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RESUMO

MARTINS, L. M. Analise do transcriptoma de Podalia orsilochus (Cramer, 1775). 2016. 131 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S3o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

A classe dos insetos representa 55 % de toda a biodiversidade existente na terra e
aproximadamente 85 % de todos os animais. Os insetos sdo capazes de sobreviver em
diversos ecossistemas do planeta, com exce¢do ao ambiente marinho profundo e as regides
polares. Assim como todos os seres vivos, os insetos estdo constantemente expostos a
ameaca de infeccdo microbiana, contudo, permanecem livres de infec¢des na maior parte do
tempo. Essa capacidade de sobrevivéncia aliada a larga distribuicdo dos insetos em regides
com caracteristicas totalmente diferentes tem estimulado as pesquisas de novos agentes
terapéuticos nesta classe de artréopodos, uma vez que ja foram encontrados diversos
componentes de mecanismos inespecificos de combate a infeccdo, sendo possivel sua
aplicagdao no controle de diversas doengas. Todavia, apesar de um grande numero de
moléculas envolvidas em respostas de defesa ter sido identificado a partir de diferentes
espécies de insetos, pouca informagado sobre suas aplicagdes esta disponivel. Desta maneira,
conhecer os constituintes moleculares que sao vitais para sobrevivéncia dos insetos, tornou-
se meta de diversos trabalhos que buscam elucidar e descobrir novas moléculas bioativas de
interesse, visando a produ¢ao de biofarmacos mais eficazes e de menores custos, e de
potencial para a elaboragao de novos métodos de controle de doengas. Desta forma, o
presente trabalho elucida o perfil transcriptémico geral da espécie Podalia orsilochus
(Cramer, 1775), que representa um lepidéptero presente na fauna brasileira e neotropical,
gue ha tempos é conhecido por sua importancia médica em casos de erucismo, mas pouco
se sabe sobre sua biologia e ecologia, ndo existindo estudos que visam conhecer os
mecanismos bioldgicos envolvidos na sua resposta de defesa contra os diversos
microrganismos que podem causar infecgdes em seu habitat natural. Para tanto, estudamos
os principais transcritos do tegumento desta espécie através de uma analise transcriptomica
dos genes expressos nesse tecido durante sua fase larval. Para a realizacdo deste trabalho o
mMRNA do tegumento da P. orsilochus foi extraido e, a partir desta amostra, foram realizados
diversos protocolos com a finalidade da obtencdo do transcriptoma. O pirosequenciamento
da amostra foi realizado, seguido pelas montagens dos contigs através do programa CLC-
Genomics e pelas analises das sequéncias geradas através do programa Blast2GO. Com os
dados gerados através das anadlises dos contigs foi possivel inferir as sequéncias
predominantes, os numeros de sequéncias com fun¢Ges moleculares e localizagOes
relacionadas, assim como a porcentagem de sequéncias com a presenga de peptideo sinal
para secrecdo de proteina, sinal de proteina transmembranica e as classes de enzimas
encontradas nos transcritos provenientes de P. orsilochus. A partir dessas informagdes, as
sequéncias encontradas foram categorizadas e alguns transcritos foram selecionados para
uma avaliagdo mais aprofundada. Os dados preliminares obtidos nesse trabalho sugerem a
presenca de diversos fatores envolvidos em processos ligados a imunidade, tendo sido
encontrados transcritos regulatérios da resposta imune, representantes de familias de
AMPs, inclusive um AMP encontrado apenas em espécies de Lepidépteros. Como
consequéncia, os transcritos obtidos permitirdao o auxilio em pesquisas posteriores, seja para
comparagao, citagao ou conhecimento biolégico e relagdes de filogenia do animal.

Palavras-chave: Podalia. Transcriptoma. Proteinas. Imunidade inata.



ABSTRACT

MARTINS, L. M. Transcriptome analysis of Podalia orsilochus (Cramer, 1775). 2016. 131 p.
Masters thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S3o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

The class of insects is 55% of the existing biodiversity on land and about 85% of all animals.
The insects are able to survive in diverse ecosystems on Earth, except the deep marine
environment and the polar regions. As with all living beings, the insects are constantly
exposed to the threat of microbial infection, however, remain free of infection for most of
the time. This survivability combined with the wide distribution of insects in areas with
totally different characteristics has stimulated research into new therapeutic agents this
arthropod class, as have been found various components of nonspecific mechanisms to fight
infection, making it possible its application in control various diseases. However, despite a
large number of molecules involved in defense responses have been identified from various
species of insects, little information is available on their applications. In this way, knowing
the molecular constituents which are vital for survival of insects, it has become target of
several works that explain and discover new bioactive molecules of interest, aimed at
producing more effective biopharmaceuticals and lower costs, and potential for
development of new disease control methods. Thus, this study elucidates the general
transcriptomic profile of the kind Podalia orsilochus (Cramer, 1775), which is a gift
lepidopteran the Brazilian and Neotropical fauna, which has long been known for its medical
importance in cases of erucism, but little is known about their biology and ecology, there are
no studies that aim to understand the biological mechanisms involved in its defense
response against various microorganisms that can cause infections in their natural habitat.
We studied the major transcripts of the integument of this species through a transcriptomic
analysis of genes expressed in that body during its larval stage. For this work the mRNA of
the seed coat of P. orsilochus was extracted and, from this sample were conducted various
protocols for the purpose of obtaining the transcriptome. The sample pyrosequencing was
carried out, followed by the assembly of contigs using CLC-Genomics program and the
analysis of sequences generated through Blast2GO program. With the data generated
through the analysis of the contigs was possible to infer the predominant sequences, the
number of sequences with molecular related functions and locations, as well as the
percentage of sequence with the presence of signal peptide for protein secretion
transmembrane protein signal and classes of enzymes found in the transcripts from P.
orsilochus. From this information, the sequences found were categorized and some
transcripts were selected for further evaluation. Preliminary data obtained in this work
suggest the presence of several factors involved in processes related to immunity, having
been found regulatory transcripts of the immune response, representatives of MPAs
families, including an AMP found only in species of Lepidoptera. As a result, transcripts
obtained will aid in later searches, either for comparison or reference biological knowledge
and animal phylogenetic relationships.

Keywords: Podalia. Transcriptome. Proteins. Innate immunity.
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1 INTRODUCAO

Os seres humanos e outros seres vivos estdo constantemente expostos a ameaga de
infeccdo microbiana, acreditava-se que grande parte dessa protecdo contra essas infeccoes
era fornecida exclusivamente pelo sistema imune adaptativo. No entanto, levantou-se a
questdo sobre como as plantas e insetos, que carecem de um sistema imunitario adaptativo,
também permanecem livres de infec¢des na maior parte do tempo. A resposta para essa
pergunta pode estar em mecanismos de acdo e moléculas bioativas que atuam em uma
resposta de defesa inespecifica, realizada pelo sistema imune inato (PHOENIX; DENNISON;
HARRIS, 2013).

Devido ao rapido desenvolvimento de bactérias patogénicas resistentes aos
antibiodticos cldssicos nos ultimos anos (MOELLERING, 1998), estudos intensivos foram
realizados em busca de antimicrobianos mais eficazes (ANDREU; RIVAS, 1999;
LOWENBERGER, 2001).

Os insetos atraem a atencdo dos cientistas tanto para a compreensao da biologia
basica do sistema imunoldgico como para a procura de modelos moleculares para desenho
de novas drogas antibidticas, uma vez que ja foram encontrados diversos componentes de
mecanismos inespecificos de combate a infec¢do, sendo possivel sua aplicacdo no controle
de diversas doengas. Contudo, apesar de um grande niumero de moléculas envolvidas em
respostas de defesa ter sido identificado a partir de diferentes espécies de insetos, pouca
informacado sobre suas aplicagdes esta disponivel, assim como os fatores envolvidos nas suas
atividades e o local especifico de acao (TIAN et al., 2010; ZHAO et al., 2010).

Desta maneira, conhecer os constituintes moleculares, como genes e/ou proteinas,
gue sdo vitais para sobrevivéncia dos insetos, tornou-se meta de diversos trabalhos.
Trabalhos esses que buscam elucidar e descobrir novas moléculas de interesse
biotecnoldgico e farmacolégico, visando a producdo de biofarmacos mais eficazes e de
menores custos, e de potencial para a elaboracdo de novos métodos de controle de doencas
(PAUCHET et al., 2010; POIVET et al., 2013; VOGEL et al., 2011).

Tecidos de diversos insetos sdo coletados e processados por métodos moleculares e
bioquimicos, e analisados em abordagens gendmica, transcriptdmica e protedmica. Todos
esses estudos visam descobrir moléculas de interesse biotecnolégico ou simplesmente genes

com histérias evolutivas que poderiam solucionar determinadas definicGes sistematicas,
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filogenéticas e taxdbmicas de um grupo especifico (PAUCHET et al., 2010; POIVET et al., 2013;
VOGEL et al., 2011).

Desta maneira, o presente trabalho elucida o perfil transcriptomico geral de uma
espécie de Lepidoptero presente na fauna brasileira e neotropical, que é ha tempos
conhecido por sua importancia médica em casos de erucismo, mas pouco se sabe sobre sua
biologia e ecologia, ndo existindo estudos que visam conhecer os mecanismos bioldgicos
envolvidos na sua resposta de defesa contra os diversos microrganismos que podem causar
infeccdes em seu habitat natural. Para tanto, estudamos os principais transcritos do
tegumento da espécie de Podalia orsilochus (Cramer, 1775) através de uma andlise

transcriptomica dos genes expressos nesse tecido durante sua fase larval.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A ordem Lepidoptera

A ordem de insetos Lepidoptera representa a segunda maior ordem em numero de
espécies de insetos, com uma estimativa de cerca de 160.000 espécies descritas desde 1758
(CHAPMAN, 2009; MALLET, 2007). Contudo, a estimativa total mundial varia de 255.000
(HEPPNER, 1991) a 500.000 espécies (KRISTENSEN; SKALSKI, 1999). De acordo com algumas
estimativas mais recentes, o niumero de espécies de Lepidoptera descritas sé pode ser
excedido por besouros e plantas com flores (VAN NIEUKERKEN et al., 2011).

Os lepiddpteros possuem a segunda maior diversidade de insetos do planeta e
podem ser encontrados em quase todas as regides do mundo e em grande variedade de
habitats, principalmente em regides tropicais (Figura 1) (ISERHARD; ROMANOWSKI, 2004). A
Tabela 1 mostra os numeros globais das espécies descritas em cada regido biogeografica e a
média de espécies encontradas por area. A regido Neotropical conta com numero
aproximado de 45.000 espécies (Tabela 1), porém, estima-se que a diversidade real de
espécies nessa regido biogeografica seja entre 71.000 e 79.000 espécies, pois o0 numero de
espécies descritas certamente é provisério, devido a espécies frequentemente encontradas
ainda ndo inventariadas e a pequena representatividade de areas amostradas (SILVA et al.,
2011). Apesar das pesquisas sobre a diversidade bioldgica serem consideradas incipientes,
somente no Brasil, mais de 5.000 espécies ja foi descrita (CARDOSO; HADDAD JR, 2005;
ISERHARD; ROMANOWSKI, 2004; SILVA et al., 2011).

I:[ Neartico
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Figura 1 - Regides biogeograficas onde se distribuem as espécies da ordem Lepidoptera.
Fonte: http://www.nature.com/scitable/knowledge/library/factors-affecting-global-climate-17079163.
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Acesso em: 13/11/2015.

Tabela 1 - Distribuicdo regional da diversidade de espécies de Lepidoptera.

PAL NEA NET AFT INA
Espécies 22,465 11,532 44,791 20,491 47,286
Espécies/area 1.2 1.3 6.3 2.1 6.3

PAL: Palaeartico; NEA: Neartico; NET: Neotropical; AFT: Afro-tropical; INA: 'Indoaustraliano'.
Fonte: Adaptacdo de Heppner, J. B. (1991).

O grupo inclui insetos com dois pares de asas membranosas cobertas de escamas e
pecas bucais adaptadas a sucgdo. Existe grande diversidade de formas e comportamentos
dentre os lepidépteros. E comum em vdrias espécies, tanto na fase adulta quanto na larval, o
uso de aposematismo, mimetismo e camuflagem, como meios de defesa contra predadores
(LEPESQUEUR, 2012).

Muitos Lepiddpteros sdo voadores eficazes, em comum com libélulas e alguns grupos
de moscas, vespas e abelhas, mas diferentemente da maioria dos grupos de insetos
voadores, que sdo voadores menos eficazes ou voam pouco. Assim, o poder de dispersao
desses insetos varia, bem como a capacidade dos Lepiddpteros e outros insetos voadores
colonizarem novos habitats ou ilhas ser qualitativamente maior do que para outros grupos
de insetos (COCK, 2003).

Informalmente a ordem é dividida em dois grupos: Rhophalocera, que compreende o
grupo de insetos conhecidos como borboletas, e Heterocera, que compreende o grupo de
insetos conhecidos como mariposas (CARDOSO; HADDAD JR, 2005). A divisdo da ordem
Lepidoptera em Rhophalocera e Heterocera é baseada em diferentes critérios.

O grupo Rhophalocera ou borboletas apresenta como principais caracteristicas a
atividade diurna, o corpo fino e alongado, as antenas retilineas, as asas geralmente
coloridas, com as marca¢Bes sendo muitas vezes em ambas as superficies superior e inferior
das asas, o dobramento das asas para cima quando em repouso e a metamorfose ocorrer
dentro de uma estrutura rigida denominada crisalida (CARDOSO; HADDAD JR, 2005; COCK,
2003).

O grupo Heterocera ou mariposas apresenta como principais caracteristicas a
atividade maioritariamente noturna ou crepuscular, o corpo arredondado e robusto, as

antenas bastante variadas conforme a espécie, mas normalmente em forma de plumas, as
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asas com coloragao monotona, com as marcagdes em grande parte restritas a superficie
superior da asa, pouso com as asas abertas e a metamorfose do grupo ocorrer dentro de um
casulo mole, geralmente formado pelas cerdas presentes nas larvas (CARDOSO; HADDAD JR,
2005; COCK, 2003).

A proporgdo de espécies de lepiddpteros é de uma borboleta para 10 mariposas, mas
apesar de toda a diversidade de mariposas, o grupo apresenta iniUmeros problemas
relacionados a taxonomia, a biologia dos imaturos e suas relacbes ecoldgicas com as
caracteristicas das plantas hospedeiras (LEPESQUEUR, 2012).

Todos os lepiddpteros tém o mesmo tipo de desenvolvimento, passando pelas fases
de ovo, larva ou lagarta, pupa ou crisdlida e adulto (imago), ou seja, apresentam evolugao
completa ou holometabdlica variando apenas os periodos conforme a espécie. As lagartas
sdo os representantes dos lepidépteros que se encontram na fase larval (CARDOSO;
HADDAD JR, 2005) e iniciam seu ciclo bioldgico através da eclosdo dos ovos provenientes do
acasalamento dos adultos (borboletas e mariposas machos e fémeas). Apds a cépula fazem
as posturas de seus ovos nas folhas e galhos de arvores frutiferas comestiveis, como o
abacateiro, ameixeira, pessegueiro, comuns em pomares ou mesmo em arvores nativas
dentro das matas. Apds um tempo variado de acordo com a espécie, as larvas eclodem dos
ovos, passando a se alimentar das folhas da planta hospedeira (LEPESQUEUR, 2012).

Os lepiddpteros, durante a fase larval, constituem a maior radiagdo entre os insetos
fitofagos (SCOBLE, 1995) e podem ser utilizados para estudos ambientais sobre a
biodiversidade pela importancia na dindmica de ecossistemas, agindo como desfolhadores,
decompositores, presas, hospedeiros e polinizadores. Além disso, os lepidopteros possuem o
status de bioindicadores de qualidade de vegetagao em diferentes tipos de habitats,
respondendo rapidamente as alteragGes ambientais (KITCHING et al., 2000).

Esses animais geralmente vivem em grupos, podendo ser encontrados nos troncos
das arvores durante o dia. A maioria dos lepidépteros ndo causa prejuizos ao homem. As
lagartas podem por sua vez causar danos em lavouras para se alimentar, mas fertilizam o
solo com as fezes, e algumas sdo importantes comercialmente, como a Bombix mori, que é
conhecida como bicho-da-seda. Durante o periodo larval, que varia de acordo com a espécie,
as lagartas trocam de pele (ecdise) varias vezes, aumentando consideravelmente de

tamanho (CARDOSO; HADDAD JR, 2005).



23

Apds a ultima ecdise, elas se transformam em pupas, mantendo-se nesta fase
imoveis, por periodo variado conforme a espécie e alojando-se preferencialmente na base
das arvores sob o humus, onde a umidade é alta. Esta é uma fase importantissima no
desenvolvimento do lepiddoptero devido as mudangas morfoldgicas e fisioldgicas que
ocorrem. Apds o periodo de pupa, emergem os adultos machos e fémeas, alados,
reiniciando o ciclo biolégico (CARDOSO; HADDAD JR, 2005).

Muitos dos lepidépteros adultos possuem um tempo de vida extremamente curto,
vivendo em média 15 dias, sendo em muitos casos apenas o periodo necessdrio para
a reproducdo. Geralmente nestes casos, o animal adulto possui o aparelho bucal atrofiado,
por isso ndo se alimentam, sendo necessdrio acumular toda a energia para viver essa fase
durante o estagio larval. As espécies que se alimentam na fase adulta o fazem através da
succdo de liquidos, geralmente o néctar de flores ou o sumo de frutos em decomposicao.
Muitas espécies tem papel fundamental na polinizacdo de diversas plantas (KITCHING et al.,
2000).

Muitas familias formam a ordem Lepidoptera e poucas efetivamente causam
problemas ao homem. Os acidentes causados por lepidépteros sdo divididos em dois tipos,
lepidoterismo e erucismo. A palavra Lepidoptera provém do grego, sendo que lepis, idos e
ptera, significa asa escamosa, por isso, o termo lepdopterismo se destina aos acidentes
desencadeados pelo contato com as formas adultas aladas de borboletas e mariposas. As
dermatoses provocadas pelo contato com os exemplares alados sdo mais raras, sendo
escassa a literatura a respeito (CARDOSO; HADDAD JR, 2005).

O erucismo (do latim eruca = larva) trata-se de acidente mais comum e mais grave,
desencadeados pelo contato com algumas lagartas, que como forma de defesa para evitar a
predacdo da espécie, apresentam toxinas nas cerdas que revestem seu corpo. Com os seres
humanos os contatos sdo acidentais ou por motivos profissionais. Embora esse tipo de
acidente seja subnotificado, é sem duvida o acidente por animal peconhento mais comum
no pais (CARDOSO; HADDAD JR, 2005; NETO, 2003).

O erucismo esta associado principalmente a trés familias de mariposas na fase larval:
Arctiidae, Saturniidae e Megalopygidae e o formato das cerdas permite o reconhecimento
de duas das principais familias envolvidas com acidentes: a familia Saturniidae, que
apresenta cerdas esparsas cujo aspecto lembra pequenos pinheiros, fator caracteristico e

decisivo para a identificacdao da familia. Os géneros importantes sdao: Automeris, Dirphia,
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Hylesia e Lonomia; ja a familia Megalopygidae apresenta cerdas finas e abundantes em todo
o corpo. Os géneros mais importantes da familia Megalopygidae sdo Podalia e Megalopyge e
entre as espécies de interesse desta familia podemos citar: Podalia orsilochus, conhecida
como Taturana-gatinho ou Taturana-cachorinho, Megalopyge lanata e Megalopyge albicollis

(CARDOSO; HADDAD JR, 2005; MORAES, 2003).

2.1.1 Um breve historico sobre filogenia, taxonomia e classificagbes atuais da ordem
Lepidoptera

A ordem Lepidoptera constitui um grupo monofilético originado de um ancestral do
periodo Jurassico, ha cerca de 200 milhdes de anos (GRIMALDI; ENGEL 2005). A monofilia do
grupo esta firmemente estabelecida por um conjunto de sinapomorfias de suas linhagens
basais constituintes. Varias apomorfias indiscutivelmente exclusivas dos lepiddpteros ja
foram identificadas e a grande maioria dessas caracteristicas em questdo ocorre no inseto
adulto. A posicdo do grupo dentro da hierarquia de insetos é igualmente bem estabelecida
(KRISTENSEN et al., 2007; KRISTENSEN; SKALSKI 1999).

Apesar da hierarquia e da monofilia do grupo ser bem estabelecida, os
representantes dessa ordem s3o muito mais homogéneos, estruturalmente e
ecologicamente, do que outros grupos de insetos. A combinacdo da pouca diversidade
estrutural e o grande numero de espécies sdo fatos que podem impedir o avang¢o no
tratamento taxon6mico de um grupo animal (KRISTENSEN et al., 2007, LEPESQUEUR, 2012).

Alguns pontos-chave na histéria da classificacdo dos lepidépteros foram dados por
Scoble (1992), porém, o mais proeminente marco no inicio da classificacdo foi dado por
Linnaeus, com a publicacdo da 102 edicdao do Linnaeu’s Systema Naturae em 1758, que
representa o inicio da nomenclatura zooldgica aceita pelo Cddigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica. Embora trabalhos publicados sobre a histéria natural dos
lepidopteros remontam a Aristételes (384-322 a.C.) e a outros autores pré-Linnaeus, entre
eles, Albertus Magnus, Marcel Malpighius, Jan Swammerdam, René Réaumur, e Charles De
Geer, que fizeram contribui¢des significativas, foi Carolus Linnaeus que forneceu uma
classificacdo abrangente para a época (KRISTENSEN et al., 2007).

Linnaeus baseou sua classificacdo nas caracteristicas das antenas e asas, em

particular a posicdo das asas em repouso, e sobre se os insetos voavam de dia ou de noite.
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Ele também levou em conta as pecas bucais e observou que as antenas das borboletas eram
associadas, e que algumas espécies, que ele chamou de “Bombyces”, carecia de uma lingua
(KRISTENSEN et al., 2007).

Linnaeus reconheceu trés principais divisGes de Lepidoptera - Papilio, Sphinx e
Phalaena. Phaleana foi dividida em sete subgrupos, que ainda sdo usados por nove
superfamilias. Seguindo a sequéncia proposta por Linnaeus estas superfamilias sao:
Papilionoidea, Sphingoidea, Bombycoidea, Noctuoidea, Geometroidea, Tortricoidea,
Pyraloidea, Tineoidea, e Alucitoidea. A contribuicdo de Linnaeus foi notavel e,
evidentemente, seu sistema é incorporado em nossa classificagao ainda hoje (KRISTENSEN et
al., 2007).

Sistematicamente, a ordem atualmente é dividida em quatro subordens:
Zeugloptera, Dachnonypha, Monotrysia e Ditrysia. Anualmente, sdo descritas em média,
pouco mais de mil novas espécies, com isso, a classificacdo dos lepiddpteros vem sofrendo
constantes modificagdes. A classificagdo mais utilizada atualmente é a adotada pela edigao
do Handbook of Zoology (1998) (Tabela 2), onde constam 47 superfamilias, nas quais estdo
reunidas 124 familias, sendo 52 delas com classificacdo de subfamilias (COCK, 2003;

KRISTENSEN et al., 2007; KRISTENSEN, 1998).

Tabela 2 - Lista das superfamilias da ordem Lepidoptera

BORBOLETAS Bombycoidea Geometroidea Micropterigoidea Sesioidea
Hesperioidea Calliduloidea Gracillarioidea Mimallonoidea Simaethistoidea
Papilionoidea Choreutoida Hedyloidea Mnesarchaeoidea Thyridoidea
Copromorphoidea Hepialoidea Neopseustoidea Tineoidea
MARIPOSAS Cossoidea Heterobathmioidea Nepticuloidea Tischerioidea
Acanthopteroctetoidea  Drepanoidea Hyblaeoidea Noctuoidea Tortricoidea
Agathiphagoidea Epermenioidea Immoidea Palaephatoidea Urodoidea
Alucitoidea Eriocranioidea Incurvarioidea Pterophoroidea Whalleyanoidea
Andesianoidea Galacticoidea Lasiocampoidea Pyraloidea Yponomeutoidea
Axioidea Gelechioidea Lophocoronoidea Schreckensteinioidea Zygaenoidea

Lista das 47 superfamilias da ordem Lepidoptera, destacando em cinza e sublinhado a superfamilia
Zygaenoidea.
Fonte: Adaptacdo de Kristensen, N. P. (1998).

Das 47 superfamilias de lepiddpteros, apenas duas, Hesperioidea e Papilionoidea, sdo
consideradas borboletas e, estdo distribuidas nas seguintes familias: Hesperiidae,

Papilionidae, Pieridae, Nymphalidae, Lycaenidae e Riodinidae. As superfamilias Hesperioidea
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e Papilionoidea juntas correspondem a 12% do total de espécies da ordem Lepidoptera
(cerca de 22.000 espécies). As superfamilias e suas respectivas familias restantes sao
designadas para mariposas (COCK, 2003).

A superfamilia Zygaenoidea é composta por 16 familias, que sdo amplamente
distribuidas pelo mundo. Os exemplares incluidos nessa superfamilia tém por caracteristicas
a presenga de uma nervura mediana visivel dentro das células discoidais em suas duas asas,
além de apresentarem na asa posterior trés nervuras livres na regido anal. Em geral, os
palpos maxilares sao rudimentares e os palpos labiais sdo moderados. Ocelos muitas vezes
bem pequenos, porém presentes, e espiritromba bem desenvolvida (EPSTEIN et al., 1999).

Dentro da superfamilia Zygaenoidea encontra-se um grupo monofilético denominado
“Grupo Limacodidae”, que representa o grupo mais rico em espécies e o mais difundido
entre os grupos monofiléticos de mariposas. O grupo Limacodidae abrange cinco familias,
Zygaenidae, Megalopygidae, Aididae, Dalceridae e Limacodidae, que se encontram
distribuidas em todo o mundo, mas principalmente no Novo Mundo (EPSTEIN, 1996,
LEPESQUEUR, 2012).

O cladograma ilustrado na figura 2 apresenta as cinco familias pertencentes ao grupo
Limacodidae, onde se encontra em destaque a familia Megalopygidae, a qual pertence a

espécie objeto deste trabalho.

Zygaenidae
Megalopygidae
Superfamilia Zygaenoidea
Aididae
"Grupo Limacodidae"
Dalceridae
Limacodidae

Figura 2 - Cladograma do grupo Limacodidae (Zygaenoidea) baseado na analise de

parcimonia de caracteres de adultos e imaturos, evidenciando a familia Megalopygidae.
Fonte: Adaptacdo de Epstein, M. E. (1996).
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O grupo Limacodidae é caracterizado pela presenca de cabeca retrétil, presenca de
falsas pernas nos segmentos abdominais A2-A7 e por apresentar superficie ventral flexivel
durante o estagio larval. Existe uma grande diversidade de formas larvais no grupo
Limacodidae, embora as larvas pertencentes ao grupo sejam conhecidas por lagartas
espinhosas que podem causar dermatite. As lagartas das familias Limacodidae,
Megalopygidae e Dalceridae sdo pragas econOmicas de palmas e outras culturas de
plantagao nos trépicos (EPSTEIN, 1996).

O relacionamento entre as familias do grupo Limacodidae ainda é mal compreendido,
devido, em grande parte, a um conhecimento incompleto dos estagios imaturos e a escassez
de estudos morfolégicos detalhados tanto dos estdgios imaturos quanto dos adultos

(EPSTEIN, 1996; LEPESQUEUR, 2012).

2.2 A familia Megalopygidae

Megalopygidae (do grego Mega = grande e pyge = nadega, parte posterior do corpo)
€ o nome dado a uma familia representada por mariposas que sao, atualmente,
consideradas limitadas ao Novo Mundo, e encontradas primariamente na regido neotropical,
com poucos representantes na América do Norte e Africa (EPSTEIN et al., 1999; HEPPNER,
1991). Apenas duas subfamilias (Megalopyginae e Trosiinae) sdao reconhecidas atualmente
(EPSTEIN, 1996; LEPESQUEUR, 2012).

A familia Megalopygidae possui 232 espécies descritas (BECKER, 1995; EPSTEIN, 1999,
LEPESQUEUR, 2012). Provavelmente, acima de 50% do total das espécies descritas sao
encontradas no Brasil, porém, essas informac¢des ainda sdo incipientes e bastante
fragmentadas, ndo existindo dados completos sobre a diversidade do grupo em qualquer
regido ou bioma brasileiro (LEPESQUEUR, 2012). Apenas na cidade de Sao Paulo, estima-se a
ocorréncia de 57 espécies, em ltatiaia sdo encontradas 54 espécies e no estado do Rio
Grande do Sul, 23 espécies (BROWN JR; FREITAS, 1999; SPECHT et al., 2004).

As primeiras espécies de Megalopygidae foram descritas por Cramer, em 1775, como
Phalaena dimas e Phalaena orsilochus. Como a familia Megalopygidae foi estabelecida
somente em 1855, por Herrich-Schaffer, estas espécies pertenceram a diferentes familias e

somente cerca de 150 anos depois, essas espécies foram revistas por Dyar (1910) e Hopp
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(1934), respectivamente, e incluidas em Megalopygidae como Trosia dimas e Podalia
orsilochus (BECKER, 1995; LEPESQUEUR, 2012).

Os séculos XIX e XX foram marcados por grandes lepidopterologistas e taxbnomos, e
mais de 94% das espécies de Megalopygidae atuais foram descritas entre 1850 e 1950

(BECKER, 1995; LEPESQUEUR, 2012).

2.2.1 Ecologia e caracteristicas morfologicas dos Megalopygideos

O ciclo bioldgico e desenvolvimento da familia Megalopygidae, assim como outros
lepidopteros, apresentam evolugao completa ou holometabdlica, variando apenas os
periodos conforme a espécie (KAWAMOTO; KUMADA, 1984).

Os adultos de Megalopygidae compreendem mariposas de corpo robusto,
densamente piloso, com envergadura alar variando de dois a 11 cm, sendo a maioria de
tamanho mediano (COSTA LIMA, 1945). Possuem asas anteriores e posteriores apicalmente
arredondadas, acetinadas ou aveludadas com areas revestidas por cerdas crespas ou
onduladas. As asas podem apresentar variadas colora¢gdes como: totalmente branca, rdseas,
vermelhas e, ainda, podem apresentar tons de laranja e amarelo, marrom ou cinza com
manchas pretas ou pardas (EPSTEIN et al., 1999; LEPESQUEUR, 2012). Exemplos dessa

variacdo cromatica podem ser observados na Figura 3.

Trosia ax Trosia mgropunctigera  Fdebessa bicolor
Dognin, 1923 Fleicher, 1982 (Moschler, 1833)

NENE e ¥

I.Mnﬁ.:.-mh_-n FEVOCTIS f.{ﬁ'.l'h"'-\:n'-’ﬂn'ﬂ't Negalopyan lecce Podalio anslipe
R Felder, 1874 Walker, 1856 (Druce, 1390) (Boisduval, 1833)

Norape sp

Figura 3 - Exemplos da variacdo cromatica das asas de algumas espécies membros da familia

Megalopygidae.
Fonte: Adaptacédo da figura de Lepesqueur, C. (2012).
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Pode ser identificado o dimorfismo sexual do grupo através de diferencas no
tamanho corporal, onde os machos sdao menores que as fémeas, assim como através das
antenas, onde a dos machos sdo bipectinadas e a das fémeas sdo serreadas ou pectinadas
com dentes curtos (EPSTEIN et al., 1999; LEPESQUEUR, 2012).

Em geral, as mariposas acasalam durante a noite ou ao anoitecer (NATION, 2002).
Machos e fémeas podem acasalar mais de uma vez resultando em um numero maior de
fecundagdes (WARD; LANDOLF, 1995). A idade dos adultos pode influenciar a fertilidade de
ambos os sexos, assim como a temperatura, que pode afetar indiretamente a reprodugao
por alterar a frequéncia de cdpulas, maturacdo ovariana, metabolismo e nutricio (CREMA;
CASTELO BRANCO, 2004). Os adultos vivem em média 15 dias, a maioria das espécies
apresenta aparelho bucal rudimentar ou ausente e, por isso, nesta fase do ciclo, ndao se
alimentam (SCOBLE, 1995).

Os ovos provenientes desse grupo medem 1,2 x 0,6 x 0,6 mm, sdo cilindricos ou
elipsoides, amarelados e cobertos com cerdas provenientes do final do abdome da fémea. A
oviposi¢do apresenta entre 30 a 50 ovos, dependendo da espécie e ocorre geralmente, nos
meses de janeiro a margo, onde os ovos sdo dispostos em fileiras Unicas ou duplas
diretamente nas plantas que servirdao de alimento para as lagartas, eclodindo em média,
uma semana apos a postura (COSTA LIMA, 1945; PEREIRA; HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2003;
SCOBLE, 1995).

Em uma andlise sistematica, a morfologia das lagartas da familia Megalopygidae
difere das demais familias da ordem Lepidoptera, por apresentarem nos segmentos
abdominais, um numero maior de falsas pernas (n=7), enquanto lagartas de outras familias
apresentam menos pares de pernas nesses segmentos (n=5). Essas falsas pernas,
denominadas larvépodes, possuem ganchos e estdo situadas nos segmentos abdominais A3
a A6 e hd mais dois pares localizados nos segmentos A2 e A7, podendo, porém, serem
desprovidos de ganchos (Figura 4) (BARTH, 1954; DUARTE et al., 2012). O segmento anal
(A9) também apresenta larvopodes, com ganchos uniordinais (COSTA LIMA, 1945; EPSTEIN
et al., 1999; SCOBLE, 1995).

A presenca de grandes almofadas membranosas nos larvépodes e de sensilas
digitiformes na regido proximal dos espirdculos foi considerada como caracteristica peculiar

(apomorfica) dos Megalopygidae (EPSTEIN et al., 1999; SPECHT; CORSEUIL, 2008).
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A)
B) Segmentas tordcicos Segmentas abdominals
Cabega
(@ Parte bucal
Pernas articuladas
Lagartas de outras familias de Lepidoptera D Auséncia de pernas
Pernas falsas
C) Segmentos toracicos Segmentos abdominais

Lagartas da familia Megalopygidae

Figura 4 - Morfologia externa das lagartas.

Legenda: (A) Lagarta de Norape sp. (familia Megalopygidae) (visdo ventral) evidenciando os setes pares de
larvopodes, sendo A2 e A7 desprovidos de pernas. T1-3 = segmentos toracicos; A1-9 = segmentos abdominais.
(B) Esquema representando a morfologia externa de lagartas de outras familias. (C) Esquema representando a
morfologia externa das lagartas da familia Megalopygidae.

Fonte: (A) Lepesqueur, C. (2012); (B e C) Adaptagdo de Barth, R. (1954).

As lagartas dessa familia sdo polifagas, ou seja, alimentam-se de folhas de plantas de
familias taxonomicamente diversas (LEPESQUEUR, 2012), podendo trocar de alimento

durante o desenvolvimento da lagarta (COSTA LIMA, 1945). Algumas espécies tém sido
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referidas como pragas em eucaliptoculturas de Belo Oriente, MG (ZANUNCIO et al., 1993),
de Acacia mangium. (Fabaceae), em Roraima (NECHET, 2003; PEREIRA; HALFELD-VIEIRA) e
de varias palmaceas, cacaueiro, goiabeira e de samambaias (EPSTEIN et al., 1999).

As lagartas da familia Megalopygidae sdo geralmente solitarias, ndo agressivas, com 1
a 8 cm de comprimento. Como podemos observar na Figura 5, as lagartas desta familia sdo
providas de longas e sedosas cerdas ndo urticantes, mais ou menos densas, com colorido
gue varia do cinza ao vermelho, réseos, amarelos, marrons, negros, dai os nomes populares
de “lagartas cabeludas”, “lagartas de fogo” ou “taturanas” (de origem tupi-guarani que
significa "aquilo que arde como fogo"). Alguns nomes vulgares como taturana-cachorrinho,
taturana-de-flanela, taturana-gatinho, chapéu-armado e bicho-cabeludo sdo dados para
estas lagartas devido a presenca dos pelos sedosos (DUARTE et al., 2012; LEPESQUEUR,
2012).

Figura 5 - Lagartas da familia Megalopygidae.
Legenda: (A) Podalia annulipes; (B) Podalia orsilochus; (C) Megalopyge lanata e (D) Edebessa purens.
Fonte: Lepesqueur, C. (2012).
Essa pilosidade densa é formada por fileiras de verrugas dorsolateral, lateral e
subespiracular (SCOBLE, 1995). Conforme a disposicdo das cerdas, estas lagartas podem ser

divididas em dois grupos (SPECHT; CORSEUIL, 2008): as arctiidiformes, com cerdas curtas,

robustas e eretas, como a Megalopyge urens (BERG, 1882) e as “lagartas gatinho” ou puss
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caterpillars com cerdas longas, macias, sedosas e coloridas, como a M. albicollis (WALKER,
1855).

A maioria das cerdas longas e sedosas que se assemelha a pelos, é inofensiva, porém,
camuflam cerdas pontiagudas, denominadas espiculas, que sdo estruturas produtoras e
inoculadoras de compostos quimicos com agao urticante (MORAES, 2003).

Nos estudos sobre a biologia das lagartas, toda a inser¢ao na epiderme é considerada
cerda, entretanto é comumente adotada a nomenclatura "espicula”, apenas para diferenciar
as cerdas pe¢onhentas, que contém veneno, das ndo pegonhentas (BARTH, 1954; CARDOSO;
HADDAD JR., 2005; MORAES, 2003). As espiculas das lagartas peconhentas sdo cerdas
modificadas que apresentam seu interior oco até a extremidade e sdo preenchidas por um
liguido com compostos quimicos de acdo urticante secretado por células situadas na base do
mesmo, denominadas células tricégenas (MORAES, 2003).

As espiculas das lagartas de Megalopygidae apresentam um nuUmero bastante
reduzido em relacdo as cerdas (aproximadamente 1:8-10), e localizam-se imperceptiveis de
forma regular entre elas. Essas espiculas inserem-se diferentemente das cerdas, possuindo
largos canais que atravessam a cuticula, penetram a hipoderme e entram nas células
glandulares em cavidades denominadas bombas de pec¢onha. Possuindo articulagao
completamente diferente das cerdas, as espiculas apresentam dois cilindros, um interno e
outro externo e forma um fino canal que entra no interior da bomba de pegonha. A secregao
da célula glandular passa pelo canal e preenche a espicula até a sua extremidade (BARTH,
1954).

Acidentes envolvendo os seres humanos e lagartas urticantes ocorrem quando as
espiculas do animal sdo pressionadas e, devido a pressdo do contato no momento do
acidente, a espicula é rompida em qualquer ponto, o que é suficiente para que ocorra a
injecdo do veneno, entrando em contato com a pele humana e provocando acgdo irritante
(CARDOSO; HADDAD JR., 2005). Apds o contato, a bomba de peconha é capaz de retornar a
sua posicdo inicial, porém, ndo se sabe se a espicula se reconstitui totalmente. (BARTH,
1954). A gravidade corresponderd ao nimero de espiculas envolvidas no acidente. Algumas
espécies de taturanas sdo especialmente bonitas e atrativas, o que faz com que as pessoas,
principalmente as criangas, passem a mdo sobre a lagarta (CARDOSO; HADDAD JR., 2005;
LEPESQUEUR, 2012).
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A fase larval dos megalopygideos é longa e, durante este periodo, as lagartas sofrem
ecdise e passam por seis instares. Nos primeiros instares, as lagartas apresentam habitos
gregdrios, se alimentam constantemente e crescem consideravelmente sem mudar sua
morfologia durante toda a fase que pode variar de dois (COSTA LIMA, 1945) a doze meses.
Ap0s a ultima ecdise, elas se transformam em pupas (MORAES, 2003).

O casulo é construido por pelos provenientes da propria lagarta formando um tecido
fibroso e resistente para a protecdo da pupa durante a metamorfose. Internamente, o
casulo apresenta um espaco com tecidos menos espessos para facilitar a imersao do
Lepiddptero na forma adulta. O casulo é produzido e fixado em uma superficie escolhida
pela lagarta, de tal forma que se torna quase impossivel remové-lo sem danifica-lo. Do
casulo emergem as mariposas adultas e recomecam o ciclo (LORDELLO, 1951).

Assim como para a maioria das outras familias de mariposas, as informagdes sobre a
biologia, ecologia, comportamento e distribuicdo das espécies da familia Megalopygidae sdo
escassas. Até o momento, trabalhos publicados se referem a importancia médica das
lagartas (BARTH, 1954; CARDOSO; HADDAD JR, 2005; SPECHT et al., 2004; SPECHT;
CORSEUIL, 2008), ou apenas incluem uma ou outra espécie de Megalopygidae em listagens
de coletas de adultos (HAMBLETON, FORBES, 1935) ou de lagartas associadas a
determinadas plantas hospedeiras, sem focar exclusivamente sobre a familia (DINIZ;
MORAIS, 2010; PEREIRA; HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2003; SCHERRER; SILVA et al., 2011;
ZANUNCIO et al., 1993).

2.3 A espécie Podalia orsilochus (Cramer, 1775)

A espécie Podalia orsilochus foi originalmente descrita por Cramer em 1775,
pertencendo a familia Megalopygidae e subfamilia Megalopyginae. Os adultos da espécie P.
orsilochus possuem tdrax e abdome marrom, com os anéis dos segmentos intercalados com
branco. A borda externa das asas anteriores apresenta coloracdo marrom clara, com
tonalidade mais escura na porcao basal até a metade e com uma mancha circular marrom na
porcao distal da célula discal. Os machos sdo menores e menos robustos que as fémeas e
possuem asas posteriores mais esbranquicadas (LEPESQUEUR, 2012; ZORZENON, 2010).

A lagarta possui o tegumento densamente coberto por cerdas de coloragao marrom,

porém bastante varidvel entre individuos e ao longo do desenvolvimento (escurecendo
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durante seu desenvolvimento). Reage ao contato fisico mantendo o corpo completamente
enrolado e é caracterizada pelo “topete” sobre o térax e no final do abdome. Suas
caracteristicas peculiares a torna popularmente conhecida como “lagarta cachorrinho”.
Assim como as demais lagartas da familia Megalopygidade, a P. orsilochus possui uma dieta
polifaga. O casulo pupal é construido por seda e cerdas, podendo apresentar-se em
diferentes tons de marrom (LEPESQUEUR, 2012; ZORZENON, 2010).

Os representantes de cada fase do ciclo da P. orsilochus podem ser observados na

figura 6 logo abaixo:

Figura 6 - Representante de cada fase do ciclo da espécie Podalia orsilochus (Cramer, 1775).
Legenda: (A) Lagarta solitdria, exposta no limbo foliar caracterizada pelo “topete” sobre o térax e no final do
abdome; (B) casulo pupal construido com seda e cerdas; (C) macho adulto; (D) fémea adulta.

Fonte: Adaptacdo de Zorzenon, F. J. (2010); Lepesqueur, C. (2012).

2.5 A imunidade nos insetos

A Classe Insecta, pertencente ao filo Arthropoda (do grego arthros: articulado e
podos: pés, patas, apéndices), representa a classe com maior abundancia em espécies do
grupo animal, representando cerca de 60% de toda a biodiversidade existente na terra e
aproximadamente 85% de todos os animais (CHERNYSH et al., 2002). A classe dos insetos
possui mais de um milhdo de espécies, com um numero equivalente a 30 milhdes de
espécies estimadas (RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI, 2011), que se encontram organizadas

em 32 ordens, divididas em quatro subordens (Zeugloptera, Aglossata, Heterobathmiina e
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Glossata), nas quais estdo distribuidas aproximadamente 800 familias distribuidas em todo o
mundo (BULET; STOCKLIN, 2005; GRIMALDI; ENGEL, 2005; VAN NIEUKERKEN et al., 2011).

Acredita-se que os insetos tenham surgido no periodo Devoniano, ha mais de 350
milhdes de anos. Durante este periodo, os insetos tiveram um grande sucesso evolutivo
devido a caracteristicas importantes, como a vida relativamente curta em compara¢do com a
maioria dos vertebrados, a sua capacidade de colonizar a maioria dos nichos bioldgicos, com
excecdo ao ambiente marinho profundo e as regides polares e, a capacidade de se alimentar
de quase todas as espécies de plantas e animais (BULET et al., 1999; BULET; STOCKLIN,
2005).

Além de sua larga distribuicdo nos diferentes ecossistemas do planeta, os insetos
conseguiram sua sobrevivéncia em ambientes contaminados ou extremamente prejudiciais
ao desenvolvimento de vida (CHERNYSH et al.,, 2002), sendo necessario desenvolver
mecanismos de protecdo e defesa para cada situacdo adversa, com a finalidade de superar
de forma eficaz os impactos causados pelos diversos patégenos que possam infecta-los
(LOWENBERGER, 2001). O desenvolvimento da capacidade dos insetos em montar uma
resposta imune resitente aos patdgenos certamente contribuiu para a sua proliferacdao e
diversidade (BULET et al., 1999; BULET; STOCKLIN, 2005).

Nos insetos, a primeira barreira contra a invasdo de patégenos e parasitas é fisica, ou
seja, a cuticula. No entanto, uma vez que esta barreira é rompida, ocorre uma interacao
complexa de reagbes imunes. A imunidade inata € um mecanismo evolutivamente
conservado em eucariotos e é a primeira linha de defesa, que permite ao organismo
sobreviver a diferentes agentes infecciosos, tais como bactérias, fungos, protozodarios e
virus, de uma forma n3o especifica (MONTANO et al., 2011).

Em organismos superiores, a imunidade inata coexiste com a imunidade adaptativa,
gue em oposicdo a imunidade inata possui memodria e tem especificidade. Embora
evidéncias sugiram a presenca de respostas adaptativas (DONG; TAYLOR; DIMOPOULOS,
2006; SADD; SCHMID-HEMPEL, 2006), os insetos dependem exclusivamente da imunidade
inata (sem memodria), que é prontamente induzida nos tecidos e hemocele através de
mecanismos de defesa inata e humoral, que se manifestam de trés maneiras: a primeira,
uma resposta humoral que gera rdpida sintese e circulagao de diferentes tipos de peptideos
antimicrobianos (AMPs) na hemolinfa, em segundo, uma resposta celular, resultando na

fagocitose ou encapsulamento de patégenos por células do sangue, plasmatdcitos e,
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terceiro, a ativacdo da via fenoloxidase que cria depdsitos de melanina em torno de feridas e
particulas estranhas (RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI, 2011; TAPADIA; VERMA, 2012). Um

esquema resumido das respostas imunoldgicas que ocorrem nos insetos encontra-se na

figura 7.
Indutores
(Bactérias, fungos, virus e parasitas)
Hemécitos Corpo gorduroso

Reagdes celulares Reagoes humorais
Aglutinagdo Lectinas, Lisozimas e

outros fatores humorais
Fagocitose

Ativagdo da cascata
Nodulagdo Pro-fenoloxidase

Encapsulamh Melanizagio Sintese de peptideos

antimicrobianos

Figura 7 - Representagdo esquematica das respostas imunoldgicas dos insetos.

Legenda: A ligagdo de moléculas receptoras na superficie de um microrganismo pode induzir diferentes tipos
de reacgles tais como aglutinagdo, fagocitose, formacdo de nddulos e encapsulamento pelos hemacitos. A
ativacdo da cascata de pro-fenoloxidase é necessaria para o processo de melanizacdo e morte dos
microrganismos isolados nos nédulos ou capsulas. A sintese de peptidios antimicrobianos constitui a ultima
fase no combate a um microrganismo invasor.

Fonte: Silva, 2012.

Coletivamente, os AMPs sao conhecidos por montar uma defesa imunolégica eficaz
em resposta a invasdo sistemica. Em insetos com metamorfose incompleta
(heterometabdlica), os AMPs sdo produzidos pelos hemdécitos (células do sangue) no animal
sauddvel e secretados na hemolinfa sobre infec¢do. Em contraste, em insetos com
metamorfose completa (holometabdlica), que é o caso dos Lepiddpteros, os AMPs sdo
rapidamente e transitoriamente sintetizados pelo corpo gorduroso (tecido equivalente
funtional ao figado de mamiferos), e por varios epitélios (Figura 8). Quando produzido pelo
corpo gorduroso, os AMPs sdo rapidamente secretados para a hemolinfa (sangue), de onde
podem facilmente difundir e agir em todo o animal (BULET; STOCKLIN, 2005; SADD; SCHMID-
HEMPEL, 2006; TAPADIA; VERMA, 2012).



37

| Corpo gorduroso |

.................. .

o .
o S e———L Tegumento

:-:‘-\. Fa -'I' W I

g . gy T I

Mg "

a2, 3G e 8 :
B e
NSRS Intestino

. . 1
LD
: = : LY A :___1_::
\ awsl a1

Glindula

b

Madsculo intersegmental

Figura 8 - Intersec¢do de uma lagarta, evidenciando suas estruturas internas. Em destaque o

corpo gorduroso.
Fonte: Adaptacdo de Romanelli, D. et al. (2014).

A maioria dos AMPs é produzida macicamente, muitos deles atingindo altas
concentragdes micromolares (BULET; STOCKLIN, 2005). Como regra geral, um dado inseto
produz um repertdrio de AMPs que tém caracteristicas estruturais que se sobrepdem, mas
frequentemente sdo alvos de microrganismos especificos. Além disso, a presenga simultanea
de varios AMPs que atuam em sinergia pode proporcionar aos insetos uma defesa mais
eficaz contra invasores nocivos (RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI, 2011). Os AMPs também
ajudam na manutencdo de um estado de equilibrio da microflora natural para o bom
funcionamento do sistema (TAPADIA; VERMA, 2012).

Insetos, mamiferos, répteis, plantas e seres vivos de todos os reinos produzem
peptideos antimicrobianos (AMPs) para se proteger contra infecgdo microbiana e garantir a
sobrevivéncia em ambientes em constante mudanga. Centenas de peptideos
antimicrobianos foram descobertos e classificados com base em sua relacdo
estrutura/atividade (SOARES; MELLO, 2004).

Na base de dados APD- The Antimicrobial Peptide  Database
(ps.unmc.edu/AP/main.php) (WANG; WANG, 2004) é possivel encontrar os diversos AMPs
classificados em quatro familias: alfa (a), beta (B), alphabeta (ap), e ndo-alphabeta (ndo-af)
com base nos tipos de estruturas secundarias (Figura 9). A familia a consiste de AMPs com
estruturas helicoidais. A familia B é composta de AMPs com cadeias do tipo beta. A familia
of apresenta tanto dominios estruturais helicoidais do tipo alfa quanto do tipo beta e, a

familia ndo-aB, que ndo apresenta dominios do tipo alfa nem beta (WANG; LI; WANG, 2016).
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Familia a Familia Familia af Familia nao-of

Figura 9 — Representacdo das quatro familias estruturais de peptideos antimicrobianos
(AMPs).

Fonte: http://aps.unmc.edu/AP/main.php

Acesso em: 14/01/2016.

2.5.1 Peptideos antimicrobianos de insetos

Do numero de estruturas antimicrobianas relatadas até 2012, 75.73 % foram
identificadas em animais (Figura 10), e destes, pelo menos 50 % foram identificados em
invertebrados, com grande predominancia em insetos (RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI,
2011). Os insetos produzem uma grande variedade de proteinas/peptideos antimicrobianos
(AMPs) que partilham caracteristicas comuns, tais como, baixo peso molecular (inferior a 5
kDa), uma carga liquida positiva em pH fisioldgico, sdo estaveis ao calor, tipicamente
catidnicos e geralmente sdao formados por sequéncias de aminoacidos menores do que 100

residuos (WANG; LAI, 2010).

Sintéticos
1.58%
Protozodrios B;EE;E Fungos
0.23% . 0.47%

Plantas
13.55%

Animais
75.73%

Figura 10 - Fontes de peptideos antimicrobianos (AMPs).
Fonte: http://aps.unmc.edu/AP/facts.php
Acesso em: 14/01/2016.
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A maioria dos AMPs ¢é pequena, apresentando entre 20 a 50 residuos de
aminodacidos, e sdo sintetizados como precursores inativos de proteinas ou pré-proteinas,
tornando-se peptideos ativos somente apds protedlise. Porém, existem algumas grandes
proteinas antimicrobianas, como as gloverinas (~ 14 kDa) e atacinas (~ 20 kDa) (YI et al.,
2014).

Os AMPs produzidos por insetos podem apresentar atividades contra bactérias e/ou
fungos e, alguns apresentam atividade contra parasitas e virus (Yl et al., 2014). A atividade
antibacteriana em insetos foi observada pela primeira vez em pupas dos lepiddpteros Samia
cynthia e Hyalophora cecropia (familia Saturniidae), apds indugcdo com bactérias (FAYE et al.,
1975) e, mais tarde, em adultos do diptero Drosophila melanogaster também induzidos por
bactérias (ROBERTSON; POSTLETHWAIT, 1986). O primeiro peptideo antibacteriano isolado e
caracterizado em insetos foi cecropina, a partir da hemolinfa da pupa de H. cecropia em
1981 (HULTMARK et al., 1980; STEINER et al., 1981), e desde entdo tém sido identificados
mais de 170 AMPs de insetos (BULET, et al., 1999; WANG; LI; WANG, 2016; Yl et al., 2014).

A maioria dos AMPs de insetos, tais como as defensinas de insetos, cecropinas,
peptideos ricos em prolina e atacinas, foram isolados de diferentes espécies, sendo
encontrados em mais de duas ordens, mas moricina e gloverina até o momento foram
identificadas apenas na ordem Lepidoptera (COCIANCICH et al., 1994).

Em D. melanogaster, sete grupos distintos de AMPs (cecropinas, drosocinas, atacinas,
diptericinas, defensinas, drosomicinas e metchnikowinas) tém sido identificados e
caracterizados através da andlise do genoma total, além da regulacdo desses genes e suas
vias de sinalizacdo que também tém sido bem estudadas (BULET et al., 1999; Yl et al., 2014).

Os AMPs de insetos podem adotar certas estruturas ou conter sequéncias Unicas e,
assim, podem ser classificados em quatro grandes classes: (1) peptideos a-hélices e privados
de residuos de cisteina, como cecropina e moricina; (Il) peptideos ciclicos contendo residuos
de cisteina, como defensina e drosomicina; (Ill) peptideos com rica representacao de prolina,
como apidaecina, drosocina e lebocina; e (V) peptideos com rica representacdo de glicina,
como atacina e gloverina (BULET et al., 1999; BULET; STOCKLIN, 2005; OTVOS, 2000; Yl et al.,
2014).
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2.5.1.1 Classe dos AMPs a-hélices e privados de residuos de cisteina

Os principais representantes da classe de peptideos antimicrobianos isolados de
insetos que apresentam em sua estrutura uma a-hélice e sdo privados de residuos do
aminodcido cisteina sdo as cecropinas, as moricinas e seus variantes (BULET et al., 1999;
BULET; STOCKLIN, 2005).

Cecropinas sdao representantes de uma familia de peptideos antimicrobianos
cationicos que possuem de 31 a 39 residuos e, desde seu descobrimento em 1981, tém sido
identificadas em insetos lepiddpteros, dipteros e coledpteros (STEINER et al., 1981; Yl et al.,
2014). Os membros da familia cecropina também incluem aqueles com diferentes nomes,
tais como sarcotoxina-l (OKADA; NATORI, 1985), papillona (KIM et al., 2010), stomoxina
(LANDON et al., 2006), hinnavina (YOE et al., 2006), o SB-37 e Shiva (derivados sintéticos de
cecropinas) (JAYNES et al., 1988).

Cecropinas sdo sintetizadas como proteinas secretadas e se tornam ativas somente
apos a remocdo do peptideo sinal. Possuem um amplo espectro de atividade contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como contra fungos (HULTMARK et al.,
1980; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; MOORE et al., 1996; VIZIOLI et al., 2000).

Cecropinas adotam uma estrutura em espiral aleatéria em solugdo aquosa, mas
convertem para uma estrutura a-helicoidal em ambientes hidrofébicos. Possuem duas a-
hélices que proporcionam maior eficiéncia na atuacdo sobre bactérias Gram-negativas
(TANIAI et al., 1996; Yl et al., 2014).

Além de sua atividade antimicrobiana, cecropinas e seus derivados, SB-37 e Shiva,
sdo também ativos contra parasitas, incluindo Plasmodium e Trypanossoma (JAYNES et al.,
1988), e podem inibir a replicacdo do virus HIV-1 (WACHINGER et al., 1998). Papiliocina
também apresenta atividade antinflamatdria (KIM et al., 2011) e pode induzir apoptose em
C. albicans (HWANG et al., 2011). Sarcotoxin-Al pode desempenhar um papel no
desenvolvimento S. peregrina (NANBU et al., 1988; Yl et al., 2014).

Cecropinas ndo sdo letais para a linhagem celular de figado humano (Chang liver
cells), células vermelhas do sangue de ovelhas, hemdcias humanas, ou linfécitos normais,
mas sdo capazes de matar seletivamente as células bacterianas. Além disso, cecropinas
podem inibir a proliferacdo de células cancerosas, exibem a capacidade de lisar células

cancerosas de leucemia e demonstrou potencial como um sistema de entrega de drogas
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anticancer, mascarando os efeitos tdxicos de drogas atuais, enquanto ainda fornece as
drogas para as células cancerosas (SOARES; MELLO, 2004).

Um grande desafio na analise de AMPs desta classe é a diversidade de mecanismos
de interacdo entre os peptideos e as membranas celulares dos microrganismos e, a maioria
das analises tem sido focada apenas em cecropinas de inseto isoladas das pupas da mariposa
Hyalophora cecropia (SOARES; MELLO, 2004).

Moricina foi primeiramente isolada a partir da hemolinfa de pupas de Bombyx mori,
induzidas por E. coli, como um peptideo altamente basico de 42 residuos e sdo sintetizadas
como proteinas secretadas apds a clivagem do peptideo sinal (Yl et al., 2014). Até o
momento moricina foi encontrada apenas em Lepiddpteros, e os cDNAs que as codificam
foram identificados em M. sexta (ZHU et al., 2003), S. litura (OIZUMI et al., 2005), G.
mellonella (BROWN et al., 2008), H. armigera (WANG et al., 2010), S. exigua, H. virescens, e
H. puera (Yl et al., 2014).

Moricinas apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e
as moricinas de G. mellonella também mostram alta atividade contra fungos filamentosos e
leveduras (BROWN et al., 2008). As estruturas terciarias de moricinas mostram uma longa a-
hélice com 8 voltas ao longo de praticamente o peptideo inteiro, com excecdo de alguns
residuos nas regides N- e C-terminal (OIZUMI et al., 2005). O segmento N-terminal da a-
hélice (residuos 5-22) é anfipdtico e é o responsavel pelo aumento da permeabilidade da
membrana das bactérias, e o segmento C- terminal da a-hélice (residuos 23-36) é

hidrofdbico e é critico para a atividade antimicrobiana de moricina (HEMMI et al., 2002).

2.5.1.2 Classe dos AMPs ciclicos contendo residuos de cisteina

Classe composta por defensinas e seus derivados. As defensinas sdo pequenos AMPs
(~ 4 kDa), cationicos/basicos, que apresentam seis residuos conservados de cisteina que
formam trés pontes dissulfeto intramoleculares, e que foram identificados em quase todos
os organismos vivos (Yl et al., 2014). Com base nas caracteristicas estruturais, as defensinas
podem ser classificadas em trés grupos: defensinas "classicas", B-defensinas e defensinas de
insetos (GANZ; LEHRER, 1994).

Ha diversos estudos sobre defensinas, incluindo defensinas de vertebrados que

atuam na imunidade inata (ZHAO; LU, 2014), defensinas vegetais (CARVALHO ADE; GOMES,
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2011), o modo de acdo e estrutura de defensinas de diferentes reinos (WILMES et al., 2011),
assim como o modo de acdo de defensinas de plantas, insetos e humanas em resposta
antifungica (AERTS et al., 2008).

Assim como as defensinas, muitos peptideos ricos em cisteina com nomes diferentes,
tais como sapecinas, roialisina, tenecina-1, holotricina-1, heliomicina, spodoptericina,
gallerimicina, coprisina e lucifensina, podem todos pertencer a familia de defensina de
insetos (Yl et al., 2014).

As defensinas de insetos, ao contrario de outros AMPs, foram isoladas a partir de
varias ordens de insetos, tais como Lepidoptera, Diptera, Himenoptera, Coleoptera,
Trichoptera, Hemiptera e também estd presente na antiga ordem de insetos Odonata
(BULET et al., 1999; COCIANCICH et al, 1994; RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI, 2011),
sugerindo que as defensinas de insetos podem derivar de um gene ancestral comum (Y| et
al., 2014).

As defensinas de insetos foram relatadas pela primeira vez como sapecinas nos
dipteros Sarcophaga peregrina (MATSUYAMA; NATORI, 1988), e Phormia terranovae,
contendo 40 residuos e 6 cisteinas (LAMBERT et al.,, 1989). Como esses peptideos
apresentavam significativa homologia com defensinas de mamiferos, foram nomeados como
defensinas de insetos (Yl et al., 2014).

Sapecina de S. peregrina e Defensina-A de P. terranovae sao sintetizadas como pré-
pro-proteinas compostas por um peptideo sinal, um pré-peptideo e um peptideo de
defensina maduro de 40 residuos apresentando trés ligacbes do tipo ponte dissulfeto
(MATSUYAMA E NATORI, 1988). Pré-pro-defensinas foram confirmadas em Aedes aegypti,
Stomoxys calcitrans, Spodoptera frugiperda (YI et al., 2014), Bombyx mori (KANEKO et al.,
2008), e em Spodoptera littoralis (SEUFI; HAFEZ; GALAL, 2011).

A estrutura de defensinas de insetos é composta de um anel na porgao N-terminal,
uma a-hélice, seguido por uma B-folha antiparalela. A a-hélice e a B-folha sdo ligadas por
duas pontes dissulfeto intramoleculares, formando uma estrutura estabilizada denominada
“cisteina alfa-beta” (CSaf) (CORNET et al., 1995). O motivo CSap foi confirmado nos outros
membros de defensinas de inseto, tenecina-1 e heliomicina (LAMBERTY et al., 1989), e estd
também presente no peptideo antimicrobiano termicina de Pseudacanthotermes spiniger, e

no peptideo antiflingico drosomicina de D. melanogaster (Y| et al., 2014).
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Entretanto, o peptideo drosomicina contém oito cisteinas e uma B-folha extra no
residuo N-terminal, o qual se encontra ligado ao residuo C-terminal pela ligacdo dissulfeto
adicional. Assim, drosomicina e termicina também podem pertencer a familia de defensinas
de insetos (Yl et al.,, 2014). Uma nova familia de proteinas chamada X-Tox, que foi
identificada apenas na ordem Lepidoptera, contém 11 motivos CSaf} imperfeitamente
conservados, mas perde atividade antimicrobiana ao comparar com demais proteinas
(D'ALENCON et al, 2013).

A maioria das defensinas de insetos sdo catibnicas e contém cerca de 40 residuos,
mas duas defensinas de abelhas, defensinas de Bombus pascuorum e roialisina de Apis
melifera, apresentam 51 residuos totais (Yl et al., 2014). Defensina de B. mori (36 residuos) e
spodoptericina de S. frugiperda (36 residuos) sdo anidnicos (pl 4,12 e 4,35, respectivamente)
(KANEKO et al., 2008), enquanto que a defensina de S. littoralis também é anibnico, mas
apresenta 50 residuos de comprimento (SEUFI; HAFEZ; GALAL, 2011).

Defensinas de insetos sao ativas principalmente contra bactérias Gram-positivas,
incluindo Micrococcus luteus, Aerococcus viridian, Bacillus megaterium, B. subtilis, B.
thuringiensis, e incluindo bactérias patogénicas humanas, tais como Staphylococcus aureus.
Algumas defensinas de inseto sdao também ativas contra bactérias Gram-negativas E. coli e
alguns fungos (SEUFI; HAFEZ; GALAL, 2011; VIZIOLI et al., 2001).

As defensinas de inseto podem matar as bactérias através da formacao de canais na
membrana citoplasmatica de bactérias (COCIANCICH et al., 1994), assim como no caso da
sapecina, que apresenta elevada afinidade para cardiolipina, um grande fosfolipideo de S.
aureus (MATSUYAMA; NATORI, 1988) e, desse modo, as defensinas podem interagir com o
fosfolipideo na membrana lipidica, o que pode estar relacionado com formagdo de canais

responsaveis pela atividade bioldgica (Yl et al., 2014).

2.5.1.3 Classe dos AMPs com rica representacdo de prolina

Lebocinas foram inicialmente isoladas a partir da hemolinfa do bicho-da-seda B. mori
apos inducdo por E. coli, como peptideos de 32 residuos ricos em prolina O-glicosilados
(HARA; YAMAKAWA, 1995). Alguns peptideos ricos em prolina de insetos sdo O-glicosilados,
enquanto outros ndo o sdao, mas em todos os casos, a O-glicosilagdo aumenta claramente a

atividade antimicrobiana, assim como sua atividade se torna muito mais elevada na
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presenca de cecropina (Yl et al., 2014). Um cDNA de lebocina de B. mori mostrou que a
mesma ¢€ inicialmente sintetizada como uma proteina precursora de 179 residuos, e o
peptideo ativo de 32 residuos situa-se préoximo a extremidade C-terminal do precursor. Estes
resultados indicam que lebocinas ativas sdo geradas pela clivagem proteolitica das proteinas
precursoras. Nos precursores de lebocina, existem varios motivos RXXR conservados que
podem ser reconhecidos pelas enzimas tipo furina (HARA; YAMAKAWA, 1995).

Lebocinas sdao ativas contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e alguns
fungos. Lebocinas de B. mori sdo ativas contra bactérias Gram-negativas Acinetobacter sp. e
E. coli (HARA; YAMAKAWA, 1995). Peptideos sintéticos ricos em prolina lebocina-B de M.
sexta (28 residuos) e lebocina-C (27 residuos) sdo ativos contra bactérias Gram-negativas
Serratia arcescens e Salmonella typhimurium, e bactérias Gram-positivas S. aureus e B.
cereus, bem como o fungo Cryptococcus neoformans (RAO; XU; YU, 2012).

Pequenos peptideos antimicrobianos ricos em prolina de 16-34, ativos contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e alguns fungos, também foram identificados nas
ordens Diptera, Hymenoptera, Hemiptera e Lepidoptera, apresentando residuos e nomes
diferentes, tais como drosocina e metchnikowina a partir de D. melanogaster, pyrrhocoricina
de Pyrrhocoris apterus, formaecina de Myrmecia gulosa, apidaecina e abaecina de abelhas
(Yletal., 2014).

O nome comum, PR-AMPS, para esta familia de peptideos antimicrobianos de insetos
ricos em prolina foi proposto por Scocchi, Tossi e Gennaro (2011), uma vez que esses
peptideos foram identificados em, pelo menos 4 ordens de insetos, ndo apenas em
Lepidoptera. PR-AMPS de diferentes ordens de insetos podem ser diferentes nas sequéncias
de aminoacidos dos precursores e/ou em seus processos de transformacdo, assim como
alguns precursores sdo mais curtos e ndo contém os motivos conservados RXXR como os
encontrados em precursores de lebocina, mas todos os peptideos ativos contém altos teores
de prolina. O fato de um membro da familia PR-AMP ser ativo ou ndo contra bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas ou fungos pode depender da ligacdo deste PR-AMP a superficie

microbiana e de suas alteragdes estruturais e/ou conformacionais (Yl et al., 2014).
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2.5.1.4 Classe dos AMPs com rica representacdo de glicina

Atacinas foram inicialmente purificadas a partir da hemolinfa de pupas de H. Cecropia
induzidas com bactérias, apresentando massas moleculares de 20 a 23 kDa e pontos
isoelétricos (pl) entre 5,7 e 8,3. Estas isoformas de atacinas podem ser divididas em dois
grupos, as atacinas bdasicas (A-D) e atacinas acidas (E e F) (HULTMARK et al., 1980). Atacinas
basicas e acidas sdo altamente semelhantes em relacdo as suas sequéncias de aminoacidos,
apresentando apenas maiores teores de residuos do aminodcido aspartato em atacinas
acidas, mas elas sdo codificadas por dois genes separados (KOCKUM et al, 1984).

Atacinas sdo sintetizadas como pré-pré-proteinas que contém um peptideo sinal, um
pro-peptideo (P dominio), um dominio N-terminal, seguido por dois dominios ricos em
glicina (dominios G1 e G2). Um motivo conservado RXXR, que pode ser reconhecidos pelas
enzimas tipo furina, esta presente no N-terminal pré-peptideo de atacinas (KOCKUM et al.,
1984), indicando que atacinas maduras sao produzidas por processamento de pro-atacinas
pelas enzimas tipo furina. O pro-peptideo de atacina é necessario para a secrecdo de proé-
atacina, que ndo apresenta atividade bioldgica, e é removida durante ou apds a passagem
pelo compartimento do Golgi (Yl et al., 2014).

Atacinas ja foram identificadas em muitas espécies de lepidépteros, incluindo H.
cecropia (HULTMARK et al., 1980), Heliothis virescens (Ourth, 2004), B. mori (HARA;
YAMAKAWA, 1995), Trichoplusia ni (LUNDSTROM et al, 2002), Hyphantria cunea (KWON et
al.,, 2008), S. cynthia (FAYE et al, 1975), Manduca sexta (ZHU et al., 2003), Helicoverpa
armigera (WANG et al., 2010), e Spodoptera exigua (HWANG; KIM, 2011), bem como em
algumas espécies de dipteros como D. melanogaster (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) e
Glossina morsitans (WANG; LAI, 2010).

A maioria das atacinas é ativa contra E. coli e algumas bactérias Gram-negativas
selecionadas (HULTMARK et al., 1980). Atacina-Al de G. morsitans apresenta atividade
contra E. coli e contra o protozodrio Trypanosoma brucei in vitro (Y| et al., 2014). Atacina-B
de H. cunea é ativa contra E. coli Gram-negativas e Citrobacter freundii, bem como contra o
fungo C. albicans (KWON et al., 2008). Atacina de S. exigua é ativa contra bactérias E. coli
Gram-negativas, Pseudomonas cichorii, B. subtilis Gram-positivas e Listeria monocytogenes

(HWANG; KIM, 2011).
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Atacinas podem inibir o crescimento de bactérias E. coli aumentando a
permeabilidade da membrana externa bacteriana e podem inibir a sintese de varias
proteinas de membrana externa bacteriana, incluindo OmpC, OmpF, OmpA, e LamB através
da ligacdo ao LPS bacteriano, sem mesmo entrar na membrana interna ou no citoplasma
(CARLSSON et al., 1998).

Geralmente atacinas adotam uma estrutura em espiral aleatdria, que em solucdao
aquosa é convertida para uma estrutura helicoidal em ambiente hidrofébico, que é
semelhante a conversdo estrutural realizada por cecropinas e gloverinas. Assim, a estrutura
helicoidal de atacinas pode ser a responsdvel pelas atividades antimicrobianas. Atacinas
contém dois dominios ricos em glicina (dominios G1 e G2) na extremidade C-terminal.
Quando atacinas adotam uma estrutura helicoidal aleatdria na hemolinfa, se torna mais
suscetivel a acdo de proteases. Assim, existe uma probabilidade de encontrar pequenos
peptideos antimicrobianos ricos em glicina (7-10 kDa) semelhantes a atacinas, que
correspondem a produtos da protedlise da proteina atacina (Yl et al., 2014).

Gloverina é uma proteina antibacteriana de ~ 14 kDa, purificada inicialmente a partir
da hemolinfa de pupas de Hyalophora gloveri, que contém alto teor (> 18%) de residuos de
glicina, é estavel ao calor, e a grande maioria sdo bdsicas ou altamente basicas (pl ~ 8.3 ou
pl>9,0), mas algumas poucas gloverinas podem ser neutras ou acidas (AXEN et al., 1997).

Gloverinas sdo sintetizadas como pré-pré-proteinas e a regido N-terminal de pré-
gloverinas contém um motivo RXXR conservado (XU et al., 2012). Assim, é provavel que
gloverinas maduras sejam produzidas apds a remog¢do da pré-regido N-terminal (~ residuo
22-26) por enzimas do tipo furina. Porém, a pro-gloverina recombinante de T. ni também é
ativa contra E. coli, com atividade comparavel a de gloverina madura de H. gloveri
(LUNDSTROM et al., 2002), sugerindo que a remoc¢do da pro-regido pode ndo ser necessaria
para tornar algumas pré-gloverinas ativas.

Gloverinas foram identificadas apenas em Lepidoptera, incluindo H. armigera
(MACKINTOSH et al., 1998), T. ni (LUNDSTROM et al., 2002), G. mellonella (SEITZ et al.,
2003), Antheraea Mylitta (Gandhe et al., 2006), M. sexta (XU et al, 2012), Diatraea
saccharialis (ETEBARI et al., 2011), Plutella xylostella (SILVA et al., 2010), S. exigua (HWANG;
KIM, 2011), e B. mori (KAWAOKA et al., 2008) e apresentam atividade principalmente contra
E. coli (AXEN et al, 1997; KAWAOKA et al., 2008; MACKINTOSH et al., 1998). Mas gloverinas

de T. ni também sdo ativas contra virus(LUNDSTROM et al., 2002), gloverinas de S. exigua
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sdo ativas contra a bactéria Gram-positiva Flavobacterium sp., e gloverinas de M. sexta sao
ativas contra a bactéria Gram-positiva B. cereus e os fungos Saccharomyces cerevisiae e C.
neoformans (XU et al., 2012).

N3o esta claro como as gloverinas de diferentes espécies da ordem Lepidoptera tém
atividade contra E. coli, bactérias Gram-positivas, fungos ou mesmo o virus, mas um estudo
realizado por Yi e colaboradores (2014) sugere que as gloverinas possam interagir com LPS
das bactérias através de ligacdes a diferentes por¢des do mesmo.

As gloverinas adotam uma estrutura espiral aleatéria em solugdo aquosa, mas sofrem
transicdo conformacional da estrutura em a-helicoidal em ambiente hidrofébico (XU et al.,
2012). Estudos sugerem que a ligacdo de gloverinas ao LPS bacteriano, ou outras moléculas
de superficie microbiana, seja o pré-requisito para que ocorra a conversdo conformacional
das gloverinas de estrutura aleatéria para a-helicoidal, sendo, neste caso, a ligagdo a
superficie microbiana a chave para a atividade de gloverinas contra E. coli ou outros
microrganismos. Este mecanismo pode também aplicar-se a cecropinas, moricinas e
atacinas, uma vez que todas elas sofrem alteracdes conformacionais apds a ligacdo ao
ambiente hidrofébico da superficie microbiana (Yl et al., 2014).

Gloverinas apresentam uma elevada quota de semelhangas entre elas, como por
exemplo, a gloverina de M. sexta, é de 48 a 74% idéntica a gloverinas de outras espécies de
lepidopteros (XU et al., 2012). Outros estudos com as gloverinas sugerem que, além de ter
atividade antimicrobiana, elas podem também desempenhar um papel no desenvolvimento

e/ou reproducdo nos lepddpteros (HWANG; KIM, 2011; XU et al., 2012).

2.5.2 Potenciais aplicagées de AMPs de insetos

AMPs de insetos podem ter potenciais aplicacdes na agricultura, no controle de
vetores de doengas e na medicina. AMPs foram projetados em plantas para conferir
resisténcia a patdgenos bacterianos e fungicos, assim como as defensinas vegetais que tém
sido expressas em arroz transgénico (JHA; CHATTOO, 2010), trigo (LI et al., 2011), banana
(GHAG; SHEKHAWAT; GANAPATHI, 2012), tomate (ABDALLAH et al., 2010), meldo (NTUI et al.,
2010), amendoim , tabaco (SWATHI ANURADHA et al., 2008), e Arabidopsis (KAUR et al.,
2012).
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A expressdo das defensinas de inseto galerimicina (G. mellonella) e cecropina
(sarcotoxin-IA) no tabaco transgénico também confere resisténcia a fungos patogénicos
(MITSUHARA et al., 2000). Expressdo de cecropinas em plantas transgénicas, incluindo arroz
e tomate, pode conferir resisténcia a patdégenos bacterianos e fungicos (JAN; HUANG; CHEN,
2010). Metchnikowina (peptideo rico em prolina) foi expressa em cevada transgénica para
aumentar a resisténcia (RAHNAMAEIAN; VILCINSKAS, 2012). Peptideos quiméricos formados
através da combinacdo de regides ativas de dois AMPs também tém sido utilizados em
plantas transgénicas para aumentar o espectro de resisténcia a patégenos (YEVTUSHENKO et
al., 2005).

AMPs de inseto mostraram atividade contra alguns parasitas, incluindo Plasmodium e
Trypanosoma, em duas pesquisas recentes que descrevem o atual progresso sobre
peptideos antimalaricos e antiparasitdrios (BELL, 2011; PRETZEL et al., 2013). Cecropinas e
defensinas mostraram-se ativas contra parasitas (FIECK et al, 2010).

A expressdao de AMPs em vetores transgénicos, como mosquitos € uma nova
abordagem para matar os parasitas ou bloquear a transmissao dos mesmos. A expressao de
cecropina-A em Anopheles gambiae transgénico, um vetor de parasitas da maldria humana,
pode reduzir o numero de oocistos de Plasmodium berghei (KIM et al., 2010), e co-expressao
de cecropina-A e defensina-A em Aedes aegypti transgénico pode bloquear a transmissdo de
Plasmodium (KOKOZA et al., 2010).

Diversos estudos tém demonstrado o efeito antiviral de peptideos obtidos a partir de
insetos (CHERNYSH et al., 2002). Hiraki e colaboradores (1997) demonstraram a presenca de
uma molécula com atividade antiviral obtida das fezes de lagartas capaz de combater o HVJ
(virus Sendai), HSV (virus herpes simplex tipe-1) e HIV (virus da imunodeficiéncia adquirida).
Cueto e colaboradores demonstraram a atividade antiviral do extrato de prépolis de abelhas
contra o calicivirus felino (FCV), adenovirus canino 2 (CAV-2) e virus da diarréia viral bovina
(BVDV).

Chernysh e colaboradores (2002) purificaram uma proteina com 12,65 kDa da
hemolinfa de Calliphora vicina que controla a infecgdo viral intracelular e inibe a replicacao
do virus da influenza A e B, desencadeando respostas intracelulares quando adicionada
antes da infeccdo do virus de forma semelhante ao interferons de vertebrados.

Em 2004, Popham e colaboradores relataram uma reducéo significativa nos titulos do

baculovirus HzSNPV (Heliothis zea nuclear polyhedrosis virus) devido a agdo de uma proteina
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antiviral presente na hemolinfa de larvas de H. virescens. Neste mesmo ano foi encontrada
atividade antiviral na hemolinfa da lagarta H. virescens contra sete virus de DNA e RNA,
incluindo HIV-1. A atividade antiviral foi atribuida a um pequeno peptideo de peso molecular
de 916 Da e apenas seis aminoacidos (OURTH, 2004).

Uma proteina de aproximadamente 20 kDa presente na hemolinfa de Lonomia
obliqua foi identificada, isolada e caracterizada, apresentando atividade antiviral contra virus
humanos e animais. Os virus Pdlio (Sabin 1) e Sarampo (Edmonton) foram usados para
determinar a atividade antiviral da proteina purificada que levou a uma reducgdo de 157
vezes na producdo do virus do sarampo e uma reducdo de 61 vezes na producdo de virus
vacinal Sabin 1 (GRECO et al., 2009). Neste trabalho foi sugerido que essa proteina possa
atuar em diferentes estagios da replicacdao do virus, semelhante ao alloferon, ou em fases
tardias da infeccdo por virus, como demonstrado por Popham e colaboradores (2004) com o
peptideo extraido de H. Virescens.

Esta sequéncia foi clonada e expressa em sistema baculovirus/célula de inseto, sendo
gue a proteina recombinante foi capaz de ocasionar uma reducdo com valores préximos a
1000 vezes na producdo do picornavirus, virus da encefalomiocardite (EMC), em células L929
(CARMO et al., 2012).

O desenvolvimento de agentes antivirais, especialmente para o surgimento recente
de novas cepas variantes altamente agressivas de virus humanos (como o coronavirus,
causador da Sindrome respiratdria aguda grave - SARS e os virus da gripe H5N1 e HIN1) sdo
de grande importancia, uma vez que afetam centenas de milhdes de pessoas no mundo. Em
2010, cerca de 40 compostos antivirais estavam em fase de teste (DELCROIX; RILEY, 2011).

Sé nos Estados Unidos podem ser encontrados quatro agentes antivirais para
influenza. O zanamivir e oseltamivir sdo agentes pertencentes a classe de inibidores da
neuromidase e ativos contra os virus influenza A e B. J& a amantadina e a rimantadina sao
medicamentos da classe conhecida como adamantanes, sendo eficazes apenas contra virus
influenza A, demonstrando a necessidade de desenvolvimentos de novos agentes virais

(FIORE et al., 2011).
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2.5.3 Explorag¢do da biodiversidade em busca de moléculas biologicamente ativas

Uma das maneiras de se extrair valor econémico da biodiversidade é a
bioprospeccao, termo que pode ser entendido como a busca sistematica por organismos,
genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos, que tenham
potencial econbmico e, eventualmente, levam ao desenvolvimento de um produto
(SACCARO JR, 2011).

A bioprospeccdo tem se apoiado em todo um conjunto de conhecimentos e praticas
que emergem com o desenvolvimento do capitalismo e do conhecimento cientifico-
tecnolégico. Isto tem sido bem documentado na literatura médica, ao descrever as primeiras
drogas obtidas a partir do conhecimento das propriedades quimicas de determinados
componentes bioldgicos. Apenas para citar um exemplo: o uso do veneno de cobras para o
tratamento de doencas relacionadas a disturbios circulatérios, como a chamada hipertensao
(ARTUSO, 2002).

Com o avanco da engenharia genética, da biologia molecular e de todo um conjunto
de novas tecnologias de processamento de dados e de informacgdo, o interesse pela
descoberta e conhecimento das iniUmeras possibilidades disponiveis na natureza para uso na
obtencdo de novos produtos e processos farmacéuticos, agroquimicos, cosméticos e varios
outros ligados a industria de alimentos, vem crescendo acentuadamente (ARTUSO, 2002).

Diversas técnicas sdo utilizadas para extrair informa¢des moleculares presentes na
biodiversidade, isolando e analisando as moléculas com potenciais biolégicos e
caracterizando as moléculas bioativas com potencial comercial (ARTUSO, 2002). As areas de
genOmica, pos-gendmica e protedmica, sdo consideradas as mais impactantes para os
setores de medicina e saude e biofarmacos. Os biofarmacos e biomarcadores baseados na
gendmica constituem uma das grandes apostas do setor biofarmacéutico, especialmente os
biomarcadores para cancer (MORALES, 2006).

A bioprospecc¢do aparece como um topico recorrente em estudos internacionais de
mercado da biotecnologia, como por exemplo, os estudos relacionados ao sequenciamento
genético em massa de microrganismos do Mar de Sargacos (regido alongada no meio
do Atlantico Norte, cercado por correntes ocednicas), além dos estudos que utilizam a
técnica de metagendmica, que consiste no sequenciamento do DNA de todo um ambiente,

com o qual os pesquisadores encontraram cerca de 1,2 milhGes de novos genes, a partir de
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um numero estimado de 1800 espécies até entdo desconhecidas (DEPARTMENT OF ENERGY
—US, 2006; KALYUZHNAYA et al., 2008).

Em 2003, estimava-se que cerca de 40 % dos medicamentos disponiveis na
terapéutica eram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25 % de plantas, 13 % de
microrganismos e 3 % de animais (CALIXTO, 2003). Atualmente, esse valor ja cresceu para
cerca de 50 % (SACCARO JR, 2011). Considerando a grande quantidade de farmacos atuais
desenvolvidos a partir de moléculas bioldgicas, torna-se evidente o papel da bioprospeccao
no setor farmacéutico.

A larga distribuicao dos insetos em regides com caracteristicas totalmente diferentes
tem estimulado as pesquisas de novos agentes terapéuticos nesta classe de artrépodos
(CHERNYSH et al., 2002). Varios estudos realizados demonstraram a presenca de substancias
farmacologicamente ativas na hemolinfa de insetos com agao imune antiviral, antibacteriana
e antifungica, que sdo representados, principalmente por AMPs (LOWENBERGER et al., 1999;
ZHU et al., 2000).

Como uma rica fonte de AMPs, os insetos atraem a atencdo dos cientistas tanto para
a compreensdo da biologia bdsica do sistema imunoldgico como para a procura de modelos
moleculares para desenho de novas drogas antibidticas mais eficazes, devido ao rdpido
desenvolvimento de bactérias patogénicas resistentes aos antibidticos classicos nos ultimos
anos (MOELLERING, 1998). Além da necessidade do desenvolvimento de agentes antivirais,
especialmente para aqueles que possam atuar sobre novas cepas variantes e altamente
agressivas de virus humanos (como o coronavirus, causador da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave - SARS e os virus da gripe H5N1 e HIN1), uma vez que afetam centenas de milhdes de
pessoas no mundo (DELCROIX; RILEY, 2011). No contexto do desenvolvimento de novas
drogas, os AMPs apresentam varias propriedades desejaveis, tais como tolerancia ao calor,
amplo espectro antimicrobiano e baixa toxicidade para as células eucariéticas (TIAN et al.,

2010).

2.6 A pesquisa genomica

A pesquisa gendbmica consiste no conjunto de informacGes genéticas presentes no

DNA de um determinado organismo. A molécula de DNA é estdtica e esta presente, com a

mesma constituicdo, em todas as células do organismo. A decifracdo desse conteldo
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estatico de DNA é a tarefa da genémica estrutural (DAVIES, 2001). Se o genoma consiste no
sequenciamento da molécula de DNA de uma célula, o transcriptoma consiste no
sequenciamento do conteudo dos RNAs mensageiros (mRNAs) produzidos em uma célula
especifica e sujeita a determinada condicdo (DAVIES, 2001; LANDER et al., 2001).

Enquanto uma célula apresenta apenas um genoma estatico, a mesma pode
apresentar milhares de diferentes regides a serem transcritas, ja que a expressdo de genes
depende do tempo e das diversas condi¢cdes a qual a célula estd sendo submetida, como o
grau de maturagao, a temperatura a qual ela esta sujeita, os nutrientes presentes no meio, a
presenga de algum agente mutagénico especifico e mais milhares de outros fatores
(PROSDOCIMI et al., 2002).

O transcriptoma representa apenas as regiées do genoma que estdo sendo utilizado
num determinado momento. E essa parte do genoma expresso é diferente para cada tipo
celular. Existem genes que sdo expressos apenas na pele, outros no cérebro e alguns nos
testiculos. Alguns genes sdao ainda mais expressos quando a célula é submetida a um choque
térmico, a restricdo caldrica ou a falta de oxigénio. Assim, os estudos de transcriptoma
podem mostrar a adaptacao da célula a uma determinada condicdo e podemos estudar os
genes que ficam ativos quando dessa condicao (DAVIES, 2001; PROSDOCIMI et al., 2002).

Ao discutirmos as diferencas entre as analises de genomas e transcriptomas, vale
notar primeiramente que uma analise ndo exclui a outra e sdo estudos que, apesar de
relacionados, provém respostas para perguntas diferentes. Enquanto o genoma é apenas
um, existem varios transcriptomas possiveis para uma mesma espécie. Algumas perguntas,
entretanto, sé podem ser obtidas quando se observa o genoma expresso, enquanto outras,
apenas quando se observa o genoma estatico. Por exemplo, por mais que se obtenham
sequéncias geradas de diferentes tecidos de um organismo, nunca é possivel dizer que ele
ndo apresenta um determinado gene através de andlises transcriptdémicas. De forma
contraria, quando se obtém toda a sequéncia do genoma de um organismo, ndo é possivel
saber todo o repertdrio de genes que é super-expresso numa determinada condi¢do, como,
por exemplo, quando a célula se torna cancerigena. Dessa forma, as analises de genoma e
transcriptoma sao complementares e ambas sao importantes para responder perguntas

especificas (DAVIES, 2001; PROSDOCIMI et al., 2002; VENTER et al., 2001).
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2.6.1 Sequenciamento de ultima gera¢do — NGS

Durante os ultimos 30 anos, o método de Sanger tem sido a abordagem padrao
dominante para sequenciamento de DNA. A partir de 1977, foram desenvolvidos diferentes
métodos e vdarias empresas desenvolveram sequenciadores capilares de larga escala, que
sdo vendidos ainda hoje e o nimero de sequéncias de DNA produzidas vem aumentando
exponencialmente até o presente momento (GUZVIC, 2013; POP; SALZBERG, 2008).

O langamento comercial da primeira plataforma de pirosequenciamento em 2005
inaugurou a nova era de andlise gendmica e transcriptomica de alto rendimento, agora
conhecida como “sequenciamento de ultima geragdo” (NGS). Num espago relativamente
curto de tempo, NGS alterou fundamentalmente a pesquisa envolvendo sequenciamento de
DNA, permitindo aos investigadores realizar experiéncias que antes eram tecnicamente
invidveis (GUZVIC, 2013; VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009).

Plataformas NGS compartilham uma caracteristica tecnolégica comum -
sequenciamento em massa de moléculas de DNA amplificados por clonagem ou individuais
gue sdo separadas espacialmente em células. A maior eficiéncia de NGS advém do uso da
clonagem in vitro e de sistemas de suporte sélido para as unidades de sequenciamento, nao
precisando mais do intensivo trabalho laboratorial de producdo de clones bacterianos, da
montagem das placas de sequenciamento e da separacdo dos fragmentos em géis. A
clonagem in vitro em suporte sélido permite que milhares de leituras possam ser produzidas
de uma sé vez em um Uunico instrumento, dependendo da plataforma (CARVALHO; SILVA,
2010; POP; SALZBERG, 2008).

As novas plataformas de sequenciamento apresentam a grande vantagem de
permitir um sequenciamento altamente representativo de genomas e/ou transcriptomas e
seu emprego tem revolucionado, principalmente, a transcriptomica com a geracdo de dados
altamente reprodutiveis e informativos e com precisdao na quantificacdo de transcritos
(CARVALHO; SILVA, 2010).

Atualmente, os equipamentos conhecidos como sequenciadores de nova geragao,
sdo capazes de suprir novas exigéncias, como a demanda de um maior nimero de pares de
bases sequenciados em menor espago de tempo, somado a necessidade da redugao de

custos, gerando uma quantidade muito maior de dados, a um custo reduzido quando
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comparado com métodos usados anteriormente, como o método de Sanger (GUZVIC, 2013;

POP; SALZBERG, 2008).

2.6.1.1 Consideracdes sobre o método de pirosequenciamento

Em 1993, Nyren e colaboradores descreveram uma abordagem de sequenciamento
baseado na detec¢do quimioluminescente do pirofosfato liberado durante a incorporacdo de
desoxinucleotideo trifosfato (dNTP) mediada pela polimerase. Um refinamento desta
abordagem realizado por Ronaghi e colaboradores em 1996 e 1998, serviu de base para o
desenvolvimento comercial do pirosequenciamento.

Em 2000, Jonathan Rothberg funda 454 Life Sciences, que desenvolveu a primeira
plataforma NGS disponivel comercialmente, o GS20, langado em 2005. Combinando as
técnicas de PCR em emulsdo de uma Unica molécula com o pirosequenciamento, foi relizado
na plataforma 454 Life Sciences GS20 o sequenciamento shotgun de todos os 580.069 pb do
genoma do Mycoplasma genitdlia com uma cobertura de 96 % e uma acuracia de 99,96 %
em uma Unica corrida (MARGULIES et al., 2005).

Utilizando a metodologia de pirosequenciamento para analises de transcriptoma, o
RNA mensageiro é o molde e, a partir deste molde, ocorrem as reacbes de transcricao
reversa realizadas pela enzima Transcriptase reversa, que adiciona os nucleotideos e monta
o DNA unifilamentar, que é formado fora do organismo, ou seja, sinteticamente. Através do
pareamento das duas fitas, uma de DNA e outra de RNA, é formada uma molécula
bifilamentar chamada de DNA complementar ou simplesmente cDNA (GUZVIC, 2013;
SCHUSTER, 2008; VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009).

No método de pirosequenciamento, o sequenciamento é baseado em sintese e a
leitura da sequéncia nesse sistema é realizada a partir de uma combinacdo de reacdes
enzimaticas que se inicia em um evento de incorporacdo de um desoxinucleotideo a cadeia
qgue, produz a liberacdo de um pirofosfato inorganico (PPi). Em seguida, esse pirofosfato é
utilizado pela enzima ATP sulfurilase para produzir ATP, sendo este utilizado pela luciferase
para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz. A intensidade luminosa do sinal, é
detectada e gravada de acordo com o fluxo da reacdo de cada dNTP, possibilitando a
determinacdo do nucleotideo que foi incorporado a cadeia de DNA (HUSE et al., 2007;

RONAGHI et al., 1998).
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O registro da emissdo da luz detectada é traduzido por algoritmos em formato de
picos, que em conjunto formam o pirograma, que corresponde exatamente a sequéncia
linear final de nucleotideos. A enzima Apirase é responsavel por degradar os dNTPs que nao
foram utilizados durante a reacdo, evitando assim, falsos resultados nas proximas etapas

que utilizam outros nucleotideos (HUSE et at., 2007).

2.6.2 Transcriptoma de lepiddpteros

Os lepidopteros (borboletas e mariposas) sdo notavelmente diversificados e a sua
perceptibilidade resultante da grande variedade de padrdes de cores atraentes presentes
em muitas espécies explica grande parte da atencdo que esses insetos tém recebido
(GRIMALDI; ENGEL, 2005; VAN NIEUKERKEN et al., 2011). Hd uma longa tradi¢cdo de pesquisa
e uma série de disciplinas que usam modelos de lepiddpteros para investigar fendmenos
biolégicos fundamentais, incluindo o desenvolvimento e regulacdo dos genes, processos
genéticos de populagbes (fluxo génico, colonizacdo e extincdo), adaptacdo morfoldgica,
especiacdo e processos co-evolutivos, tais como interagdes entre a planta hospedeira e o
inseto parasita (PAPANICOLAOU et al., 2008).

No estudo de Lepiddpteros, a lagarta Bombyx mori, conhecida como bicho-da-seda, é
um modelo utilizado para estudos de fisiologia e biologia molecular de insetos, assim como a
lagarta do tabaco Manduca sexta, que tem desempenhado um papel central nos estudos das
funcdes comportamentais, bioquimicas e fisioldgicas dos insetos, obtendo muitos avancos
fundamentais incluindo, por exemplo, estudos sobre a cuticula, o sistema nervoso, a muda, a
regulacdo hormonal e a imunidade nos insetos (HOPKINS et al, 2000; HIRUMA; RIDDIFORD,
2009; SHIELDS; HILDEBRAND, 2001; KANOST; JIANG; YU, 2004; RIDDIFORD et al., 2003).
Apesar destes importantes avancos, a falta de dados transcriptomicos dificultava a clonagem
dos genes responsdveis por tais atividades (PAUCHET et al., 2010).

Até junho de 2009, os dados de gendmica e transcriptdmica de Lepidépteros eram
completamente incipientes, onde apenas 401 sequéncias de codificacdo de DNA (CDS —
Coding sequence) e 3.317 marcadores de sequéncias expressas (ESTs — Expressed Sequence
Tags) estavam presentes no GenBank. Estes conjuntos de dados de ESTs foram gerados a

partir de estudos relacionados com proteinas de ligacdo olfatéria (ROBERTSON et al., 1999),
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relacionadas a resposta de defesa (ZHU et al., 2000) e uma cole¢do nao publicada de ESTs
isolados a partir de hemadcitos no ano de 2006 (PAUCHET et al., 2010).

A partir desta data, houve um aumento consideravel na quantidade de dados de ESTs
em um numero crescente de espécies de lepiddpteros. Diversos conjuntos de ESTs de
tamanhos médios e moderados vém sendo produzidos atualmente e podem ser uma fonte
poderosa de marcadores para mapeamento comparativo, andlise genética populacional e
estudos de evolucdo adaptativa. Por exemplo, hd grandes conjuntos de dados genémicos
publicos para o bicho-da-seda Bombyx mori, a traca Spodoptera frugiperda, as borboletas
Bicyclus anynana, Heliconius melpomene e Heliconius erato, entre outras. A geracdao de
sequéncias para estas e outras espécies levou a descoberta de que cerca de metade dos
genes sequenciados em Lepidoptera apresentam pouca ou nenhuma semelhanga de
sequéncia com proteinas de outros niveis taxonémicos (PAPANICOLAOU et al., 2008).

A mudanca drastica de situacdo ocorreu como resultado da introducdo de novas
tecnologias de sequenciamento, capazes de fornecer de maneira rapida e eficaz grandes
qguantidades de dados genbmicos e transcriptomicos, aumentando a cada ano as
informacgdes disponiveis sobre a arquitetura genética de um numero crescente de espécies
nao-modelo (PAUCHET et al., 2010). O pirosequencimento de ultima geragdo tornou-se uma
importante ferramenta em estudos transcriptémicos que permitem a identificacdo de genes
alvos que sdo diferencialmente expressos em diferentes tecidos ou células, durante o
desenvolvimento ou apds a ativacdo de respostas imunes. Esta tecnologia tem sido utilizada,
por exemplo, para caracterizar o perfil transcriptomico especifico de varios tecidos de
diversos lepidopteros (VOGEL et al., 2011).

Pauchet e colaboradores (2010) realizaram um estudo que forneceu informacdes
sobre o perfil transcriptémico do intestino médio de lepiddpteros com o intuito de avaliar as
interacGes ecolégicas-fisioldgicas desempenhadas nesse tecido que apresenta um papel
fundamental na digestdo e desintoxicacdo de alimentos e de xenobidticos. Este estudo
apresentou dados de sequéncias de enzimas envolvidas nesses processos, além de
demostrar a presenca de proteinas relacionadas a resposta imune, uma vez demonstrado
que lagartas herbivoras, tais como M. sexta, necessitam ingerir grande quantidade de
material vegetal durante o seu desenvolvimento e, durante a ingestdo, ficam susceptiveis a
uma variedade de microrganismos potencialmente nocivos, promovendo o risco de infec¢do

através do intestino. Além da existéncia de evidéncias que sugerem que o intestino médio
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participa ativamente no desencadeamento da resposta imune apds a ingestdo de alimentos
contaminados por microrganismos e, pelo menos em Drosophila, isso envolve uma complexa
resposta imune sistémica capaz de distinguir entre a flora intestinal nativa e patégenos
invasores (PAUCHET et al., 2010).

Vogel e colaboradores (2011) realizaram um estudo do perfil transcriptémico
relacionado a imunidade da traca Galleria mellonella, que é um sistema modelo confidvel e
comprovado para estudos de imunidade, uma vez que a espécie é adequada para identificar
caracteristicas antigas da imunidade inata em lepiddpteros, pois a G. mellonella pertence a
familia Pyralidae, que se encontra em posicdo filogenética basal dentro da ordem
Lepidoptera. As sequéncias geradas foram analisadas através da combinacdo de duas
plataformas de sequenciadores de ultima geracdo e resultou na identificacdo de novas
sequéncias e de variacOes de proteinas e peptideos anteriormente identificados em outras
espécies.

Embora a ordem Lepidoptera apresente mais de 160.000 espécies distribuidas em
124 familias, um levantamento de dados demonstrou que pouco mais de 50 espécies
apresentam sequéncias génicas depositadas nos bancos de dados do NCBI. De acordo com
as informacgdes disponiveis no Genbank, dentre as espécies e familias de Lepidoptera que
apresentam sequéncias génicas depositadas em seus bancos de dados, ndo foi encontrada
nenhuma sequéncia originada de espécies da familia Megalopygidae, nem ao menos de um
unico membro da superfamilia Zygaenoidea (NCBI, 2016).

Atualmente, o sequenciamento gendmico completo de 23 espécies esta disponivel ao
publico e os dados de suas sequéncias e da anotacdo, facilitam a andlise comparativa de
outras espécies com informag¢do gendmica menos completa (NCBI, 2016; PAPANICOLAOU et
al., 2008). Essas 23 espécies sdo todas representantes de apenas 15 familias: Arctiidae,
Bombycidae, Crambidae, Geometridae, Hesperiidae, Nymphalidae, Noctuidae, Papilionidae,
Pieridae, Plutellidae, Pyralidae, Saturniidae, Sphingidae, Tineidae, Tortricidae (NCBI, 2016).

Como resultado, ha uma riqueza de conhecimento ecoldgico e genético para
Lepidoptera, contudo, muitas espécies e até mesmo familias da ordem ndo apresentam
estudos e ainda encontram-se praticamente desconhecidas, com auséncia de dados até
mesmo sobre sua biologia e habitat, como é o caso da lagarta Podalia orsilochus, que

mesmo tendo sido descrita ha mais de trés séculos, somente é encontrada na literatura em
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relatos médicos, relacionados a acidentes com os seres humanos em casos de

envenenamento (LEPESQUEUR, 2012).

2.7 Uma visao global da bioinformatica

A bioinformdtica é considerada uma linha de pesquisa que envolve aspectos
multidisciplinares e a unido de diversas linhas de conhecimento, como a ciéncia da
computacao, a engenharia de softwares, a matematica, a estatistica e a biologia molecular.
Ela pode ser definida como uma modalidade que abrange todos os aspectos de aquisicao,
processamento, armazenamento, distribuicdo, analise e interpretagao da informagao
bioldgica (BOREM; SANTQOS, 2001; POP; SALZBERG, 2008).

A bioinformatica surgiu no momento em que se iniciou a utilizacdo de ferramentas
computacionais para a analise de dados genéticos, bioquimicos e de biologia molecular e
tem como finalidade principal desvendar a grande quantidade de dados que vem sendo
obtidos através de sequéncias de DNA e proteinas. Para a analise de genomas completos, a
informatica é imprescindivel e a biologia molecular moderna ndo estaria tdo avancada hoje,
nao fossem os recursos computacionais existentes. A bioinformatica, apesar de ser uma
ciéncia nova e em desenvolvimento é hoje uma necessidade para a analise de dados em

biologia molecular, devido ao seu crescimento acelerado (POP; SALZBERG, 2008).

2.7.1 Agrupamento de sequéncias

O agrupamento de sequéncias (sequence assembly) é o procedimento que permite a
montagem do genoma e é importante porque ainda ndo existe nenhuma técnica que
permita o sequenciamento de moléculas de DNA de mais de mil pares de bases. Varias
sequéncias representando pedacos de genes sdo geradas e observa-se a posicdao onde elas
se sobrepdem. Realizando a sobreposicdo de varios trechos de sequéncia é possivel montar
todo o genoma, entretanto, ndo é possivel realizar esta montagem a mao e para isso sao
utilizados os algoritmos de montagem de genoma (PROSDOCIMI et al., 2002).

Diversos programas utilizam algoritimos de montagem, que comparam as sequéncias
entre si, de forma a encontrar quais delas sdo idénticas ou contém regides parecidas o

suficiente para que sejam reunidas em uma s, assim como na analise gendmica. Assim,
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esses programas apresentam uma saida contendo as sequéncias que foram agrupadas,
chamadas de consensos ou contigs, e as sequéncias que ndo foram reunidas (por ndo
apresentarem similaridade suficiente com nenhuma outra), chamadas de singlets ou

singletons (Figura 11) (MUDADO, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).

e . Contig2 :
Contigl
=t !
—Q
Singlet1 — u
Singlet4 E
Sequéncias - S
geradas

Figura 11 - Agrupamento de sequéncias.

Legenda: O agrupamento produz as sequéncias ndo-redundantes chamadas de uniques. As uniques sdo o
conjunto das sequéncias consenso e das singlets.

Fonte: Prosdocimi, F. et al. (2002).

Cada uma das sequéncias resultantes do agrupamento (seja ela uma singlet ou um
contig) é chamada de unique, que consiste no conjunto ndo redundante de moléculas.
Considerando uma analise ideal, cada uma das sequéncias unique deve representar um gene
distinto, porém na pratica, a presenca de familias génicas (apresentando regides de
similaridade dentro dos genes) e de genes duplicados dificulta a obtencdo desse resultado
ideal e, muitas vezes, a sequéncia unique pode representar mais de um gene (AMARAL; REIS;
SILVA, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).

O agrupamento das sequéncias é importante devido, principalmente, aos seguintes
fatores: diminuicdo da redundancia das sequéncias, aumento do tamanho das sequéncias
facilitando a anotacao por similaridade (OLIVEIRA; JOHNSTON 2001) e o aumento do nivel de
confiabilidade de cada sequéncia (MILLER et al., 1999).

2.7.2 Bancos de dados em biologia molecular

As bases de dados em biologia molecular s3ao importantes principalmente para

proporcionar a comunidade cientifica uma forma de tornar acessiveis os dados bioldgicos
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produzidos em todo mundo, de forma facil, rapida e inteligente. O NCBI, ou Centro Nacional
para Informacdo Biotecnoldgica dos EUA, foi criado pelo NIH (National Institutes of Health)
em 1988 para abrigar esse tipo de informacdao (AMARAL; REIS; SILVA, 2007; WELLER et al.,
2002).

O NCBI é considerado o banco de dados central sobre informagdes gendmicas. Varios
outros bancos de dados similares estdo distribuidos por paises da Europa, como o EMBL
(European Molecular Biology Laboratory ou Laboratério Europeu de Biologia Molecular) e
Japdo, como o DDBJ (DNA Data Bank of Japan ou Banco de dados de DNA do Japao)
(TATENO et al., 2002), mas todos trocam dados em um intervalo de 24 horas com o NCBI
(AMARAL; REIS; SILVA, 2007).

Existem basicamente dois tipos de bancos de dados disponiveis para utilizacdo e
pesquisa de genes e proteinas, denominados de bancos primarios e secundarios. Os bancos
de dados primarios apresentam resultados de dados experimentais que sao publicados com
alguma interpretagdo, onde ndao ha uma andlise cuidadosa desses dados com relagao aos
outros publicados anteriormente, que é o caso, por exemplo, do GenBank, EMBL (STOESSER
et al., 2002) e PDB (WESTBROOK et al., 2002). O GenBank é o principal banco de dados do
NCBI e armazena e disponibiliza publicamente todas sequéncias de DNA (de sequéncias
pequenas a genomas inteiros), RNA e proteinas depositadas (STOESSER et al., 2002).

Os bancos de dados secunddrios sdo aqueles onde hd uma compilacdo e
interpretacdo dos dados de entrada de forma que podem ser obtidos dados mais
representativos e interessantes. Esses sdo os bancos de dados curados, como o SWISS-PROT
e o TrEMBL (AMARAL; REIS; SILVA, 2007; BAIROCH; APWEILER, 2002).

Para cada diferente propdsito, sao construidas novas ferramentas de bioinformatica
e muitas delas sao disponibilizadas via servidores na Internet e, através da criacao de bancos
de dados com as informacoes ja processadas, acelera a investigacdo em diversas areas como

a medicina, a biotecnologia, a agronomia, etc (BOREM; SANTOS, 2001).

2.7.3 Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparar duas sequéncias (de

nucleotideos ou proteinas) de forma a observar seu nivel de identidade. Essa técnica de
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comparacao de sequéncias € um dos pilares de toda a bioinformatica (POP; SALZBERG, 2008;
PROSDOCIMI et al., 2002).

Existem centenas de aplica¢gdes do alinhamento de sequéncias, como na identificacdo
de genes e proteinas desconhecidas, na comparacdo da ordem de genes em genomas de
organismos proximamente relacionados (sintenia), no mapeamento de sequéncias expressas
para identificacdo de genes dentro de um genoma, na montagem de genomas e em diversas
outras aplicacoes. Por exemplo, podemos alinhar duas sequéncias para descobrirmos o grau
de similaridade entre elas, de tal forma que possamos ou nao, inferir a uma delas, alguma
propriedade ja conhecida da outra (PROSDOCIMI et al., 2002). O alinhamento entre duas

sequéncias pode ser feito de forma global ou local (Figura 12).

1 10 19
I + |
seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq2 GTGACTAARGACCTCTCATT

Alinhamento global W\amenm local

seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq?2 GIGACTAAGACCTCTCA

seql 9 GACCT 13
seq2 9 GACCT 13

seq1 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7

seq1 2 CTCATT 7

M natch [ mnismatch Mgap seq2 12 CTCATT 19

Figura 12 - Alinhamento global e local entre diferentes sequéncias.

Legenda: A esquerda, um exemplo de um alinhamento global das sequéncias e, a direita, um exemplo de um
alinhamento local.

Fonte: Prosdocimi et al., 2002.

O alinhamento global é feito quando comparamos uma sequéncia de aminodcidos ou
nucleotideos com outra, ao longo de toda sua extensdo. O algoritmo Needleman-Wunsch é o
mais conhecido para realizar esse tipo de alinhamento, embora outros programas também o
facam (CORPET, 1988). Nesse caso sdo dados valores em uma matriz de comparacdo para as
similaridades (matches), divergéncias (mismatches) e falhas (gaps) encontradas durante o
alinhamento das sequéncias. A soma dos valores do alinhamento, de acordo com essa matriz
de comparacdo, resulta num valor, que é um escore de similaridade entre as sequéncias

(MUDADO, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).
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O alinhamento local acontece quando a comparacao entre duas sequéncias nao é
feita ao longo de toda sua extensdo, mas sim através de pequenas regides destas. O
principal programa utilizado para o alinhamento local de sequéncias de DNA é o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool ou Ferramenta Basica de Procura por Alinhamento Local)
que compreende um conjunto de algoritmos que possibilita a comparag¢ao de uma sequéncia
de DNA ou proteina (Query) qualquer, com todas as sequéncias contidas em bases de dados
gendmicos de dominio publico (AMARAL; REIS; SILVA, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).

Através do uso do alinhamento local, o BLAST identifica no banco de dados, a
presenca de uma sequéncia suficientemente parecida com a pesquisada, descartando,
assim, rapidamente, os resultados n3ao produtivos e estende a vizinhanga da regido de
homologia detectada até ndo mais conseguir. Os programas BLAST foram desenvolvidos de
modo a aumentar ao maximo a velocidade da busca por similaridade, mesmo correndo o
risco de perder um pouco na sensibilidade do resultado (ALTSCHUL et al.,, 1997; POP;
SALZBERG, 2008).

A rapidez da busca deve-se ao fato de que o programa utiliza uma heuristica que
guebra as sequéncias de entrada e das bases de dados e procura, inicialmente, similaridades
entre elas. Outra vantagem de se utilizar o alinhamento local feito pelo BLAST é que, é
possivel identificar relacdes entre sequéncias que apresentam apenas regioes isoladas de
similaridade (ALTSCHUL et al., 1997; MUDADO, 2007).

As sequéncias resultantes da comparacdo pelo BLAST sdo apresentadas de acordo
com dois parametros: o valor do escore (Score bits) e o valor “E” (e-value). O valor de escore
depende do tamanho do alinhamento, do nimero de matches/mismatches/gaps e da matriz
de comparagdo de sequéncias utilizada. Ja o valor “E”, corresponde a probabilidade de se
obter, com outra sequéncia aleatéria de mesmo tamanho e composicao de letras, outro
alinhamento com escore igual ou superior (MUDADO, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).

E interessante verificar que se utilizdssemos um nucleotidio, "A" por exemplo, para
pesquisar sequéncias humanas, a chance de encontrarmos uma regidao homadloga seria igual
a 1(100%). Se a nossa sequéncia pesquisada fosse mais complexa, 144 bases, por exemplo, a
chance de encontrarmos uma sequéncia perfeitamente idéntica seria pequena. O valor de
"E", expressa essa dificuldade e, assim, quanto menor o valor E, melhor o alinhamento e
mais confidvel serd a consulta, de forma que (num banco de dados de grandes proporg¢des)

um valor de “E” igual a zero significa que nao ha chance de que um alinhamento entre as



63

duas sequéncias tenha ocorrido por mero acaso (AMARAL; REIS; SILVA, 2007; PROSDOCIMI
et al., 2002).

O BLAST apresenta diferentes subprogramas que devem ser utilizados de acordo com
o tipo de sequéncia de entrada e os bancos de dados que se deseja pesquisar. A tabela 3
apresenta as possibilidades de entrada, bancos de dados e programa a ser utilizado

(MUDADO, 2007; PROSDOCIMI et al., 2002).

Tabela 3 - Subprogramas BLAST utilizados de acordo com o formato de entrada de sequéncia
e banco de dados desejados.

Formato da sequéncia Banco de Formato da sequéncia Programa BLAST
de entrada dados que é comparado adequado
Nucleotideos Nucleotideos Nucleotideos BLASTn
Proteinas Proteinas Proteinas BLASTp
Nucleotideos Proteinas Proteinas BLASTx
Proteinas Nucleotideos Proteinas TBLASTn
Nucleotideos Nucleotideos Proteinas TBLASTtx

Fonte: Adaptacdo do NCBI < http://www.ncbi.nlm.nih.gov>
Acesso em: 15/12/2015.

2.7.4 Anotagdo de genomas

As sequéncias genomicas sdo fontes ricas de informac¢Ges sobre a biologia dos
organismos, mas devem ser traduzidas através de analises computacionais e de
interpretacdo bioldgica para que possamos extrair delas a maior quantidade possivel de
dados uteis (LEWIS et al., 2004). A anotacdo gen6mica consiste num processo de varios
passos e Stein (2001) divide-a, em trés categorias bdsicas: a anotacdo de nucleotideos, de
proteinas e de processos.

No mapa fisico de sequéncias, as diferentes regides devem ser interpretadas com
relacdo a sua fungdo, através de um processo denominado anotacdo genOmica. A
similaridade existente entre genes presentes em diversos organismos € utilizada na
anotacdao de fungdo; assim um gene caracterizado numa levedura pode ajudar na
identificacdo funcional do gene com a mesma fun¢do no homem, por exemplo. Varios
algoritmos distintos foram desenvolvidos para facilitar o processo de anota¢dao nas suas

varias etapas (POP; SALZBERG, 2008; STEIN, 2001).



64

O processo de anotagdo gendmica envolve a atribuicao de padrdes de fungdes e
identificacdo de genes na sequéncia linear do DNA obtida através do sequenciamento e, sua
principal tarefa é encontrar os genes. A anotagdo de nucleotideos comega com a montagem
do genoma, seguido de buscas para encontrar as partes que correspondem aos genes
expressos, quais partes correspondem a genes de tRNA, quais correspondem aos clusters de
genes de rRNA e assim por diante (PROSDOCIMI et al., 2002).

Para realizar a predicdo de genes, varios parametros podem ser avaliados, tais como,
a existéncia de sequéncias no DNA que possam funcionar como promotores seguidos por
sequéncias que possam gerar uma proteina funcional, ou que tenham similaridade com
genes conhecidos, etc. O conhecimento prévio da proteina e a sua fun¢do em qualquer outra
espécie facilita bastante o processo de anotacdo de genes. No entanto, atualmente, grande
parte dos genes sdo ainda hipotéticos, isto é, ndo se conhece a funcdo bioldgica destas
sequéncias (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001).

Na etapa da anotagdo de proteinas procura-se montar um catdlogo das proteinas e
genes presentes nos organismos, nomea-los e associa-los a provaveis funcGes através,
principalmente, de buscas por similaridades. Varias técnicas tém sido desenvolvidas para
identificar automaticamente as proteinas pertencentes a diferentes grupos isofuncionais,
chamados de grupos de ortologia, entretanto muitas dessas técnicas podem gerar
classificagbes ambiguas. Na prdtica, o que é normalmente feito é a classificacdo das
proteinas preditas com base em dominios funcionais, configura¢Ges espaciais e presenca de
padrdes conservados, além de pesquisa ampla de similaridade contra proteinas bem
caracterizadas (AUBOURG; ROUZE 2001; MUDADO, 2007).

A parte mais interessante e desafiadora do processo de anotacao génica é relacionar,
finalmente, os genes com os processos bioldgicos. Para isso foi criado um consdrcio
chamado Gene Ontology, que busca criar um vocabuldrio padrao para descrever a funcao
dos genes eucaridticos através de um sistema de classificacdo de genes de acordo com suas
caracteristicas. O Gene Ontology, popularmente conhecido como GO, ndo é exatamente um
banco de dados, é um esforco colaborativo em reunir descri¢des consistentes de produtos
génicos em diferentes bancos de dados (GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000).

Os participantes do projeto GO desenvolveram trés estruturas de vocabuldrio
controlado, chamadas de ontologias, que descrevem os produtos génicos de acordo com a

sua associagdo com processos bioldgicos, componentes celulares e fungdo molecular de
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maneira nao relacionada com qualquer organismo em especial. Basicamente, essas trés
ontologias estdo relacionadas as principais perguntas que os pesquisadores tém sobre um
determinado gene: (1) em quais processos bioldgicos o gene esta envolvido; (2) qual a sua
localizacdo dentro da célula e; (3) como, molecularmente, o gene realiza sua funcdo. Um
determinado gene, por exemplo, pode realizar a transducdo de sinais em uma célula
(processo bioldgico), estar preso a membrana celular (localizagado celular) e ter uma funcgao
de fosforilar outra proteina (funcdo molecular), sendo classificados no GO de acordo com
essas trés caracteristicas (GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000; LEWIS, 2004).

A utilizacdo de termos precisos de vocabuldrio do GO ajuda muito na chamada
gendmica comparativa, pois dessa forma podemos saber se um determinado organismo, por
exemplo, apresenta um maior nimero percentual de genes relacionados a um determinado
processo biolégico ou ndo. Da mesma forma, a utilizacdo destas ontologias permite saber
guais sdo todas as proteinas quinases de um determinado organismo, ou quais sdo todas as
proteinas envolvidas com metabolismo de DNA ou, ainda, quais sdo todas as proteinas que
ficam associadas ao reticulo (LEWIS, 2004; STEIN, 2001).

Para a anotacdo de processos é necessario mais do que trabalho computacional e,
cada novo experimento adiciona mais informacao e permite um melhor entendimento do
genoma. Técnicas bioldgicas em larga escala, como andlise de expressdo em microarrays e
identificacdo de proteinas por espectrometria de massa, tém sido de fundamental
importancia para identificar o papel de genes e proteinas nos processos bioldgicos

(MUDADO, 2007; STEIN, 2001).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste projeto é estudar e descrever o perfil transcriptémico do

tegumento de Podalia orsilochus (Cramer, 1775), durante o estdgio larval.

3.2 Objetivos especificos

e Gerar um banco de dados anotado dos transcritos encontrados no tegumento;

e Analisar as sequéncias geradas;

e Realizar um levantamento das sequéncias que apresentam indica¢des de atuacdo na
imunidade;

e |dentificar os peptideos e proteinas que apresentam atividade antimicrobiana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo e preparo do lisado do tegumento da lagarta Podalia orsilochus.

O tegumento da lagarta da espécie Podalia orsilochus (familia Megalopygidae) foi
extraido no 62 instar de desenvolvimento, ou seja, na uUltima etapa de desenvolvimento da
fase larval. A lagarta utilizada no presente estudo, foi cedida pelo colaborador MSc. Roberto
Henriqgue Pinto Moraes, do Laboratério de Parasitologia e Entomologia do Instituto
Butantan, cujo laboratério recebe anualmente varios exemplares de diferentes espécies de
lagartas. A identificacdo da espécie foi realizada pelo pesquisador cientifico do Instituto
Bioldgico do Estado de Sdo Paulo, Dr. Francisco José Zorzenon.

Uma parcela representativa do tegumento foi extraido com o auxilio de uma pinga de
ponta fina e uma tesoura cirlrgica e imediatamente colocado em criotubo contendo
RNA/ater® (Tissue Collection: RNA Stabilization Solution - Ambion), uma solu¢do aquosa que
permite o armazenamento de amostras de forma estdvel para a utilizacdo do RNA, sem que
o0 mesmo seja degradado, uma vez que, o RNA é uma molécula sabidamente instavel. Os
criotubos foram mantidos durante 24 horas a 4° C, apds esse periodo o excesso de
RNA/ater® foi removido e os criotubos foram estocados a -80° C até o momento do seu uso.
O tegumento anteriormente extraido e mantido no RNA/ater®, foi pesado e aliquotado. O
peso do tegumento utilizado foi de 50mg e para essa quantidade de tecido foi utilizado o
padrdo standard que define os volumes dos reagentes do kit utilizado para o isolamento e
purificacdo do mRNA. O tegumento pesado foi triturado com o auxilio de um pistilo,
formando um pé do tecido inicial. Foi adicionado 1250ul de tampao de lise (100mM Tris-HCl,
pH 7.5; 500mM LiCl; 10mM EDTA, pH 8.0; 1% LiDS e 5mM DTT) ao tecido triturado e
homogeneizado por aproximadamente 2 minutos, com a finalidade de se obter a lise
completa do tecido. Todo o procedimento foi realizado de acordo com as indicacdes do

manual do fabricante.

4.2 Isolamento e purificagdo do RNA mensageiro

O isolamento e a purificacgdo do RNA mensageiro (mRNA) foi procedido de acordo

com os protocolos do Kit Dynabeads® mRNA DIRECT™ (Invitrogen), que tem como principio
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0 pareamento entre os residuos de bases da cauda poliA da extremidade 3’ do mRNA com os
residuos de Oligo (dT)25 que estdo covalentemente ligados a superficie das dynabeads.
Outras moléculas, como o DNA e proteinas e outras espécies de RNA (tais como RNA de
transferéncia, micro RNAs e RNAs nucleolar pequeno) que eventualmente podem estar
presentes na amostra, por ndo possuirem a cauda poliA, ndao hibridizam com os Oligo
(dTs)25 ligados as beads e sdo facilmente removidos através de lavagens. Os protocolos do

kit estdo descritos a seguir.

4.2.1 Preparagdo de Dynabeads Oligo (dT)s

As Dynabeads Oligo (dT),s foram totalmente resuspendidas e transferidas antes do
uso para um microtubo RNase-free de 1.5ml, em seguida, foram colocadas em uma estante
concentradora de particulas magnéticas. As beads se ligam a parede da estante magnética,
separando-as facilmente da solugdo. O sobrenadante foi removido apds 30 segundos e o
tubo foi entdo retirado da estante magnética. As beads foram lavadas com tampao de lise do

kit (100mM Tris-HCI, pH 7.5; 500mM LiCl; 10mM EDTA, pH 8; 1% LiDS e 5mM DTT).

4.2.2 Isolamento do RNA mensageiro

O tampado de lise foi removido do microtubo contendo as Dynabeads Oligo (dT),s e as
beads foram completamente resuspendidas com a amostra do tegumento lisado. A amostra
foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, permitindo a hibridizacdo da cauda
poliA com os Oligo (dT),s que sdo ligados as beads. O microtubo foi colocado novamente na
estante magnética e o sobrenadante foi removido. O complexo beads/mRNA foi submetido
a uma série de lavagens, primeiramente utilizando 2ml do tampao de lavagem A (10mM Tris-
HCI, pH 7.5; 0.15M LiCl; imM EDTA e 0.1% LiDS), seguido de 1.5ml do tampado de lavagem B
(10mM Tris-HCl, pH 7.5; 0.15M LiCl e 1ImM EDTA), utilizando sempre a estante magnética
para separar as beads das solu¢des. Ao final das lavagens o mRNA foi eluido com 25ul de
tampao de eluicdo (10mM Tris-HCI, pH 7.5) em temperatura entre 65-80°C por 2 minutos e

imediatamente colocados na estante magnética para separar as beads do mRNA. O
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sobrenadante contendo o mRNA foi transferido para um novo microtubo RNase-free. As

beads que ficaram no tubo anterior foram reservadas.

4.2.3 Eliminag¢do da contaminagdo com RNA ribossomal

Em muitos casos, a amostra de mRNA contém tracos de RNA ribossomal (rRNA), que
devem ser removidos para evitar interferéncias nas analises e interpretacdes dos resultados
obtidos apds a construcdo da biblioteca de cDNA. O rRNA é melhor eliminado realizando
uma re-extracdao de mRNA a partir do eluido final. Esta Ultima etapa de re-extracdo foi feita

reutilizando as mesmas Dynabeads Oligo (dT),s que foram reservadas na etapa anterior.

4.3 Avaliagdo da quantidade e qualidade do RNA extraido

A quantidade e a qualidade do RNA extraido foram avaliadas utilizando-se o
equipamento Bioanalyser com o RNA 6000 Pico LabChip Kit (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) que avalia a degradacdo do RNA total e automaticamente detecta contaminacdo RNA
ribossomal em RNA mensageiro. O Bioanalyzer utiliza um chip para realizar uma eletroforese
capilar através da utilizacdo de um corante fluorescente que se liga ao RNA para determinar
a concentracdo e integridade do RNA. A analise eletroforética do chip é baseada nos
principios tradicionais de eletroforese em gel que foram transferidos para um formato de
chip, que reduz drasticamente o consumo de amostra e também o tempo de separagao. O
chip foi preparado de acordo com as instrugdes e solucdes fornecidas pelo kit. Brevemente,
o chip foi preenchido com uma mistura de gel e corante, seguido pela adicdo de solucdo de
condicionamento e do marcador. A amostra de RNA foi adicionada ao pogo designado e o

chip foi corrido no Bioanalyser.

4.4 Pirosequenciamento

Ap0s purificagdo, o material foi sequenciado por pirosequenciamento na plataforma
454 GS-Junior (Roche) do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada , parte do CETICS, do
Instituto Butantan. Todo o processo foi realizado utilizando-se kits e as instrugdes do

fabricante. Em linhas gerais, o procedimento ocorreu da seguinte forma: O mRNA foi
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fragmentado em tamanhos compativeis com a metodologia (300 a 800 pb), e transformado
em fragmentos abruptos fosforilados. Os fragmentos passaram por uma retrotranscricdo e
foram, entdo, ligados a adaptadores de sequéncia de oligonucleotideos especifica. A seguir,
os fragmentos de cDNA ligados aos adaptadores, foram incubados e hibridados com
microesferas individuais, denominadas beads, que contém sequéncias de DNA
complementares aos oligonucleotideos do adaptador. As beads foram, entao, isoladamente
compartimentadas em microvesiculas através de uma emulsificagdo com dleo, e a
amplificacdo clonal das moléculas Unicas de DNA ligadas as beads foi realizada durante a PCR
em emulsdo. Apds a amplificacdo, a emulsdo foi quebrada, e as beads contendo o DNA
molde amplificado por clonagem foram enriquecidas. Apdés uma nova separagao por
diluicdo, as beads foram depositadas em uma placa de picotitulacdo, que possui superficie
de aproximadamente 3.4 x 10° pocos de reacdo, na escala de picolitros e, didametro
suficiente para alojar uma Unica microesfera. A placa foi combinada com os reagentes e as
enzimas necessarias para o sequenciamento e acoplada ao equipamento da plataforma 454
GS-Junior, juntamente com os reagentes que percorrem a placa em lavagens sucessivas. Em
seguida, o aparelho iniciou a passagem dos fluidos, e a reacdo do pirosequencimento foi
iniciado através da adicdo sucessiva dos quatro dNTPs (dATP, dTTP, dCTP ou dGTP). Um
evento de incorporacdo de nucleotideo no molde amplificado por clonagem, produz a
liberacdo de um pirofosfato inorganico (PPi), que é utilizado pela enzima Sulfurilase ATP para
produzir ATP, cuja presenca é suficiente para que a enzima Luciferase emita a luminescéncia
que é capturada por uma camera CCD (charge-coupled device) acoplada ao sistema. A
intensidade luminosa do sinal, é detectada e gravada de acordo com o fluxo da reacdo de
cada dNTP, possibilitando a determinagao do nucleotideo que foi incorporado a cadeia de
DNA e sua propor¢do (quantidade) na sintese do acido nucléico. (HUSE et at.,, 2007). A
atribuicdo de bases aos cromatogramas gerados é feita automaticamente pelo 454 GS-

Junior, através de um programa nomeador de bases préprio.
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4.5. Bioinformatica

4.5.1 Remogdo das sequéncias de RNA ribossomal

Os dados “brutos” que foram gerados pela maquina de sequenciamento foram
importados para o software CLC-Genomics (CLCBio, Aarhus, Dinamarca), onde passaram por
uma etapa de pré-processamento, que consiste na remogao de bases consideradas de baixa
qualidade, seguidas pela remocdo de sequéncias com similaridade a rRNA. Inicialmente as
sequéncias passaram por um processo de filtragem para eliminar aquelas de baixa qualidade
(menor que 0,05) e de pequeno tamanho (menores que 30 pb). Para a remocao das
sequéncias de RNA ribossomal (rRNA), primeiramente criou-se um banco de dados
composto de sequéncias de rRNAs de Lepidoptera, a partir de dados disponiveis no banco de
dados GenBank. A seguir, o programa CLC-Genomics foi utilizado para remover as
sequéncias de rRNAs contaminantes dos dados de sequenciamento, através de comparacao

com o banco de dados de sequéncias de rRNA de Lepidoptera criado.

4.5.2 Montagem de novo dos contigs

Apds as etapas anteriores, a estratégia de montagem das sequéncias de leitura
(reads) em sequéncias continuas (contigs), também foi realizada através do programa CLC
Genomics, por ser um programa otimizado para montagem de grandes volumes de dados de
alta qualidade de uma maneira rapida e eficiente. O programa tem capacidade de unir os
reads por afinidade (A-T e C-G), sempre deixando pequenos espacos, que sao preenchidos
posteriormente com outros reads que se alinham, assim os contigs vao sendo montados. A
montagem de novo dos contigs (consenso de sequéncias continuas) foi realizada utilizando-

se as sequéncias filtradas e os parametros padrdes de montagem do préprio programa.

4.5.3 Comparagdo dos contigs através do BLAST

Os contigs obtidos foram entdo analisados e comparados com os bancos de dados

disponiveis, como nr (ndo redundante) do GenBank (NCBI) utilizando-se as ferramentas
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informdaticas de busca automatizada através do algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), que realiza a busca de regides de similaridade entre sequéncias bioldgicas ja
descritas e depositadas em seu banco de dados com os contigs montados. A opcado de BLAST
utilizada para essa analise foi o BLASTx, com os parametros padrées do mesmo conforme
Altschul et al. (1997). O BLASTx realiza a busca proteinas dentro do banco de dados
utilizando como consulta uma sequéncia de nucleotideos que sdo automaticamente

traduzidos.

4.5.4 Anotagdo functional

As ferramentas BLAST permitiram a busca de sequéncias similares ao conjunto de
sequéncias de interesse, através de uma analise de homologia com os bancos de dados
publicos. Para a anotagao funcional das sequéncias proteicas obtidas através dos
alinhamentos pelo BLASTx, foi utilizado o software Blast2GO®, com os parametros padroes
conforme Conesa e GOtz (2008). O software Blast2GO disponibiliza diversas ferramentas
desenvolvidas para realizar a anotacdo funcional de milhares de sequéncias em uma Unica
sessao e analizar alguns dados dessa anotagao através de sua interagdo com diversos
recursos, que fornecem diferentes informacgdes para a andlise funcional das sequéncias de
proteinas, como o GO (Gene Ontology Consortium), mapas KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes), InterPro (Protein Sequence Analysis & Classification) e Enzyme
nomenclature database. A anotacdo funcional automatizada das sequéncias obtidas foi
constituida em trés principais passos: busca por analogia (BLAST), mapeamento para coletar
os termos GO associados com os BLAST hits e anotacdo propriamente dita, que atribui a
informacgdo as sequéncias alvos, conforme indicado por Conesa e Gotz (2008). Para obtengdo
das sequéncias proteicas dos contigs foram utilizadas a ferramenta Translator do software
fr33.net (http://www.fr33.net/translator.php) e a ferramenta do programa Expasy
(http://web.expasy.org/translate), ambas disponiveis online. Buscas para informacdes
adicionais sobre sequéncias proteicas foram realizadas através de andlises nos bancos de
dados UniprotKB (UniProt Knowledgebase), do PDB (Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics — Protein Data Bank), do Pfam (Protein Family Database), e para alguns
contigs foram identificados o dominio proteico conservado através do banco de dados CDD

(Conserved Domains Database).
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4.5.4.1 Classificacdo dos contigs em categorias funcionais

Como um dos processos de anotagao, a partir dos dados gerados foi realizado a
divisdo e a classificacdo de todos os contigs em categorias funcionais. Essa classificacdo foi
realizada de acordo com as categorias funcionais disponibilizadas pelo banco de dados COG
(Clusters of Ortologous Groups — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) do NCBI (TATUSOV et
al., 2001). A classificacdo foi realizada manualmente utilizando, para isso, informacdes
funcionais presentes em arquivos do NCB/ (WELLER et al., 2002), em informacdes do SWISS-
PROT, do UniProt, em programas de busca da Internet (Google — http://www.google.com)
(KANEHISA et al., 2002) e em artigos de diversas areas. As categorias originais presentes nos
COGs podem ser observadas na figura 13 e a tabela 6 preenchida com os contigs de Podalia

orsilochus, encontra-se na se¢ao 5.7 Classificacdao dos contigs em categorias funionais.

CATEGORIAS FUNCIONAIS DOS COGS

PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE INFORMACE)ES

J Tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese

K Transcrigdo

L Replicagdo, recombinagdo e reparo do DNA
PROCESSOS CELULARES

D Divisdo celular e particionamento cromossémico

O Modificagdo pés-traducional, turnover de proteinas e chaperones

M Biogénese do envelope celular, membrana externa

N Mobilidade celular e secregdo

P Metabolismo e transporte de ions inorgénicos

T Mecanismos de transdugio de sinais
METABOLISMO

CProducgdo e conversido de energia

G Metabolismo e transporte de carboidratos

E Metabolismo e transporte de aminoacidos

F Metabolismo e transporte de nucleotideos

H Metabolismo de coenzimas

| Metabolismo de lipideos

Q Biossintese, catabolismo e transporte de metabélitos secundarios
POBREMENTE CARACTERIZADOS

R Somente predi¢do de fungdo geral

S Fungdo desconhecida

Figura 13 - Categorias funcionais dos COGs.

Legenda: O projeto COG classifica os genes em 4 grupos funcionais principais, sendo cada um deles dividido em
subgrupos, representados por letras maiusculas.

Fonte: COG <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/>.

Acesso em: 15/01/2013.
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4.5.4.2 Andlise dos contigs da subcategoria funcional Imunidade

Os contigs que foram categorizados na subcategoria Imunidade foram traduzidos
para a obtencdo das sequéncias proteicas e, em seguida, foram analisados através da
ferrramenta de busca BLASTp, que realiza buscas por analogias entre sequéncias de
aminodcidos. A partir dos resultados dos BLAST hits, as sequéncias foram analisadas em
diversos bancos de dados, descritos anteriormente na secdo 4.5.1, para obtencdo de
informagdes mais apuradas sobre estruturas, familias, dominios e fun¢des das proteinas, na
tentativa de elucidar o papel de cada sequéncia na resposta de defesa das larvas de Podalia
orsilochus. Algumas sequéncias especificas foram selecionadas de acordo com sua fungao
predita e foram analisadas através do banco de dados de peptideos antimicrobianos PDB
(The Antimicrobial Peptide Database), na tentativa de identificar o perfil de peptideos

antimicrobianos produzidos por esses insetos.
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5 RESULTADOS

5.1 Obten¢ao do RNA mensageiro do tegumento da Podalia orsilochus

O tegumento de uma lagarta da espécie Podalia orsilochus foi devidamente
dissecado e armazenado a -80 °C. Esta amostra de tegumento foi utilizada para a extracao
do RNA mensageiro e posterior sequenciamento de cDNA. O mRNA foi devidamente isolado
e purificado diretamente do lisado proveniente de uma amostra de 50mg do tegumento

extraido através do Kit Dynabeads mRNA DIRECT - Invitrogen.

5.1.1 Avaliagdo da qualidade do mRNA

Anteriormente ao inicio do pirosequenciamento foi realizada uma avaliacdo da
gualidade do mRNA, através do Bioanalyzer, para verificar possiveis degradacbes e a
presenca excessiva de RNA ribossomal (rRNA). Para essa analise, foi utilizado 1ulL da
amostra. O perfil cromatografico mostrado na figura 14 (A) indica que a quantidade
visualmente perceptivel de rRNA (pico por volta de 2000 nt) era tolerdvel para prosseguir
com a experimentacdo. Apds a analise de contamina¢do da amostra por rRNA, o mRNA foi
fragmentado utilizando-se cloreto de zinco. A qualidade dessa amostra foi medida
novamente utilizando o Bioanalyzer, e os fragmentos produzidos distribuiram-se conforme o
esperado (pico entre 450 a 900 nt) (Figura 14 B). A figura 14 (C) mostra a representacao

virtual do gel da extracao do mRNA, antes e depois da fragmentacao.
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Figura 14 - Resultados das avaliacdes de tamanho e fragmentacdo da amostra de mRNA
através do Bioanalyzer.
Legenda: (A) mRNA extraido do tegumento de Podalia orsilochus, apresentando pouca degradagdo e pouca

contaminagdo por rRNA; (B) mRNA apds a fragmentagdo; (C) Representagdo do gel virtual da extragdo do
mRNA, antes e depois da fragmentacdo.
FU = unidades de fluorescéncia; nt = nucleotideos.

5.2 Pirosequenciamento

Foi iniciado o pirosequenciamento e apds outras etapas, que incluem reagdes de
retrotranscricdo, foi obtido o cDNA, que também foi avaliado através do Bioanalyzer.
Novamente, o resultado indicou que a amostra estava dentro de um padrdo esperado para a
realizacdo do pirosequenciamento, pois de acordo com as orientacdes, a biblioteca de cDNA

deve produzir um pico entre 600 e 1200pb (Figura 15 A e B).
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Figura 15 - Resultado da avaliagdo do cDNA através do Bioanalyzer.

Legenda: (A) O grafico mostra o cDNA produzido a partir do mRNA fragmentado; (B) Representagdo do gel
virtual da biblioteca de cDNA.

FU = unidades de fluorescéncia; bp = pares de bases.
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5.2.1 PCR em emulsdo, montagem da microplaca e sequenciamento

ApOs a obtengdo do cDNA, foi realizada a PCR em emulsdo seguida da montagem da
microplaca. A microplaca preparada foi acoplada ao aparelho e pode-se verificar através do
resultado obtido que a montagem foi eficiente, visto que a microplaca estava

completamente preenchida de pog¢os emitindo sinais luminosos positivos (Figura 16).

A. Visao geral da
microplaca

B. Ampliagao de um
trecho da microplaca

Figura 16 - Imagens captadas pelo 454 GS-Junior, mostrando a microplaca inteira e

ampliada.

Legenda: (A) Microplaca inteira; (B) Microplaca ampliada. Os cédigos de classificagdo de cada micropogo,
determinados pela qualidade e tipo da informacdo obtida em cada micropogo é mostrada em pontos coloridos
em (A) e (B). Pontos verdes = micropog¢os com sinais validos; Pontos vermelhos = micropogos com sinais falhos;
Pontos roxos = micropogos com verificagao invalida; Pontos azuis = micropogos com DNA controle.

Um total de 272.404 micropogos foi identificado como validos pelo leitor do aparelho
(Tabela 4), destes, 263.648 passaram pela verificacdo de “chave” positiva (esta “chave” é
composta por uma pequena sequéncia nucleotidica que faz parte dos adaptadores usados
na construcdao da biblioteca). Dos micropocos que passaram na verificacdo de “chave”,
constatou-se que 42.151 deles possuiam sinal luminoso de baixa qualidade, de maneira que
os 188.080 micropogos restantes foram considerados como validos, e produziram

sequéncias com uma média de tamanho de 425.51 pb e mediana de 471 pb (Figura 17).
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Tabela 4 - Dados das contagens de pogos obtidos no sequenciamento.

Categoria Contagem
Micropogos totais identificados 272.404
Micropogos com verificagdo de “chave” positivos 263.648
Micropogos negativos (sem sequéncias) 20.338
Micropogos com sequéncias de baixa qualidade 42.151
Micropogos com mais de uma sequéncia 13.079
Micropogos com sequéncias que passaram no critério de qualidade 188.080
Porcentagem do total de sequéncias aceitas 71.3%

1 enn Mumbes M Lib-uny Peads

1,400

Frequéncia (contagem total)

ato azo o0
Fead Length, Reg

Tamanho das sequéncias obtidas

Figura 17 - Imagens captadas pelo 454 GS-Junior, mostrando a microplaca inteira e
ampliada.

5.3 Tratamento das sequéncias e montagem dos contigs

As 180.080 sequéncias (reads) validas foram obtidas a partir do pirosequenciamento
do cDNA do tegumento de P. orsilochus. Apds o sequenciamento, os reads foram filtrados
através do programa CLC Genomics, para a remoc¢do das sequéncias que correspondiam a
cauda poli-A e rRNA. Esta remocdo foi realizada através da comparacdo das sequéncias
geradas com um banco de sequéncias ribossomais de Lepidoptera, criado a partir de
sequéncias depositadas no banco de dados do Genbank. Apds essa primeira filtragem, foi
observado que aproximadamente 0,5% correspondiam a sequéncias de rRNA e, com isso
foram obtidas 179.133 sequéncias (reads). A remog¢do das sequéncias de baixa qualidade e
de pequeno tamanho resultou na obtencdo de 179.084 sequéncias finais. Apds passar por

todas as etapas de tratamento, os reads finais foram utilizados para a criacdo de novas
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sequéncias (contigs) que representam o consenso obtido a partir do agrupamento (a
clusterizacdo) dos reads semelhantes, utilizando-se o programa CLC-Genomics. Em seguida,
foi realizada a montagem de novo dos contigs, que produziu 6.659 contigs, utilizando-se
125.805 das sequéncias iniciais (70,25% dos reads obtidos); as 53.279 sequéncias restantes
foram consideradas como singles ou singletons (Tabela 5). O tamanho das 6.659 sequéncias
contigs obtidas variou de 64 a 14474 pb, das quais apenas 7 sequéncias apresentaram

menos de 100pb .

Tabela 5 - Andlise das sequéncias e montagem dos contigs do tegumento de Podalia
orsilochus.

Classes Quantidade
Reads iniciais (sequéncias geradas) 180.080
19 triagem* — reads removidos 947
Resultado 179.133
292 triagem** — reads removidos 49
Resultado 179.084
Montagem
Reads utilizados para a montagem 125.805
Singletons 53.279
Contigs Finais 6.659

*Remocdo da cauda poliA e rRNA;
**Remogdo das sequéncias de baixa qualidade e pequeno tamanho.

5.4 Anotagdo automatizada: funcdo, ontologia génica e sublocalizagao celular

5.4.1 Identificagdo dos transcritos e dados da anotagdo

Os 6.659 contigs da P. orsilochus foram analisados através do programa Blast2GO
para o processo de anotacdo automatica, para identificar os provaveis genes, as suas
funcbes e possiveis papel biolégico, determinando assim a ontologia génica (GO) dos
transcritos, através da andlise por similaridade. Todas as sequéncias nucleotidicas, em
formato FASTA, foram alinhadas contra o banco de dados BLAST para buscar regides de
similaridade entre sequéncias bioldgicas depositadas em seu banco de dados utilizando a

opcao BLASTx, implementada no Blast2GO.



80

Das 6.659 sequéncias analisadas, 4.382 (65%) apresentaram hits (similaridade) no
BLASTX, enquanto que 2.228 (33%) nao tiveram qualquer similaridade com sequéncias do
banco de dados ndo-redundante. Também foram encontradas 49 sequéncias que ndo
apresentaram resultados no BLAST. Das mesmas 6.659 sequéncias totais, 2.898 (43%) nao
apresentaram GO hit no mapeamento de termos funcionais. A partir desses numeros,
podemos concluir que das 6.659 sequéncias totais analisadas, um total de 3761 sequéncias
(56%) tiveram uma anotag¢do completa, apresentando hits (similaridade) no BLASTx e GO hit

no mapeamento de termos funcionais (Figura 18).

Total de sequéncias

Sequéncias anotadas

Sem GO hits

Com BLAST hits

Sem BLAST hits

Sem resultados no BLAST

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Figura 18 - Grafico de barras representando o resultado do BLAST (BLASTx hits) e da
anotacdo (GO hits), realizado pelo programa Blast2GO.

A figura 19 mostra o grafico da distribuicdo de similaridades das sequéncias de P.
orsilochus através do alinhamento das mesmas pelo BLAST. O resultado indica que a maior
parte dos contigs apresentou similaridades entre 60 e 90%, levando em conta o

comprimento do alinhamento e os aminoacidos similares entre as sequéncias analisadas.
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Figura 19 — Grafico da distribuicdo de similaridades entre as sequéncias de Podalia orsilochus
e as sequéncias alinhadas através do BLAST.

Durante o processo de anotagdo, os contigs apresentaram similaridade com
sequéncias de diversas espécies. A figura 20 apresenta um grafico que mostra as 12 espécies

gue mais vezes tiveram suas sequéncias comparadas com as sequéncias da P. orsilochus.

Danaus plexippus

6% Tribolium castaneum

5%
Drosophila
melanogaster
5%

Aedes aegypti
4%

Anopheles

N ) gambiae
asonia 3%

vitripennis
3%
Bombyx mori

Megachile rotundata 3%
3%

Bombus terrestris
3%

Camponotus
floridanus
3%

Papilio xuthus
1%

Figura 20 - Grafico com a distribuicdo das 12 espécies que mais vezes apresentaram
similaridade com as sequéncias de Podalia orsilochus.
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Dentre as espécies que mais vezes tiveram suas sequéncias comparadas com as
sequéncias da P. orsilochus, foi possivel observar a presenca de algumas espécies
pertencentes a ordem Lepidoptera, principalmente a conhecida popularmente como
borboleta-monarca Danaus plexippus, o bicho-da-seda Bombyx mori e a borboleta Papilio
xuthus.

Das cinco espécies numericamente mais representativas durante a comparacao de
sequéncias através do BLAST, encontra-se em primeiro, a espécie D. plexippus, que obteve
mais sequéncias comparadas com as sequéncias da P. orsilochus, chegando ao numero total
de 4.863 hits; seguida por Tribolium castaneum, com 4.159; Drosophila melanogaster, com
3.974; Aedes aegypti, com 2.742; e, Anopheles gambiae, com 2.271.

Outro dado importante do processo de anotacao foi a distribuicdo das espécies com
os melhores hits. Para obter esse resultado, o gréfico mostrado na figura 21, leva em
consideracao apenas a distribuicdo das espécies que tiveram o melhor alinhamento (menor
E-value) dentre todos os possiveis resultados do BLAST para uma determinada sequéncia
consultada. Nesse quesito, todos os primeiros cinco melhores hits ocorreram com espécies
da ordem Lepidoptera, sendo novamente a espécie D. plexippus a de maior nimero, com
2.563 melhores hits, seguidos por B. mori com 373, duas espécies do género Papilio, a

Papilio xuthus com 330 e Papilio polytes com 126 e Manduca sexta com 96.
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Figura 21 - Grafico com a distribuicdo das espécies que apresentaram os melhores hits em
comparagao com as sequéncias de Podalia orsilochus.
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Semelhante ao dado anterior, todos os melhores hits (best hits) foram obtidos com
espécies da classe dos insetos, porém, com predomindncia de espécies da ordem

Lepidoptera.

5.4.2 Ontologia génica (GO)

O programa Blast2GO foi utilizado para a anotacdo de processos, através do recurso
Ontologia génica ou GO, que é uma iniciativa de bioinformatica que visa padronizar a
representacdo de genes e os produtos génicos atribuidos entre as espécies e os bancos de
dados, controlando o vocabulario dos termos para descrever as caracteristicas dos produtos
génicos e criando ferramentas para acessar e processar esses dados. A ontologia abrange
trés dominios:

I - componente celular - as partes de uma célula ou do seu ambiente extracelular;

Il - fungdo molecular - as atividades elementares de um produto do gene, a nivel

molecular, tais como a ligacdo ou a catdlise;

lll - processo biolégico - operacdes ou conjuntos de eventos moleculares com

comeco e fim definidos, pertinentes para o funcionamento de unidades vivas

integradas: células, tecidos, érgaos e organismos.

Para cada contig foram obtidos os termos GO com os parametros padrdes do
programa. A partir dos dados gerados por esse recurso, foi possivel inferir quantas
sequéncias estdo relacionadas com cada um dos dominios GO e quais as principais
atividades dos seus produtos génicos.

Foram encontradas 794 sequéncias com diferentes combinagdes dos termos GO para
o dominio componente celular. No dominio componente celular, os termos GO mais
encontrados foram os termos Membranas e Integral de membrana, que juntos apareceram
em 201 sequéncias, seguidos pelos termos Citoplasma e Citosol, com 108 sequéncias e 0s
termos Nucleo e Nucléolo, com 61 sequéncias. Esses termos GO citados e outros termos do
dominio componente celular que foram encontrados nas sequéncias de P. orsilochus, e a
guantidade de sequéncias que foram associadas a esses termos estdo demonstrados na

figura 22.
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COMPONENTE CELULAR

Integral de membrana

Citoplasma
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Citosol

Reticulo endoplasmatico

Outros GOs

Figura 22 — Termos GO mais encontrados do dominio componente celular e a quantidade de
sequéncias de Podalia orsilochus associadas a esses termos.

A figura 23 representa um grafico combinado gerado pelo programa Blast2GO, das
provaveis localizacdes celulares das diversas proteinas codificadas pelas sequéncias dos
contigs da P. orsilochus que foram associadas com o dominio GO componentes celulares.
Existem variacdes nos nimeros das sequéncias observadas para cada termo GO, uma vez
que, por exemplo, uma sequéncia que esta associada com o termo GO Organela, também

pode estar associada com os termos GO Parte celular ou membrana.

794



85

componentes celulares
Seqs. 200

membrana

Seqs. 103

organela
Seqs 153

parte
citoplasmatica l
~ Seqell7 -

Figura 23 — Termos GO mais encontrados do dominio componente celular e a quantidade de
sequéncias de Podalia orsilochus associadas a esses termos.

Das 6.659 sequéncias, 2.517 foram associadas ao dominio GO de fungdao molecular.
Através das analises realizadas pode-se inferir que as proteinas com func¢do de ligacdo
(binding proteins) foram as numericamente mais encontradas, totalizando 1.686 sequéncias.
Nessa categoria, as sequéncias mais abundantes foram descritas como ligantes de proteinas,
de acidos nucléicos, de calcio e de pequenas moléculas. A segunda categoria de fungdo mais
encontrada foi a de atividade catalitica, com 1.471 sequéncias relacionadas e a maior
abundancia eram de hidrolases, transferases, oxidoredutases e ligases. Também foram
encontradas 187 sequéncias com atividade de transporte, onde a maioria foi descrita como
sendo de transporte transmembrana e/ou transporte transmembrana substrato-especifico.
As fungdes descritas menos encontradas no total das sequéncias foram as de atividade de
molécula estrutural, com 151, as de atividade de receptor, com 113 sequéncias e as de

atividade de enzima regulatdria, com apenas 105 (Figura 24).
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* ATIVIDADE DE LIGACAO 1686
Ligacdo de pequenas moléculas
Ligagdo de calcio
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Figura 24 - Grafico de distribuicdo das sequéncias associadas aos termos GO de fungdes
moleculares.

Legenda: O grafico mostra o numero de sequéncias encontradas em cada categoria funcional principal e o
numero de sequéncias encontradas em cada categoria de atividade especifica.

Para a ultima andlise de ontologia génica, um total de 1.204 sequéncias foram
associadas com os termos GO do dominio Processos bioldgicos, ndo havendo termos com
superioridade muito relevante. O processo bioldgico de protedlise foi o mais encontrado,
apresentando 50 sequéncias associadas com esse termo, Seguidos pelo processo metabdlico
e processo de oxidacdo-reducao, ambos com 32 sequéncias. O quarto termo GO de processo
biolégico mais encontrado foi o de folding de proteina, com 31 sequéncias. Outros termos

GO encontrados nesse dominio se encontram na figura 25.
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PROCESSOS BIOLOGICOS 1204
Protedlise 50
Orientagdo de ax6nio 33
Processo de oxidagao-reducdo 32
Processo metabdlico 32

Folding de proteina 31
Transporte 28

Processos celulares 18
Regulagdo da transcricao 16
Homeostase celular 13

Processo metabdlico do DNA 13

Figura 25 - Grafico de distribuicdo das sequéncias associadas aos termos GO do dominio
Processos bioldgicos.

5.5 Predicdao da presencga de peptideo sinal e de segmentos transmembranicos

O programa Blast2GO possui a op¢ao de interacdo com um consércio de banco de
dados denominado InterProScan, que integra as informacgdes gerais de predicdao de fungao
das proteinas que sdo utilizadas para classificar as proteinas em familias e prever a presenca
de dominios e sitios importantes. Para essa classificacdo, sdo utilizados modelos preditivos,
conhecidos como assinaturas, fornecidos por varios bancos de dados diferentes (chamados
de bancos de dados membros) que compdem o consdrcio InterPro. Nesse contexto, esse
recurso foi utilizado para realizar as predi¢cGes da presenca de peptideo sinal de secrecdo de
proteina e da presenca de sequéncias caracteristicas de proteina transmembrana. Das 6.659
sequéncias analizadas, apenas 1333 tiveram resultados positivos apresentados pelo InterPro

e, 5326 ndo apresentaram nenhum resultado (Figura 26).
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Figura 26 - Grafico demonstrando a porcentagem de sequéncias que apresentaram
predicoes da presenca de peptideo sinal de secrecdo de proteina e da presenca de
sequéncias caracteristicas de proteina transmembrana através do recurso InterPro.

A porcentagem de predicdo para peptideo sinal que caracteriza proteina secretada,
encontrado no contigs de P. orsilochus foi de 22% (1.465 sequéncias) e de ndo secretada foi

de 78% (5.194 sequéncias) (Figura 27).

Predicao de sinal de proteina secretada

Secretada

= Nao secretada

Figura 27 - Grafico dos dados da porcentagem de predi¢ao de sinal de proteina secretada
entre os 6.659 contigs analisados.
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O calculo de predicdo para proteina transmembranica nos contigs de P. orsilochus foi
de 16 % (1.065 sequéncias) e de ndo transmembranica foi de 84 % (5.594 sequéncias) (Figura

28).

Predi¢dao de sinal de proteina transmembranica

Com sinal de proteina
transmembranica

m Sem sinal de proteina
transmembrénica

Figura 28 - Grafico dos dados de porcentagem de predicdo de sinal de proteina
transmembranica entre os 6.659 contigs analisados.

5.6 Classificagdo enzimatica

As sequéncias de P. orsilochus foram analisadas através da indicacdo dos termos de
classificagcdo enzimatica, que utiliza cédigos (EC codes) para identificar as principais classes
de enzimas ja descritas. Foram observadas diferentes quantidades de sequéncias
relacionadas a membros de todas as classes de enzimas, apresentando um total de 859
sequéncias com predicao de atividade enzimatica.

Foram encontradas 163 sequéncias classificadas na classe das oxidoredutases (EC 1),
gue representa as enzimas que catalisam reagdes de oxida¢dao-redugdo. As enzimas da classe
das transferases (EC 2) foram encontradas em 251 sequéncias. Contudo, as enzimas da
classe das hidrolases (EC 3), foram as mais representadas dentro das sequéncias da P.
orsilochus, apresentando um total de 303 sequéncias. Em quantidades menores, foram
encontradas enzimas das classes liases (EC 4), isomerases (EC 5) e ligases (EC 6)

representadas por 30, 24 e 88 sequéncias respectivamente. O grafico da figura 29 apresenta
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a porcentagem de sequéncias da Podalia orsilochus em cada classe enzimatica

correspondente.

Classificagao das enzimas

Isomerases
3%

Liases
4% *

Figura 29 — Termos gerais dos codigos de classificacdo das enzimas (EC).

Legenda: (EC:1.x.x) oxidoredutases; (EC:2.x.x) transferases; (EC: 3.x.x) hidrolases; (EC:4.x.x) liases; (EC:5.x.x)
isomerases; e (EC:6.x.x) ligases.

5.7 Classificagao dos contigs em categorias funcionais

Apds a geracdo de todos os dados dos processos de anotacdo, foi elaborada uma
tabela que serviu de base para a classificacdo de cada contig em sua respectiva categoria
funcional. Essa classificacdo foi realizada manualmente e individualmente, analizando todos
os dados gerados para cada contig e comparando as informagdes obtidas com as
informagdes disponiveis nos bancos de dados. Para essa categoriza¢gdo, o banco de dados
mais utilizado foi o UniProt (Resource Protein Universal), que representa uma fonte
abrangente para a pesquisa de sequéncias de proteina e dados de anotagdao. As bases de
dados UniProt sdo, UniProt Knowledgebase (UniProtKkB), o UniProt Reference Clusters
(UniRef), e o UniProt Archive (UniParc).

O projeto COG classifica os genes em quatro grupos funcionais principais, sendo cada
um deles dividido em subgrupos. Da tabela original, foi acrescido um grupo funcional,

representado pela categoria “Morte celular e resposta imune”, que compreende duas
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subcategorias: “Apoptose e morte celular” e “Imunidade”. Além da criacdo de duas
subcategorias “Matriz extracelular e adesdo” e “Molécula estrutural e de estoque”, que
foram adicionadas a categoria “Processos celulares”. Essas quatro subcategorias foram
criadas e incluidas na tabela original por se tratar de fun¢gGes que ndo se enquadram em
nenhuma outra subcategoria disponibilizada pelo COG. A tabela de categorias funcionais
dos COGs foi utilizada para a classificagdao dos contigs e foi preenchida com a quantidade
total de contigs enquadrados em cada categoria e subcategoria (Tabela 6). Por convencdo da

tabela original foi mantida a formatacdo de subcategorias representadas por letras.

Tabela 6 — Classificagdao dos contigs em categorias funcionais.

CATEGORIAS FUNCIONAIS

e PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE INFORMACOES = 796 contigs
J Traducgdo, estrutura ribossomal e biogénese = 306 contigs
K Transcricao = 388 contigs
L Replicagdo, recombinacdo e reparo do DNA = 102 contigs

e PROCESSOS CELULARES = 1955 contigs
D Divisdo celular e particionamento cromossémico = 22 contigs
O Modificagdo pds-traducional, turnover de proteinas e chaperones = 499 contigs
M Biogénese do envelope celular, membrana externa = 71 contigs
N Mobilidade celular e secre¢ao = 154 contigs
P Metabolismo e transporte de ions inorganicos = 324 contigs
T Mecanismos de transducdo de sinais =748 contigs
W Matriz extracelular e adesdo* = 54 contigs
X Molécula estrutural e de estoque* = 83 contigs

e METABOLISMO = 951 contigs
C Producao e conversao de energia = 318 contigs
G Metabolismo e transporte de carboidratos = 53 contigs
E Metabolismo e transporte de aminodcidos = 24 contigs
F Metabolismo e transporte de nucleotideos = 13 contigs
I Metabolismo de lipideos = 66 contigs
Q Biossintese, catabolismo e transporte de metabdlitos secundarios = 477 contigs

e POBREMENTE CARACTERIZADOS = 2803 contigs
R Somente predicdo de funcgdo geral = 95 contigs
S Funcao desconhecida = 2708 contigs

e MORTE CELULAR E RESPOSTA IMUNE* = 154 contigs
Y Apoptose e morte celular* = 44 contigs
Z Imunidade* = 110 contigs

* Categorias novas ndo encontradas na tabela de categorias funcionais do COG original.
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Apds a classificacdo de cada contig na sua respectiva categoria principal, foi possivel
observar que 43% de todos os contigs obtidos do tegumento de P. orsilochus, correspondem
a genes que sdao pobremente caracterizados. A segunda categoria com maior representagao,
foi a categoria de Processos celulares, com 29% de todos os contigs analizados, seguido por
Metabolismo, com 14 %, Processamento e armazenamento de informacdes, com 12 % e 2 %

corresponde a nova categoria Morte celular e resposta imune (Figura 30).

Categorias principais

2%

M Processamento e armazenamento

de informagdes

B Processos celulares

B Metabolismo

i Pobremente caracterizados

B Morte celular e resposta imune

Figura 30 — Grafico com a porcentagem de distribuicdo de contigs correspondente a cada
categoria funcional.

A figura 31 mostra a porcentagem de contigs inclusos em cada subcategoria dentro
de sua respectiva categoria principal. As letras representadas dentro de cada grafico
correspondem a letra designada para cada subcategoria de acordo com a tabela de

categorias funcionais dos COGs apresentada na tabela 6.



A. Processamento e B. Processos celulares
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E. Morte celular e Respostaimune
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Figura 31 — Graficos das porcentagens de contigs incluidos em cada subcategoria dentro de

cada categoria geral.



94

Legenda: (A) Porcentagem das subcategorias de Processamento e armazenamento de informagdes: J Tradugdo,
estrutura ribossomal e biogénese; K Transcricdo; L Replicagdo, recombinacdo e reparo do DNA; (B)
Porcentagem das subcategorias de Processos celulares; C. Porcentagem das subcategorias de Metabolismo; D.
Porcentagem das subcategorias de Pobremente caracterizados e; E. Porcentagem das subcategorias de Morte
celular e resposta imune. D Divisdo celular e particionamento cromossémico; O Modificagdo pds-traducional,
turnover de proteinas e chaperones; M Biogénese do envelope celular, membrana externa; N Mobilidade
celular e secregdo; P Metabolismo e transporte de ions inorganicos; T Mecanismos de transdugdo de sinais; W
Matriz extracelular e adesdo; X Molécula estrutural e de estoque; C Producdo e conversdo de energia; G
Metabolismo e transporte de carboidratos; E Metabolismo e transporte de aminoacidos; F Metabolismo e
transporte de nucleotideos; | Metabolismo de lipideos; Q Biossintese, catabolismo e transporte de metabdlitos
secundarios; R Somente predicao de funcdo geral; S Funcdo desconhecida; Y Apoptose e morte celular; Z
Imunidade.

5.7.1 Andlise contigs com maior numero de reads.

Os contigs foram renomeados com a designacdo POT (uma sigla para Tegumento de
Podalia orsilochus), seguida por uma identificagdo numerica baseada na quantidade de reads
atribuido a cada contig. Este procedimento foi adotado para facilitar a andlise, identificacdo

e descrigdo dos transcritos. A Tabela 7 apresenta os 50 contigs de maior expressao.

Tabela 7 - Transcritos do tegumento de Podalia orsilochus que possuem altos niveis de
expressao génica (maior frequéncias em numero de reads*), totalizando os contigs 50 mais
expressos.

CONTIGS DESCRICAO DO CONTIG CATEGORIA FUNCIONAL E N2 DE TAMANHO E-value  SIMILARIDADE
POTG SUBCATEGORIA (LETRA) READS (pb)
POT0001 Heat shock protein 1 Metabolismo - Q 1914 1257 9,59E-43 47.05%
POT0002 Muscular protein 20 Processos celulares - N 1390 1588  6,38E-57 70.30%
POTO0003 Long form-like Processos celulares - N 1255 3257 0.0 85.20%
POT0004 Elongation factor 2 Processos celulares - O 1216 4887 0.0 93.90%
POT0005 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 1089 14474 _ _
POT0006 Actin Processos celulares - N 1037 1433 0.0 79.00%
POT0007 Adenylate cyclase type 2 Processos celulares - T 1019 2247 1,17E-26 42.65%
POT0008 Elongation factor 1-alpha-like Processos celulares - O 924 1667 0.0 77.50%
POT0009 Lethal essential for life 12efl Metabolismo - Q 917 1492  1,58E-47 61.85%
POT0010 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 898 10116 - -
POT0011 Actin Processos celulares - N 895 1572 0.0 83.95%
POT0012 Myosin heavy muscle isoform 1 Processos celulares - X 811 6246 0.0 88.70%
POT0013 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 804 9565 - -
POT0014 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 766 9252 - -
POT0015 Myosin heavy nonmuscle or Processos celulares - X 706 4844 0.0 87.80%
smooth muscle
POT0016 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 690 5064 - -
POT0017 Elongation factor 1-alpha-like Processos celulares - O 659 1736 0.0 87.15%
POT0018 Isoform a Processos celulares — W 607 1715 0.0 67.45%
POTO0019 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 603 12995 - -
POT0020 Cg41536 cg41536- partial Pobremente caracterizado - R 586 3555 5,25E-70 65.75%
POT0021  Polyadenylate-binding protein 1- Processamento e armazenamento 580 2546 0.0 83.75%
like isoform 1 de informagdes — K
POT0022 Serpin 1 Metabolismo - Q 566 1308  3,24E-83 66.00%
POT0023  Hypothetical protein kgm_05776 Pobremente caracterizado - R 543 2745  2,45E-95 78.00%
POT0024 Desconhecido Pobremente caracterizado - S 529 4749 - -
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POT0025
POT0026
POT0027

POT0028
POT0029
POT0030
POT0031
POT0032
POTO033

POT0034
POTO0035
POTO0036
POT0037
POTO0038
POTO039
POT0040
POT0041
POT0042
POTO0043
POT0044
POT0045

POT0046
POT0047
POT0048
POTO0049
POTO0050

Troponin ¢
Muscle-specific protein 300
Ribosomal protein 123a

Cytochrome p450
Tropomyosin isoform b
Desconhecido
Cytochrome p450
Tpa: cuticle protein
Myosin heavy muscle-like
isoform 2
Retinol dehydrogenase 14
Catalase
Muscle-specific protein isoform d
Titin-like protein
Adenylate cyclase
Titin-like protein
Muscle protein 20-like protein
Vitellogenin
Serine protease
Cg41536 cg41536- partial
Titin-like protein
Translation elongation factor 2

Serine protease
Fatty acid synthase
Hypothetical protein kgm_00217
Juvenile hormone binding protein
Adp atp translocase

Processos celulares — P
Processos celulares — X
Processamento e armazenamento
de informagdes —J
Metabolismo - C
Processos celulares — X
Pobremente caracterizado - S
Metabolismo — C
Processos celulares — X
Processos celulares — X

Metabolismo - C
Metabolismo — C
Processos celulares — X
Metabolismo — |
Processos celulares — T
Processos celulares — P
Processos celulares — X
Processos celulares — X
Metabolismo - Q
Pobremente caracterizado - R
Processos celulares — X
Processamento e armazenamento
de informagdes — K
Metabolismo - Q
Metabolismo — |
Pobremente caracterizado - R
Pobremente caracterizado - R
Processos celulares — P

524
522
517

512
506
491
478
464
459

452
451
413
411
402
400
399
396
377
373
371
367

365
364
350
341
336

782
7432
1113

2072
1034
9670
1997

681
3782

3720
1676
7401
3285
1917
3659
2407
5614
1008
2969
3387
2836

1105
7916
3828

913
1265

3,02E-64
0.0
6,15E-89

0.0
5,59E-14
0.0
9,25E-13
0.0

2,17E-74
0.0
0.0
2,88E-75
1,05E-15
4,95E-43
0.0
0.0
5,75E-35
1,43E-77
1,61E-13
0.0

6,85E-24
0.0
6,91E-94
7,53E-77
0.0

78.70%
57.85%
92.15%

87.80%
83.30%
80.45%
52.95%
91.25%

79.05%
80.50%
72.50%
63.20%
42.68%
56.90%
75.65%
64.15%
45.55%
76.20%
58.25%
93.15%

45.85%
66.10%
53.33%
52.95%
89.55%

*Dados obtidos através do processo de anotagdo pelo programa Blast2GO.

5.8 Analise dos contigs da subcategoria Imunidade

Dentre as categorias funcionais apresentadas, o foco foi concentrado na subcategoria

Z — Imunidade para realizar uma analise mais aprofundada, com a intengao de disponibilizar

novas informacdes sobre o perfil transcriptomico de genes ligados a resposta imune dos

insetos e viabilizar a pesquisa de novos peptideos ativos, que possam ter atividades

bioldgicas de interesse farmacoldgico e biotecnoldgico. Foram incluidos 110 contigs na

subcategoria Imunidade e foi atribuida a provavel fungdo imunoldgica para cada contig de P.

orsilochus baseado na similaridade de sua sequéncia proteica com genes previamente

caracterizados com func¢do na resposta imune e em seus padroes de reconhecimento. O

grafico apresentado na figura 32 representa a abundancia em nimero de reads dos contigs

dos genes imunes encontrados em P. orsilochus que apresentaram mais de 50 reads.
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Proteina de Atacinas (69) _, Gloverina (77)
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de‘cei; /(172)-\“’ Lisozima (137)
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PGRP (53)
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Figura 32 - Distribuicdo dos transcritos relacionados a imunidade em Podalia orsilochus.
Legenda: O numero indicado em parénteses representa os reads encontrados em cada familia de gene

especifico.

Um subconjunto de 39 desses provaveis genes imunes esta representado na tabela 8

com os respectivos detalhes como a quantidade de reads de cada contig, os nimeros de

acesso GenBank, similaridade, provavel funcao e E-value (BLAST). Desse subconjunto foram

excluidos apenas os contigs que apresentaram mais de um homaélogo.

Os contigs foram novamente renomeados, desta vez com a designa¢do POTI (uma

sigla para Tegumento de Podalia orsilochus, subcategoria Imunidade), seguida por uma

identificagdo numerica baseada nos nomes das sequéncias em ordem alfabética. Este

procedimento foi adotado para facilitar a andlise, identificagdo e descricao dos transcritos

durante a discussdo dos resultados.

Tabela 8 — Dados do subconjunto de contigs da Imunidade (totalizando 39 contigs).

CONTIG  READS PROTEINA PREDITA SIMILARIDADE  E-value PREDICAO DE FUNCAO GERAL
POTI
POTIO001 3 18 wheeler precursor 97% le-81 Transdugdo de sinal/ Receptor
B. mori [GenBank: NP_001116821.1] transmembranico
POTIO002 19 6Tox 39% 0.29 Resposta de defesa
G. mellonella [GenBank: AAN15783.1] antimicrobiana
POTIO003 4 akirin-2-like - PREDICTED 92% le-32 Resposta de defesa contra
P. xylostella [GenBank: XP_011559837.1] bactérias Gram-negativas
POTIO004 24 Antimicrobial protein 6Tox precursor 41% 2e-22 Resposta de defesa

B. mori [GenBanK: NP_001037004.1] antimicrobiana
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POTIO005

POTIO006

POTIO007

POTIO008

POTIO009

POTIO010

POTIOO011

POTIOO012

POTIO013

POTIO014

POTIO015

POTIO016

POTIO017

POTIO018

POTIOO019

POTI0020

POTI0021

POTI0022

POTI0023

POTI0024

POTI0025

POTI0026

POTI0027

POTI0028

POTI0029

POTIO030

POTIO031

POTIO032

POTIOO033

POTIO034

POTIO035

POTIO036

POTIO037

POTIO038

POTIO039

12

116

26

28

177

169

32

59

566

135

Apolipophorin 11l
T. ni [GenBank: ABV68867.1]
Argonaute 2
B. mori [GenBank: NP_001036995.2]
Attacin
P. xuthus [GenBank: ACR82290.1]
Beta-1,3-glucan recognition protein 1
H. armigera [GenBank: ACI32825.1]
Caspase 6
G. mellonela [GenBank: AEK20837.1]
Cecropin precursor
B. mori [GenBank: NP_001037392.1]
Chlorophyllide A binding protein, partial
0. brumata [Genbank: KOB65254.1]
Conserved hypothetical protein
C. quinquefasciatus [GenBank: XP_001869170.1]
Defensin 2
M. sexta [GenBank: ADQ00386.1]
Defense protein 3-like (LOC106110585), mRNA-
PREDICTED P. polytes [GenBank: XM_013292466.1]
Defense protein Putative
A. selene [GenBank: AJW81891.1]
Endochitinase A-like - PREDICTED
B. mori [GenBank: XP_004929147.1]
Gallerimycin
S. exigua [GenBank: ADJ95798.1]
Gloverin
C. suppressalis [GenBank: AHC94952.1]
Heliomicin precursor
H. virescens [GenBank: ACR78445.1]
Integumentary mucin C.1 PREDICTED
M. domestica [GenBank: XP_011291734.1]
Hemicentin-2
P. xuthus [GenBank: KP198301.1]
Immunlectin A
A. pernyi [GenBank: AFC35299.1]
Lebocin 1
S. exigua [GenBank: AKJ54499.1]
Lysosomal-trafficking regulator-like - PREDICTED
P. machaon [GenBank: XP_014360803.1]
Lysozyme c-1
P. xuthus [GenBank: KP197757.1]

MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol
anchor protein 1 P. xuthus [GenBank: KPJ04907.1]
Methylthioribulose-1-phosphate dehydratase Putative
P. xuthus [GenBank: KP195852.1]
Peptidoglycan recognition protein
D. plexippus [GenBank: EHJ74577.1]
Prophenoloxidase-1
B. mori [GenBank: AAG09304.1]

Protein toll-like - PREDICTED
B. mori [GenBank: XP_012546802.1]
Scavenger receptor - PREDICTED class B member 1 P.
polytes [GenBank: XP_013146600.1]
Serine protease inhibitor 012
C. suppressalis [GenBank: AEW46891.2]
Serpin 1b
P. xylostella [GenBank: BAF48334.1]
Serine protease persephone, partial
P. xuthus [GenBank: KPJ01245.1]
TNFSF13
B. mori [Genbank: NP_001243914.1]
Toll-interacting protein
P. machaon [GenBank: KPJ07013.1]
Uncharacterized protein LOC106117995 - PREDICTED
P. xuthus [GenBank: XP_013167996.1]
Zonadhesin-like — PREDICTED
A. transitella [GenBank: XP_013184383.1]
WD repeat-containing protein 48 homolog
P. xylostella [GenBank: XP_011560744.1]

82%

77%

68%

85%

70%

90%

63%

55%

94%

72%

55%

73%

58%

58%

89%

85%

49%

54%

75%

95%

89%

77%

91%

81%

82%

46%

95%

43%

67%

75%

92%

83%

81%

66%

99%

3e-80

8e-152

4e-32

0.0

le-60

le-05

0.005

2e-05

le-34

le-34

le-33

le-43

2e-07

le-29

2e-33

le-11

le-14

2e-101

2e-22

1le-90

le-75

le-60

6e-41

le-77

0.0

le-11

le-105

le-12

le-87

le-81

le-76

le-109

le-94

le-45

2e-90

Resposta de defesa contra
bactérias Gram-positiva
Regulagdo negativa da replicagdo
do genoma viral
Resposta de defesa contra
bactérias
Reconhecimento de superficie
celular bacteriana
Resposta contra bactéria Gram-
negativa e virus
Resposta de defesa contra
bactérias
N&o estabelecida

Resposta de defesa

Resposta de defesa contra fungos
e bactérias Gram+
Resposta de defesa contra
bactérias
Resposta contra protozoarios

Resposta de defesa contra fungos
Resposta de defesa contra fungos

Resposta de defesa contra
bactérias
Resposta de defesa contra fungos
e bactérias Gram-positivas
Resposta de defesa contra
microrganismos
Resposta a estimulos de defesa

Reconhecimento de superficie
celular bacteriana
Resposta de defesa contra
bactéria Gram-positiva e fungos
Resposta de defesa contra
bactéria, protozoario e virus
Atividade bacterioldtica

N3o estabelecida

Controle de proliferagdo
bacteriana
Reconhecimento de superficie
celular bacteriana
Integrante da cascata da
Pro-fenoloxidase
Resposta de defesa contra
bactéria Gram-positiva e fungos
Regulagdo da fagocitose e
interagdo virus — hospedeiro
N3o estabelecida

Inibidor de protease
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Regula o crescimento e fungdo de

outras células
Resposta de defesa contra
bactéria Gram-positiva e fungos

Resposta de defesa

N3do estabelecida

Possivel resposta de defesa contra
virus

* Dados obtidos através do processo de anotagdo do programa Blast2GO e através da ferramenta BLASTx.
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5.8.1 Grupos funcionais dos contigs da subcategoria Imunidade

Para uma melhor compreensao dos genes imunes e seus papéis funcionais dentro
dessas respostas, as provaveis proteinas imunes foram categorizadas em diferentes grupos
funcionais, conforme Gandhe et al. (2006), sendo estes:

I- Peptideo anticrobiano (AMP);

Il — Receptor de reconhecimento de padrdo (PRRs) e de vias de sinalizacdo;

Il - Protease e inibidor de protease;

IV - Provavel proteina de defesa com fungdo desconhecida.

Os homdlogos de vdrias outras proteinas envolvidas na imunidade, tais como
antioxidantes, ferritinas e componentes da via apoptdtica também foram encontrados, mas
nao foram incluidos nesses grupos funcionais, devido a nao apresentarem somente fungdes

especificas a resposta imune.

5.8.1.1 Grupo I- Peptideo antimicrobiano (AMP)

O repertério do grupo de peptideos antimicrobianos encontrados nas sequéncias de
Podalia orsilochus apresentou 9 diferentes AMPs, sendo estes: Atacina, Cecropina,
Galerimicina, Galiomicina, Gloverina, Heliomicina, Lebocina, Lisozima e X-tox, que
apresentaram uma variedade de frequéncias de expressdo representadas pelos nimeros de
reads encontrados, além da presenca de sequéncias homdlogas em 5 dos 9 peptideos
encontrados.

Um total de 651 reads e 16 isoformas de sequéncias de AMPs foi encontrado. A
tabela 9 apresenta os dados descritos acima, além de informacgdes suplementares sobre

esses AMPs, como seu espectro de acdo antimicrobiana e a classe estrutural a qual pertence.

Tabela 9 - Abundancia em reads* dos provaveis contigs de peptideos antimicrobianos e os
numeros de isdmeros encontrados em Podalia orsilochus.

AMPs de P. N2 de reads Ne de Atividade antimicrobiana Classe estrutural dos
orsilochus homélogos AMPs
Atacina 69 reads 3 Bactérias Gram + e - / Alguns fungos AMPs rico em glicina
Cecropina 15 reads - Bactérias Gram + e - / fungos / parasitas AMPs a-hélice
e virus
Galerimicina 3 reads - Fungos AMPs ciclico
Galiomicina 26 reads - Fungos AMPs ciclico

Gloverina 77 reads 2 Bactérias Gram + e - / Fungos / virus AMPs rico em glicina




99

Heliomicina 11 reads - Fungos AMPs ciclico
Lebocina 285 reads 2 Bactérias Gram + e - / Fungos AMPs rico em prolina
Lisozima 137 reads 7 Bactérias Gram + -

X-tox 28 reads 2 Provavelmente apenas fungos Provavel AMPs ciclico
Total de AMPs 651 reads 16

*0O numero de reads indica a abundancia de expressdo de cada sequéncia.

O provavel peptideo lebocina foi o contig expresso em maior abundancia em termos
de reads dentro da subcategoria Imunidade e apresentou apenas dois homdlogos diferentes
de lebocina, representando 44% (285 reads) do repertorio de AMPs encontrados em Podalia
orsilochus (Figura 33). Lebocinas, assim como as gloverinas, que apresentaram o terceiro
contig mais expresso sao peptideos antimicrobianos presentes apenas em lepiddpteros.
Gloverinas apresentaram 12% (77 reads) dos genes de AMPS e duas sequéncias homdélogas.
O homoélogo de lisozimas foi a segunda proteina mais expressa, com 137 reads
representando 21% dos AMPs e sequéncias que mais apresentou isoformas, com um total
de 7 variantes. Atacina foi o quarto mais abundante em nimero de reads, representando
11% (69 reads) do total de sequéncias de AMPs encontrados. Trés peptideos derivados de
defensinas foram encontrados nos transcritos de Podalia, sendo estes galiomicina 26 reads,
heliomicina com 11 reads e galerimicina, com 3 reads. A nova classe de AMP derivada de
defensinas, X-tox apresentou 28 reads e duas isoformas e cecropina com 15 reads e apenas

um tipo de sequéncia.

Cecropinas

Heliomicina
2%

Figura 33 - Porcentagem dos peptideos antimicrobianos encontrados nas sequéncias de
Podalia orsilochus.
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5.8.1.2 Grupo Il - Receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) e de vias de sinalizacéo

Em insetos os PRRs detectam e ligam-se a padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) como lipopolissacarideo, peptideoglucano, B1-3 glucano, acido
lipoteicdico, entre outros. Os provaveis PRRs identificados no perfil transcriptémico imune
de P. orsilochus foram as proteinas de reconhecimento B-glucano (BGRPs), proteinas de
reconhecimento peptideoglicano (PGRPs), apolipoforinas, lectinas e mucinas.

Dentro desse grupo, as proteinas apoliforinas e as proteinas de reconhecimento B-
glucano (BGRPs), foram as mais representativas, tanto em nimero de homdlogos, quanto
em numero de reads, onde apolipoforina apresentou 11 sequéncias homdlogas e um total
de 238 reads e as BGRPs apresentaram 7 tipos distintos de homodlogos, representados por
210 reads.

Quatro homodlogos da proteina PGRP, com um total de 53 reads foram encontrados
no repertério de genes imunes de P. orsilochus. Para lectinas foram encontrados 17
homélogos e um total de 405 reads. Para mucina foi encontrado apenas um tipo,
representado por 31 reads.

Em insetos, a sinalizacao celular contra fungos e bactérias patégenas ocorre através
das vias Toll, IMD e Jak-STAT, que induzem a expressdo de peptideos antimicrobianos e
outras moléculas através da interacdo com os fatores de NFkB. As principais vias de
sinalizacdo sdo as vias Toll e IMD, que sdo representadas por receptores centrais, como Toll,
toll-like e 18 wheeler. Foram identificadas 4 proteinas Toll diferentes no conjunto de contigs
de P. orsilochus e uma sequéncia muito semelhante ao precursor da proteina 18 wheeler

encontrado em B. mori (GenBank NP_001116821.1).

5.8.1.3 Grupo lll - Proteases e inibidores de proteases

Varias proteases e inibidoras de proteases regulam diversos mecanismos da
imunidade, como a melaniza¢do, fagocitose e inducdo de peptideos antimicrobianos. Nos
transcritos de P. orsilochus foram observadas a presenca de 4 homélogos de proteinases que
ativam a cascata da pro-fenoloxidase, possuindo 53 reads no total. Serpinas foram as
proteinas mais bem representativas no repertdrio de genes imunes de P. orsilochus, sendo

representadas por 1121 reads e apresentando 12 isoformas da proteina.
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5.8.1.4 Grupo IV — Provdveis proteinas de defesa com funcédo desconhecida

Muitos potenciais novos membros de familias de proteinas conhecidas foram
identificados no presente estudo, porém, todos apresentam pouca ou nenhuma informacao
sobre sua atuagdo em respostas imunoldgicas. Entre os novos membros, um era uma
proteina lisozima-like putativa descrita na se¢do anterior. Duas moléculas semelhantes a
imunoglobulinas (lg) foram identificadas pela presenga de dominios conservados e
representavam 36 reads. Uma variedade de inibidores de proteases e proteases putativas
também foi encontrada. Assim como a proteina denominada “proteina de defesa”, que foi
uma das mais bem representadas em numero de reads dentro dos genes imunes, sendo

representada por 172 reads em apenas uma Unica sequéncia.
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6 DISCUSSAO

Através dos resultados observados foi possivel verificar que a extragao, a purificacao
e a avaliacdo do mRNA obtidos do tegumento da lagarta Podalia orsilochus foram realizados
com sucesso, e o pirosequenciamento foi considerado satisfatério, fato evidenciado pela a
grande quantidade de sequéncias aceitas pelos critérios de qualidade exigidos pelo
programa do equipamento utilizado e através das analises posteriores.

O sequenciamento realizado através do aparelho 454 GS-Junior foi fundamental
devido a sua caracteristica de geracdo de reads de maior comprimento, que facilitou a
montagem das sequéncias, por se tratar de um sequenciamento de novo (sequenciamento
de genomas desconhecidos) (MARGULIES et al., 2005; SCHUSTER, 2008; VOELKERDING;
DAMES; DURTSCHI, 2009).

Alguns fatos apresentados contribuiram para evidenciar o sucesso obtido na
montagem das sequéncias de P. orsilochus. O primeiro fato pode ser observado na figura 20
e esta relacionado as altas similaridades encontradas com sequéncias de diversas espécies
de insetos, sendo observada a presenca de algumas espécies pertencentes a ordem
Lepidoptera, principalmente a conhecida popularmente como borboleta-monarca Danaus
plexippus, que obteve a maior quantidade de hits alinhados com as sequéncias analisadas, o
bicho-da-seda Bombyx mori e a borboleta Papilio xuthus.

Grande parte da similaridade encontrada com espécies de outras ordens de insetos,
que nao a Lepidoptera, seja provavelmente, devido ao fato de que essas espécies sejam
muito mais estudas dentre todas as espécies pertencentes a classe dos insetos e, por isso,
tenham uma maior quantidade de sequéncias depositadas no banco de dados do BLAST.
Vale ressaltar que dentre as 160.000 (valor aproximado) espécies de lepidépteros descritos
até o momento, apenas 23 delas possuem seu genoma completo depositado nos bancos de
dados do Genbank e nenhuma dessas espécies é do género Podalia ou de alguma espécie
que faca parte da familia Megalopygidae.

O segundo fato que corrobora o sucesso observado na montagem dos contigs é
mostrado na figura 21, que indica que os melhores alinhamentos (best hits) realizados entre
as sequéncias da P. orsilochus e todas as outras sequéncias depositadas no GenBank foram
obtidos com sequéncias provenientes de insetos, mas com uma predominancia muito maior

com sequéncias de lepiddpteros. Dentre as 30 espécies que apresentaram os melhores
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alinhamentos, 17 sdo representantes da ordem Lepidoptera (D. plexippus, B. mori, P. xuthus,
P. polytes, M. sexta, H. armigera, S. frugiperda, C. suppressalis, S. exigua, H. melpomene, S.
litura, H. virescens, B. betularia, L. obliqua, P. rapae, S. littoralis e, E. aurinia). Os melhores
alinhamentos (best hits) levam em consideracdo os alinhamentos com a maior area de
cobertura de similaridades, o menor valor E-value e a porcentagem de identidade entre as
sequéncias analisadas. Esses dados sdo de grande importancia, uma vez que, todas as
espécies elencadas nos graficos das figuras 20 e 21, sdo espécies representantes da classe
dos insetos, sugerindo que a montagem dos contigs da P. orsilochus foi realizada com éxito.

Os contigs provenientes de P. orsilochus foram submetidos a um processo de
anotacdo, no qual todas as sequéncias correspondentes aos mRNAs produzidos pela lagarta
no momento da extracdo da amostra sao utilizados como entrada em um banco de dados
que realiza uma busca de similaridade com outras sequéncias de DNA ou proteina que foram
encontradas de diversos organismos e depositadas para consultas. No momento em que
essas sequéncias encontram similaridades com outras sequéncias conhecidas, pode-se
inferir diversas caracteristicas a essa sequéncia desconhecida, tais como as provaveis
estruturas, fungdes e processos que essa proteina possa estar envolvida.

Os processos através dos quais as proteinas sdo encaminhadas para o seu destino
final adequado dentro de uma célula, é um aspecto fundamental da vida celular. Em muitos
casos, a triagem depende de “sinais" que podem ser identificados examinando a estrutura
primaria de uma proteina. Assim, o direcionamento de uma determinada proteina para a via
secretora ou para organelas celulares normalmente depende de uma pré-sequéncia N-
terminal do peptideo alvo que sdo reconhecidos por receptores na superficie da organela
apropriada (NIELSEN; BRUNAK; VON HEIJNE, 1999).

A triagem da previsdo de sinais da proteina a partir da sequéncia de aminoacidos é
de grande importancia no campo da protedmica. Recentemente, o crescimento de bases de
dados de proteinas, em combinacdo com abordagens de bioinformatica, tais como redes
neurais e modelos como “hidden Markov model” (TMHMM), tornou possivel alcangar um
nivel de confiabilidade no caso da utilizacdo pratica de base de dados de anotagdes
automaticos. Por definicdo, a célula é capaz de reconhecer todos os tipos de sinais de
triagem de proteinas com quase 100 % de seletividade e especificidade. Dado que os sinais
de triagem acima mencionados parecem ser definidos por um estiramento N-terminal linear

dos polipeptideos, essas ferramentas de bioinformatica geralmente podem reconhecer estes
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sinais com uma eficiéncia que se aproxima a da prépria célula (NIELSEN; BRUNAK; VON
HEIJNE, 1999).0 peptideo sinal para secrecdo de proteina trata-se, tipicamente, de uma
sequéncia peptidica N-terminal formada por 15 a 40 aminodcidos composto por trés regioes:
uma regido “n” carregada positivamente, uma regido composta de aminoacidos hidrofébicos
denominada regidao “h” e uma regidao “c” terminal formada por pelo menos 6 residuos, até o
sitio de clivagem do peptideo sinal (EMANUELSSON et al., 2000; NIELSEN et al., 1997,
NIELSEN, KROG, 1998).

A topologia de uma proteina de membrana, isto é, a especificacdo dos segmentos
transmembranicos e sua orientagdo geral na membrana, é uma caracteristica estrutural
fundamental. Estudos experimentais e estatisticos da chamada hélice de empacotamento de
proteinas de muitos diferentes sistemas de membrana tém apontado os residuos com carga
que flanqueiam os segmentos transmembranares hidrofébicos como topologia
predominante determinante (VON HEIJNE, 1997), embora outras propriedades, tais como o
comprimento de um segmento hidrofébico e a cinética de dobragem de dominios
extramembranosos também contribua (DENZER et al., 1995; WAHLBERG; SPIESS, 1997).

O modelo “hidden Markov model” (TMHMM), foi utilizado para a predicdo da
topologia transmembranica (KROGH et al., 2001). Esse modelo, como uma estrutura
probabilistica, tém sido amplamente aplicado em biologia computacional com notavel
sucesso (DURBIN et al., 1998). Baseado nessas predicoes é estimado que cerca de 20 a 30 %
de todos os genes na maioria dos genomas codifiquem proteinas de membrana (KROGH et
al., 2001).

As sequéncias do transcriptoma de P. orsilochus foram avaliadas quanto a presenga
ou ndo de caracteristicas como o peptideo sinal e a topologia transmembréanica e foi
observada a presenca de peptideo sinal em 22 % e 16 % para a topologia transmembranica.

As enzimas possuem papel fundamental no metabolismo, apresentando atividade
tanto intra quanto extracelulares, atuando como catalisadores em todas as vias metabdlicas
gue ocorrem nos seres vivos. As enzimas sao divididas em classes e uma variedade de
subclasses distintas, de acordo com o tipo de rea¢bes quimicas que estdo envolvidas e sdo
classificadas em 6 principais classes: oxidoredutases (EC1); transferases (EC2); hidrolases
(EC3); Liases (EC4); Isomerases (EC5); e ligases (EC6). O codigo enzimatico para as sequéncias

de P. orsilochus foi obtido através do recurso Enzyme code do programa Blast2GO, o qual
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verifica a presenga de dominios que sao associados com as fungdes cataliticas das enzimas e
atribui o cédigo para as sequéncias que apresentam esses dominios. Os dominios podem ser
considerados unidades funcionais e / ou estruturais distintas de uma proteina que,
independente da dobragem de uma cadeia polipeptidica, realiza uma funcdo especifica.
Dominios conservados sao unidades recorrentes em evolugdo molecular, cuja extensdo em
uma cadeia polipeptidica contém padrées de sequéncias conservados ou motivos, que
permitem a sua deteccdo por andlise de sequéncia e estrutura. Em evolucdo molecular tais
dominios podem ter sido utilizados como blocos de construcdo, e podem ter sido
recombinados nos diferentes arranjos para modular a fungdo da proteina (MARCHLER-
BAUER et al., 2015).

Através desse resultado podemos observar quais enzimas e a quantidade respectiva
que estdao sendo produzidas no momento da extragao da amostra do tegumento da lagarta.
Notamos uma maior quantidade de reads que codificam enzimas da classe das hidrolases,
sendo um total de 303 reads. As transferases (251 reads) e oxidoredutases (163 reads)
tiveram uma quantidade de reads superior as liases, isomerases e ligases, que
respectivamente apresentaram 30, 24 e 88 reads cada.

A partir da obtengdo das informacgdes fornecidas pelo processo de anota¢dao e dos
dados adicionais, como a caracterizacdo de uma enzima ou da predicdo de peptideo sinal,
podemos agrupar e classificar essas sequéncias de acordo com suas caracteristicas em
comum. Um padrdo de classificacdo eficiente, simples e de qualidade é dificil de ser criado,
pois os genes e proteinas nao exibem padrdes fixos que seriam necessdrios para o melhor
entendimento do funcionamento dos genomas. Dessa forma, foi optado por utilizar o
padrao de classificagdo de fungdo de proteinas adotado pelo banco de dados COG
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/), que ¢é amplamente conhecido na comunidade
cientifica e que foi criado e é utilizado num dos maiores centros de bioinformatica do
mundo, o NCBI. E importante notar que, devido a artificialidade dos grupos de classificacdo,
alguns genes foram incluidos em mais de uma categoria funcional. Além disso, devido ao
fato do padrdao de classificagdo criado pelo COG ter sido desenvolvido para lidar com
organismos procariotos (apesar de conter também classificacGes de eucariotos), foi
necessaria a criagao de novas subcategorias e de adaptar certas familias de proteinas em

categorias ja existentes.



106

As 6.659 sequéncias provenientes da Podalia foram analisadas e apods a classificagao
de cada contig na sua respectiva categoria principal, foi possivel observar que 43% de todos
os contigs obtidos do tegumento de P. orsilochus, correspondem a genes que sao
pobremente caracterizados. Esse resultado ja era esperado, uma vez que o objeto desse
estudo representa uma espécie pouco conhecida e até o momento nunca estudada com tal
abrangéncia. A segunda categoria com maior representacdo, foi a categoria de Processos
celulares, com 29% de todos os contigs analizados, seguido por Metabolismo, com 14%,
Processamento e armazenamento de informagdes, com 12 % e 2 % corresponde a nova
categoria Morte celular e resposta imune. Estes dados estdo apresentados na figura 30.

Foi realizada uma breve verificagdo dos primeiros cinco contigs com maior frequéncia
de ocorréncia no transcriptoma do tegumento de P. orsilochus, que é indicado pelo nimero
de reads que foram utilizados para a montagem de um unico contig. Os cinco contigs mais
representativos foram analizados manualmente no BLAST e avaliados em bancos de dados
de informagdes de proteinas, como o UNIPROT, na tentativa de identificar os genes mais
importantes para a sobrevivéncia da espécie nessa etapa de transicdo de larva para pupa, e
verificar através de similaridade, se as proteinas que estavam sendo transcritas em maior
numero de vezes no momento da extracdo do mRNA do tegumento da P. orsilochus sao
proteinas geralmente transcritas nesse tipo de tecido e de organismo.

Os dados indicam que os reads encontrados em maior frequéncia no transcriptoma
sdo caracteristicos de proteinas presentes no tegumento de lagartas, destacando-se a
presenga de proteinas estruturais musculares, além de proteinas que sdao expressas durante
o estagio larval. Abaixo estdo descritas de forma resumida as possiveis funcoes inferidas
para os cinco reads mais encontrados.

O contig de maior expressdo foi o POT0001 (“heat shock protein 1”1), que possui
1257bp de comprimento e foi inserido na categoria Metabolismo, subcategoria Q -
Biossintese, catabolismo e transporte de metabdlitos secundarios, totalizando 1914 reads.
Proteinas de choque térmico (heat shock proteins - HSPs) sdo chaperonas importantes, que
estdo envolvidas em varias vias de sinalizacdo e regulam muitos processos fisiolégicos. As
primeiras pesquisas sugerem que algumas HSPs estao envolvidas no desenvolvimento dos
insetos e, um estudo recente, forneceu informac¢des importantes sobre a atuacdo dessas
proteinas durante a metamorfose ocorrida entre larva e pupa, demonstrando que essas

proteinas sdo, provavelmente, as principais intervenientes na metamorfose do intestino



107

médio em Spodoptera litura. O produto desta sequéncia génica possui um papel vital no
desenvolvimento embriondrio e é altamente expresso durante todo o desenvolvimento
larval (GU et al., 2012). Os resultados da analise desse contig no BLAST, demonstrou em seus
dez melhores hits, grande similaridade com sequéncias encontradas em insetos da ordem
Lepidoptera. Toda informagdao encontrada sobre essa proteina vai de encontro com o
estagio de desenvolvimento em que se encontrava a lagarta Podalia no momento da
extracdo do seu tegumento, que estava proximo ao seu ultimo instar larval.

O contig POT0002 foi o segundo contig com maior frequéncia de reads, com
ocorréncia de 1390 reads e mostrou alta similaridade com uma sequéncia protéica descrita
como “muscular protein 20”. Essa proteina foi primeiramente isolada em Drosophila
melanogaster, porém, é largamente encontrada em diversas espécies de inseto, incluindo os
da ordem Lepidoptera e codifica uma proteina de 20-KD especifica de musculo (AYME-
SOUTHGATE, 1989). Esse contig também apresentou homologia parcial, com uma proteina
de mesmo nome, encontrada em um catdlogo de genes obtido através de uma construgao
de biblioteca de ESTs da epiderme de larvas de Papilio xunthus e P. polytes, que contém
respectivamente, 20.736 e 5.376 clones e, representa atualmente uma das maiores
bibliotecas de genes de borboletas disponiveis (FUTAHASHI et al., 2012). A comparacdo da
sequéncia nucleotidica do contig da lagarta Podalia com a sequéncia disponibilizada nesse
catalogo, teve uma cobertura de 61%, com 77% de identidade e obteve um E-value de 4e-
121.

O contig POTO003 apresentou a terceira maior ocorréncia de reads, com 1255 reads,
onde, no processo de anotacdo realizado pelo programa Blast2GO, foi descrita como “long
form-like” e, ndo foi inferida nenhuma fungao, localizagao ou processo no qual essa proteina
poderia estar envolvida nos bancos de dados consultados através do programa. Porém, uma
analise mais aprofundada dessa sequéncia, mostrou uma alta similaridade com uma
sequéncia génica descrita como “paramyosin”, que corresponde a uma sequéncia
encontrada em diversos insetos da ordem Lepidoptera. A proteina “paramyosin long form”
foi isolada e caracterizada em Drosophila melanogaster e, corresponde a uma proteina
isolada a partir de musculos de invertebrados, que corresponde a principal componente
estrutural dos filamentos grossos musculares. A “paramyosin long form” é expressa em
todos os tecidos musculares de larvas e adultos e sua expressdo é cinco vezes maior nos

musculos tubulares do que nos musculos fibrilares (VINOS et al., 1991).
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O contig POT0004 possuiu a quarta maior frequéncia de reads, com ocorréncia de
1216 reads. Esse contig apresentou alta similaridade com uma sequéncia génica descrita
como “elongation factor 2”. Uma analise funcional da proteina “elongation factor 2”
realizada através do banco de dados UniProt/SWISS-PROT, a descreve como uma
catalisadora da translocagdo ribossomal dependente de GTP durante a etapa de
alongamento das cadeias polipeptidicas durante a traducdo. Durante esta etapa, o
ribossomo altera entre o seu estado conformacional de pré-traducional para pos-
traducional. A proteina em questdo, é responsdavel por catalisar o movimento coordenado de
duas moléculas de mRNA e as mudancas conformacionais no ribossomo. Por similaridade,
esta proteina “Elongation factor2” pertence a familia “GTP-binding elongation factor” e a
subfamilia “EF-G/EF-2”. Uma analise da sequéncia do contig 6569 no banco de dados
Interpro, apresentou um dominio protéico denominado “Translation elongation factor
EFG/EF2”, que é o responsavel pelos dois processos que ocorrem durante a sintese de
proteinas no ribossomo que estdo descritos acima, sendo responsaveis pela precisdo da
traducdo e tanto EFG e EF2 sdo extremamente conservados ao longo da evolucdo
(WINTERMEYER et al., 2001). A analise dessa proteina no banco de dados KEGG, mostrou
que essa proteina esta ligada a apenas uma via de sinalizacdo, que é a via de sinalizacao
AMPK. A indicacdo é de que quando essa proteina é ativada por AMPK, ela inibe a sintese
protéica.

O contig POTO005 foi o quinto de maior frequéncia em reads, com ocorréncia de
1037 reads. A similaridade ocorreu com a sequéncia descrita como “Actina”, responsavel por
codificar a proteina actina. A actina é uma proteina estrutural encontrada em todas as
células eucaridticas, é a maior componente dos filamentos de células musculares e do
citoesqueleto presente em todas as células. Em conjunto com a proteina miosina e
moléculas de ATP, gera movimentos celulares e musculares.

Apds uma avaliacdo geral dos transcritos produzidos pela P. orsilochus, foi realizada
uma analise do perfil dos genes relacionados as respostas imunoldgicas nesse inseto. Essa
anadlise foi realizada através dos 110 contigs que foram incluidos na subcategoria Imunidade
e, podemos considerar que a quantidade de genes que apresentaram indicacdes de
participagdo nesse processo foi satisfatéria, levando em consideragao sua especificidade em
comparagdo com as outras subcategorias mais abrangentes, ressaltando ainda que, dentre

0s 6.659 contigs totais, 42% representam contigs com fungdo desconhecida, além dos que
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apresentaram apenas predicao de funcao geral, podendo existir uma relativa parcela desses
contigs com funcdes ligadas a resposta imune da espécie P. orsilochus que ainda sdo
desconhecidos.

Informacgdes gerais dos principais contigs que apresentaram atividade bem definida,
com suas funcdes especificas ligadas a resposta imune estdo brevemente introduzidas a
seguir.

O contig POTIO003 apresentou similaridade com uma proteina chamada akirin
protein. Inicialmente descoberta em Drosdfila, akirina mostrou ser altamente conservada em
diversas espécies, inclusive foi encontrada no genoma humano contendo dois homélogos.
Em Drosdfila, duas vias de sinalizacao distintas, a denominada deficiéncia imune (immune
deficiency - Imd) e a via Toll controlam a transcricao de genes de peptideos antimicrobianos.
Infecgdes causadas por fungos ou bactérias Gram-positivas ativam a via Toll. Akirina possui
localizacdo nuclear e tém uma funcdo essencial a jusante do receptor do tipo Toll, fator de
necrose tumoral e interleucina 1-B (IL-1B), as vias de sinalizacdo que conduzem a producao
de IL-6. Assim, akirina € um fator nuclear conservado necessario para resposta imune inata
(GOTO et al., 2008).

O contig POTI0014 apresentou similaridade com sequéncias descritas como defense
protein em diversas espécies de insetos, com predomindncia nos insetos da ordem
Lepidoptera. Na literatura disponivel sobre essa proteina consta um estudo realizado em B.
mori, que sugere que a defense protein esta envolvida na ativacdo da cascata da pro-
fenoloxidase. Os resultados fornecem novas evidéncias no mecanismo da cascata de
melanizac¢do da imunidade de insetos (BAO et al., 2011).

Sete contigs representados pelo POTIOO08 apresentaram similaridade com uma
proteina denominada B-glucan recognition protein, também conhecida como proteina de
ligacdo a bactérias Gram-negativas (BGNBP), pois possui uma forte afinidade com a parede
celular de bactérias Gram-negativas. A proteina de 50-kDa foi purificada da hemolinfa de B.
mori e a comparacao da sua sequéncia de aminodcidos com sequéncias conhecidas,
revelaram que GNBP contém uma regidao que exibe uma significativa homologia com uma
regido catalitica bacteriana de um grupo de beta-1,3 glucanases e beta-1,3-1,4glucanases
(LEE et al., 1996).

Foram encontrados quatro contigs representados pelo POTI0028 que apresentaram

similaridade com a proteina de reconhecimento ao peptideoglicano (PGRP), que é
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considerada uma das principais proteinas de reconhecimento de padrdes na imunidade
inata dos insetos, ligando-se especificamente ao peptideoglicano. O PGRP é um componente
essencial no desencadeamento da cascata da pro-fenoloxidase, que é um importante
mecanismo de defesa do inseto. O gene PGRP é expresso constitutivamente no corpo
gorduroso, células epiteliais e hemécitos de insetos, mas sua expressdao é intensificada
frente a uma infec¢do. Uma pesquisa de homologia revelou que homodlogos do PGRP de
insetos estdo presentes em camundongos, nematdides e bacteriéfagos, sugerindo que o
reconhecimento de peptideoglicano estrangeiro, tanto em vertebrados como em
invertebrados, é efetuado por PGRP homdlogos com uma origem evolucionaria comum
(OCHIAI; ASHIDA, 1999).

Em insetos os PRRs detectam e ligam-se a padrGes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) como lipopolissacarideo, peptideoglucano, B1-3 glucano, 4cido
lipoteicdico, entre outros. Os provaveis PRRs identificados no perfil transcriptdmico imune
de P. orsilochus foram as proteinas de reconhecimento [-glucano, proteinas de
reconhecimento peptideoglicano (PGRPs), lectina e mucina.

Dentro desse grupo, as proteinas de reconhecimento B-glucano foram as mais
representativas, tanto em numero de homdlogos, quanto em numero de reads, onde
apresentou 7 tipos distintos de homélogos, representados por 210 reads.

Quatro homoélogos da proteina PGRP, com um total de 53 reads foram encontrados
no repertorio de genes imunes de P. orsilochus, em comparagcdo com A. mylitta que foram
encontrados trés tipos e em D. melanogaster que sao conhecidos 13 PGRPs envolvidos na
ativacdo de varias vias efetoras da imunidade.

O repertério do grupo de peptideos antimicrobianos encontrados nas sequéncias de
Podalia orsilochus foi bem representativo, contendo a presenca de pelo menos um AMP
representante de cada classe estrutural definida para essas moléculas envolvidas em
respostas imunes.

Os provaveis peptideos relacionados a atacina apresentaram trés tipos diferentes de
homadlogos em P. orsilochus, em comparagdo com outras espécies como A. mylitta e em
pupas de H. cecropia previamente imunizadas, demonstrou a expressdao de seis tipos
diferentes de atacinas (GANDHE et al., 2006). Em um estudo anterior, foi demonstrada a
presenca de quatro tipos diferentes de atacinas em D. melanogaster. Com relacdo as

lisozimas encontradas, foi observada a presenga de trés tipos distintos homodlogos as
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lisozimas bacterioliticas de outros lepiddpteros, que sao conhecidos por causar a lise de
paredes celulares bacterianas [21] e dois tipos semelhantes a lisozima, que carece de um ou
ambos os residuos cataliticos essenciais para a atividade de muramidase. Esta proteina ja foi
relatada na espécie A. mylitta e € homdloga a lisozimas de dipteros, mas apresentam funcdo
desconhecida.

Os homodlogos dos peptideos atacina e lisozima foram os terceiros em maior
abundancia de reads, ambos representando 12,43% (69 reads) do total de sequéncias de
AMPs encontrados. Dois homdlogos de defensinas foram encontrados com uma frequéncia
de 37 reads, representando 6,66% dos AMPs. Um deles apresentou grande simularidade
com a sequéncia de um tipo defensina de Heliothis virescens denominada heliomicina, ja o
outro apresentou similaridade com um tipo de defensina de Galleria mellonella, chamado
galiomicina.

Os ultimos da lista de abundancia de expressdao de AMPs em P. orsilochus foram
cecropina, 2,7% (15 reads) e apenas um tipo de sequéncia e uma sequéncia do peptideo
antifungico galerimicina, com 0,54% (3 reads) de representatividade. Trés tipos homadlogos
de cecropina foram encontrados nos transcriptomas de A. mylitta e H. cecropia, e o peptideo
foi 0 segundo mais expresso em ambas as espécies.

Galerimicina, até o momento, sé foi encontrada em espécies de lepiddpteros (D.
plexippus; A. pernyi; H. armigera; S. frugiperda; G. mellonella; S. litura; S. exigua; S. ricini; T.
ni; L. obliqua). Galerimicina é encontrada na literatura como um peptideo antifungico
semelhante a defensinas que, inicialmente, foi clonado a partir de uma biblioteca de cDNA
de hemdcitos de Galleria mellonella. A sequéncia também mostra semelhancas com os
peptideos antifungicos drosomicina de D. melanogaster e heliomicina de Heliothis virescens
(SCHUHMANN et al., 2003).

Os dados gerados através do transciptoma de P. orsilochus estdo em conformidade
com a tendéncia da presenca de genes antimicrobianos representantes de varias familias de
AMPs, como observado em muitas outras espécies de insetos e destacou a essencialidade
destes genes no organismo.

Estudos com lagartas de Antheraea mylitta infectadas 24 horas antes com bactérias
E. coli (GANDHE et al., 2006) demonstraram que a resposta imune em insetos é dindmica e

diferentes genes efetores sdo provavelmente expressos em diferentes pontos temporais
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durante a infecgdo o que contribui para a capacidade dos insetos evitarem infeccées, apesar
da auséncia da imunidade adaptativa.

Contudo, a lagarta P. orsilochus, aparentemente produz uma grande quantidade
desses genes imunes constitutivamente, uma vez que a lagarta ndo fora infectada com
nenhum tipo de microrganismo anterior a extragdao do tegumento para analise. Ressaltando
que a maioria dos peptideos antimicrobianos especificos, como foi o caso do peptideo
lebocina, a expressdo em P. orsilochus superou a expressdo de lebocina em A. mylitta
previamente infectada com E. coli. Embora ndo seja possivel afirmar que a lagarta P.
orsilochus ndo estivesse sendo alvo de uma infeccdo natural, por ndo ter sido realizado
nenhum tipo de teste para avaliar essa questdo, os componentes da via IMD que estdo
implicados na ativacdo de varias vias efetoras sobre infeccdo bacteriana em Drosophila nao
estavam presentes no transcriptoma.

Outro dado interessante a destacar foi os diferentes tecidos utilizados para os
transcriptomas. O transcriptoma de A. mylitta foi realizado com o corpo gorduroso da
lagarta, que é conhecido como o principal tecido produtor de proteinas e peptideos
relacionados as respostas imunoldgicas dos insetos e, esperava-se que a expressdo de genes
imunes nesse tecido, superasse em muito a expressao dos genes imunes no tegumento que

fora utilizado para a realizacdo do transcriptoma de P. orsilochus.
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7 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos e descritos acima, podemos concluir que, a extracdo, a
purificagdo e a avaliagdo da qualidade do mRNA obtido do tegumento da lagarta Podalia
orsilochus foram realizados com sucesso.

O resultado do pirosequenciamento feito a partir da amostra do mRNA extraido foi
satisfatdrio, visto a grande quantidade de sequéncias aceitas pelos critérios de qualidade
exigidos pelo programa do equipamento utilizado.

A montagem dos contigs foi correta, uma vez que uma grande quantidade dos
mesmos apresentou alta porcentagem de similaridade com diversas sequéncias ja
depositadas e bem caracterizadas em insetos de diversas ordens, inclusive, apresentando os
melhores alinhamentos com espécies da ordem Lepidoptera.

Foram apontadas varias caracteristicas importantes para uma melhor identificagao
proteica, tanto funcional quanto estrutural, dos contigs representantes do transcriptoma do
tegumento de Podalia orsilochus, como a presenca de peptideo sinal, o sinal de proteina
transmembranica e as fun¢bes enzimaticas, que foram classificadas de acordo com a
nomenclatura de enzimas dadas pelo EC (Enzyme code), onde foram atribuidas suas
principais classes.

Foi obtido um resultado esperado na classificacdo dos contigs em categorias
funcionais, onde dos 6.659 contigs totais, 2.803 foram classificados na categoria Pobremente
caracterizados, sendo que 95 contigs apresentaram apenas predicdo de funcdo geral e,
2.708 foram incluidos na subcategoria de fungdao desconhecida, indicando que realmente
estamos lidando com uma espécie muito pouco estudada e com grandes possibilidades de
descobertas de novas proteinas que possam ter func¢Oes de interesse biotecnolégico e
farmacoldgico.

Foram classificados noventa e nove contigs na subcategoria Imunidade, onde
algumas sequéncias correspondem a proteinas com fungdes regulatérias do sistema imune,
atuando tanto na regulacdo da expressdo de genes imunes, quanto na ativacdo de diversas

vias e da cascata da pro-fenoloxidase dos insetos e outras moléculas com atividade
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especifica efetora da imunidade inata, mais conhecidas como peptideos antimicrobianos,
gue possuem acdo direta aos organismos patogénicos invasores.

Foram encontrados trés reads do contig POTIO017, que corresponde a um peptideo
antimicrobiano chamado galerimicina, isolado inicialmente na espécie de mariposa Galleria
mellonella e que até o atual momento, sé foi identificado em espécies da ordem
Lepidoptera.

O perfil transcriptbmico apresentado neste trabalho representa genes que
provavelmente sdo expressos constitutivamente no tegumento de P. orsilochus, uma vez
que a lagarta utilizada para o transcriptoma encontrava-se em seu estado natural no
momento da extracdo do mRNA.

O presente estudo contribui para o aumento do repertdrio de provaveis genes
especificos em insetos da ordem Lepidoptera, e descreve os genes expressos em uma lagarta
de uma familia (Megalopygidae) dessa ordem que nunca havia sido estudada nesse nivel de
abordagem, embora seja uma familia que apresente espécies de importancia médica e de
consideravel ocorréncia no Brasil, como é o caso da Podalia orsilochus, dessa forma
aumentando o valor de sua contribuicdo para o inicio de novos trabalhos nessa area de
pesquisa.

As informacdes coletadas através da descricdo dos genes envolvidos na resposta
imunolégica de Podalia orsilochus, faz desse trabalho um recurso valioso para estudos
imunoldgicos especificos para lepidépteros, em particular, para os estudos das respostas de

defesa dos insetos em geral.
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