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RESUMO 

 

Análises in silico de DAF-2 e exposição de Panagrolaimus superbus em câmara 

anóxica de Nitrogênio (N2) 

 

A anidrobiose, termo derivado do grego “vida sem água”, é um curioso estado de 

animação suspensa no qual determinados organismos adentram em resposta a dessecação 

extrema. Atualmente, organismos representantes de todos os reinos já foram identificados 

com essa capacidade, incluindo o nematoide utilizado neste estudo, Panagrolaimus 

superbus. O estado anidrobiótico permite a tolerância a uma grande diversidade de 

estresses físicos como extremos de temperatura, hiperaceleração e imersão em gálio. 

Devido as interessantes propriedades que a anidrobiose confere aos organismos, a melhor 

compreensão desse fenômeno tem despertado o interesse da comunidade científica. Nesse 

sentido, uma questão central é a caracterização do estado ametabólico, ainda pouco aceito 

pela comunidade científica. Paralelamente, o gene daf-2 codifica uma proteína que 

direciona o desenvolvimento do nematoide Caenorhabditis elegans, sendo sua atuação 

essencial para a anidrobiose. Considerando o contexto, o presente estudo objetiva 

contribuir para melhor definição do metabolismo de organismos anidrobiontes e 

investigar a proteína codificada por daf-2 em busca de possíveis assinaturas moleculares 

da anidrobiose. Dessa forma, o organismo anidrobionte P. superbus foi mantido por um, 

três, e seis meses em câmara anóxica e analisamos in silico (e.g., composição, modelagem 

estrutural, análise e alinhamento de estruturas primárias e terciárias) a proteína DAF-2 

em organismos anidrobiontes e não-anidrobiontes. Os resultados encontrados sugerem 

que a proteína de organismos anidrobiontes é significantemente mais básica, embora não 

apresente divergências em suas estruturas terciárias. Demonstramos também que a 

exposição de P. superbus dessecados em câmara anóxica de N2 por um, três, e seis meses, 

não impacta negativamente em sua viabilidade, quando comparada com seus respectivos 

grupos controles. Portanto, nós somamos novas evidências a hipótese de ametabolismo 

durante a anidrobiose e pontuamos a característica de basicidade como algo de 

importância para este interessante estado. 

 

Palavras-chave: Anidrobiose; ametabolismo; anóxia; P. superbus.
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ABSTRACT 

 

In silico analysis of DAF-2 and exposure of Panagrolaimus superbus in anoxic 

Nitrogen (N2) chamber  

 

Anhydrobiosis, a term derived from the Greek “life without water”, is a curious state of 

suspended animation into which certain organisms enter in response to extreme 

desiccation. Currently, organisms representing all kingdoms have already been identified 

with this ability, including the nematode used in this study, Panagrolaimus superbus. The 

anhydrobiotic state allows tolerance to a wide variety of physical stresses such as 

temperature extremes, hyperacceleration, and immersion in gallium. Due to the 

interesting properties that anhydrobiosis gives to organisms, a better understanding of this 

phenomenon has aroused the interest of the scientific community. In this sense, a central 

issue is the characterization of the ametabolic state, still little accepted by the scientific 

community. In parallel, the daf-2 gene encodes a protein that directs the development of 

the nematode Caenorhabditis elegans, its role being essential for anhydrobiosis. 

Considering the context, this study aims to contribute to a better definition of the 

metabolism of anhydrobiotic organisms and to investigate the protein encoded by daf-2 

in search of possible anhydrobiosis-related molecular signatures. Thus, the anhydrobiont 

organism P. superbus was kept for one, three, and six months in an anoxic chamber, and 

we in silico analyzed (e.g., composition, structural modeling, analysis, and alignment of 

primary and tertiary structures) the DAF-2 protein in anhydrobiont organisms and non-

anhydrobionts. The results found suggest that the protein of anhydrobiont organisms is 

significantly more basic, although it does not present divergences in its tertiary structures. 

We also demonstrated that the exposure of P. superbus desiccated in an anoxic N2 

chamber for one, three, and six months, does not negatively impact its viability, when 

compared to their respective control group. Therefore, we add new evidence to the 

hypothesis of ametabolism during anhydrobiosis and we point out the basicity 

characteristic as something of importance for this interesting state. 

 

 

Keywords: Anhydrobiosis; ametabolism; anoxia; P. superbus.
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1.1 Anidrobiose 

 

1.1.1 Conceitos gerais e mecanismo molecular 

 

A água é considerada essencial para a existência de vida. Na natureza, todos os 

organismos são dependentes desta, e em sua ausência sofrem com efeitos negativos. 

Curiosamente, determinados organismos são capazes de superar este o obstáculo e 

permanecer viáveis durante dessecação, questionando o conceito de vida e intrigando a 

biologia molecular. 

Em 1702, o microbiologista holandês Antony van Leeuwenhoek observava em 

seu microscópio uma amostra de calha seca oriunda do telhado, aparentemente sem vida. 

Entretanto, ao adicionar algumas gotas de água nessa amostra, foi surpreendido por 

pequenos organismos capazes de voltar à atividade quando hidratados, os quais foram 

denominados de “animálculos” (Clegg, 2001; Tunnacliffe & Lapinski, 2003). Estima-se 

que esta tenha sido a primeira descrição do que hoje chamamos de anidrobiontes, sendo 

o  organismo descrito consideravelmente semelhante ao rotífero bdeloide Philodina 

roséola (Tunnacliffe & Lapinski, 2003). 

 O termo anidrobiose, derivado do grego “vida sem água”, foi proposto por Alfred 

Giard quase dois séculos depois, em 1894, para referir-se a um estado de animação 

suspensa, altamente estável no qual determinados organismos adentram em resposta a 

cenários de dessecação extrema.  

Posteriormente, em 1959, David Keilin categorizou a anidrobiose como uma 

forma particular de criptobiose. A criptobiose é uma adaptação contra estresses 

ambientais, em que para cada fator que o induz, temos uma terminologia diferente: 

anidrobiose, dessecação extrema; criobiose, congelamento; anoxibiose, ausência de 

oxigênio; osmobiose, osmolaridade elevada; e termobiose, por altas ou baixas 

temperaturas (Keilin, 1959; Watanabe, 2006). 

Além da resistência a dessecação, durante o estado anidrobiótico, os organismos 

apresentam tolerância a diversos tipos de estresse, como radiação ionizante, vácuo, 

temperaturas extremas, altas pressões hidrostáticas, dentre outros (Tunnacliffe e Lapinski, 

2003; Hengherr et al., 2009; Horikawa et al., 2009; Jönsson et al., 2008; Beltrán-Pardo 

et al., 2013), o que é de grande interesse biotecnológico. 
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Assim, com o avanço e interesse da comunidade científica em melhor 

compreender o fenômeno da anidrobiose,  já foram descritos organismos representantes 

em todos os reinos taxonômicos: Monera – a bactéria Deinococcus radiodurans (figura 

1A) (Mattimore e Battista, 1996); Fungi – a levedura Saccharomyces cerevisae (figura 

1B) (Shamrock e Lindsey et al., 2008); Protista – o ciliado Colpoda inflata (figura 1C) 

(Müller et al., 2010); Animalia – o tardígrado Milnesium tardigradum (figura 1D) 

(Horikawa et al., 2006); Plantae – a traqueófita Selaginella lepidophylla (figura 1E) 

(Oliver et al., 2000). 

 

Figura 1. Representantes anidrobiontes dos cinco reinos biológicos. (A) Reino Monera, Deinococcus 

radiodurans; (B) Reino Fungi, Saccharomyces cerevisae; (C) Reino Protista, Colpoda inflata; (D) Reino 

Animalia, Milnesium tardigradum; (E) Reino Plantae, Selaginella lepidophylla. 
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Os anidrobiontes podem ser classificados de acordo com a fase de 

desenvolvimento em que conseguem sobreviver a dessecação extrema. Aqueles que 

adentram em animação suspensa apenas em um determinado estágio de desenvolvimento 

são denominados anidrobiontes estágio-específicos. O nematoide Caenorhabditis 

elegans, manifesta o estado anidrobiótico apenas durante o estágio larval dauer, e por 

isso é classificado como estágio-específico (Erkut et al., 2011; Tyson et al., 2012). Já os 

organismos capazes de sobreviver a dessecação extrema em qualquer fase do ciclo de 

vida são chamados de holo-anidrobiontes (Jönsson, 2005). Neste trabalho, utilizamos 

uma espécie de nematoide holo-anidrobionte, o organismo modelo Panagrolaimus 

superbus (figura 2) (Shannon et al., 2005).  

 

 

Figura 2. O nematoide P. superbus em meio de cultivo. Espécie holo-anidrobionte, bacterióvoro. 

 

Para que um organismo adentre em animação suspensa, adaptações moleculares 

são necessárias. Assim, o processo de entrada em anidrobiose apresenta três estágios: 

desidratação, dessecação e seco (ou anidrobionte propriamente dito) (figura 3). 

 

Figura 3. Processo de dessecação e manutenção de macromoléculas. (A) Estrutura proteica totalmente 
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hidratada e conservada; (B) Síntese de dissacarídeos (pontos laranja) em resposta à desidratação; (C) 

Formação do biovidro. 

 

Durante o primeiro estágio, a desidratação, ocorre a perda progressiva de água. 

No entanto, macromoléculas e fosfolipídios permanecem hidratados, resultando em 

alterações na concentração intracelular dos solutos, no pH e na viscosidade da célula. 

Essas alterações, por sua vez, podem interferir na estabilidade de proteínas, ácidos 

nucléicos, polissacarídeos e lipídeos de membrana, devido a alterações entre ligações de 

hidrogênio, forças hidrofóbicas e de Van der Walls (Stryer, 1999 apud Tunnacliffe & 

Lapinski, 2003). Nesta etapa, o metabolismo celular se torna restrito, e há falhas nas vias 

bioquímicas (Clegg, 1978; Womersley & Smith, 1981). A célula responde ao estresse 

hídrico por meio do acúmulo de proteínas hidrofílicas e dissacarídeos não-redutores, 

como a sacarose e a trealose (Tunnacliffe & Lapinski, 2003).  

Chamada dessecação, o estágio seguinte é estabelecido quando a quantidade de 

água na célula atinge valores inferiores a 0,3 g/g de massa seca, e ao atingir 0,1 g/g de 

massa seca, o metabolismo é interrompido (Tunnacliffe & Lapinski, 2003). A fim de 

impedir a instabilidade e danos estruturais irreversíveis à membrana fosfolipídica, ácidos 

nucléicos e proteínas, pela desidratação de macromoléculas, os dissacarídeos não-

redutores acumulados no estágio anterior (i.e., sacarose e a trealose) atuam como 

moléculas de água, por meio da formação de ligações de hidrogênio (Clegg, 1974, Crowe 

e Madin, 1974; Clegg et al., 1982; Crowe et al., 1992). 

Por fim, durante o estágio seco, temos a anidrobiose propriamente dita. A 

anidrobiose tem o potencial de manter a estabilidade e viabilidade do organismo durante 

longos períodos.  Este estágio é o resultado de um fenômeno denominado “vitrificação”, 

em que o citoplasma é substituído por uma matriz sólida amorfa, denominada biovidro 

(bioglass) (Sakurai et al., 2008). A vitrificação é promovida por meio dos dissacarídeos 

não-redutores que atuam como estabilizadores cinéticos impedindo a difusão molecular, 

estacionando as reações químicas e aumentando a viscosidade do meio devido às suas 

altas concentrações intracelulares. Finalmente, resultando no estado de animação 

suspensa (Sun e Leopold, 1997; Crowe et al., 1998; Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

Embora a presença de solutos compatíveis seja importante para o estado 

anidrobiótico (Keilin, 1959; Crowe, 1971; Womersley e Smith, 1981; Crowe et al., 1992, 

1998; Sun e Leopold, 1998; Clegg, 2001, Sakurai et al., 2008)  sozinhos, são insuficientes 

para  permitir entrada em anidrobiose.  
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Pesquisas anteriores demonstraram que em cenários onde a síntese de 

dissacarídeos não-redutores foi intensificada em organismos não-anidrobiontes, como 

ratos e plantas, mesmo com o acúmulo considerável destas moléculas, as células foram 

incapazes de adentrar em anidrobiose (Garcia de Castro e Tunnacliffe, 2000; Ooms et al., 

1993). Paralelamente, pesquisadores evidenciaram também que determinados rotíferos 

anidrobiontes não acumulam dissacarídeos não-redutores (Lapinski e Tunnacliffe, 2003). 

Neste sentido, evidencia-se a complexidade dos elementos operatórios da 

animação suspensa. Sua complexidade extrapola o acúmulo de solutos compatíveis e 

inclui outros fatores, como sistema de reparo de ácidos nucleicos, sistema antioxidante, 

proteínas de choque térmico (heat shock proteins), e a regulação de genes específicos 

(revisto em Lapinski e Tunnacliffe, 2003; Reardon et al., 2010; Tyson et al., 2012). É 

notável que não há um processo único e comum entre as espécies anidrobiontes, sendo 

este um fenômeno complexo e que permanece pouco elucidado.  

 

 

1.1.2 Ametabolismo 

Além dos mecanismos que promovem a anidrobiose, outra questão que permanece 

em aberto é a caracterização metabólica desse fenômeno. Alguns poucos estudos 

investigaram, por diferentes metodologias, a presença ou ausência de metabolismo (i.e., 

demanda de oxigênio nas células) em cenário anidrobiótico. 

Recentemente, nosso grupo mostrou que o nematoide P. superbus sobrevive em 

imersão completa em confinamento hipóxico de matriz de Ga 99.99% por sete dias, sem 

apresentar efeitos negativos em seu crescimento populacional (Contiliani et al., 2020). 

Anteriormente, nematoides anidrobiontes Ditylenchus dipsaci foram alimentados com 

glicose radioativamente marcada e suas taxas respiratórias (i.e., captação de O2 e 

produção de CO2) foram detectadas apenas após a reidratação  (Barrett, 1982). Da mesma 

forma, rotíferos bdeloides dessecados sobreviveram em câmaras seladas contendo 

99,99% de gás argônio puro ([O2] < 0.0004%) por vinte e um dias (Orstan, 1998). 

Finalmente, estudos de simulação computacional calculam que a quantidade de água 

remanescente em células anidrobiontes secas (i.e., 0.1g/g massa seca) é insuficiente para 

manter células metabolicamente ativas (Clegg, 1978; Potts, 1994). 

Os estudos mencionados sugerem fortemente a ausência de metabolismo durante 

a anidrobiose. No entanto, esta é ainda uma questão pouco aceita pela comunidade 
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científica, e implica nos conceitos que temos a respeito de vida e morte. Sendo assim, 

estudos adicionais são necessários para subsidiar a mudança de paradigma. 

 

1.1.3 Engenharia anidrobiótica 

O estudo e compreensão dos mecanismos bioquímicos e fisiológicos da 

anidrobiose é de grande interesse de uma área em ascensão científica: a engenharia 

anidrobiótica (EA). A EA busca promover a tolerância ao estresse hídrico para estruturas 

biológicas (e.g., células, tecidos, órgãos, e organismos inteiros), baseando-se na animação 

suspensa (de Castro AG, 2000). 

A aplicação da EA se estende a diversas áreas do conhecimento. Na área médica, 

a aplicação dos princípios anidrobiontes poderia ser útil a biobancos, manutenção e 

transporte de estruturas biológicas diversas (Polge et al., 1949; Saragusty e Loi, 2018). 

Estudos recentes demonstraram a capacidade de preservação enzimática no estado seco 

por mais de 370 dias, em temperatura ambiente, no interior de células tolerantes a 

dessecação (Kikuta et al., 2017). Similarmente, o desenvolvimento de vacinas a seco 

capazes de serem armazenadas em temperatura ambiente também foi demonstrado 

(Alcock et al., 2010). Na área agrícola, a expectativa é produzir plantas capazes de 

expressar genes relacionados a anidrobiose, de modo a amenizar os danos em épocas de 

estiagem e promover a estocagem de frutos a seco (França et al., 2007; Farrant e Moore, 

2011). Nesse sentido e de modo ainda mais ousado e intrigante, a EA aplicada a alimentos 

também poderia viabilizar viagens espaciais de longa duração, permitindo alimentos 

estocados a seco e criando sistemas de animação suspensa (revisto em Jönsson, 2007; 

Jönsson et al., 2008; Horikawa et al., 2008). 

Finalmente, um dos estudos mais notórios na área, o rotífero anidrobionte 

Habrotrocha elusa foi artificialmente infectado por um fungo parasita não anidrobionte, 

Rotiferophtora angustipora. Uma vez que o parasita não resistiu ao ambiente isento de 

água, após a permanência em anidrobiose por quatro semanas o rotífero anidrobionte 

estava livre da infecção (Wilson e Sherman, 2010), apresentando a anidrobiose como via 

terapêutica.  
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1.2 O gene daf-2 

 A atuação do gene daf-2 se relaciona com a via de regulação do metabolismo, 

desenvolvimento e longevidade, promovendo a sinalização endócrina e codificando um 

membro da família de receptores de insulina (Kimura et al., 1997). 

 No modelo C. elegans, o gene daf-2 codifica uma proteína receptora que sinaliza 

e direciona o desenvolvimento do organismo para entrada no estado anidrobiótico, dauer, 

ou a continuidade do seu ciclo (em larvas L3, L4 e adulto). Sua regulação se relaciona às 

condições ambientais (figura 4) e se dá de duas formas, descritas a seguir. 

 

Figura 4. Condições de ativação e inativação do receptor DAF-2. Legenda: (A) Ativação de DAF-2; 

(B) Inativação de DAF-2. Adaptado de Gottlieb, S., e Ruvkun, G., 1994. 

 

 Inicialmente, vamos considerar um ambiente favorável (i.e., com condições não-

indutoras de dauer) para o desenvolvimento do organismo modelo, com presença de 

nutrientes, baixa temperatura e feromônios (figura 4A). As condições ambientais são 

identificadas por neurônios sensoriais que enviam um sinal para que o desenvolvimento 

prossiga. Nesse sentido, um peptídeo agonista semelhante a insulina é direcionado para o 

receptor DAF-2, ativando-o. A ativação de DAF-2 induz a ativação da proteína AGE-1. 

Esta atua catalisando a conversão de bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) em trisfosfato 

de fosfatidilinositol (PIP3). Em seguida, o PIP3 se liga ao complexo AKT-1/AKT-2, 

expondo locais de fosforilação. Em paralelo, a quinase PDK-1 por ligação ao PIP3, é 

recrutada para a membrana onde fosforila e ativa AKT-1. Por fim, a AKT-1 fosforila o 

fator de transcrição DAF-16. Uma vez fosforilado, o fator de transcrição DAF-16 é retido 
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no citoplasma da célula, impedido de adentrar no núcleo e fazer a leitura de genes que 

são importantes para resposta a estresse e anidrobiose (figura 5) (Ewbank, J., 2006; 

Gottlieb, S., e Ruvkun, G., 1994).  

  

 

Figura 5. Via daf-2 ativa. Adaptado Ewbank, J., 2006. 

 

 O segundo cenário é um ambiente com condições desfavoráveis para o 

desenvolvimento do organismo modelo (i.e., com condições indutoras de dauer) com 

baixa de feromônios, altas temperaturas e poucos nutrientes (figura 4B). Da mesma 

forma, tais condições são percebidas por neurônios sensoriais, mas que dessa vez, 

sinalizam a necessidade de diapausa. Assim, um antagonista é enviado para se ligar ao 

receptor DAF-2, inviabilizando toda a cascata de ativação mencionada anteriormente e 

assim, não fosforilando o fator de transcrição DAF-16. Uma vez livre, DAF-16 adentra 

no núcleo celular e efetiva a regulação de um  conjunto de genes de resposta à diversos 

estresses (Powell-Coffman, J. A., 2010) cujo produto (e.g., enzimas gliceraldeído-3-

fosfato e hidrogenases), são alvos da ativação de DAF-16 e são necessárias para 

resistência hipóxica mediada por DAF-2 (figura 6) (Mendenhall, A.R., LaRue, B., & 

Padilla, P. A., 2006). O mesmo ocorre em mutantes constitutivos do gene daf-2 (daf-c), e 
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nesse caso, o organismo é capaz de adentrar em anidrobiose durante qualquer estágio 

larval (Gottlieb, S., e Ruvkun, G., 1994). 

 

 

Figura 6. Via daf-2 inativa. Adaptado Ewbank, J., 2006. 

 

 Atualmente, uma série de questionamentos a respeito do gene daf-2 estão em 

aberto, e não se sabe como a expressão gênica e as alterações metabólicas estão 

envolvidas com o mecanismo pelo qual o animal mutante daf-2 sobrevive ao estresse 

(Mendenhall, A. R., LaRue, B., & Padilla, P. A., 2006). 

 Além disso, considerando que daf-2 tem um papel fundamental para a 

anidrobiose em C. elegans, o consideramos um bom alvo para investigação, a fim de 

identificar possíveis divergências e assinaturas moleculares de anidrobiontes.  

 

1.3 Câmara de N2 

O nitrogênio foi descoberto em 1772 por Daniel Rutherford (Weeks, 1934). 

Embora sua descoberta seja atribuída a Rutherford, os químicos Antonie Lavoisier e Carl 

Wilhelm Scheele também investigavam o elemento durante esse mesmo período, e o 
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apelidaram de “gás azote” – sem vida, como resultado de uma das características mais 

importantes do N2 para nosso contexto: incapacidade do gás de sustentar vida. 

 O nitrogênio, símbolo N e número atômico sete, é o elemento mais leve do grupo 

15 da tabela periódica. Naturalmente encontrado em sua forma gasosa, N2, compreende 

aproximadamente 78% da atmosfera, e é considerado inerte por dificilmente reagir com 

outros elementos (Banks, 1990). 

Devido às características físico-químicas e considerando que animais não 

conseguem obtê-lo diretamente do ar, o N2 atua apenas deslocando o ar natural, e por isso 

é amplamente utilizado como meio de inertização na indústria e para mimetizar anóxia 

no contexto científico (Xia, Y. et al., 2018; Holowach-Thurston et al., 1974; Steyaert, M., 

et al., 2007). 

Nessa pesquisa, utilizamos uma câmara com constante fluxo de N2 puro para 

avaliar o efeito da anóxia e averiguar o (a)metabolismo de P. superbus durante 

anidrobiose. 
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2.1 Hipótese do trabalho 

 

Considerando as características do estado anidrobiótico, bem como a tolerância 

dos organismos capazes de adentrar neste, nossa hipótese é que a anidrobiose é um estado 

verdadeiramente ametabólico (i.e., sem demanda oxigênio) e assim, que o nematoide P. 

superbus tolera a exposição em ambiente anóxico por um, três e seis meses. 

 Adicionalmente, hipotetizamos que a estrutura primária e terciária da proteína 

DAF-2 de organismos anidrobiontes e não-anidrobiontes apresenta divergências devido 

à importância desta no cenário de dessecação extrema.
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3.1 Objetivos 

 

3.1.1 Objetivos gerais 

Investigar a natureza metabólica do estado anidrobiótico e a tolerância de P. 

superbus quando exposto em ambiente anóxico por longo prazo e avaliar a importância 

da proteína DAF-2 em cenário de dessecação extrema, buscando identificar similaridades 

e divergências estruturais e físico-químicas entre organismos anidrobiontes e não-

anidrobiontes. 

 

3.1.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a viabilidade do nematoide P. superbus dessecado após um, três, e seis meses 

de exposição em câmara de nitrogênio; 

• Identificar divergências na composição da proteína DAF-2 de espécies anidrobiontes e 

espécies não-anidrobiontes; 

• Identificar divergências estruturais primárias e terciárias de DAF-2 de espécies 

anidrobiontes e não-anidrobiontes; 

• Gerar modelos tridimensionais da proteína DAF-2 de espécies animais de organismos 

anidrobiontes e não-anidrobiontes e buscar eventuais diferenças estruturais. 
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4.1 Manutenção de nematoides 

Os nematoides P. superbus foram mantidos a 15 °C (manutenção) e 20 °C 

(cultivo) em estufa, na ausência de luz, em placas de Petri contendo meio de cultura ágar 

NGM (Nematode Growth Medium) coberto com uma camada de bactérias Escherichia 

coli, linhagem OP50, para alimentação.  

4.2 Obtenção de P. superbus  

Populações mistas (machos e fêmeas em diversos estágios de desenvolvimento) 

foram coletadas via adição de 5 mL de tampão M9 em placa de Petri de 9 cm de diâmetro. 

Os nematoides foram deslocados com o uso da pipeta, depositados em um tubo de ensaio 

de 50 mL, adicionando-se 5 mL de tampão M9. Após 10 minutos, o sobrenadante foi 

retirado, adicionando-se 10 mL de tampão M9. Esse passo foi reproduzido três vezes para 

retirar o excesso de bactérias. Em seguida, fez-se contagem de número de vermes e 

definiu-se a concentração para a etapa seguinte.  

4.3 Ensaio de dessecação 

Os nematoides foram depositados em membrana Supor 0.45 μm (Sigma-Aldrich), 

imobilizados por filtração a vácuo e depositados em microtubos de 1,5 mL, sem tampa. 

Em seguida, os microtubos contendo as membranas foram alojados em câmaras seladas 

que proporcionaram diferentes umidades relativas (UR) por 24 h, e a 20 ºC, a fim de 

induzir a anidrobiose. 

Dessa forma, inicialmente na etapa de pré-condicionamento, os tubos foram 

mantidos em câmara com solução saturada de CuSO4 a 98% de UR. Em seguida, na etapa 

de dessecação, os tubos foram transferidos para câmara contendo sílica gel a 10% de UR. 

Para a etapa de reidratação, os tubos foram mantidos em câmara contendo água destilada 

a 99% de UR. Por fim, para a etapa de reidratação, adicionou-se 1mL de tampão M9 nos 

microtubos. 

 

4.4 Exposição em câmara anóxica 

Para o experimento de anóxia, as amostras dessecadas foram alojadas em tubos 

de 50 mL contendo sílica gel e transportadas. O organismo modelo foi exposto por um, 
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três, e seis meses em câmara de N2 no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

(LNLS/CNPEM), em parceria com o Prof. Dr. Douglas Galante.  

A condição de anóxia da câmara foi garantida por um sistema de fluxo livre de  

N2 puro. Após abertura da câmara para retirada de amostra, aumentava-se o fluxo de N2 

puro pelo período de 1 h para viabilizar e acelerar a troca de O2 (ou quaisquer outros gases 

que eventualmente tenham entrado) por N2, resultando em uma concentração atmosférica 

dentro da câmara superior a 99% de N2. Para garantir esse cenário, a sílica gel foi mantida 

nos tubos.   

Paralelamente, os organismos do grupo controle foram mantidos em anidrobiose 

e em atmosfera natural, pelo período de um, três, e seis meses. Dessa forma, o trabalho 

contou com dois grupos experimentais: amostras expostas em câmara de N2 por um, três, 

e seis meses (N1, N3, e N6); e controle negativo exposto em atmosfera natural por um, 

três, e seis meses (C1, C3, e C6). Da mesma forma, as amostras também ficaram alojadas 

em tubos de 50mL contendo sílica gel – caso contrário, a umidade do ar faria com que o 

nematoide saísse do estado de anidrobiose.  

4.5 Ensaio de viabilidade 

Para investigar a viabilidade dos nematoides após os tratamentos, realizamos um 

ensaio de sobrevivência (Evangelista et al., 2017). Após a exposição a N2 e pré-

reidratação, adicionou-se 1 mL de corante Eritrosina B (0,4% p/v em tampão M9) (Sigma-

Aldrich) em cada amostra. Após 1 h, as amostras foram lavadas três vezes com tampão 

M9, para remover o excesso de corante. Os vermes corados (total ou parcialmente) após 

o procedimento são considerados mortos, enquanto os não corados são considerados 

vivos. Considerando o número de vermes mortos e vivos, foi feito o cálculo da 

viabilidade, apresentado em seguida (1). 

 𝑛º 𝑑𝑒 𝑛𝑒𝑚𝑎𝑡𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑛º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑛𝑒𝑚𝑎𝑡𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠
 𝑥 100 = 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (1) 

 

4.6 Análise estatística 

Os experimentos foram conduzidos em triplicatas técnicas, permitindo a 

elaboração das médias e desvios-padrão para análises estatísticas por meio dos testes 

“One Way ANOVA” e “Tukey”, tendo como corte p≤ 0.05.  
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4.7 Análises in silico 

 

4.7.1 Obtenção de sequências de DAF-2 

Foram obtidas via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), na plataforma 

do NCBI, as sequências FASTA de proteínas homólogas a proteína codificada por daf-2 

em C. elegans (NCBI ID: NP_001299917.1) de organismos anidrobiontes e não-

anidrobiontes.  

Para amenizar a margem de erros, consideramos sequências taxonomicamente 

equivalente entre os grupos. Dessa forma, tanto para anidrobionte, quanto para não 

anidrobionte foram utilizadas: três sequências de animais, cinco de plantas, e duas de 

fungos (tabelas 1 e 2).  

 

Tabela 1. Sequências de organismos não-anidrobiontes 

Não-anidrobiontes 

Reino Espécies NCBI ID 

Animalia 

Drosophila melanogaster AAC47458.1 

Mus musculus AAA39318.1 

Homo sapiens AAI17173.1 

Plantae 

Arabidopsis thaliana NP_564913.1 

Oryza sativa AAO72550.1 

Hordeum vulgare BAJ95414.1 

Nicotiana tabacum XP_016514206.1 

Zea mays XP_008646798.1 

Fungi 
Aspergillus nidulans XP_681530.1 

Neurospora crassa XP_011392829.1 

 

Tabela 2. Sequências de organismos anidrobiontes 

Anidrobiontes 

  Espécies NCBI ID 

Animalia 

Artemia franciscana ACJ63722.1 

Panagrolaimus superbus GW410933.1 

Caenorhabditis elegans NP_001299917.1 

Plantae 

Mesembryanthemum crystallinum AME15293.1 

Welwitschia mirabilis AHZ63853.1 

Selaginella lepidophylla AML76286.1 

Physcomitrella patens AKZ66494.1 

Syntrichia caninervis AHZ58490.1 

Fungi 
Saccharomyces cerevisiae NP_009718.3 

Schizophyllum commune XP_003037030.1 
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4.7.2 Análise de composição de DAF-2 

Para averiguar possíveis divergências na composição da proteína DAF-2 entre 

não-anidrobiontes e anidrobiontes, submetemos as sequências a análise de composição 

via o software GeneRunner (Spruyt e Buquicchio, 1994). Dessa forma, analisamos o 

percentual de cada aminoácido e assim suas respectivas característica físico-química 

(ácido, básico, polar e apolar) para cada grupo (anidrobiontes e não-anidrobiontes).  

4.7.3 Alinhamento múltiplo de sequências 

As sequências obtidas foram alinhadas no software online Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) com configurações padrão (Sievers et al., 

2011). Os resultados foram visualizados no software JalView (Clamp et al., 1998), com 

parâmetros de 100% de similaridade residual, considerando alinhamentos de ambos os 

grupos (separadamente) e de todas os organismos (geral).  

4.7.4 Análise de razão 

As sequências foram submetidas a análise de predominância de aminoácidos de 

determinada posição em relação ao grupo oposto. Assim, utilizamos o software JalView 

(Clamp et al., 1998) e ajustamos o parâmetro de conservação para avaliar a razão. O 

cálculo foi feito dividindo o número de organismos que conservavam determinado 

aminoácido ao longo da proteína DAF-2 pelo mesmo dado no grupo oposto. 

Consideramos aquelas posições cuja razão ≥ 6,0 (2). 

 𝑛º 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑖𝑑𝑟𝑜𝑏𝑖𝑜𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑚 𝑜 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜 

𝑛º 𝑑𝑒 𝑛ã𝑜 − 𝑎𝑛𝑖𝑑𝑟𝑜𝑏𝑖𝑜𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑚 𝑜 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜  
 = 𝑟𝑎𝑧ã𝑜 

(2) 

4.7.5 Substituição de aminoácidos  

Para investigar o efeito dos aminoácidos divergentes nas espécies Welwitschia 

mirabilis e Selaginella lepidophylla, alteramos manualmente a sequência primária do 

domínio quinase. Foram feitas as seguintes substituições: 

Tabela 3 Substituições de aminoácidos 

Seq. Referência (C. elegans) 1282E 1328G 1339H 1356K 1361G 1403S 

Welwitschia mirabilis D817E A851G Y862H Q879K D884G A952S 

Selaginella lepidophylla D407E A441G Y452H L469K D474G A545S 
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4.7.6 Modelagem ab initio 

Utilizando as sequências primárias obtidas anteriormente, as estruturas terciárias 

do domínio quinase da proteína codificada por daf-2 em animais foram obtidas ab initio 

via I-TASSER (Zhang, 2008). De modo adicional, as estruturas originais e editadas das 

plantas W. mirabilis e S. lepidophylla também foram obtidas.  

O servidor I-TASSER gera como parâmetro de confiança para os modelos 

tridimensionais o índice C-score [-5,2] (Zhang, 2008), sendo que quanto maior o C-score, 

mais confiável a predição.  

 

4.7.7 Parâmetros de qualidade  

A qualidade das estruturas terciárias geradas foi avaliada de acordo com os 

programas de validação PROCHECK, ERRAT, Verify 3D, e ProSA-web (Laskowski, et 

al., 1993; Colovos & Yeates 1993; Eisenberg & Bowie 1997; Wiederstein & Sppl 2007). 

PROCHECK avalia a qualidade estereoquímica da estrutura proteica. ERRAT analisa 

interações atômicas do modelo predito e as compara com estruturas de alta resolução. O 

programa Verify 3D avalia o perfil de pseudoenergia, determinando a compatibilidade de 

um modelo atômico com sua própria sequência de aminoácidos, e compara os resultados 

com estruturas de alta resolução. Finalmente, o programa ProSA-web compara a 

qualidade geral da estrutura modelada com estruturas validadas experimentalmente. O 

refinamento das estruturas geradas foi feito via GalaxyRefine (Heo & Seok 2013). 

4.7.8  Sobreposição de modelagens 

Para identificar diferenças estruturais entre os modelos tridimensionais de não-

anidrobiontes e anidrobiontes resultantes da modelagem ab initio, todos estes foram 

sobrepostos entre si, via PyMOL, cujo parâmetro de similaridade é validado pelos valores 

de RMSD (Root Mean Square Deviation) em ångström (Å) – quanto menor o valor de 

RMSD, mais similares são as estruturas sobrepostas, sendo nosso parâmetro o limiar 

máximo de 3.0 Å (Maiorov & Crippen, 1995). 
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5.1 Análises in silico 

 

5.1.1 Análise de composição de DAF-2 

 

O gráfico da figura 7 apresenta o percentual de aminoácidos ácidos, básicos, 

apolares e polares da proteína DAF-2 em organismos anidrobiontes e não-anidrobiontes. 

Identificamos que a proteína de organismos anidrobiontes é significativamente mais 

básica que o grupo oposto (diferença indicada pela barra e asterisco). 

 

Figura 7. Característica físico-química de DAF-2. Legenda: Percentual de aminoácidos de determinada 

classe físico-química presente em não-anidrobiontes (barras escuras) e anidrobiontes (barras claras). O 

asterisco representa diferença significativa (p < 0.05). 
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5.1.2 Análise de razão  

A predominância de aminoácidos foi investigada considerando os aminoácidos 

que apresentaram razão ≥ 6,0. O resultado dessa análise está ilustrado no gráfico da figura 

8, a seguir. 

Figura 8. Razão entre aminoácidos conservados. Aminoácidos em maiores proporções (razão ≥ 6,0; 

colunas em azul) em organismos não-anidrobiontes; e aminoácido em maior proporção (razão ≥ 6,0; coluna 

em azul escuro) em organismos anidrobiontes. Legenda: prolina -P815; asparagina - N1056; valina - 

V1232; alanina - A1235; metionina - M1321; lisina - K1235; ácido glutâmico - E1330; glicina - G1376 / 

G1378; ácido glutâmico - E1468. 

5.1.3 Alinhamentos múltiplos de sequências 

 As figuras 09, 10 e 11 mostram os alinhamentos do domínio quinase proteína 

DAF-2 realizados via Clustal Omega, considerando o parâmetro de 100% de similaridade 

físico-química e os seguintes grupos: i) anidrobiontes; ii) não-anidrobiontese iii) geral. 
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5.1.4 Modelagem ab initio  

 

A figura 12 apresenta a modelagem estrutural do domínio quinase da proteína 

DAF-2 de animais anidrobiontes e não-anidrobiontes. Cada estrutura modelada foi 

submetida ao refinamento da cadeia lateral e relaxamento geral da estrutura por meio do 

servidor GalaxyRefine, a apresentam o índice C-score [0-1], entre 0.24 – 0.90.  

Em seguida, a figura 13 apresenta a modelagem estrutural do domínio quinase da 

proteína DAF-2 dos organismos W. mirabilis e S. lepidophylla originais e editadas de 

acordo com a seção 4.7.5. 
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5.1.5 Parâmetros de qualidade  

 

Após o refinamento, todas as modelagens estruturais geradas foram submetidas 

aos parâmetros de qualidade. A tabela 4 apresenta os resultados das validações, de modo 

que todas estão adequadas com no mínimo um dos parâmetros de qualidade. 

Tabela 4. Resultados dos parâmetros de qualidade. 

    

Farrowed 

regions 

Overall 

quality-factor 

Averaged 

3D 
Z-score 

  C. elegans 90.90% 91.76* 86.97% -7.61 

  P. superbus 90.80% 98.88 75.23%* -3.85 

  A. franciscana  91.20% 95.79 90.70% -7.67 

            

  H. sapiens 93.20% 94.42* 97.57% -9.24* 

  M. musculus 92.70% 95.22 89.58% -9.30* 

  D. melanogaster 91.30% 93.35 93.43% -8.28 

            

    

Farrowed 

regions 

Overall 

quality-factor 

Averaged 

3D 
Z-score 

Seq. original 
W. mirabilis 91.6% 93.07* 80.78% -7.55 

S. lepidophylla 92.9% 90.16* 79.49%* -6.95* 

           

Seq. editada 
W. mirabilis 94.5% 84.58* 82.74% -7.55 

S. lepidophylla 92.5% 92.12* 73.80%* -6.88* 

Legenda: Acima animais anidrobiontes e não-anidrobiontes. Abaixo plantas anidrobiontes cujo 

aminoácidos foram substituídos manualmente. Os valores acompanhados de asterisco indicam que o limiar 

de qualidade naquele parâmetro não foi atingido. 

 

5.1.6 Sobreposição de modelagens  

 

As sobreposições de estruturas terciárias do domínio quinase da proteína DAF-2 

são apresentadas a seguir (figuras 14,15 e 16). Realizamos a sobreposição considerando 

os grupos i) animais anidrobiontes, ii) animais não-anidrobiontes e iii) animais 

anidrobiontes e não-anidrobiontes. Todas as sobreposições, entre os organismos e entre 

os grupos apresentaram valores de RMSD entre 0.410 – 1.120Å. 
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A figura 17 apresenta a sobreposição da modelagem do domínio quinase editado 

e original das plantas anidrobiontes W. mirabilis e S. lepidophylla.  

 

 

Figura 17. Alinhamento de estruturas editadas e originais do domínio quinase de W. mirabilis e S. 

lepidophylla. (A) domínio quinase editado (vermelho) e original (verde) de W. mirabilis; (B) domínio 

quinase editado (amarelo) e original (ciano) S. lepidophylla, RSMD = 0.206. 
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As tabelas 5, 6, 7 e 8 apresentam os dados de RMSD (Å) resultante das 

sobreposições de todas as estruturas terciárias. Os dados indicam valores 

consideravelmente abaixo do limiar, 3.0 Å, sugerindo semelhança estrutural entre o 

domínio quinase dos organismos. 

 

Tabela 5. Alinhamento de estruturas tridimensionais de organismos anidrobiontes. 

Alinhamento entre organismos anidrobiontes 

  RMSD (Å) 

  C. elegans P. superbus A. franciscana 

A. franciscana 0.819 0.472 - 

P. superbus 0.536 - 0.472 

C. elegans - 0.536 0.819 

 

Tabela 6. Alinhamento de estruturas tridimensionais de organismos não-anidrobiontes 

Alinhamento entre organismos não-anidrobiontes 

  RMSD (Å) 

  H. sapiens M. musculus D. melanogaster 

D. melanogaster 1.057 0.771 - 

M. musculus 0.521 - 0.771 

H. sapiens - 0.521 1.057 

 

Tabela 7. Alinhamento geral de estruturas tridimensionais. 

Alinhamento entre grupos 

  RMSD (Å) 

  D. melanogaster M. musculus H. sapiens 

A. franciscana 0.725 0.855 0.998 

P. superbus 0.533 0.807 0.904 

C. elegans 0.410 0.829 1.120 

 

Tabela 5. Alinhamento de estruturas tridimensionais editas e originais de plantas 

anidrobiontes 

Alinhamento entre plantas anidrobiontes 

  RMSD (Å) 

  S.lepidophylla (edit)  W. mirabilis (edit) 

S. lepidophylla 0.294 - 

W. mirabilis - 0.380 
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5.2 Exposição em câmara anóxica 

 

5.2.1 Ensaio de viabilidade 

Os percentuais de sobrevivência de P. superbus após exposição por diferentes 

períodos em condições distintas são representados no gráfico da figura 18. As amostras 

expostas em câmara de nitrogênio (N1, N3 e N6) foram dadas como estatisticamente 

equivalentes às respectivas amostras controle, mantidas em atmosfera natural (C1, C3, e 

C6). Entretanto, nota-se ao longo do período exposto um decaimento da viabilidade em 

dois grupos, e nesse sentido as amostras N1 (77,47%) e N6 (42,72%) diferem 

estatisticamente. Por fim, embora haja uma diferença percentual na viabilidade do grupo 

controle C1, C3 e C6 (cuja viabilidade é de 82,72%, 75,59%, e 69,49% respectivamente), 

esta não apresentou relevância estatística.  
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Figura 18: Viabilidade de P. superbus. Os percentuais de sobrevivência estão representados (eixo y) 

para cada grupo (eixo x). A barra com o asterisco indica diferença estatisticamente significantes (p < 

0.05). 
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6.  Discussão 
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6.1 Análises in silico 

Nós investigamos a estrutura primária e terciária da proteína DAF-2 em 

organismos anidrobiontes e não-anidrobiontes. Inicialmente, identificamos que, de modo 

geral, a proteína codificada por daf-2 em organismos anidrobiontes é 1,55% mais básica 

que a proteína codificada por daf-2 em organismos não-anidrobiontes (figura 7). Em 

anidrobiontes, a proteína é enriquecida com aminoácidos como lisina, arginina e histidina, 

considerados hidrofílicos.  

A natureza hidrofílica de determinados aminoácidos, como os mencionados 

acima, é resultado de interações de hidrogênio e interações eletrostáticas. A determinação 

estrutural e a estabilidade proteica durante a animação suspensa são garantidas por essas 

interações, e nesse sentido, o enriquecimento de aminoácidos básicos é um dado 

importante para o contexto anidrobionte, e sugestivamente necessária a ele. 

Corroborando com nossos achados, investigação de dinâmica molecular da 

proteína LEA (Late Embryogenesis Abundant), amplamente encontrada em organismos 

anidrobiontes, mostrou que conforme a perda de água aumenta (<10% em peso), 

gradualmente a proteína é dobrada. Notavelmente, os aminoácidos hidrofílicos foram 

identificados como aqueles que indicavam maior variação estrutural da proteína ao longo 

do tempo durante a entrada em anidrobiose. Ao avaliar as interações responsáveis, os 

pesquisadores concluíram que com o avanço da dessecação, as moléculas de água 

presentes na célula não eram suficientes para hidratar totalmente a proteína, de modo que 

o número de ligações de hidrogênio entre proteína e água presente na célula diminui, 

priorizando o número de ligações de hidrogênio intraproteína. No mesmo sentido, o grupo 

investigou as interações eletrostáticas, e notaram que a atração era dominante a repulsão, 

sugerindo que as interações eletrostáticas intraproteína promovem o dobramento da 

estrutura  (Li e He, 2009). Considerando as interações físico-químicas da proteína LEA 

frente ao desafio da animação suspensa, acreditamos que a importância dos aminoácidos 

hidrofílicos identificados por nós, apresente natureza semelhante. 

Por outro lado, a posição 1330 de organismos anidrobiontes apresenta seis vezes 

mais resíduos ácidos (E) do que não-anidrobiontes (figura 8). A predominância de 

aminoácidos com tal característica físico-química é intrigante por diferir das 

características mencionadas anteriormente e esperadas, já que são sugestivas de marcas 

de organismos capazes de entrar em animação suspensa. Nesse sentido, postulamos que 

as razões encontradas entre anidrobiontes e não-anidrobiontes relacionem-se ao 
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distanciamento filogenético das espécies avaliadas, o que é naturalmente esperado 

considerando os diferentes organismos estudados (Rikke et al., 2000). 

O número de domínios da proteína DAF-2 conservado varia entre os organismos 

representantes, de modo que apenas o domínio quinase é preservado e compartilhado 

entre todos os amostrados. Considerando este domínio, e com o mesmo intuito de 

identificar marcas do estado de animação suspensa, investigamos as sequências primárias 

das espécies amostradas em ambos os grupos, anidrobiontes e não-anidrobiontes. 

Identificamos os aminoácidos conservados com total similaridade, ou seja, aqueles que 

pertenciam ao mesmo grupo físico-químico. Coincidentemente, os aminoácidos 

conservados por similaridade apresentavam também conservação por identidade: não 

apenas pertenciam ao mesmo grupo físico-químico, como tratavam-se exatamente do 

mesmo aminoácido. Quatro aminoácidos se destacaram considerando esse parâmetro: 

ácido aspártico (D1341; e D1359); asparagina (N1346) e fenilalanina (F1360) (figura 11). 

Embora esses aminoácidos amplamente conservados não se encontrem nos motivos do 

domínio (Kimura, et al., 1997), a conservação ao longo da evolução entre as espécies é 

sugestiva, e esperado que desempenhem papel de importância e de modo fisiologicamente 

semelhante dentro do domínio e no contexto de atuação da proteína.  

Paralelamente, a conservação por similaridade entre os organismos anidrobiontes 

mostrou que apenas o aminoácido arginina (R1340) é totalmente preservado (figura 9). 

Visto que, a princípio, este dizia respeito a um resíduo conservado apenas em organismos 

capazes de entrar em anidrobiose, seria intuitivo indicá-lo como suposto protagonista na 

adaptação a tal estado metabólico. Entretanto, a investigação da posição correspondente 

em organismos não-anidrobiontes, mostrou que apenas a espécie Hordeum vulgare 

apresenta aminoácido distinto da sequência anidrobionte (R1340K)(figura 10). Os 

resíduos arginina e lisina compartilham características físico-químicas, ambos são polares 

e com carga positiva, o que pontua pouca flexibilidade nessa posição do domínio quinase 

para alterações drásticas, como aminoácidos de classes físico-químicas divergentes. 

As sequências primárias de não-anidrobiontes apresentaram uma conservação de 

resíduos entre as espécies superior ao grupo anterior, totalizando quinze aminoácidos com 

total similaridade, e coincidentemente, com total de identidade (figura 10). No mesmo 

sentido, ao avaliar as posições correspondentes em anidrobiontes, as espécies Welwitschia 

mirabilise e Selaginella lepidophylla se destacaram por apresentar maior diversidade de 

aminoácidos (i.e., em ambos, 46,66%) em posições que no grupo não-anidrobionte há 

ampla conservação (1282E, 1328G, 1339H, 1356K, 1361G e 1403S) (apêndice A). Uma 
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vez que 83% (5/6) dessas substituições são idênticas entre essas duas espécies, e que 

ambas compartilham o clado Tracheophyta, uma hipótese é que tais divergências tenham 

a mesma origem evolutiva. Entretanto, a espécie Mesembryanthemum crystallinum, 

também compartilha o clado Tracheophyta com W. mirabilis e S. lepidophylla, porém 

não apresenta estas mesmas substituições, fragilizando tal interpretação. Isso se torna 

ainda mais problemático ao se observar que M. crystallinum e W. mirabilis são mais 

próximas filogeneticamente entre si (mesmo clado Spermatophyta) do que com S. 

lepidophylla. Portanto, destacamos que esses curiosos dados são dignos de estudos 

posteriores mais aprofundados. 

Uma forma de investigar o efeito estrutural das variações de aminoácidos na 

estrutura terciária do domínio quinase entre as espécies, é gerar estruturas tridimensionais 

ab initio (figuras 12 e 13) e alinhá-las (figuras 14, 15 e 16). A qualidade desses modelos 

estruturais obtidos ab initio via I-TASSER reflete nos valores de C-score e demais 

parâmetros de qualidade aplicados, indicando confiança as análises subsequentes 

(Laskowski, et al., 1993; Colovos & Yeates 1993; Eisenberg & Bowie 1997; Wiederstein 

& Sppl 2007; Heo & Seok 2013; Zhang, 2008). 

Adicionalmente, de acordo com os dados de RMSD resultantes dos alinhamentos 

destes modelos entre animais anidrobiontes e não-anidrobiontes (tabelas 5, 6, 7 e 8), 

mesmo espécies distantes filogeneticamente apresentaram pouca variação estrutural (e.g. 

C. elegans e H. sapiens, RMSD=1.120Å), e assim, sugerimos que não há diferenças 

significativas entre as estruturas do domínio quinase destes grupos (Maiorov & Crippen, 

1995). 

Além, as alterações de aminoácidos também não interferiram significativamente 

na estrutura das proteínas codificadas por daf-2 em W. mirabilis e S. lepidophylla (figura 

17). É expressivo que as estruturas terciárias do domínio quinase sejam mantidas mesmo 

com todas as substituições de aminoácidos. A literatura apresenta diversos relatos da 

interferência de um único aminoácido nas características gerais da proteína. Por exemplo, 

Glaser et al (2005), mostrou que a substituição de um único aminoácido na glicoproteína 

hemaglutinina altera o alvo de preferência pelo receptor. Al-Shuhaib (2019) identificou 

três aminoácidos distintos que quando alterados, apresentavam consequências na 

estrutura, função e estabilidade da proteína leptina, resultando em um efeito deletério. Ng 

& Henikoff (2006) também pontuam como a alteração de um único nucleotídeo pode 

afetar a função das proteínas e impactar na saúde do organismo, sendo de amplo 
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conhecimento que alterações como as apresentadas aqui podem interferir 

consideravelmente na conformação, função, e dinâmica das proteínas. 

Embora a literatura careça de investigações nesse sentido e que aborde o contexto 

da animação suspensa, pontuamos a importância evolutiva dessa diversificação. Os 

resíduos divergentes podem ter funcionalidades relacionadas a outros aspectos da 

anidrobiose, pois ao longo desse estado adaptações são necessárias para que as proteínas 

resistam a ausência de agua, alteração de pH, acúmulo de dissacarídeos e demais 

modificações intrínsecas ao estado (Tunnacliffe & Lapinski, 2003). 

Em suma, o domínio quinase da proteína codificada por daf-2 apresenta alto grau 

de semelhança estrutural entre os organismos do reino animal, seja comparando-os entre 

os grupos anidrobiontes e não-anidrobiontes, ou entre si separadamente, corroborando  

com a literatura. A proteína de daf-2 prevista apresenta, em média, 34% de identidade a 

outros receptores relacionado a insulina (e.g. IGF-I e receptor de insulina humana) e 

mostra-se igualmente distante destes, de modo que daf-2 é provavelmente o homólogo 

ancestral desses receptores duplicados e divergentes (Kimura et al., 1997). Considerando 

os resultados obtidos, e o alto grau de conservação estrutural entre os organismos 

anidrobiontes e não-anidrobiontes, reflexo da importância desta ao longo do processo 

evolutivo, é sugestivo que a função fisiológica deste domínio seja também semelhante 

entre as espécies e em contexto celular. 

 

6.2 Exposição em câmara anóxica 

Considerando nossa hipótese de que a anidrobiose é um estado ametabólico, 

avaliamos a viabilidade do nematoide anidrobionte P. superbus após exposição em 

ambiente anóxico (câmara de N2), ao longo de um, três, e seis meses. 

 O N2 é considerado um gás de baixa reatividade, ou seja, que não desempenha um 

papel ativo em trocas gasosas. Sua inércia é resultado da ligação tripla (duas ᴨ e uma δ) 

entre os átomos de nitrogênio, necessárias para sua estabilidade na camada de valência. 

Como efeito, o gás nitrogênio é amplamente utilizado para simulações de anóxia, por 

deslocar o ar e manter o interior de recipientes livre de oxigênio (Isac-García et al., 2015). 

Os animais utilizam 90% do oxigênio na cadeia de transporte de elétrons 

mitocondrial para a fosforilação oxidativa e a síntese de adenosina trifosfato (ATP) 

(Saraste, 1999; Lu et al., 1999). Uma vez que o metabolismo aeróbico é crítico para 

grande parte dos organismos, modificações para manter os níveis de oxigênio celular em 
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condições hipóxicas ou mesmo anóxicas foram selecionadas ao longo da evolução 

(Childress e Seibel, 1998), como aumento das taxas de fluxo glicolítico, redução da taxa 

metabólica e aumento da eficiência de remoção de oxigênio ambiental (Johansson et al., 

1995; Childress e Seibel, 1998). Entretanto, mesmo com esses mecanismos, ambientes 

com concentração de oxigênio muito limitada tendem a ser fatais para a vasta maioria dos 

seres vivos. 

Estudos realizados com o organismo modelo Drosophila melanogaster mostrou 

que exposição a anóxia em N2 por mais de 1h causava letalidade das moscas (Xia, Y. et 

al., 2018). Outro estudo mostrou que a sobrevivência de camundongos expostos por cinco 

minutos a anóxia em N2 (O2 < 5 mm Hg) foi de apenas 5% entre os animais testados 

(Holowach-Thurston et al., 1974). Já estudos focados na sobrevivência dos nematoides 

Daptonema setosum, Daptonema tenuispiculum e Chromadora macrolaima, espécies de 

habitat oxigenado, demonstrou a grande sensibilidade destes à depleção de oxigênio, pois 

ao final de 14 dias de imersão aquática subóxica (3% de O2) e anóxica (0 μmol/l de O2), 

os nematoides desapareceram completamente (Steyaert, M., et al., 2007).  

Mostramos anteriormente que quando expostos a atmosfera natural e hidratados o 

percentual de sobrevivência de P. superbus é consideravelmente baixo (31%) (Contiliani, 

et al., 2020). A explicação para a alta mortalidade nessa condição é a ausência de 

alimento, de modo que a demanda de energia não pode ser suprimida e os danos causados 

se acumulam, resultando na morte do organismo. Por outro lado, mostramos também que 

os grupos expostos a condições de atmosfera natural (i.e., C1, C3, C6) e anóxica (i.e., N1, 

N3, N6), quando em animação suspensa, apresentam considerável percentual de 

sobrevivência ao estresse de anóxia e equivalência entre si (figura 18).  

A sobrevivência de espécies holo-anidrobiontes por longos períodos é esperada, 

pois estudos mostraram que em animação suspensa e organismos anidrobiontes são 

bioestáveis por anos e até mesmo décadas (Shatilovich, et al., 2018; Steiner, G., e Albin, 

F. E., 1946). No entanto, identificamos um declínio gradual na viabilidade dos 

nematoides em ambos os grupos expostos, como mostra o gráfico da figura 18. Esse 

mesmo padrão de decaimento foi descrito por Orstan (1998) ao manter rotíferos bdeloides 

expostos em câmara de argônio ([O2]<0,0004%). Semelhantemente, um estudo avaliou a 

sobrevivência de rotíferos bdeloides, tardígrados e nematoides presentes em líquen 

armazenados secos em temperatura e umidade ambiente, ao desafio de dessecação. Após 

um mês em anidrobiose 100% dos animais haviam sobrevivido. Após um ano notou-se 

que uma proporção menor de organismos sobreviveu ao desafio: cerca de 79% dos 
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rotíferos bdeloides, 56% dos tardígrados e 39% dos nematoides e após esse período a 

maioria dos organismos estavam mortos (<0,1% sobreviveram) (Fontaneto et al., 2012). 

O mesmo estudo aponta que a taxa de sobrevivência dos organismos diverge entre 

os táxons e de acordo com a forma de conservação, o que também foi demonstrado em 

outras pesquisas (e.g., Cáceres, C. E., 1997). Dessa forma, interpretamos que a taxa de 

sobrevivência dos organismos varia de acordo com os grupos filogenéticos e está atrelada 

as condições de armazenamento (Fontaneto et al., 2012).  

De fato, além da taxa de sobrevivência ter diminuído, o período de viabilidade em 

anidrobiose é curto em relação a outras classes filogenéticas, como Branchiopoda  que 

permaneceu viável por ± 160 anos e Maxillopoda ± 400 anos (Cáceres, C. E., 1997). No 

entanto, considerando o período exposto, é muito significativo que o nematoide P. 

superbus se mantenha viável quando comparado com o tempo em que a mesma espécie 

sobreviveria em condições de metabolismo totalmente ativo (~ 15 dias em 20ºC), e 

conforme demonstrado, mesmo após seis meses de exposição em N2 e atmosfera natural, 

a sobrevivência entre os nematoides era equivalente (p>0.05). Além disso, quando 

comparamos nossos resultados do organismo P. superbus em anidrobiose e exposto a 

anóxia, com os dados obtidos em estudo anterior, em que P. superbus foi mantido 

hidratado em condições semelhantes (ambiente de matriz de Gálio, anóxico) notamos 

uma sobrevivência por um período 25,7 vezes maior (anexo A) (Contiliani et al., 2020), 

enfatizando o papel de preservação da anidrobiose. 

Uma hipótese interessante para justificar o decaimento da viabilidade ao longo do 

tempo seria a possível retomada de condições ambientais, especialmente da umidade no 

interior da câmara. A retomada da umidade na câmara poderia resultar na saída do 

organismo do estado de animação suspensa, e assim, o regresso ao seu estado natural. 

Nesse sentido, apesar da medidas tomadas para que isso não ocorresse, ao longo do 

transporte ou retirada das amostras da câmara, a umidade pode ter sido retomada em 

algum grau. Orstan (1998) mostrou que determinadas reações químicas de umidade 

controlada e que utilizam oxigênio podem estar envolvidas na morte de organismos 

anidrobiontes. A exemplo, dano por oxidação em organelas e componentes celulares 

diversos foram pontuados como responsáveis pela diminuição da viabilidade de 

procariotos e eucariotos secos (Zentner, 1966; Potts, 1994; Crowe & Madin, 1974).  

Entretanto, caso a anóxia e condições ambientais da câmara tenham sido 

plenamente preservadas, pontuamos que algum outro curioso mecanismo, não 
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dependente de oxigênio e por enquanto desconhecido, esteja envolvido na morte gradual 

dos organismos expostos, somando ao processo natural de decaimento. 

De toda forma, demonstramos nesse trabalho que a anidrobiose e sua resposta ao 

estresse fisiológico da dessecação corroboram para manter viável o organismo modelo 

por períodos consideráveis de um, três e seis meses, e com significativa taxa de 

viabilidade, e deixamos nossa contribuição para a discussão do modelo de ametabolismo 

(i.e., ausência de atividades dependentes de oxigênio) da animação suspensa. 
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7. Conclusões 

 

No presente trabalho, buscamos caracterizar o estado anidrobiótico em cenário 

anóxico, e identificar possíveis divergências entre a proteína do gene daf-2 de organismos 

anidrobiontes e organismos não-anidrobiontes.  

Nossos estudos in silico mostraram que determinadas adaptações físico-químicas 

são sugestivas do cenário de animação suspensa, como a predominância de uma proteína 

básica.  Além, considerando a estrutura tridimensional do domínio quinase da proteína 

DAF-2, amplamente conservada entre as espécies, subentende-se que a atuação deste 

também seja fisiologicamente semelhante. Finalmente, concluímos que o organismo 

modelo P. superbus sobrevive por um, três, e seis meses quando em anidrobiose e na 

ausência de oxigênio.  

Tais achados contribuem para melhor caracterização da anidrobiose e discussão 

do seu estado ametabólico, o que é importante por implicar em uma das questões centrais 

da biologia: a definição de vida – trazida por muitos autores como um sistema 

metabolicamente ativo. 
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Sugestões 

 

Para estudos futuros que envolvam o estado de animação suspensa e DAF-2, e a 

busca por assinaturas da anidrobiose, é sugerido: 

 

• O nocaute (knockout) ou silenciamento (knockdown) do gene daf-2 de outros 

organismos anidrobiontes, além de C. elegans, e a análise de seu efeito fisiológico 

em condições de animação suspensa; 

• Avaliações de dinâmica molecular de proteínas importantes  para anidrobiose e 

em contexto de animação suspensa e  investigação de aminoácidos que 

apresentem relevância nesse contexto.  

 

 Tais investigações lançarão luz a respeito da atuação de DAF-2 em cenário 

anidrobiótico, bem como a compreensão de sua atuação em outros organismos e as 

possíveis assinaturas da anidrobiose. 
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Anexo A 

 

 

Legenda: Viabilidade de P. superbus em matriz de Gálio. Controle negativo 1 (NC1) - membranas com 

vermes dessecados, sem Gálio, a 10% UR; Tratamento com Gálio 1 (GT1) - membranas com vermes 

dessecados recobertos por Gálio em 10% UR; controle hidratado (HC1) - membranas com vermes 

hidratados recobertos por Gálio em 100% UR; controle negativo (NC2) - membranas com vermes 

dessecados, sem Gálio, a 99% UR; Tratamento 2 com Gálio (GT2) - membranas com vermes dessecados 

cobertos por Gálio em 99% UR. Letras diferentes (aeb) significam diferença estatística (P <0,05) entre os 

tratamentos. 
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Apêndice A: Aminoácidos conservados em não-anidrobiontes (acima) e configuração 

respectiva em anidrobiontes (abaixo). Os aminoácidos com contornos indicam variações 

em relação aos aminoácidos conservados em não-anidrobiontes. As plantas de interesse, 

Welwitschia mirabilis e Selaginella lepidophylla, estão em destaque (rosado). Note a 

grande variação de aminoácidos em relação aos demais organismos. 
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