blast P, quando a sequéncia analisada era de
aminoacidos.

A analise de grande volume de sequéncias provenientes tanto do processo de
sequenciamento ao acaso quanto 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 segundo BLAST X contra varios bancos de dados (por ex. nr, pfam, GO).

Para predicdo de peptideo sinal foi utilizada a ferramenta SignaP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e para a predicdo de alcas
transmembranas HMMTOP version 2.0 (http://www.enzim.hu/hmmtop/server
/hmmtop.cgi), SOSUI engine ver. 1.11 (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/ sosui/cgi-
bin/adv_sosui.cgi) e TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM-
2.0/). Previsbes de ancora de GPI foram feitas com o GPI-Prediction Server

(http://mendel.imp.ac.at/gpi/cgi-bin/gpi_pred.cgi)

3.12. Reacao de sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado na central de sequenciamento do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP — Sao Paulo.

Para isso foi utilizado um aparelho ABI 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) e a técnica foi executada conforme recomendacdo do fabricante. A
reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando 4 uL da mistura de reacédo Big
Dye terminator mix (Perkin Elmer), 200 — 500 ng de DNA, 20 pmols de
oligonucleotideos, tampéo Tris 40mM, pH 9,0 e MgCl, 1 mM em um volume final de
20uL. A reacao foi incubada por 1 minuto a 96°C e em seguida submetida a 30
ciclos (96°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos). Ao final,
o DNA foi precipitado com etanol de acordo com a orientacdo do fabricante, e

ressuspenso em tampao para aplicacdo no sequenciador automatico.

3.13. Ligacao dos fragmentos de cDNA a plasmideos vetores


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://exon.niaid.nih.gov/
http://mendel.imp.ac.at/gpi/cgi-bin/gpi_pred.cgi
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Para clonagem de fragmentos de cDNAs obtidos de amplificagdo por PCR, foi
utilizado o Kit de ligagado “pGEM-T Easy vector Sistem” (Promega). Foi empregada
uma mistura de reacdo que consistia de 1 unidade de T4 DNA ligase, tampao
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 horas a 4°C. O produto de ligagéo foi utilizado para
transformar bactérias competentes.

Para inserir fragmentos de cDNAs ao vetor pAE, tanto o inserto quanto o vetor
foram digeridos com as enzimas de restricdo, purificados do gel de agarose e a
seguir foram misturados numa proporcéo de 3 volumes de inserto par 1 volume de
plasmideo adicionando 1 unidade de T4 DNA ligase (Gibco) e tampéao apropriado. A
amostra foi incubada a 16°C por 16 horas e a seguir usada para transformar
bactérias competentes.

Os plasmideos foram purificados utilizando-se o protocolo Wizard Miniprep

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

3.14. Clonagem em vetor pAE

Para expressao das subunidades F e G da V-ATPase em células de expressdo
BL21 STAR foi escolhido um vetor chamado pAE (Ramos et al.,, 2004). O cDNA
clonado neste vetor tem sua expressao sob o controle da T7 RNA polimerase e a
proteina é sintetizada na forma de uma proteina de fusdo com um peptideo que
possui 6 residuos de histidina adjacentes que liga-se especificamente a uma coluna
de niquel.

A estratégia para clonagem em pAE passa pela amplificacdo por PCR do cDNA
gue codifica as subunidades F e G da V-ATPase, utilizando como molde uma
biblioteca de cDNA de intestino de Musca domestica. Para tal foram desenhados
dois primers especificos que correspondem as extremidades 5’ e 3’ do cDNA que
codifica cada uma das referidas proteinas. Além disso, foi inserido nesses primes
sequéncias que representam os sitios de restricdo para enzimas.

Abaixo os pares de primers utilizados no processo de clonagem. O primeiro par
corresponde a clonagem da subunidade F da V-ATPase e o0 segundo par
corresponde a clonagem da subunidade G da V-ATPase.

MdVatpaseF Nt 5’ cgcggatccatggctttgcattca 3’ (BamHlI)
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MdVatpaseF_Ct 5’ ccggaattcttaacgaaccaaatc 3’ (EcoRl)

MdVatpaseG_Nt 5’ cgcggatccatgactagccaaacc 3° (BamHI)
MdVatpaseG_Ct 5’ tggttctgcagttacttcttgtggtg 3’ (Pstl)

As enzimas de restricdo entre parénteses estdo ao lado do primer com o sitio
de restricdo especificos para elas. As sequéncias amplificadas, quando digeridos
com as respectivas enzimas de restricdo formardo as extremidades coesivas para
anelamento com o vetor.

O produto amplificado pelo PCR e o vetor pAE foram digeridos previamente
com as enzimas BamHI e EcoRIl ou BamHI e Pstl para que ambos adquirissem
extremidades coesivas. Depois, o produto de PCR e o plasmideo pAE digeridos
foram submetidos a uma reacao de ligacdo. Uma aliquota dessa reacéo foi utilizada
para transformar células XL1-BLUE competentes. A partir de col6nias isoladas das
células transformadas foi preparada uma cultura em meio liquido que serviu como
fonte de extracdo e purificacdo do plasmideo pAE/VATPaseF ou pAE/VATPaseG.
Posteriormente estes plasmideos foram separadamente utilizados para transformar
células BL21 competentes e assim originar a linhagem utilizada para expressao das
subunidades F e G da V-ATPase recombinantes.

3.15. Transformacao de bactérias competentes para expressao

A construcdo pAE associado as sequéncias das subunidades G e F da V-
ATPase foi adicionada a 50uL de células competentes (BL21 STAR™-DE3) e
mantidas em gelo por 30 minutos. Em seguida as células foram submetidas a um
choque térmico a 42°C por 45 segundos e novamente transferidas para o gelo por
mais 2 minutos. Adicionamos entdo, 0,5 mL de meio LB, e essa solugéo foi incubada
por 1 hora a 37°C, para recuperacdo das bactérias e expressdo das proteinas
envolvidas na resisténcia ao antibidtico de selecdo. Em seguida, a mistura era
plagueada em LB &gar com ampicilina (50 ug/mL) e incubadas overnight a 37°C,

obtendo-se dessa forma colbnias isoladas.

3.16. Expressao das subunidades da V-ATPase recombinantes com vetor
pAE
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Bactérias E. Coli BL21 STAR e foram transformadas com os plasmideos pAE
(Ramos et al.,, 2004) codificando para as subunidades G e F da V-ATPase. As
colbnias transformadas eram crescidas em meio LB contendo ampicilina (50ug/mL)
sob agitacdo de 250 rpm a 37°C até atingirem ODggo nm = 06 — 1.0, quando eram
induzidas com IPTG 1.0mM, para produzir as subunidades recombinantes, por 16
horas a 37°C sob agitacdo 250 de rpm. ApGs esse procedimento as células eram
sedimentadas por centrifugacédo a 7.000xg por 30min a 4°C e entdo armazenadas a
—20°C. Foram coletadas aliquotas de 20uL de bactérias ndo-induzidas e induzidas a

fim de verificar através de SDS-PAGE se houve producéo da proteina recombinante.

3.17. Eletroforeses

Em experimentos de SDS-PAGE as amostras de proteinas foram diluidas com
tampéo 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
aplicacdo as amostras foram fervidas junto com o tampao de amostra por 5 minutos.
As amostras foram corridas sob voltagem constante de 200V. O gel de
poliacrilamida 12% e SDS 1% foi preparado segundo Laemmli (1970). A coloracéo
dos géis foi feita Comassie Blue R-250 0,1% (p/v) preparado em uma solucéo de
metanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v).

A preparacao de eletroforese em gel de agarose foi realizada com géis em uma
concentracéo final 1% (m/v) de agarose em tampdo TAE 1X. As amostras de DNA
foram misturadas com tampé&o de amostra (azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol
0.25%, glicerol 30% em agua) na proporcdo 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 visualizagcdo 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 reacédo de PCR foram recuperados diretamente dos géis
de agarose usando o protocolo do produto QIAEX II (Quiagen), o qual se baseia na
dissolucéo da agarose em um tampéo de alta forca i6nica e ligacdo do DNA em uma

resina de troca idnica.
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3.18. Meios e solucgbes

LB Liqguido: 10g NaCl, 10g bactotriptona e 5g de extrato de levedura foram
dissolvidos em 1,0 L de agua milliQ e em seguida autoclavados.

Placas LB — Agar: Foram usados 20g de bactoagar para 1,0 L de meio LB.
Apés a autoclavagem a mistura foi espalhada em placas de Petri e quando

necessario foi adicionado o antibiotico apropriado antes do meio solidificar.
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4. RESULTADOS

4.1. Banco de dados do pirosequenciamento

O pirosequenciamento (plataforma 454 da Roche) de uma biblioteca de cDNA do

intestino médio de Musca domestica gerou aproximadamente 284.000 reads com

tamanho médio de 376 bases. A distribuicdo dos tamanhos dos reads pode ser

acompanhada na figura 5.
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Figura 5. Distribuicdo da quantidade de reads (leituras) segundo seu tamanho em bases obtido a

partir

do pirosequenciamento da biblioteca de cDNA do intestino médio de Musca domestica.

Apds processamento dos reads pelo GS De Novo Assembler (Newbler) foram

obtidos 2.695 contigs. Esses contigs formaram a base de dados para obtecdo de

sequéncias para o0s experimentos envolvendo transportadores de glicose,

subunidade a da V-ATPase, canal de cloreto e aminopeptidases.
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4.2. Absorcgéo de glicose em larvas de Musca domestica
4.2.1. Fisiologia da absorcédo de glicose em larvas de Musca domestica

O processo de absorcao de glicose pode se dar por cotransporte com ions sodio
ou potassio (Bifano et al., 2010). Contudo, 0 experimento de adicdo destes ions ao
alimento rico em glicose ndo afetou sua absorcéo (figura 6). Nao é possivel fazer
maiores inferéncias sobre a absorcdo de glicose nas demais por¢des do intestino
médio, pois essa abordagem experimental limita a observagdo do fenbmeno até o

limite em que a glicose ainda nao foi totalmente absorvida.
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Figura 6. Razéo glicose/azul de Evans nas por¢des do intestino de Musca domestica. A diminuigédo
das barras corresponde ao processo de absorcdo de glicose, sendo que a razéo inicial foi de 50 ng
glicose/ug de Azul de Evans. Na por¢do antl do intestino médio ja € possivel verificar o fendmeno de

absorc¢édo. A partir de md1 néo é possivel mais verificar o processo de absorcéo.

A adicéo do inibidor do cotransportador SGLT, florizina, afetou a absorcao de
glicose conforme pode ser verificado na figura 7A. A manutencao a razao alta nas
fracbes AT1 e AT2 indica que o processo normal de absorcédo (visto na barra
controle) foi inibido. Contudo, a partir de MD1 até PT4 as razdes séo equivalentes
entre o teste e o controle.

A adicdo do inibidor do facilitador GLUT, floretina, ndo alterou o processo de

absorcao nas fragbes AT1 e AT2 (figura 7B). A razdo barra controle das fracdes



45

MD1 até PT2 se mostrou acima de 10, o que difere dos resultados obtidos na figura
6 e figura 7A. Esse resultado aberrante impede maiores inferéncias nas fragbes MD1
até PT2.
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Figura 7. Efeito da florizina (A) e floretina (B) na absorcéo de glicose. Podemos ver que na presenca
de florizina (inibidor de SGLT1) a absorcao de glicose é parcialmente inibida nas por¢des antl e ant2,
ja na presenca de floretina (inibidor de GLUT?2) a absor¢éo de glicose nao é inibida. A razdo inicial €
50 ug glicose/pg de Azul de Evans para A e 55 g glicose/plg de Azul de Evans para B. O branco foi

descontado das fracdes.
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4.2.2. Sequéncias e zonas de expressao dos transportadores de glicose

Com a obtencdo de diversas sequéncias de transportadores de glicose foi
possivel verificar os sitios de expressao dos transportadores, para assim elucidar o
fendmeno de absorcao de glicose e sugerir as moléculas responsaveis.

™ CG HM A/M PT
SGLT

GLUT (1)
GLUT (2)
GLUT (3)
GLUT (4)
GLUT (5)
GLUT (6)
GLUT (7)

Prot. ribossomal

Figura 8. Expresséo avaliada por RT-PCR dos transportadores SGLT e GLUT de Musca domestica,
com 25 ciclos. TM: tibulos de Malpighi; CG: corpo gorduroso; HM: hemolinfa; A/M: por¢ao anterior e
média do intestino médio; PT: por¢do posterior do intestino médio. O controle positivo corresponde a

uma proteina ribossomal e sua reacao foi submetida a apenas 20 ciclos.

O transportador de glicose do tipo SGLT é expresso apenas ha regido posterior
do intestino médio. Ja quanto a expressao dos transportadores do tipo GLUT, foram
observados genes expressos apenas no intestino médio como GLUT(2), GLUT(6) e
GLUT(7) e expressos no intestino médio mais tubulos de Malpighi (GLUT(2)) (figura
8). Estes genes sdo bons candidatos a participarem do processo de absorcao, visto
serem expressos apenas em tecidos epiteliais que absorvem glicose. Foi verificada
a expressdo de GLUT(3) e GLUT(4) em todos os tecidos estudados, GLUT(5) é
expresso no intestino médio e na hemolinfa (figura 8). Os transportadores
codificados por esses trés ultimos genes, por estarem presente em varios tecidos

distintos, devem fazer parte de processos absortivos mais gerais, possibilitando a
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nutricdo das células. Aparentemente, o padrdo de expressao nao tem relagcdo com a
abundancia relativa de contigs, pois os dois genes mais bem representados no
cDNA analisado (GLUT(2) e GLUT(4)) apresentam padrdes de expressao distintos
(tabela 1).

Tabela 1. Niumero de reads que formaram cada um dos contigs de GLUT cuja expressao foi
analisada. Este valor representa aproximadamente a propor¢do dos genes na biblioteca de cDNA

utilizada, ou seja, reflete a abundancia relativa entre os genes (de mesmo tamanho).

Nome do gene Numero de reads
GLUT (1) 34
GLUT (2) 53
GLUT (3) 29
GLUT (4) 52
GLUT (5) 13
GLUT (6) 19
GLUT (7) 13

4.3. Tamponamento intestinal de Musca domestica

4.3.1. Sequenciamento ao Acaso de cDNAs gerados a partir de fracdo do

intestino médio de Musca domestica — Células oxinticas

A fracdo do intestino médio de Musca domestica (ver figura 3) foi escolhida
para gerar biblioteca de cDNA por ser sede de processos de tamponamento acido
do lumen intestinal, provavelmente associados as células oxinticas. A partir do
sequenciamento ao acaso, foram geradas 560 sequéncias, sendo 411 validas. Tais
sequéncias geraram 211 sequéncias unicas, destas 148 sao singlets e 63 séo
contigs (ver tabela 2). Assim, foi possivel verificar as proteinas mais expressas

desse tecido.
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Tabela 2. NUmero de sequéncias obtidas pelo sequenciamento ao acaso da bibllioteca de cDNA.

Sequéncias Totais 560
Sequéncias Validas 411
Sequéncias Unicas 211
Singlets 148
Contigs 63

O fato da biblioteca de cDNA néo ser normalizada interfere na qualidade da
analise no que se refere a alguns poucos contigs serem formados por uma grande
quantidade de ESTs (figura 9). Isso ocorre devido a repetidos sequenciamentos de
genes muito expressos no tecido. No entanto essa informacéo permite acessar de

forma mais apurada a real propor¢ao dos transcritos no tecido.

N° de contigs

2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 14 38
N° de ESTs

Figura 9. Numero de contigs gerados por diferentes quantidades de ESTSs.

Foi possivel determinar a identidade por homologia de pouco mais da metade
das sequéncias unicas (Figura 10). Para maior detalhe das anotacdes e do nimero

de ESTs que formaram cada uma das sequéncias Unicas ver Apéndice 2.
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Outros

" Desconhecidos

Figura 10. Proporcdo de sequéncias Unicas distribuidas segundo suas funcdes. Anotacdo das

sequéncias conhecidas no apéndice 2.

As sequéncias Unicas de proteinas ribossomais associadas as de metabolismo
energético formaram 25% do total. A marcante presenca de transcritos relacionados
ao metabolismo energético (14% das sequéncias Unicas e 19,2% do total de
sequéncias validas) corrobora evidéncias citolégicas, como a presenca de grande
namero de mitocondrias e indica a importancia do metabolismo energético no
bombeamento de prétons que se sugere para essas células (Terra et al. 1988).

A presenca de hidrolases deve-se provavelmente aos tecidos ao redor das
células oxinticas. Isso pode ser dito visto que enzimas como tripsina e a aspartico
proteinase ndo foram descritas nessas células em trabalhos de imunocitolocalizagéo
ja realizados (Padilha et al. 2009, Jordao et al., 1996).

4.3.2. V-ATPases nas células oxinticas

O processo de sequenciamento ao acaso gerou trés contigs referentes a
moléculas transportadoras. Os trés genes codificam moléculas relacionadas ao
transporte de prétons, sendo que foram encontradas apenas subunidades
associadas as V-ATPases. Foram encontrados genes que codificam as subunidades
G, F e e da V-ATPase.

Os genes que codificam a subunidade G e a subunidade F da V-ATPase
tiveram sua expressao estudada por RT-PCR. A expressdo destas subunidades néo
se restringiu aos tecidos digestivos, estando presente em todos os tecidos
estudados (figura 11).
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™ CG HM A/M PT
V-ATPase subunidade G

V-ATPase subunidade F

PRE———  [rOt. riDOSSOMAl

Figura 11. Expresséo avaliada por RT-PCR de diferentes genes que codificam a subunidade G e F
da V-ATPase de Musca domestica. ReagBes com 25 ciclos. TM: tubulos de Malpighi; CG: corpo
gorduroso; HM: hemolinfa; A/M: porcdo anterior e média do intestino médio; PT: porgdo posterior do
intestino médio. O controle positivo corresponde a uma proteina ribossomal e sua reacdo foi

submetida a apenas 20 ciclos.

4.3.3. Expresséo de subunidades da V-ATPase

Foi possivel expressar duas subunidades da V-ATPase recombinantes (figura

12) ambas com massa molar em torno de 14KDa.

97 KDa
66 KDa

45 KDa
31 KDa

21 KDa

14 KDa

Figura 12. SDS-Page das subunidades F e G recombinantes da V-ATPase. A inducédo foi feita em
células de E. coli da linhagem BL21 STAR-DE3 transformadas com as constru¢des abaixo citadas.
Raias: P. Padrédo de massa molecular; 1. pAE/VATPaseF sem adi¢do de IPTG; 2. pAE/VATPaseF
16hs apds a adicao de IPTG; 3. pAE/VATPaseG sem adicao de IPTG; 4. pAE/VATPaseG 16hs apds
a adicédo de IPTG.
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A partir da sequéncia de DNA foi possivel prever a sequéncia de aminoacidos
que codifica as subunidades das V-ATPase. Com isso é possivel inferir que a massa
esperada para a subunidade F e para subunidade G da VATPase € de 13,8KDa e
gue os respectivos pontos isoelétricos tedricos sao 5,92 e 9,78. Tem-se, portanto,
uma forte correspondéncia dos valores das massas previstas teoricamente e dos

obtidos experimentalmente.

4.3.4. Subunidade ada V-ATPase

A base de dados gerada a partir do pirosequenciamento permitiu uma busca
por outras subunidades da V-ATPase. Foi encontrado pelo menos um gene para
cada subunidade ja descrita para a V-ATPase (Apéndice 3).

Com o intuito de identificar a molécula responsavel pelo processo de
acidificacao, a expressao de genes da subunidade a foi estudada por RT-PCR. Esta
subunidade foi escolhida, porque apresenta varias isoformas e muitas delas séo
tecido-especificas (Allan et al., 2005). Seis genes da subunidade a foram escolhidos
e nomeados de acordo com a similaridade de sequéncias que apresentavam entre Si
(ver anotacdo no Apéndice 3).

No primeiro experimento, de carater amplo, a expressdo foi analisada em
diversos tecidos: tubulos de Malpighi, corpo gorduroso, hemolinfa e intestino médio
(porcédo anterior+médio e posterior). Foi possivel verificar a expressao diferencial
dos genes que codificam a subunidade a da V-ATPase. Os genes nomeados (A3),
(B1) e (C) apresentaram expressao nos diversos tecidos analisados. Contudo, trés
outros genes tiveram um padrdo bastante interessante. Tanto o gene (Al) quanto o
gene (B2) apresentaram uma expressao diferencial no tecido que apresenta o lumen

acido e (A2) apresentou uma expressao restrita ao intestino médio (figura 13).
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V-ATPase subunidade a (A2)
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Figura 13. Expresséo de diferentes genes que codificam a subunidade a da V-ATPase de Musca
domestica estudadas por RT-PCR. Reacdes com 25 ciclos. TM: tubulos de Malpighi; CG: corpo
gorduroso; HM: hemolinfa; A/M: porgdo anterior e média do intestino médio; PT: porg&o posterior do
intestino médio. O controle positivo corresponde a uma proteina ribossomal e sua reacdo foi

submetida a apenas 20 ciclos.

Um novo experimento foi realizado com 0s genes que apresentaram expressao
restrita ao intestino médio. Analisando agora apenas uma fracédo do intestino médio
pretendeu-se estabelecer a localizagdo da expressdo da subunidade a da V-
ATPase. A expressao dos genes (Al) e (B2) tem uma grande relacdo com a regido
acida, pois apenas as divisbes MD1 e MD2 estdo associadas a tecidos da regido

acida (figura 14).

ANT MD1 MD2 PT1

_ V-ATPase subunidade a (Al)
e V-ATPase subunidade a (A2)

— V-ATPase subunidade a (B2)
= Prot. ribossomal

Figura 14. Expressédo de diferentes genes que codificam a subunidade a da V-ATPase de Musca

domestica estudada por RT-PCR. Reac¢bes com 25 ciclos. ANT: regido anterior do intestino médio;
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MD1: metade proximal da por¢do média do intestino médio; MD2: metade distal da por¢gdo média do
intestino médio; PT1: quarta divisdo mais proximal da porcao posterior do intestino médio. O controle

positivo corresponde a uma proteina ribossomal e sua reacéo foi submetida a apenas 20 ciclos.

4.3.5. Canal de cloreto

O trabalho de Terra e Regel (1995) verificou a presenca de ions cloreto na
regido acida do intestino médio de Musca domestica e Dimitriadis (1991), por
meétodos citoquimicos, identificou a presenca de ions cloreto nas células oxinticas de
Drosophila auraria. Com isso, € previsto a presenca de um transportador de cloreto
nesta regido que dissiparia o potencial eletroquimico gerado pela secrecdo de ions
H+.

A expressdo de um transportador de cloreto foi verificado por RT-PCR em

varios tecidos incluindo também as células oxinticas.

™ CG HM A/M PT

e Canal de cloreto

Prot. ribossomal

Figura 15. Expressédo avaliada por RT-PCR do Canal de cloreto de Musca domestica. Rea¢do com
25 ciclos. TM: tdbulos de Malpighi; CG: corpo gorduroso; HM: hemolinfa; A/M: porcdo anterior e
média do intestino médio; PT: por¢do posterior do intestino médio. O controle positivo corresponde a

uma proteina ribossomal e sua reagéo foi submetida a apenas 20 ciclos.

4.3.6. Transportador de amonia

O processo de acidificacdo do ventriculo médio é sucedido de um processo de
alcalinizacdo, o que garante a alteracdo de um pH de 3,1 para 6,8. A descricdo do
mecanismo para esse processo ainda nao esta clara, mas Terra & Regel (1995)
propéem um sistema de tamponamento com base na liberacdo de aménia na por¢céo
anterior e posterior do intestino médio. Essa proposta foi feita pois se verificou um
aumento na concentragcdo de amonia, especialmente na porcdo posterior do

intestino médio (de pH 6,8).
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Em busca das bases moleculares para esse transporte foi obtida anteriormente
uma sequéncia de transportador de amoénia homologo ao de Rhesus. Com base
nesta sequéncia, foi desenhado um par de primers para avaliacdo de expresséao por
RT-PCR.

Os resultados demonstraram que a expressao deste transportador € restrita a
porcdo média do intestino médio, a fracdo mais proximal da por¢do posterior do
intestino médio e aos tubulos de Malpighi (figura 16). As porcdes do intestino médio
em gue ocorre a expressao do gene que codifica o transportador de aménia séo

tipicamente acidas (MD1 e MD2) ou estédo na faixa de transicéo de pH (PT1).

anterior médio posterior
—~ pH.61 <> pH.31 <> pH. 6.8 é'g(

e g

> ANT <PMD1 <>MD2 <P PT1 < PT2 <PT3 @PT4{ X

™

ANT MD1 MD2 PT1 PT2 PT3 PT4 TM CG HM

Transportador
de
Amoénia

ANT MD1 MD2 PT1 PT2 PT3 PT4 TM CG HM
Controle
Proteina
Ribossomal

Figura 16. Expressao avaliada por RT-PCR (25 ciclos) da sequéncia do transportador de amoénia de
Musca domestica. A figura esquematica do intestino médio relaciona os sitios onde a expressao foi
avaliada por RT-PCR com os pHs luminais. TM: tdbulos de Malpighi; CG: corpo gorduroso; HM:
hemolinfa. O controle positivo corresponde a uma proteina ribossomal e sua reagéo foi submetida a

apenas 20 ciclos.
4.4. Enzimas digestivas de Musca domestica
4.4.1. Aminopeptidase N e aminopeptidase P

Foi feita uma busca por aminopeptidases na base de dados gerada pelo
pirosequenciamento. Foram encontradas 16 sequéncias de aminopeptidases da
familia das peptidases M1 (pfam01433), anotadas como aminopeptidase N (ou alanil
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aminopeptidase). Foi encontrada também, uma sequéncia da familia das
metalopeptidases M24 (pfam00557), anotada como aminopeptidase P (ou X-Pro
aminopeptidase).

Das 16 sequéncias que codificam aminopeptidases N (APN) obtidas, 2
sequéncias foram escolhidas para identificacdo de seus sitios de expressao por RT-
PCR. Elas foram escolhidas por terem sido formadas pela maior quantidade de
reads (475 para a APN(1) e 279 para a APN(2)).

A sequéncia APN(1) estd quase completa, visto que a analise da sequéncia
traduzida permite reconhecer o peptideo sinal por programas de predicdo. Contudo
nao foi possivel identificar a metionina inicial (figura 17). O padrdo de expresséo da
APN(1) se mostrou restrito ao intestino médio, tendo maior expressdo na porcao
posterior (figura 18). Isso é bom indicio de que a atuacdo desta aminopeptidase esta
restrita ao tecido referido.

A sequéncia da APN(2), por outro lado, precisaria de cerca de 50 aminoacidos
(ou 150 bases) para completar a extremidade aminoterminal (figura 17). APN(2),
além de ser expressa no intestino, € expressa também nos tubulos de Malpighi e em

menor escala no corpo gorduroso e hemolinfa, sugerindo uma atuagcado mais global,

isto &, ndo digestiva (figura 18).

APN (1) [M. domestica] FVGVLF--VGLAAVLLAAGPAQAGTRSLPPLFRESGALENPNFRFDARADDLNYRLPNNT 58

APN(2) [M. domestica] @ = = —-—--—mmmmmmmm - 1

APN(1) [M. domestica] LPIHYDVELTTNVHDGTK----- KFTGKVQIDVTIVEATTTLVLHKRQLN---ILSAKIE 110
APN(2) [M. domestica] @ = = ------ VSLKPYLLDSDPSEKRFTFDGEAYITIKPKVTTSTLVLHSKNLKYSLREFYAKS 54

APN(1) [M. domestica] SATSASEDLTISYEEEREFLTLTRKTNVNFEKDTEWKVTLEYEGELRTDNGGFYLSTYTD 170
APN(2) [M. domestica] RPTEKATLPAVEPNNVTDIVTYT--LTSALVANQEYVLHFVYTGTMDDDMHGFYRSSYTD 112
APN(1l) [M. domestica] ADGNERYLATTQFESTDARHAFPCYDEPNKRATFTITINHSPTYTAISNMPVDTSKTIS- 229
APN(2) [M. domestica] SKNNTKWLGSTQFQTNHARRAFPSFDEPRFKATFDITLTRHKSMKTYSNTRIVNSTTNGD 172
APN (1) [M. domestica] -GKTVFQKTVNMPTYLLAFIVSDFVYTEGVLNDTPQRIYSRPGTKNEQEWALVSGMLILE 288
APN(2) [M. domestica] YVTDRYATTPKMSTYILAFIVSEFN----ERFNGDFGVIARPEFYKQTEYAFDVGQEILK 228
APN(1l) [M. domestica] RLAEYYNVDFALP---KIDQAAIPDFAAGAMENWGLATYREEYMLYNKDTSTVTTQTNIA 345
APN(2) [M. domestica] DLGDYFDIPYYSMGNDKMHMAAIPDFSAGAMENWGLLTYRERALLYDEGSTTLSAQQYIA 288

* * *

APN(1l) [M. domestica] SITIAHEYCHQWFGNYVAVHWWTYLWLKEGFATLFSYKAVDAAYPEWGVWQQFQTDDYQSA 405
APN(2) [M. domestica] AVVAHEQAHMWFGDLVTCQOWWSYTWLNEGFARYFQYFGTHNVETHYQOMDQQFVVDQIQAV 348
APN(1l) [M. domestica] LTNDASDYPRPMT-HYVQKPSEIAMSYGTVTYAKAGSVLNMWNHALTDKVFQRGLHNYLD 464
APN(2) [M. domestical] MNMDSTVNTNPMSDENTNTPADLSRMFNSISYNKGGTFIRMVKYVMGEENFKNSLREYLK 408
APN(1l) [M. domestica] ANQYSSAVEEQLFLAIQTAAKEENYEIPAKIEDMLGSWSRQGGYPLLTVTRNYNNGSFTV 524
APN(2) [M. domestica] THQYTNTVPSDLFTVWKKYIP---AQFQSYADGLFKSFTEQVGYPVITFNLTTPTTLVIS 465
APN(1l) [M. domestical] TQSSFHNNKNTVTQKSWY-IPFNYAHQSNPDFRDTEASHYLLNVSSVRVDAKLDKEDWLI 583
APN(2) [M. domestical] QKRFLLKEGDGADDSLLYTVPITYTTNVENNENLTTPKLFVTPTATSVEQTLPQAVSWVI 525
APN(1l) [M. domestica] LNKQSTGYYRINYDEENWKLIIDGLIKSPYK-THPRNRAQLMHDAYRFSASNRLAHSVLL 642
APN(2) [M. domestica] GNIQETGYYRVNYDVKSWHGIHHALLTNNWGGIHELNRAQVVDDLFNLARASVIDYELAL 585
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Figura 17. Sequéncias selecionas de aminopeptidase N. As regides transmembranares foram

verificadas (HMMTOP; SOSUI e TMHMM) e estdo sublinhadas. As regides com possivel modificacao

por ancora de GPI estdo com fundo preto e letras brancas. O peptideo sinal (Signal P) estd marcado

com fundo cinza e letra preta. Residuos responsaveis pela coordenacdo do zinco e catélise

apresentam asterisco acima.

™ CG HM A/M PT

Aminopeptidase N (1)
Aminopeptidase N (2)
Aminopeptidase P

Prot. ribossomal

Figura 18. Expresséo, verificada por RT-PCR, de diferentes aminopeptidases de Musca domestica.

Reacdo com 25 ciclos. TM: tibulos de Malpighi; CG: corpo gorduroso; HM: hemolinfa; A/M: porgao

anterior e média do intestino médio; PT: por¢do posterior do intestino médio. O controle positivo

corresponde a uma proteina ribossomal e sua rea¢éo foi submetida a apenas 20 ciclos.

Tanto APN(1) quanto APN(2)

apresentam conservados as duas histidinas

responsaveis pela coordenacdo do zinco e o acido glutdamico do sitio ativo,

essenciais para o processo de catalise enzimatica.

APP [M. domestical]

APP [M. domestica]

APP [M. domestica]

MKDTTEILKKLRQILMQSHGPSPLAAYIVPSDDAHQSEYICQHDERRAFVSGFDGSAGTAV 60

ITADKALLWTDGRYYQQALKQLDSNWELMKDGLPTTPSVASWLACNLAKDSKVGVDPKLF 120

SYRLWKPIEKELSGADCCLIPVEENLVDIVWGEEQPKQTSNPIITLDTTFAGMTVSDKWA 180
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APP [M. domestica] NVKEKLTEKKAQVLVVSALDEIAWFLNLRGSDIDYNPVFFAYLIITHEKLMFFVDSAKLP 240
APP [M. domestica] SDFKQHQSSNGVEISIYSYSAIGEELGRLTENNVESKIWISPGSSYYLNALIPKKIRHQE 300
APP [M. domestica] ITPIALAKAIKNPIEVEGFINSHIRDGVALCQYFAWLEQMVAQKQPVDEISGATKLEEFR 360
* * *
APP [M. domestica] SKKEHFMGLSFPTISSSGPNGSVIHYHPAQETNRPINDKEVYLCDSGAQYKDGTTDVTRT 420
APP [M. domestica] WHFGEPTDFQMETYTRVLKGQLALGATVFPKKVKGQVLDTLARKALWDVGLDYGHGTGHG 480
* * *
APP [M. domestica] VGHFLNVHEGPMGVGIRLMPDDPGLQENMLISNEPGYYQDGEFGIRIEDIVQIVPATTKY 540
APP [M. domestica] DFNGRGALTFKTITLAPKQTKMIKKELLLPEEKKLLNDYHRLVWDTLSPILKKEDDKLTL 600

APP [M. domestica] AWLERETKEI 610

Figura 19. Sequéncia encontrada de aminopeptidase P (APP). Nao existe regido transmembranar segundo
programas de predicdo. N&o ha peptideo sinal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Sublinhado o
dominio n-terminal de creatinase/prolidase. A sequéncia apresenta todos os seis residuos do sitio ativo

conservados, que foram evidenciados com asterisco acima.

A Unica sequéncia de aminopeptidase P (APP) foi obtida a partir da unido de 81
reads. A sequéncia traduzida indica a presenca de todos os residuos do sitio ativo
conservados além de um dominio n-terminal de creatinase/prolidase (figura 19). Ela
€ expressa, conforme verificacdo por RT-PCR, em todos os tecidos analisados, com
maior expressdo nos tubulos de Malpighi e na regido posterior do intestino meédio
(figura 18). Sua atuacdo, portanto, ndo deve ser unicamente ligada as funcdes

digestivas.

4.4.2. Dipeptidase

Uma pequena sequéncia, cujos best matches no BlastX correspondem a
dipeptidases, foi utilizada para a producdo de um par de primers que por sua vez
serviram para a analise de sua expressao por RT-PCR.

O trecho de sequéncia entre os primers foi amplificado nas diferentes por¢oes
do intestino médio bem como nos Tubulos de Malpighi (figura 20). Isso indica que

sua transcricdo ndo esta restrita aos tecidos relacionados com digestao.
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A M P CG TM

25 ciclos Dipeptidase
30 ciclos Dipeptidase
25 ciclos Contr. Ribossomal

Figura 20. Verificacdo da expressdo por RT-PCR (25 e 30 ciclos) de dipeptidase. A-por¢édo anterior
do intestino médio; M-por¢do média do intestino médio; P-porgdo posterior do intestino médio; CG-

corpo gorduroso e TM-tubulos de Malpighi.

4.4.3. Carboxipeptidase A

A partir de um contig associado a uma carboxipeptidase foi construido um par
de primers, a fim de se verificar por técnica de RT-PCR o tecido que expressa tal
enzima. Foi possivel amplificar a sequéncia apenas na por¢do média e posterior do
intestino médio (figura 21). Isso indica que sua expressao estaria restrita ao epitélio

digestivo, mais especificamente nas regides distais do intestino médio.

A M P CG T™M

20 ciclos Carboxipeptidase
25 ciclos Carboxipeptidase
25 ciclos Contr. Ribossomal

Figura 21. Avaliacdo da expressdo de carboxipeptidase A por RT-PCR (20 e 25 ciclos). A-porgéo
anterior do intestino médio; M-porcdo média do intestino médio; P-porcdo posterior do intestino

médio; CG-corpo gorduroso e TM-tlbulos de Malpighi.
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A construcdo de primers mais voltados para a regido carboxi-terminal permitiu
a obtencdo da sequéncia completa da enzima (figura 22). S&o 1389 nucleotideos
que codificam uma enzima de 427 aminoacidos. A enzima codificada tem massa

molecular tedrica de 47,9 KDa e ponto isoelétrico tedrico de 5,68.

1 cggggaatcacatcgagtatggcaaacaagtttaacctagttttgggtttttgeccttttg 60
1 M A N K F N L VvV L G F C L L 14
61 gcagtggccttgtcttccggcgaacgtgecccgttacgataattaccgegtttaccaaace 121
15 A v A L S S G E R A R Y D N Y R V Y Q T 35
122 accgcttccagtcctgctgaattggaggtcttgaagaacttggagggtgccagecgattcg 182
36 T A S S P A E L E V L XK N L E G A S D S 56
183 attatgttcttggatggcattcatcacatcaacaaggccatcagcgttgtcecgttgetcce 243
5% 1 M *F L D G I H H I N K A I s VvV Vv Vv A P 77
244 cataaggttccagacttcttggagattatgggtgccaatgaaatcgagtacgaattgatt 304
7 H K v P D F L E I M G A N E I E Y E L I 98
305 gaaagcaacttgcaaagtcaattggaagatgatgaagaacaggtggccaagccaaactcc 365
99 E S N L Q S ¢ L E D D E E Q V A K P N S 118
366 tatgcccgttctttgaactacaactggaatcaatactaccaattggatgacacctacaaa 426
119 ¥y A R S L N Y N W N Q Y Y Q L D D T Y K 139
427 tggatgcaacaattggccattgaataccccggtgttgtgactttgattgaaggcggtaaa 487
140 w M Q¢ ¢ L A I E Y P G V V T L I E G G K 160
488 acctatcagggacgttccattttgggtgttaagatctccaagagccaaaccaccaagcct 548
lel T ¥ Q¢ G R s I L G VvV K I S K S o T T K P 181
549 ggtatctttgttgaagctggtatccatgcccgtgaatggattgctcccgecactgeccace 609
182 G I F V E A G I H A R E W I A P A T A T 202
610 tacttgatcaaccaattgttgacctccaatgtggaaagtgttcgcaacattgcccaaaac 670
200y L. I N Q L L T S N V E S V R N I A Q N 223
671 tacgactggtacattttcccccatgccaatcctgatggttatgtctacacccacaccace 731
224 Y D W Y I F P H A N P D G Y V Y T H T T 244
732 gatcgcatgtggcgcaagacccgtactccttatggcagectgtttecggtgectgatcccaac 792
245 D R M W R K T R T P Y G S C F G A D P N 265
793 cgcaactggggcttccaatggaacgttgttggatctagcaacaatgcctgctctgatace 853
200 R N W G F Q W N V V G $§$ S N N A C S D T 286
854 tatgctggtccttctgctttctccgaaattgaaacccgatccttctecccaatacatctee 914
28 Yy A G P S A F S E I E T R S F S Q Y I s 307
915 tcattgaagggcaagatcttcttgtacatctcattccatgcctactctcaatacttgttg 975
308 S L K 6 K I F L Y I s F H A Y S Q Y L L 328
976 tatccctatggccatactgcatctttgcccgctaacgttaaggacttgaagcaagtgttt 1036
329 Y P Y G H T A S L P A N V K D L K Q V F 349
1037 gatgtcagtgttgctgccatgaacaagcgttacggtaccaaatacaccggtggcaacatc 1097
380 D V S vV A A M N K R Y G T K Y T G G N I 370
1098 tacgatgccatctatcccgcttctggageccagtgttgactgggcctacgaaaatgttgge 1158
379, 'Y D A I Yy p A S G A S V D W A Y E N V G 391
1159 accaagatgtccttctgctatgaattgcecgtccatcttcgaactctgttttgactggette 1219
32 T K M $s ¥ C Y FE L R P S S N S V L T G F 412
1220 aaattgcctgcttcccaaattatccccaccggtgaggagaccatggattctattactgee 1280
413 K L P A S Q I I P T G E E T M D S I T A 433
1281 atggttcaagaagtccaaaaattgggttatttcaagaactaagcggacgaatgtgattcg 1341
434 M VvV Q E VvV Q K L G Y F K N - 446
1342 aaataggaataaatcgataataaaaaattagctaattattaaaatttagaaaaaaaaaaa 1402
1403 aaaaaaaaa

Figura 22. Sequéncia completa de carboxipeptidase A como nucleotideos e aminoacidos. O peptideo
sinal (Signal P) estd marcado com fundo cinza. O propeptideo esta sublinhado. Os aminoacidos que
indicam o sitio de ligagdo do zinco estdo indicados em negrito e sublinhados. Os residuos do sitio

ativo, tanto cataliticos quanto de ligagdo ao substrato, estdo em itélico.
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Com a ajuda de programas de predicdo de peptideo sinal (signalP), dominio
transmembrana (HMMTOP) e ancora de GPI (GPI-Prediction), pode-se inferir que
esta enzima apresenta peptideo sinal, e portanto, contém os sinais que irdo dirigir a
enzima para seu destino final, indicando que ela é secretada. Seu sitio de clivagem
predito do seu peptideo sinal esta entre os aminoécidos 21 e 22. A sequéncia ndo
apresenta dominio transmembrana e nem ancora de GPI, indicando que néo se trata

de uma proteina integrante de membrana.

4.4.4. Metaloproteinase

A construgcdo de um par de primers utilizando como base uma pequena
sequéncia corresponde a uma metaloproteinase foi utilizado para estudar a sua
expressao por RT-PCR. Foi amplificada a sequéncia apenas nos epitélios digestivos

e mais especificamente nas por¢des distais do intestino médio (figura 23).

A M P CG T™M

20 ciclos _ Metaloproteinase
25 ciclos _ Metaloproteinase
30 ciclos _ Metaloproteinase
25 ciclos _ Contr. Ribossomal

Figura 23. Expressdo de metaloproteinase verificada por RT-PCR (20, 25 e 30 ciclos). A-por¢éo
anterior do intestino médio; M-por¢cdo média do intestino médio; P-porgcdo posterior do intestino

médio; CG-corpo gorduroso e TM-tlbulos de Malpighi.

4.45. Maltase

As medidas de atividade de alfa-glicosidase foram feitas com o substrato

7

maltose. Esse ensaio € apropriado para identificar enzimas capazes de hidrolisar
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ligagbes alfa-glicosidicas, especialmente as enzimas relacionadas a digestéo final
(digestdo de dimeros). Dessa forma, as medidas de atividade feitas contemplam
especialmente enzimas do tipo maltase.

As enzimas sollveis sao obtidas na fracdo soluvel obtida apds o processo de
homegeneizacdo e centrifugacdo. A atividade de maltase ligada ao glicocalix é
liberada apds os ciclos de congelamento e descongelamento sobre a suspenséo da
fracdo insollavel, recuperando assim a atividade na forma sollvel. Ja o tratamento
com Triton-X100 solubiliza as enzimas ligadas a membrana. Tal abordagem foi
validada por trabalho anterior de fracionamento subcelular acompanhado por
medidas de atividade hidrolitica (Espinoza-Fuentes et al., 1987).

A figura 24 permite fazer diversas inferéncias quanto a atividade sobre
maltose. E evidente que a maior parte da atividade hidrolitica sobre maltose esta
restrita a regido proximal da porcao posterior do intestino médio (PT1, PT2 e PT3).
Isso € verdade especialmente para as enzimas solUveis e as ligadas ao glicocalix
(figura 24 A e B). Ja quanto as enzimas ligadas a membranas temos também uma
importante atividade nas regifes anteriores do intestino médio (AT1 e AT2) (figura
24C).

0,016 A
0,012

0,008 A1

0,004 A '
0 , , . , ,

AT1 AT2 MD1 MD2 PT1 PT2 PT3 PT4

pU/animal
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0,016 1
0,012 1
©
£ 0,008 1
c
c
)
3 0,004
; B . .
AT1 AT2 MD1 MD2 PT1 PT2 PT3 PT4
0,016 A
0,012 A
©
E 0,008 1
c
S
0,004 1
3
0 T T T T T T T )
AT1 AT2 MD1 MD2 PT1 PT2 PT3 PT4

Figura 24. Atividade hidrolitica sobre maltose em diferentes por¢des do intestino médio de Musca
domestica. A: atividade presente na fracdo sollvel dos homogeneizados obtidos a partir de cada
se¢do do intestino médio. B: atividade presente em solugdo apds trés ciclos de congelamento e
descongelamento de uma suspensdo de membranas obtidas por sedimentacdo a partir do
homogeneizado. C: atividade presente em membranas solubilizadas com Triton X-100 (3%). Para
detalhes sobre fragBes consultar materiais e métodos, para legenda consultar figura 2E. Barras de

médias (n=3) com desvio padrdo da média.

As atividades presentes na regido posterior do intestino médio estdo, de
acordo com trabalhos anteriores, associadas a diferentes enzimas com afinidades
por substrato, massa molecular, entre outros parametros também diferentes (Jordao
& Terra, 1989. Jordao & Terra, 1991). Esses trabalhos abordam tradicionalmente o
intestino médio da Musca domestica como tendo trés porgdes distintas (anterior,
meédia e posterior — ver figura 2C). Contudo, a abordagem dada aos experimentos
neste trabalho nos d4 uma visdo mais refinada da distribuicdo da atividade sobre
maltose.

Partindo de uma pequena sequéncia associada a uma maltase, foi feita a

construcdo de um par de primers que foi utilizado em uma reagdo de PCR tendo
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com amostra o cDNA simples fita de diferentes tecidos da larva de M. domestica.
Neste caso foi verificada a amplificagdo da sequéncia apenas na porgao posterior do
intestino médio (figura 25). Esses mesmos primers foram utilizados para extensao da

sequéncia até que fosse completada (figura 26).

A M P CG TM

25 ciclos Maltase
Maltase

30 ciclos

25 ciclos Contr. Ribossomal

Figura 25. Verificacéo de expressédo por RT-PCR (25 e 30 ciclos) de Maltase. A-porgéo anterior do
intestino médio; M-por¢do média do intestino médio; P-por¢éo posterior do intestino médio; CG-corpo

gorduroso e TM-tubulos de Malpighi.

1 cgggggacattagcccatagttggtgttacggttaagagggccaacaacgaaatgagage 60

1 M R A 3
61 tctgcatttgttttgecttttggcaattgtttttggetgtcaggeggeecgatttgaaatg 120
4 L #H L ¥F ¢C L L A I V F G C Q A A D L K wW 23

121 gtggcagacagcctcgttctatcgaatttatcceceggtectttaaggacagegatggaga 180
24 w o T A S F Y R I ¥ P R S F K D S D G D 43
181 tggtgtgggagatctcaagggcattaccgaacagctaccctacctaaaggagatcggcat 240
44 G v G DL K G I T E QL P Y L K E I G I 63
241 aactgccacctggctttcgecccatcttcacttegeccatggetgattttggttacgttgt 300
64 T A T W L. S p I ¥ T S P M A D F G Y V V 83
301 ggccaatctaaccgaaattgatccaattttcggtaccatggaagactttgaggeccttgat 360
84 A N L T E I D P I F G T ME D F E A L I 103
361 cgaaaaggccaaggctttgggtgtgaaaattattttggattttgtacccaatcacacgag 420
104 E K A K A L GV K I I L D F V P N H T S 123
421 tgatgaatgtgaatggttcatcaagtccgcagccagagatcccgagtataaggatttcta 480
124 D E C E W F I K S A A R D P E Y K D F Y 143
481 tgtctggcatccgggaaaaattgttaatggtgttcgccagecctccgaccaactggattag 540
144 vV W H P G K I VvV N G V R O P P T N W I S 163
541 tgttttccgtggcagcatgtggacatggaatgaacagcgtcaggaatactatctgcatca 600
164 vV F R G S M W T W N E Q R Q E Y Y L H Q 183
601 attccatgccaagcaaccggatttgaattatcgcaatcccaaggttatggaaatgatgaa 660
184 F H A K Q P DL N Y RN P K V M E M M K 203
661 ggacgtcttcecgtttctggectgegtegtggegtetecggetteecgtgtegatgetgtgee 720
204 D V F R F w L R R GV S G F R V D A V P 223
721 acacaccttcgaaatcagtcccgatgccgatggtaactaccccgatgageccegecaatee 780
224 H T F E I S P D A D G N Y P D E P R N P 243
781 caatgtcaatgatcccgaagattatgaatacttccaacacatctataccaccaatcagee 840



244
841
264
901
284
961
304
1021
324
1081
344
1141
364
1201
384
1261
404
1321
424
1381
444
1441
464
1501
484
1561
504
1621
524
1681
544
1741
564
1801
1861

N V N D P E D Y E Y F Q H I Y T T N Q P
ggaaaccattgacatggtctatcaattgcgtcaagtcttggaggagatggatcaggaatt
E T I D MV Y Q L R Q V L E E M D Q E L
gggtggtgatgatcgcatcattatgaccgaagcctatgctcccttagatgtaattatgeca
G G b DRI I M TE AY A P L DV I M Q
gtattatggcaatggtacccacaatggggcacagatacccttcaatttccaattgattag
Yy ¥ G N G T H N G A Q I P F N F O L I S
caatttgaataagaactccaatgcctatcactatgacgagctcatcaatatctggttgaa
N L N K N S N A Y H Y D E L I N I W L K
ggcaatgcccgagggcaagacagccaattgggtgecttggcaatcatgaccaaagcagatt
A M P E G K T A N W V L G N H D Q S R F
cggctccegtttgggtgaagatcgcattgacatcatcaacaccctgectactcacacttee

G s R L G E DRI DI I N T L L L T L P
cggctgcagtatcacctacaatggtgaggaaattggcatgacagatgtctggatctcatg
G ¢ s I T Y N G E E I G M T D V W I S W
ggaggaaactgttgatccacaggcctgtcaatcgaatccggaaaattatgagegtttgac
E E T Vv D P Q A C Q S N P E N Y E R L T
ccgcgatccegtgegtaccecectteccattggagtgacaacaattttgecggtttcactga
R D PV RT?PVF HW S D NN F A G F T D
tggcaactctacttggctgccagtggccgataactacaaatcggtcaatgttaagegtga
G N S T wWw L P V A DN Y K S V N V K R E
acgaggcatcacctacagccatttgaacgtctacaagcagttgcaaaatctacgtcgaga
R G I T Y S H L N V Y K QO L O N L R R E
acccaccttccaagggggtgcaagtgaggtcaaggccttgagtgagaataccttggccat
p T F Q G G A S E V K A L S E N T L A I
caagcgttccctggeccggttaccccacctatgtggtecctectgaacatcaatgacagegt
K R S L. A G Y P T Y Vv Vv L L N I N D S V
tgagtccctgaacttgaacagtgctttctatggeccttagcagetctttggaatatgtggt
E s L N L NS A F Y G L S S sS L E Y V V
ggtcaccgatcgcagtcctagacgcaagggagatttggcccacaccgattccataaccecect
v T D R S P R R K G D L A H T D S I T L
gatgcccaaggaagccgttgttctaaagactgtttaaaatcgttcecttttgtaaaatatga

M P K E A V V L K T V *
aaatttgtaaacaaaataataatttgaatttcagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aacatgtc 1868

263
900
283
960
303
1020
323
1080
343
1140
363
1200
383
1260
403
1320
423
1380
443
1440
463
1500
483
1560
503
1620
523
1680
543
1740
563
1800
583
1860
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Figura 26. Sequéncia da maltase de Musca domestica. O peptideo sinal (Signal P) esta marcado

com fundo cinza. A sequéncia ndo apresenta dominio transmembrana ou sitio de modificacdo por

ancora de GPI.

A sequéncia de maltase apresenta peptideo sinal, mas ndo foi possivel

predizer nenhum mecanismo de associacdo com a membrana, seja por dominios

transmembrana ou por sitio de modificagdo por ancora de GPI.
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5. DISCUSSAO

5.1. Absorcéo de glicose

Os experimentos de absorcao de glicose in vivo demonstraram que a absorcao
de glicose é afetada na presenca de florizina (figura 7A). Logo, esperamos a acdo de
transportador do tipo SGLT na porgdo anterior do intestino médio de Musca
domestica, mesmo que as observagdes iniciais ndo tenham indicado variagdo na
absorcéo de glicose na presenca dos ions sodio e potassio (figura 6). A absorcdo de
glicose néo foi afetada pela presenca de floretina. Assim, se espera que nao haja
absorcao (direta) de glicose pelo transportador do tipo GLUT (figura 7B).

Os estudos de expressdo dos transportadores de glicose indicam que a
absorcdo de glicose na porcdo anterior e média do intestino médio se daria por
transportadores do tipo GLUT e nao por transportadores do tipo SGLT, como
sugerido pelos experimentos in vivo. Contudo, essas analises ndo sao conclusivas.
Seria necessario certificar se o transportador, quando expresso, € realmente
encaminhado para a regido apical da célula ou mesmo se todos os transportadores
de glicose que séo expressos no intestino médio foram verificados. Considerando a
cobertura do pirosequenciamento da biblioteca de cDNA ou seu processo de
analise, ha possibilidade de alguns transportadores nao terem contigs representados
ou mesmo nao terem sido detectados.

O conjunto de experimentos em Musca domestica indica, de maneira geral, a
participacdo do transportador do tipo SGLT na absorcdo de glicose e a clara
presenca de transportadores do tipo GLUT. A inibicdo do transporte de glicose na
presenca de florizina € um indicador de que a absorcdo de glicose se da com a
participacdo de SGLT, contudo sua expressdo foi detectada apenas na regiao
posterior do intestino médio e ndo na regido anterior, onde o efeito da inibicao foi
verificado.

A presenca de genes de SGLT com expressodes distintas foi descrita para o
sistema renal humano, em que ocorre um gene expresso na regiao S1 e S2 do
tubulo proximal e um segundo gene expresso em S3 (mais distal), SGLT2 e SGLT1
respectivamente. SGLT2 e SGLT1 apresentam diferencas entre seus parametros
cinéticos (Hummell et al., 2011). No presente trabalho, apenas um gene de SGLT foi

analisado, de forma que outros genes desse tipo possam existir em M. domestica e
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0 gene estudado ndo seja o responsavel pela absor¢do na porcdo anterior do

intestino médio.

5.2. Tamponamento intestinal

5.2.1. Processo de acidificagéo

Como a presenca de uma V-ATPase com atividade translocadora de proétons é
uma hipétese viavel para explicar a acidificagdo da regido média do intestino médio,
a expressao da subunidade dessa ATPase foi estudada. A expresséao de genes que
codificam subunidades da V-ATPase em varios tecidos, como das subunidades G e
F, deixou claro que algumas subunidades s&o codificadas por um unico gene,
mesmo que a V-ATPase esteja associada a fungbes distintas (figura 11). A
expressao heteroléga das subunidades G e F da V-ATPase possibilita a producao
de anticorpos para estudos futuros da exata localizac&o celular das V-ATPases.

A escolha de algum gene gue seja expresso especificamente quando a V-
ATPase assume suas diversas funcdes seria vital para indicar a participacdo da V-
ATPase no processo de acidificagéo. Trabalhos anteriores indicavam a subunidade
a como uma boa candidata, pois apresentava diversas isoformas e estudos
anteriores em mamiferos demonstraram sua expressao em diferentes tecidos (Nishi
et al., 2003; Allan et al., 2005). Assim, dados de expressédo da subunidade a da V-
ATPase foram gerados demonstrando uma expresséo tipica da regido acida para
dois dos seis genes estudados (figuras 13 e 14).

A analise conjunta dos dados permite inferir que a montagem da V-ATPase em
Musca domestica se da com a presenca de subunidades fixas, sendo codificada por
um Unico gene, e subunidades alternativas que apresentam genes que codificam as
diferentes isoformas. As diferentes isoformas sdo expressas de acordo com a funcao
assumida pela V-ATPase na célula.

A expressdo da subunidade a da V-ATPase na por¢cdo meédia do intestino
meédio é forte evidéncia de que a V-ATPase seria a responsavel pelo processo de
secrecdo de protons que garante o baixo pH da regido. O baixo pH, por sua vez, é
condicdo fundamental para a digestdo de bactérias pela Musca domestica, visto ser
na por¢cdo media do intestino médio que se da a acdo de uma lisozima e uma

proteinase acida (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987).
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A secrecdo de prétons isoladamente acarretaria um aumento do potencial
eletroquimico e haveria uma hiperpolarizacdo da célula. O transporte de um anion
deveria acompanhar a secrecdo de prétons, para assim diminuir a formacao do
potencial eletroquimico e favorecer o aumento de pH (Stevens & Forgac, 1997). A
expressdo do canal de cloreto no tecido que inclui as células oxinticas parece
favorecer essa analise. Contudo sua participacdo em diversos outros processos
(como a acidificacdo de vesiculas) garante uma expressdo ampla (figura 15), ndo
permitindo precisar se este transportador esta realmente participando do processo

de acidificagao.

Lumen

ADP+Pi

ATP

H,0+C0, =———> H,CO, ﬁ) H*

HCO;

v
Hemolinfa HCO;

Figura 27. Esquema de movimentacdo de ions no processo de acidificacdo da porcdo média do
intestino médio de Musca domestica. As moléculas em vermelho representam 0s avangos
experimentais deste trabalho, incluindo no modelo de acidificacdo a V-ATPase e possivelmente um
canal de cloreto.

O conjunto de experimentos realizado com sequéncias das subunidades da V-
ATPase e do canal de cloreto garante um avango na compreensdo do processo de
acidificacdo do lumen intestinal de Musca domestica. Os avangos estdo resumidos

na figura 27 e indicam a que molécula responsavel pela secrecdo de protons seria
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uma V-ATPase e ndo mais uma P-ATPase como proposto anteriormente (Terra &
Regel, 1995). Contudo, ainda ndo é possivel explicar a supressédo do processo de
acidificacdo pelos inibidores de P-ATPase (vanadato) e de Na'/K'-ATPase
(ouabaina) identificado pelos autores.

Com o intuito de compreender a supressdo da acidificagdo por ouabaina, foi
procurado no banco de dados do pirosequenciamento (do cDNA do intestino médio
de Musca domestica) sequéncias de Na'/K*-ATPase. Nenhuma sequéncia deste
transportador foi encontrada, mas foram encontradas sequéncias de H'/K*-ATPase
(ou H'/Na*-ATPase) que sio, assim como as Na'/K'-ATPase, P-ATPases. Ha na
literatura relato deste tipo de transportador ser sensivel a ouabaina (Rajendran et al.,
2000), podendo ser o elo entre a inibicdo verificado por Terra & Regel (1995) e o
processo de acidificacdo. A necessidade de estudos destes transportadores se faz
necessario, pois possivelmente as H'/K'-ATPases estejam associadas ao processo
de acidificagao.

5.2.2. Processo de alcalinizacéo

O mosquito Aedes aegypti mantem um alto pH no limen do intestino médio
(cerca de 10,5). Seu processo de alcalinizacdo intestinal é atribuido a uma H+V-
ATPase da membrana plasméatica e a alta concentracdo de ions
bicarbonato/carbonato no Iimen (58,1mM), gerados por uma anidrase carbdnica
(Corena et al.,, 2004). Este modelo de alcalinizacdo ndo pode ser diretamente
transposto para Musca domestica, pois a concentracdo de bicarbonato é
uniformemente baixa por todo o conteudo luminal (aproximadamente 1,5mM) (Terra
& Regel, 1995).

A expressdo do transportador de aménia na por¢cdo acida do intestino médio
indica uma possivel movimentacdo amoénia nesta regido. A partir dos dados da
concentracdo de amonia apresentado por Terra & Regel (1995) é possivel concluir
que h& diminuicdo da concentracdo na regido acida (por¢cdo meédia do intestino
médio). A diminuicdo da concentracdo de amonia seria devido ao processo de
absorcao pelo transportador de amoénia. O transporte € evidente, pois em ambiente
acido haveria maior efeito de ion trapping (NH3 € protonado no limen acido e perde

a permeabilidade), o que levaria a um aumento na concentragdo de amonia luminal.
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Com a retirada da amoénia do limen e a entrada de prétons secretados pela V-
ATPase a acidificacédo da por¢cdo média do intestino médio seria garantida.

A abordagem dos estudos realizados com transportadores Rhesus-simile
associa normalmente o transporte a processos de detoxificacdo que séo, portanto,
secretorios (Worrell et al., 2008; Wu et al., 2010). Contudo, a absorcédo por
transporte transepitelial ativo de aménia foi verificada em intestino médio de
Manduca sexta. Os transportadores de aménia Rhesus-simile tém baixa expressédo
no intestino médio e o transporte pode ser inibidor por bafilomicina A o que levou
Weihrauch (2006) a atribuir a absorcdo de aménia a um transportador do tipo
Na+/H+ antiporter (NHE). A inibicdo do transporte de amonia por ouabaina foi
verificada por Worrell (2008) e foi atribuido a interferéncia no transportador do tipo
Na+/K+-ATPase. A participacdo deste transportador ou mesmo deste inibidor no
transporte de amonia precisa ser mais bem esclarecida.

A secrecdo de amébnia é proposta para células do colon de mamiferos,
apresentando duas isoformas: RhBG seria 0 transportador presente na membrana
basolateral e RhCG presente na membrana apical (Worrell, 2008). Isso indica a
possibilidade de haver mais de uma isoforma também em Musca domestica, o que
complementaria as analises.

A possivel participagdo do transportador Rhesus-simile na absorgcado da aménia
da regido acida ainda nao fornece informacdes sobre o processo de secrecao de
amoOnia que garante sua alta concentracdo na porcéo anterior e posterior do intestino

médio.

5.3. Digestao intermediaria e final em Musca domestica

5.3.1. Proteinases e peptidases

As proteinas digeridas pela Musca domestica séo derivadas em grande parte
da bactérias ingeridas. A digestdo primaria se da pela acdo da endoproteinase
catepsina D, que atua na por¢ao acida do intestino médio, mas € na porgao posterior
do intestino médio que se da a maior parte da digestdo primaria de proteinas pela
acao de tripsinas e quimotripsinas (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). A esse cenario
devemos incluir agora uma metaloproteinase que age como endoproteinase. O

experimento feito com a sequéncia da metaloproteinase (figura 23) indica que a sua
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funcdo estaria relacionada ao processo digestivo. Esta enzima ndo estava prevista
nos trabalhos realizados pelo grupo (Terra & Ferreira, 2005), sendo, portanto uma
enzima que carece de esfor¢os na caracterizacdo de sua atividade na propria larva.

A digestdo intermediaria (ou hidrolise de oligopeptideos) no espaco
endoperitrofico de Musca domestica se da principalmente pela atuacdo de uma
carboxipeptidase soluvel (Jorddo & Terra, 1991). Nos trabalhos de Jorddo & Terra
(1989, 1991) é proposta a existéncia de duas carboxipeptidases A sendo uma
soluvel e outra ligada a membrana. A sequéncia de carboxipeptidase aqui estudada
possivelmente corresponde a uma das carboxipeptidases sollveis verificadas. Essa
inferéncia se baseia na utilizacdo de ferramentas de bioinformatica de predicdo de
funcdes protéicas que ndo foram capazes de reconhecer regibes transmembrana ou
mesmo sinal para ancora de GPI. A sequéncia completa que codifica a enzima pode
agora ser utilizada para a construcdo de clones de expressdo, e no caso de
conseguir a enzima recombinante com atividade, podendo comparar 0s parametros
cinéticos com os apresentados por Jordao & Terra (1989).

Os oligbmeros que difundem para o espaco ectoperitrofico séo hidrolisados por
carboxipeptidase, aminopeptidase e dipeptidase ligadas a membrana das
microvilosidades do apice das células epiteliais. A atuacédo dessas enzimas sobre 0s
oligbmeros resulta na producdo de aminoécidos livres que sdo entdo absorvidos
(Jordao & Terra, 1991).

A atividade de aminopeptidase que foi demonstrada para Musca domestica &
restrita a membranas, especialmente de microvilosidades celulares (Espinoza-
Fuentes et al., 1987). A presenca de peptideo sinal, alca transmembrana e alta
expressdo (inferida pelo nimero de reads) da sequéncia APN(1) associado a
expressao restrita ao intestino médio torna a APN(1) uma forte candidata na
transcricdo da aminopeptidase intestinal (Espinoza-Fuentes et al., 1987; Jodédo &
Terra, 1991). A sequéncia da APN(2), mesmo sendo formada também por muitos
reads, apresenta uma expressao mais difusa, participando de outros processos que
nao a digestao extracelular. A APP, por sua vez, ndo apresenta peptideo sinal ou
mesmo alca transmembrana, participando, muito provavelmente, de processos
intracelulares.

Os resultados sugerem que a sequéncia de dipeptidase estudada nao deve

corresponder a dipeptidase descrita por Jorddo & Terra (1989), podendo ser uma
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enzima de espectro de atuagdo mais amplo que simplesmente a participagdo na

digestédo. Contudo, estudos mais detalhados s&o necessarios.

|—> Anterior <—|—> Médio <—|—> Posterior <_|
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Figura 28. Enzimas proteoliticas de Musca domestica. O esquema representa o intestino médio de
Musca domestica, as enzimas proteoliticas com a posi¢do na qual atuam (legenda no alto da figura) e
situacdo do conhecimento sobre elas (legenda na parte inferior a esquerda da figura). Os asteriscos
correspondem ao conhecimento produzido neste trabalho. Artigos: 1. Espinoza-Fuentes & Terra,
1987; 2. Espinoza-Fuentes et al., 1987; 3. Terra et al., 1988; 4. Jorddo & Terra, 1989; 5. Lemos &
Terra, 1991b; 6. Lemos & Terra, 1991a; 7. Jorddo & Terra, 1991; 8. Lemos & Terra, 1992a; Lemos &
Terra, 1992b; 10. Lemos et al., 1993; 11. Jord&o et al., 1996; 12. Cancado et al., 2007; 13. Padilha et
al., 2009; 14. Tamaki et al., ndo publicado.

A figura 28 resume como este trabalho contribui para o conhecimento da
digestdo de proteinas em Musca domestica. Podemos notar que os estudos de
carboxipeptidase e aminopeptidase aqui realizados garantem a base molecular para
as atividades enzimaticas descritas e caracterizadas em trabalhos anteriores. Com
isso, a digestdo intermediaria e final de Musca domestica pode agora ser descrita

com bases nos genes transcritos e nas sequéncias de aminoacidos que formam as
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enzimas. A descoberta da sequéncia que transcreve uma metaloproteinase, por sua
vez, abre caminhos para a descricdo e caracterizacdo de sua atividade proteolitica
nos tecidos digestivos da larva de Musca domestica.

5.3.2. Carboidrases

A hidrolise de amido se da inicialmente pela atuacado de uma amilase na porgéao
anterior de intestino médio (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987) e os oligdbmeros
gerados podem ser hidrolisados pela alfa-glicosidase de membrana (figura 24C).
Contudo, a maior atividade de amilase € verificada na porgcéo posterior do intestino
meédio (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). A digestdo do amido na porcao posterior
do intestino médio se inicia pela acdo de uma amilase dentro do espaco
endoperitréfico. Os oligbmeros gerados podem sofrer outros passos de hidrélise
ainda no espaco endoperitréfico pela acdo de uma alfa-glicosidase. Os oligbmeros
difundem entdo para o espaco ectoperitrofico sofrendo hidrolise por duas alfa-
glicosidases, uma presa ao glicocalix e outra presa a membrana microvilar (Jorddo &
Terra, 1991).

Como visto, Jordéo e Terra (1991) identificaram a presenca de trés atividades
de alfa-glicosidase na porcédo posterior do intestino médio: uma alfa-glicosidase
soltvel de baixo peso molecular, outra, também solavel, tipicamente associada ao
glicocdlix, de alto peso molecular e por ultimo uma ligada a membrana. A alfa-
glicosidase soluvel de baixo peso molecular e aquela ligada a membrana preferem
hidrolisar substratos maiores que maltotetraose diferindo da alfa-glicosidase
associada ao glicocalix que prefere hidrolisar substratos menores como maltose,
maltotriose e maltotetraose. O conjunto de graficos (figura 21A, B e C) explicita os
dados da literatura, dando a eles uma localizagdo mais precisa: a regiao proximal da
porcado posterior do intestino médio. As evidéncias indicam que a sequéncia de
maltase (alfa-glicosidase) codifica uma das duas enzimas solluveis, ndo havendo
qgualquer indicio de que esteja ligada a membrana. A sequéncia completa que
codifica a alfa-glicosidase pode ser utilizada na expresséo heterdloga e, no caso de
conseguir a enzima recombinante com atividade, seria possivel comparar 0s
parametros cinéticos com os apresentados por Jordao & Terra (1991). A figura 29
representa a contribuicdo deste trabalho para o conhecimento da digestdao de

carboidratos em Musca domestica.
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Figura 29. Carboidrases de Musca domestica. O esquema representa o intestino médio de Musca
domestica, as carboidrases com a posicado na qual atuam (legenda no alto da figura) e situacéo do
conhecimento sobre elas (legenda na parte inferior a esquerda da figura). Os asteriscos
correspondem ao conhecimento produzido neste trabalho. Artigos: 1. Espinoza-Fuentes & Terra,
1987; 2. Espinoza-Fuentes et al., 1987; 3. Terra et al., 1988; 4. Jorddo & Terra, 1989; 5. Lemos &
Terra, 1991b; 6. Lemos & Terra, 1991a; 7. Jorddo & Terra, 1991; 8. Lemos & Terra, 1992a; Lemos &
Terra, 1992b; 10. Lemos et al., 1993; 11. Jord&o et al., 1996; 12. Cancado et al., 2007; 13. Padilha et

al., 2009; 14. Tamaki et al., ndo publicado.
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6. CONCLUSOES

Os indicios de que absorcao de glicose no intestino de Musca domestica se dé
por transportadores do tipo SGLT, com a possivel participacdo de facilitadores do
tipo GLUT, permitem estabelecer um foco para futuros estudos.

A descricdo de sequéncias relacionadas ao tamponamento intestinal permitiu
ampliar a discussdo sobre tal processo. Ao detalhar os sitios de expressdo da
subunidade a da V-ATPase, do canal de cloreto e do transportador de amdnia foi
possivel testar 0 modelo de tamponamento proposto e indicar a participacdo de
outras moléculas no processo.

As atividades de carboxipeptidase, maltase e aminopeptidase descritas na
literatura foram testadas gerando sequéncias candidatas a codificarem as enzimas
de digestao terminal. Essa analise permitiu também elucidar a localizagdo dos sitios
de expresséo e, portanto, as zonas de secrecao de enzimas.

De maneira geral, este estudo contribuiu para a compreensdo de diversos
aspectos da digestdo de Musca domestica, elucidando questbes da particular
fisiologia digestiva desse inseto e trazendo ainda outras perguntas que seréao

fundamentais nas préximas abordagens experimentais.
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Apéndice 1. Primers utilizados em experimentos de RT-PCR.

Nome da Sequéncia

Nome do Primer

Sequéncia de Primer

Proteina ribosomal

SGLT

GLUT(1)

GLUT(2)

GLUT(3)

GLUT(4)

GLUT(5)

GLUT(6)

GLUT(7)

Subunidade G da V-ATPase

Subunidade F da V-ATPase

Subunidade a(Al) da V-
ATPase

Subunidade a(A2) da V-
ATPase

Subunidade a(A3) da V-
ATPase

Subunidade a(B1) da V-
ATPase

Subunidade a(B2) da V-
ATPase

Subunidade a(C) da V-
ATPase

Canal de Cloreto

Transportador de Amdénia

ContProtRibFw
ContProtRibRv
FW_MD_sglt_V_583
RV_MD_sglt_V_583
FW_tGlic_MD_lII_61
RV_tGlic_MD_lll_61
FW_tGlic_MD_lII1_69
RV_tGlic_MD_lll_69
FW_tGlic_MD_lI11_89
RV_tGlic_MD_ll11_89
FW_tGlic_MD_lIll_168
RV_tGlic_MD_ll11_168
FW_tGlic_MD_lIll_249
RV_tGlic_MD_ll1_249
FW_tGlic_MD_IV_1
RV_tGlic_ MD_IV_1
FW_tGlic_MD_IV_222
RV_tGlic_MD_IV_222
MdVatpaseG_Nt
MdVatpaseG_Ct
MdVatpaseF Nt
MdVatpaseF_Ct

MD_VATPsub_a_129 Il_FW
MD_VATPsub_a_129 I_RV

MD_VATPsub_a_130_Il_FW
MD_VATPsub_a_130_I_RV

MD_VATPsub_a_343_Ill_FW
MD_VATPsub_a_343_ll_RV

MD_VATPsub_a_36_IIl_FW
MD_VATPsub_a_36_lIl_RV

MD_VATPsub_a_432_IV_FW
MD_VATPsub_a_432_IV_RV

MD_VATPsub_a 356_V_FW
MD_VATPsub_a_356_V_RV
FW_MD_CI_Channel
RV_MD_CI_Channel
MdTransAmo_Rv
MdTransAmo_Fw

tcagtgggcaggttagactt
ccttgtgtatcagggtttatc
TGGTCCGTGGTCATTGGTGGC
CGCAGGTGACAGCCGACAGG
GGGCAGTGGCCTGTATGCCG
TGCAGCAGCCCCACAATGGG
GCACTGCCGTTGAGAGGCGT
TGGGGTCTCCTTAGGCGGCC
CTTGGGTCGGCTCGGCCATG
ACGACGTGTCAGGGCACTGC
GCCGCCGTCGGTTCGATGTG
AGGCCCATGTGGCGTCGTAT
CGCGTGCGTGAGGACTGTGT
CGCTGCCACGCACTTAGCCT
GGCCGCAGTATCCATGGGCTG
CACCGATGGCAAGGGCCCAA
CACACTGTTGGCGGCACGGT
AAGGCCAACAGGGCACTGCG
cgcggatccatgactagccaaacc
tggttctgcagttacttcttgtggtg
cgcggatccatggctttgcattca
ccggaattcttaacgaaccaaatc

TACGCCCGGTTGTGCTCCCT
ATCGTGTCCACCATGGCCGC

CCAACAGCAGAGGGGCCAGC
GCCACGGGCCAAAGCATTGC

GCAGGTGGCCGGAGCCAATA
CCAGCACCATGGGCAGCTGG

CAGCTCCCACACCGAGCGTG
AGCCGTGACCCAAATCGCCG

TTGTGGCCGGTGTCGTTGGC
GCAAATCGCGTTGGGCACCC

AGCGGCCTATGCCTGTGTCTCA
TGGGCTGGGGTGCTTCTGGA
TCGAGGCAACTCATCCGCCAA
CGGCCGGACACGATTGAGTG
gcatcgttttcggtaatgtt
tgcaggcaaatatgaaggacc



Aminopeptidase N(1)

Aminopeptidase N(2)

Aminopeptidase P

Dipeptidase

Maltase

Carboxipeptidase

Metaloproteinase

MdDipep_Fw
MdDipep_Rv
MdMalt_Fw
MdMalt_Rv
MdCarboxi_Fw
MdCarboxi_Rv
MdMetProt_Fw
MdMetProt_Rv

FW_MD_amino_104_105
RV_MD_amino_104_105
FW_MD_amino_171
RV_MD_amino_171
FW_MD_amino_24
RV_MD_amino_24
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ATGTTGGGCTCGTGGTCGCG
CCATTGGCCGTGGACCAGGG
CCCCGCCGATTTGTCTCGCA
ACACTGGTGGCGGTGGGAGT
AGTGTGGCCAGCTGGTTGGC
ACGGCCCAACTCCTCCCCAA
accaagtgccggctgcecttc
ctcaccagcactggcaa
tccegtgegtacceccttee
ggtaaccggccagggaacge
attgctcccgecactgecac
acgggtcttgcgecacatge
tggattgctccecgecactge
tgcgatcggtggtgtgggtg

Apéndice 2. Anotacédo e Classificacdo das Sequéncias. Tabelas com as anotacdes
atribuidas aos diferentes contigs e singlets originados da analise do sequenciamento
ao acaso. A divisdo foi feita de acordo com a funcao da proteina. Cada sequéncia
Gnica é individualizada por um numero “contign” e esta representado a esquerda. No
centro da tabela esta a anotacdo atribuida a sequéncia Unica. A direita da tabela é
representada a quantidade de reads que formam a sequéncia Unica.

Transporte
contig18 V-ATPase subunit F 2
contig34 V-ATPase M9 3
contig184 V-ATPase subunit G 1
Hidrolases
contig10 Lysozyme 1
contigl1 Lysozyme 1
contigl2 Lysozyme 2
contig13 Lysozyme 5
contigl4 Lysozyme 11
contig39 Trypsin 1
contig40 Trypsin 1




contig41 Trypsin 2
contig45 Trypsin 2
contig46 Chymotrypsinogen 2
contig47 Chymotrypsinogen 3
contig72 aspartic protease 1
unknown (Diptera conserved) protein/larval
contig105 | chymotrypsin 1
contig128 Ribonuclease 1
contig193 aspartic protease 1
contig206 carboxypeptidase A 2
contig207 carboxypeptidase A 2
metabolismo energético
contig2 NADH dehydrogenase subunit 5 2
contig20 acyl-CoA binding protein 4
contig21 cytochrome c oxidase subunit | 14
contig25 NADH dehydrogenase subunit 5 2
contig26 NADH dehydrogenase subunit 2 1
ubiquinol-cytochrome c reductase complex
contig35 | protein 1
contig36 cytochrome c oxidase polypeptide Vb 3
contig43 cytochrome b 4
contig49 cytochrome c oxidase subunit Il 1
contigh8 cytochrome ¢ 1
contig75 acyl-CoA-binding protein 7
contig80 cytochrome oxidase subunit Il 10
contig83 NADH dehydrogenase 1
contig87 ATP synthase FO subunit 6 9
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contig99 H+ transporting ATP synthase subunit e 1
contig101 NADH dehydrogenase subunit 5 3
contigl24 NADH dehydrogenase subunit 3 2
contig134 ATP synthase c-subunit 1
contig149 NADH dehydrogenase 1
contig152 cytochrome c oxidase subunit Vlic 1
contigl55 adenylate kinase 1
contig159 NADH dehydrogenase subunit 2 1
contig160 cytochrome b 1
contig164 NADH dehydrogenase 1
contig168 cytochrome cl1 1
contigl79 cytochrome b 1
contig181 ATP synthase epsilon chain 2
contig183 NADH dehydrogenase subunit 2 1
contig201 NADH dehydrogenase subunit 4 1
Proteinas Ribossomais
contig8 40S ribosomal protein S29 1
contig9 60S ribosomal protein L13a 3
contig29 ribosomal protein L41 3
contig42 60S ribosomal protein L32 1
contigb2 ribosomal protein L38 2
contigh4 ribosomal protein L37A 1
contig70 ribosomal protein L27A 2
contig73 ribosomal protein L12 1
contig76 ribosomal protein S28 7
contig81 ribosomal protein L37 10

84



contig94 60S acidic ribosomal protein P1

contig98 60S ribosomal protein L28

contig108 ubiquitin/ribosomal protein S30e fusion protein
contig109 40S ribosomal protein S2

contigl14 60S ribosomal protein L22

contig119 ribosomal protein S3a

contig135 ubiquitin/ribosomal protein S27Ae fusion protein
contig143 ribosomal protein S15e

contig150 ribosomal protein S13

contig162 mitochondrial ribosomal protein S36
contig166 40S ribosomal protein S11

contig169 60S acidic ribosomal protein P2

contig180 40S ribosomal protein S6

contig211 60s ribosomal protein L24

Fatores de Transcri¢cdo / Nacleo

contig82 histone H4

contig85 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
contig89 RAS GTP-binding protein

contig100 mediator complex subunit 9

contig147 enhancer of split m1 protein

contigl53 nucleoporin P54

contig161 Ras-related protein

contig189 C6 transcription factor

contig196 eukaryotic translation initiation factor 4A

Estruturais
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contigl5 actin depolymerizing factor
contig31 Mucin

contig90 myosin regulatory light chain
contig107 microfibrillar-associated protein
contig131 actin related protein 2/3 complex
contigl74 microtubule-binding protein
contigl77 Mucin

contigl78 Profilin

Transducédo de Sinal

contig84 Tetraspanin
contig106 gaba receptor protein
contig110 Tetraspanin
contig156 casein kinase

estresse oxidativo

contigh1 Metallothionein
contig62 Metallothionein
contig63 Metallothionein
contigb64 Metallothionein
contig65 Metallothionein

contig142

Metallothionein

86



87

Apéndice 3. Subunidades da V-ATPase encontradas no pirosequenciamento. O
conjunto das subunidades encontradas corresponde a V-ATPase completa. O gene
de Drosophila melanogaster que codifica a proteina com de maior identidade com a
proteina de Musca domestica esté representado na ultima coluna.

ene
Anotagcdo M. domestica Dominio Subunidade Completa D. melgnosgaster

MD_V-ATPase_subA V1 A + vha68-2
MD_V-ATPase_subB V1 B + vhab5
MD_V-ATPase_subC V1 C + vha44
MD_V-ATPase_subD V1 D + vha36
MD_V-ATPase_subE V1 E + vha26
MD_V-ATPase_subF V1 F + vhal4d
MD_V-ATPase_subG V1 G + vhal3
MD_V-ATPase_subH V1 H + vhaSFD
MD_V-ATPase_suba(Al) VO a vhal00-2
MD_V-ATPase_suba(A2) VO a + vhal00-2
MD_V-ATPase_suba(A3) VO a vhal00-1
MD_V-ATPase_suba(B1) VO a vhal00-2
MD_V-ATPase_suba(B2) VO a vhal00-2
MD_V-ATPase_suba( C) VO a vhal00-1
MD_V-ATPase_subc' VO c' + vhal6-3
MD_V-ATPase_subc" VO c" + vhaPPA1-1
MD_V-ATPase_sube VO e + vhaM9.7-2
MD_V-ATPase_subd VO d + vhaC39



