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RESUMO 

 

MORAES, V. N. Expressão e estrutura da proteína ligante de lipídio 3 (lbp-3), e o efeito 

da suplementação de ácidos graxos na tolerância a dessecação do nematoide 

Panagrolaimus superbus. Tese de Doutorado – Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, 2023.  
 

Anidrobiose é um estado de animação suspensa em que alguns organismos entram 

frente ao estresse hídrico, tendo sua atividade metabólica retomada quando 

reidratados. Lipídios possuem importantes funções energéticas, na sinalização, e 

composição de membranas em condições normais e durante dessecação. Pouco se 

sabe sobre a relação das moléculas estruturais dos lipídios, i.e., os ácidos graxos, e 

a anidrobiose. O presente trabalho focou em avaliar o efeito da suplementação com 

ácido mirístico e ácido linoleico na anidrobiose do nematoide P. superbus, a expressão 

de genes relacionados ao metabolismo de ácidos graxos, como também, caracterizar 

estruturalmente a proteína LBP-3. Para o desenvolvimento do estudo, os vermes 

foram cultivados em placas suplementadas com 0,8 mM e 4 mM de ácido mirístico e 

ácido linoleico durante três e dez dias, e então foram avaliados a viabilidade e 

crescimento populacional antes e após a indução da anidrobiose. A expressão gênica 

foi avaliada por RT-qPCR. A estrutura proteica de LBP-3 foi modelada utilizando o 

programa AlphaFold e analisada para a busca por diferenças estruturais com 

proteínas de organismos não anidrobiontes. Foi observado que o ácido linoleico 

prejudica a tolerância do P. superbus à dessecação extrema, e leva ao menor 

crescimento populacional. Sob estresse da dessecação, fat-5 e nhr-49 apresentaram 

redução significativa na expressão gênica, enquanto lbp-3 aumentou 

significativamente. Em relação às análises estruturais, foi observado que LBP-3 

apresenta uma sequência sinal de exportação nuclear composta pelos 21 primeiros 

aminos ácidos na porção N-terminal, diferentes orientações nas a-hélices e uma 

composição de amino ácidos hidrofílicos na base de sua estrutura de barril-b. Os 

resultados sugerem que a composição de ácidos graxos no metabolismo é importante 

para a tolerância a anidrobiose, e que lbp-3 possivelmente é um novo gene 

relacionado a anidrobiose.  

 



 

Palavras chave: 1. Ácidos graxos. 2. Anidrobiose. 3. Alphafold. 4. LBPs. 5. 

Modelagem estrutural 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

MORAES, V. N. Expression and structure of the lipid binding protein 3, and the effect 

fatty acids supplementation on Panagrolaimus superbus anhydrobiosis. Tese de 

Doutorado – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

2023.  

 

Anhydrobiosis is a stable state of suspended animation which some organisms can 

enter when facing drought conditions, and it can be reversed upon rehydration. Lipids 

present important functions as an energy source, as signaling molecules and in 

membrane composition in normal and desiccating conditions. Despite that, little is 

known about the relationship between fatty acids and anhydrobiosis. Thus, this study 

aimed to analyze the effect of myristic acid and linoleic acid on P. superbus 

anhydrobiosis, as well as, fatty acid metabolism-related genes expression, and 

structurally characterize the LBP-3 protein. For the study development, the worms 

were placed in growth plates supplied with 0.8 mM and 4.0 mM of myristic acid and 

linoleic acid for three and ten days, and then, the survival and population growth were 

evaluated prior to and after desiccation. Gene expression was evaluated by RT-qPCR. 

The protein structure of LBP-3 was modeled with the Alphafold and analyzed for 

differences in comparison with non-anhydrobiotic proteins. The results obtained 

demonstrated that the linoleic acid impairs P. superbus anhydrobiosis, and leads to 

small population growth. Under desiccation conditions, fat-5 and nhr-49 significantly 

decreased their expression, while lbp-3 significantly increased their expression. 

Regarding the structural analysis, LBP-3 possesses an extracellular exportation signal 

composed of its first 21 amino acids at the N-terminal portion, presents differently 

oriented a-helices and a hydrophilic amino acid composition at the bottom of the b-

barrel structure. The results suggest that composition of fatty acid available in 

metabolism is important for anhydrobiosis tolerance, and lbp-3 possibly is a new 

anhydrobiosis-related gene.  

 

Keywords: 1. Fatty acids. 2. Anhydrobiosis. 3. Alphafold. 4. LBPs. 5. Structural 

modeling. 
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1. Introdução 

1.1 A anidrobiose  
 

Ambientes com condições extremas podem gerar grande estresse aos 

organismos habitantes do local, podendo resultar em morte ou em um grande 

dispêndio de energia a fim de garantirem sua sobrevivência. No entanto, esses 

ambientes são altamente seletivos e requerem que tais organismos ali presentes 

possuam capacidades adaptativas ao estresse de modo que sejam resistentes. Uma 

adaptação conhecida é a entrada em um estado de “animação suspensa”, no qual 

ocorre a suspensão temporária de atividade biológica, sendo retomada quando o 

estresse é interrompido (Rebecchi et al., 2007). Esse estado é chamado de 

criptobiose, termo introduzido por David Keilin em 1959, que vem do grego “vida 

escondida”.  Keilin definiu criptobiose como o estado de um organismo quando este 

não apresenta sinal de vida observável, nem atividade metabólica mensurável. 

Atualmente são conhecidas algumas categorias de criptobiose, que variam de acordo 

com o agente externo causador. Por exemplo: (i) anoxibiose, observada em 

organismos quem entram em animação suspensa devido à escassez de oxigênio, (ii) 

criobiose, devido a temperatura extremamente baixa, (iii) quimiobiose, presença de 

toxinas no meio; (iv) osmobiose, diferença na pressão osmótica e (v) anidrobiose, 

baixa umidade relativa  (Keilin, 1959; Clegg, 2001), sendo esta última foco do presente 

trabalho.       

 A água é conhecida como sendo fundamental para a vida, de tal forma que a 

desidratação é um severo estressor, cuja intensidade pode resultar em morte. No 

entanto, em 1702, Antony van Leeuwenhoek descreveu algo contrário a esse 

paradigma. Ao estudar amostras de poeira de uma calha do telhado, aparentemente 

sem vida, ele observou que a adição de água revelava a presença de pequenos 

animais ali presentes. Esses minúsculos espécimes observados eram provavelmente 

rotíferos bdelóides da espécie Philodina roseola, e a descoberta feita por 

Leeuwenhoek foi a primeira descrição de organismos que possuíam a capacidade de 

tolerância à dessecação extrema, fenômeno que mais tarde foi chamado de 

anidrobiose (Leeuwenhoek, 1702; Tunnacliffe e Lapinski, 2003).   

 O termo anidrobiose foi introduzido pela primeira vez por Alfred Mathieu Giard 

em 1894, e é derivado do grego que significa “vida sem água”. Giard se referiu à 

anidrobiose como sendo um estado altamente estável de animação suspensa que um 
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organismo anidrobiótico entra quando desafiado por dessecação extrema, podendo 

ser revertido pela reidratação (Figura 1) (Giard, 1894; Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

 

  
Figura 1- Anidrobiose. Milnesium tardigradum no estado ativo (esquerda) e em 

anidrobiose (direita). Fonte: modificado de (Schokraie et al., 2010) - licença CCBY.  

 

 Durante a entrada em anidrobiose, três estágios bem específicos são 

identificados (Figura 2). Primeiro, a desidratação, em que ocorre a perda de água 

pelas células, ocorrendo a diminuição do metabolismo e falha das vias bioquímicas. 

Em resposta ao estresse hídrico, as células acumulam antioxidantes, chaperonas e 

outras proteínas, como também dissacarídeos (trealose ou sacarose) a fim de manter 

a viabilidade frente a desidratação. No segundo estágio, a dessecação, em que os 

níveis de água se tornam extremamente baixos, chegando a 0,1 g/g de massa seca, 

fazendo com que o metabolismo cesse. As moléculas acumuladas durante a fase de 

desidratação atuam estabilizando e evitando a agregação de proteínas, e na 

“reposição” de água prevenindo danos irreparáveis. E o terceiro, denominado seco, 

em que o citoplasma se transforma em uma matriz orgânica sólida, chamada de 

biovidro. Este último representa a anidrobiose propriamente dita, que permite que os 

organismos permaneçam estabilizados por vários anos, como por exemplo, 

nematoides retirados de amostras seca de solo preservados por 8 anos (Aroian et al., 

1993; Tunnacliffe e Lapinski, 2003; Mcgill et al., 2015; Evangelista et al., 2017).  
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Figura 2- Manutenção da estrutura de moléculas durante a entrada em 
anidrobiose A) Célula hidratada, em que as moléculas de água (círculos azuis) 

preservam a estrutura e função das moléculas; B) Início da desidratação, que leva à 

síntese de dissacarídeos (círculos amarelos), mas que por sua vez ainda não estão 

atuando na preservação das moléculas; C) Durante a anidrobiose, ocorre a 

substituição da matriz de água por uma matriz sólida (o biovidro). Fonte: modificado 

de Evangelista e Pereira (2014). 

 

 Atualmente são conhecidos organismos de diferentes táxons com capacidade 

de entrar em anidrobiose, como por exemplo, bactérias, algas, líquens, musgos, 

samambaias, nematoides, tardígrados, entre outros (Figura 3). Tais organismos, uma 

vez que estejam em animação suspensa, são capazes de tolerar diferentes tipos de 

estresse, como: radiação X e UV, hipóxia, temperaturas extremas, vácuo, etc (Crowe, 

1971; Tunnacliffe e Lapinski, 2003). Interessantemente, Wilson e Sherman (2010) 

observaram que rotíferos anidrobiontes (Habrotrocha elusa) eram capazes de se curar 

de uma infecção letal pelo fungo Rotiferophthora angustispora, por meio da 

anidrobiose, demonstrando que esta última além de conferir tolerância a estresses 

abióticos, também permite a eliminação de patógenos (estratégia de defesa). 

Adicionalmente, outros grupos de pesquisa demonstraram o aumento da expressão 

de moléculas de proteção e de reparo durante a reidratação em diferentes organismos 

capazes de entrar em anidrobiose – sugerindo um potencial ainda inexplorado, o de 

recuperação a danos (Oliver et al., 2009; Gusev et al., 2010).  
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Figura 3- Representantes anidrobiontes de diferentes reinos. A) Monera - 

Deinococcus radiodurans; B) Fungi - Saccharomyces cerevisiae; C) Protista - Colpoda 

inflata; D) Animalia - Philodina roséola; E) Plantae - Selaginella lepidophylla. Licença 

CCBY.   

 

 Estudos sobre anidrobiose se justificam pelo desenvolvimento de uma área 

chamada de Engenharia Anidrobiótica, que busca aplicar a animação suspensa para 

a conservação de amostras biológicas a seco. O avanço nessa área pode resultar em 

grande progresso em diversas outras áreas, como por exemplo, na farmacêutica 

(aumentando o prazo de validade de vacinas e biomoléculas), na área médica 
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(preservação de órgãos e tecidos para transplante), na agricultura (ao tornar plantas 

resistentes à estiagem), etc (Schill et al., 2009; Evangelista et al., 2017). Além disso, 

é possível idealizar novas perspectivas de aplicação da anidrobiose após a publicação 

do trabalho de Wilson e Sherman (2010), como a cura de órgãos doentes ou em 

condições não adequadas para transplante, recuperação de plantações que sofreram 

algum tipo de dano, entre outros. 

 Ainda com muito potencial para desenvolvimento, a Engenharia Anidrobiótica 

já mostra resultados significativos - Hashimoto et al. (2016) demonstraram que uma 

proteína relacionada ao processo de anidrobiose em tardígrados confere aumento da 

resistência a radiação em células de humanos. Por sua vez, Kim et al. (2011) 

demonstraram que vacinas de microagulhas, estocadas a seco, com trealose, em 

temperatura ambiente durante um mês foram eficientes em imunizar camundongos 

contra o vírus influenza. 

 Em busca de um melhor entendimento do mecanismo de anidrobiose, de forma 

a contribuir mais e rapidamente para o avanço da engenharia anidrobiótica, nos 

últimos anos estudos de genomas, transcriptomas e proteomas de espécies 

anidrobióticas vêm sendo realizados (Tyson et al., 2012; Yamaguchi et al., 2012; 

Wang et al., 2014; Ma et al., 2015). Tais estudos têm contribuindo consideravelmente 

para o entendimento das bases moleculares da anidrobiose em uma escala mais 

ampla. No entanto, a anidrobiose se trata de um fenômeno complexo, e apesar dos 

avanços com analises em larga escala, a área carece de estudos focando 

individualmente nos potenciais candidatos encontrados e especialmente de análises 

funcionais, que possibilitem confirmar se determinadas biomoléculas, de fato, estão 

envolvidas no processo de anidrobiose.  

 

1.2 Modelo de Estudo – Panagrolaimus superbus  
 

Entre as diversas espécies anidrobiontes encontra-se o nematoide P. 

superbus, modelo de estudo da presente pesquisa (filo Nematoda, classe 

Chromadorea e ordem Rhabditida) (Schulze e Schierenberg, 2011). Os indivíduos que 

compreendem esta espécie apresentam características morfológicas gerais 

semelhantes a outros organismos do filo Nematoda, um corpo cilíndrico, cutícula lisa 

espessa, boca, uma abertura em forma de anfídeo na região da cabeça, faringe 

musculosa, intestino e ânus. Na região próxima a faringe possuem um anel nervoso, 
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poro excretor e papilas sensoriais. Sistema reprodutor feminino contendo ovário, 

oviduto e poro genital na parte média do corpo; e o masculino contendo testículos e 

par de espículas copulatórias próximo à região caudal, esta última com forma cônica 

(Figura 4) (Mehdizadeh et al., 2013). 

 

 
Figura 4- Organismos do filo Nematoda. A) Indivíduo da espécie C. elegans; B) 

Indivíduo da espécie P. superbus. Fonte: Guidelli (2011). 

 

O desenvolvimento do P. superbus é semelhante ao observado em outros 

nematoides e se dá pela passagem por quatro estágios diferentes de desenvolvimento 

larval (L1 – L4) e adulto, que podem ser identificados de acordo com o tempo após a 

eclosão e o diâmetro do verme. Após a postura do ovo, a eclosão ocorre dentro de 

um período de 6h, permanecendo então no estágio L1 por 18h até atingir o estágio 

L2, após um período de mais 48h entra no estágio L3 o qual permanece por 72h até 

atingir o estágio L4, e após 24h adentrando então na fase adulta (Figura 5) 

(Evangelista e Pereira, 2014).  
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Figura 5- Estágios de desenvolvimento do P. superbus com base no tempo de 
eclosão. L1 – L4 (estágio larval 1 ao estágio larval 4), A (adulto), temperatura: 20 °C. 

Fonte: Evangelista e Pereira (2014), original modificado de WormAtlas (Altun e Hall, 

2005) – licença CCBY-NC.  

 

Os nematoides do gênero Panagrolaimus são bacterióvoros, de vida livre, e 

ocupam uma grande diversidade de ambientes terrestres - polar, temperado e 

semiárido. Por sua vez, o P. superbus foi isolado em 1981 em uma pequena ilha 

(Surtsey) que compreende o território da Islândia (Bostrom, 1988). Devido aos nichos 

ocupados, esses organismos estão sujeitos a secas parciais ou severas, assim, 

apresentam capacidade adaptativa de resistir a dessecação (Mcgill et al., 2015). 

Nesse contexto, alguns nematoides conseguem sobreviver a desidratação de forma 

rápida, enquanto outros de forma lenta. O P. superbus é classificado com um 

estrategista rápido, ou seja, é capaz de resistir a dessecação extrema imediata, não 

necessitando de períodos de pré-condicionamento com reduções moderadas da 

umidade relativa (Shannon et al., 2005).  Desta forma, considera-se que esta espécie 

apresente adaptações bioquímicas para resistir ao estado anidrobiótico, podendo ser 

considerado como um excelente organismo modelo para o melhor entendimento 

acerca da anidrobiose.  
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1.3 As Proteínas Ligantes de Ácido Graxo (FABPs) 
 

 O transporte de ácidos graxos nas células é um processo complexo e dinâmico 

que afeta diversos aspectos da atividade celular. Dentre as principais funções dos 

ácidos graxos podem-se citar como componente da molécula de triacilglicerol – sendo 

uma importante fonte de energia, na formação de lipídios complexos, como, 

fosfolipídios e colesterol, e também como hormônios e moléculas de sinalização para 

regulação do metabolismo (Chmurzyńska, 2006). Mais especificamente no contexto 

da anidrobiose, alguns trabalhos sugerem que essas moléculas também estejam 

envolvidas, como observado em Rozenfelde e Rapoport (2014), no qual concluem 

sobre a importância da integridade da membrana celular em Saccharomyces 

cerevisiae para manter a viabilidade do organismo após a dessecação. Watanabe et 

al. (2005) demonstraram que mesmo na ausência de um cérebro, os tecidos ricos em 

gordura da larva do Polypedilum vanderplanki resistiam com sucesso a entrada em 

anidrobiose, mantendo-se preservado de maneira viável por um longo período. No 

cenário de mudanças climáticas, que afetam diretamente o habitat de organismos 

anidrobiontes, Tanaka et al. (1996) observaram que variações de temperatura 

resultavam em alteração da composição dos fosfolipídios de membrana em C. 

elegans, que de acordo com Dupont et al. (2014) pode alterar a viabilidade após um 

período em animação suspensa.    

 Entretanto, os ácidos graxos são moléculas hidrofóbicas, portanto, não 

apresentam boa solubilidade em meio aquoso, necessitando de proteínas sem 

atividade catalítica para o transporte entre os compartimentos celulares – 

peroxissomos, mitocôndria, retículo endoplasmático, gotículas de lipídio e núcleo 

(Figura 6). Dentre as proteínas que exercem tal função encontra-se as FABPs, que 

por sua vez são um grupo de moléculas que coordenam a resposta lipídica na célula 

e estão relacionadas a diferentes vias metabólicas e inflamação (Furuhashi e 

Hotamisligil, 2008). As FABPs são proteínas abundantemente expressas, com 

~15KDa, que se ligam de forma reversível a ácidos graxos saturados e insaturados 

de cadeia longa e outros lipídios, apresentando grande afinidade por essas moléculas. 

Essas proteínas são membros de uma família multigênica para as quais é estimado 

ter ocorrido o primeiro evento evolutivo de duplicação a partir de um gene ancestral 

por volta de 1000 mya por, assim gerando um grande número de homólogos tecido-

específicos.  A organização gênica é similar entre os membros da família, em quatro 
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éxons espaçados por três íntrons de tamanho variável, de acordo com o membro da 

família; além disso, vários “enhancers” foram identificados, que por sua vez regulam 

a expressão tecido-específica (Storch e Corsico, 2008).  

 
Figura 6- Função das proteínas FABPs. Consideradas chaperonas de lipídios, as 

FABPs têm como função o transporte de ácidos graxos para os diversos 

compartimentos celular: para o retículo endoplasmático - sinalização, transporte e 

síntese de membranas; para o núcleo – regulação de fatores de transcrição mediados 

por lipídios; mitocôndrias e peroxissomos – oxidação; gotículas de lipídio – 

estocagem. Fonte: modificado de Mckillop et al. (2019).  

 

No genoma humano são conhecidos nove genes que codificam para proteína, 

tendo cada FABP seu nome atribuído ao tecido ao qual foi primeiramente identificada 

ou apresenta maior expressão – fígado (L-FABP; FABP1), intestino (I-FABP; FABP2), 

coração (H-FABP; FABP3), adipócito (A-FABP; FABP4), epiderme (E-FABP; FABP5), 
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íleo (IL-FABP; FABP6) cérebro (B-FABP; FABP7), mielina (M-FABP; FABP8), 

testículo (T-FABP; FABP9), e a FABP 12, a qual não é muito bem descrita (Smathers 

e Petersen, 2011). Por sua vez, em C. elegans, um nematodo anidrobionte, são 

conhecidas nove FABPs (FABP1 a FABP9) (Tillman et al., 2019). De forma geral, 

podem ser divididas em dois grupos, associadas a membrana plasmática e as 

intracelulares ou citoplasmáticas (Chmurzyńska, 2006).  

À medida que os papeis dessas proteínas vêm sendo elucidados, mais funções 

biológicas são atribuídas as elas. No entanto, no contexto da anidrobiose, não existem 

estudos associando diretamente as FABPs ao processo de animação suspensa ou 

retomada do mesmo; porém, alguns estudos demonstraram evidências substanciais 

de que possam estar envolvidas. Por exemplo, Tyson et al. (2012), em um estudo com 

o nematoide anidrobionte P. superbus, identificaram um transcrito (número de acesso 

no NEMBASE4: PSC00876) com similaridade a proteína ligante de lipídeo (LBP-3) de 

C. elegans (número de acesso no Uniprot: NP_001041249), constitutivamente 

expresso em condição de não estresse, o que pode ser sugestivo de um papel 

importante na homeostase celular para estes organismos. Por sua vez, Martell et al. 

(2016) demonstraram em C. elegans mutante para o gene daf-2, que o silenciamento 

do gene lbp-3 aumentava a longevidade e formação de dauer (estágio alternativo de 

desenvolvimento de C. elegans resistente a dessecação). Por outro lado, O'rourke et 

al. (2013) demonstraram que a super expressão de lipl-4 em C. elegans, mimetizando 

condição de privação de alimento (estresse), sinalizava para o aumento da expressão 

do gene lbp-3 e também, aumento da circulação de ácidos graxo poli-insaturados, que 

por sua vez, levava ao aumento da autofagia e consequentemente ao aumento da 

longevidade nos vermes. Tais estudos sugerem que as FABPs podem estar 

envolvidos em vias metabólicas importantes para os organismos anidrobiontes, mas 

até então com seu papel pouco explorado. Além disso, a exata função biológica para 

essas proteínas, e se possuem características particulares nos organismos 

anidrobiontes, não estão claras (Storch e Corsico, 2008; Martell et al., 2016).  
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2. Objetivos 
2.1 Objetivos gerais 
  

 Avaliar se a suplementação de ácidos graxos na dieta do nematoide P. 

superbus afeta sua tolerância a dessecação extrema, assim como avaliar o 

envolvimento de genes do metabolismo de ácidos graxos na anidrobiose, e 

caracterizar estruturalmente a proteína LBP-3.  

  

2.2 Objetivos específicos 
 

a) Avaliar o efeito da suplementação com ácido mirístico (ácido graxo 

saturado) na dieta do nematoide P. superbus na sua tolerância a 

dessecação extrema; 

b) Avaliar o efeito da suplementação com ácido linoleico (ácido graxo poli-

insaturado) na dieta do nematoide P. superbus na sua tolerância a 

dessecação extrema; 

c) Examinar o nível de expressão gênica de lbp-3, nhr-49 e fat-5 durante a 

indução da anidrobiose em P. superbus; 

d) Identificar a sequência primária de proteínas homólogas às LBPs de C. 

elegans em espécies anidrobiontes e não anidrobiontes;  

e) Examinar a sequência primária das proteínas homólogas às LBPs de C. 

elegans de espécies anidrobiontes e não anidrobiontes a fim de identificar 

regiões com diferentes níveis de conservação entre os grupos, com 

potencial de representar assinaturas moleculares da anidrobiose; 

f) Construir um modelo tridimensional de LBP-3 de P. superbus; 

g) Caracterizar LBP-3 de P. superbus avaliando a implicação das assinaturas 

moleculares da anidrobiose observadas em nível de sequência primária na 

estrutura tridimensional da proteína.  

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos 



31 

3. Materiais e Métodos  
3.1. Manutenção do P. superbus  

 

Os nematoides da espécie P. superbus (linhagem DF5050) foram cultivados à 

20°C, no escuro, em placas contendo ágar NGM (nematode growth medium) com uma 

camada de bactérias Escherichia coli (E. coli) (linhagem OP50) utilizadas como 

alimento (Evangelista et al., 2017). 

  

3.2. Manipulação dos Nematoides para Análises  
 

Populações mistas (machos e fêmeas em diferentes estágios de 

desenvolvimento) foram coletados das placas de manutenção adicionando-se 3 mL 

da solução tampão M9, seguido por homogeneização com a pipeta para “lavar” as 

placas e, em seguida, os vermes em suspensão na solução tampão foram 

depositados em tubo falcon de 15 mL. O procedimento foi repetido ao total duas 

vezes, para garantir a coleta do maior número de animais das placas. Uma vez 

depositados nos tubos, o volume foi completado para 10 mL adicionando-se solução 

tampão de M9 e aguardado 15 min para a completa deposição dos vermes ao fundo 

do tubo; o sobrenadante contendo impurezas proveniente das placas e bactérias foi 

removido, restando então 2 mL de solução com os vermes no final. O procedimento 

foi repetido ao total três vezes, para assegurar a completa limpeza da solução. Em 

seguida, o número de vermes foi contado por amostragem por meio da coleta de duas 

alíquotas de 20 µL, e o total de vermes foi estimado em relação ao volume total de 

solução no tubo (Evangelista et al., 2017).   

 

3.3. Suplementação com Ácidos Graxos 
  

 Inicialmente foi adicionado o detergente Tergitol (tipo NP-40, Sigma-Aldrich) a 

uma concentração final de 1% ao NGM para facilitar a dissolução dos ácidos graxos. 

Então, os ácidos mirístico (≥ 99%, C14H28O2, Sigma-Aldrich) ou linoleico (≥ 99%, 

C18H32O2, Sigma-Aldrich), a uma concentração final de 0,8 mM ou 4 mM, foram 

adicionados ao NGM para a confecção das placas. Após a montagem das placas, as 

mesmas foram armazenadas por 24h em temperatura ambiente, no escuro, e 

posteriormente cobertas com E. coli, armazenadas em temperatura ambiente, no 
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escuro, por 48h antes da adição dos animais, para assegurar a incorporação dos 

ácidos graxos pelas bactérias. Aproximadamente 200 vermes, em todos os estágios 

de desenvolvimento, foram adicionados e mantidos nas placas suplementadas com 

os ácidos graxos por um período de três ou dez dias previamente às análises de 

viabilidade. O grupo controle foi adicionado pelo mesmo período em placas contendo 

apenas o detergente Tergitol (Deline et al., 2013; Han et al., 2017).  

 
Figura 7- Estrutura das moléculas de ácidos graxos. A) Estrutura da molécula de 

ácido mirístico; B) Estrutura da molécula de ácido linoleico. Licença CC0.  

 
3.4. Dessecação  
 
 A indução da dessecação nos animais foi realizada por meio da transferência 

dos vermes para membranas de filtro supor 0,45 μm (Sigma-Aldrich) por filtração a 

vácuo utilizando um Kitassato, colocados em tubos de 1,5 mL, e então submetidos ao 

desafio da dessecação em câmaras com as seguintes condições: 24h em sulfato de 

cobre [umidade relativa (UR) 98%], 7 dias em sílica gel UR < 10%, 100% UR por 24h 

para pré-reidratação com vapor de água destilada e em seguida reidratados por 1h 

em solução tampão M9 (Shannon et al., 2005). 
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3.5. Extração de RNA 
 

 Um total de cinco mil vermes foram macerados com cadinho e pistilo em 

nitrogênio líquido, então foi adicionado 0,5 mL de Trizol (ThermoFisher), e a solução 

formada foi transferida para um tubo de 1,5 mL. Posteriormente, a extração do RNA 

foi realizada de acordo com os seguintes passos: o tubo contendo a solução de Trizol 

e amostra foi encubado por 5 min em temperatura ambiente; adicionado 0,1 mL de 

clorofórmio (Sigma-Aldrich) e homogeneizado vigorosamente com as mãos; o tubo foi 

encubado por 3 min em temperatura ambiente, e centrifugado à 12,000 x g por 15 min 

à 4 °C; após a centrifugação, foi removida a fase líquida e transferida para um novo 

tubo; então foi adicionado 0,25 mL de isopropanol 100% (Sigma-Aldrich) e o material 

armazenado overnight à 20 °C. No dia seguinte, o material foi colocado por 10 min em 

temperatura ambiente e levado para centrifuga à 12,000 x g por 10 min à 4 °C; o 

sobrenadante foi removido por inversão e ao pellet foi adicionado 0,5 mL de etanol 

75% (o agitador do tipo vórtex foi utilizado brevemente para remoção do pellet do 

fundo do tubo); após, o tubo foi centrifugado à 7,500 x g por 5 min à 4 °C; o 

sobrenadante foi removido por inversão e o tubo deixado para secar ao “ar” por entre 

5 e 10 min. Por fim, o RNA foi ressuspendido em 20 µL de água ultra pura 

(ThermoFisher), e quantificado com biodrop (ThermoFisher) (Green e Sambrook, 

2020). 

 

3.6. Desenho dos primers 
 

 Para o desenho dos primers, uma vez que o P. superbus não é uma espécie 

com o genoma sequenciado, inicialmente foi obtida a sequência primária para as 

proteínas LBP-3 (CCD70143.1), FAT-5 (CAB04924.1) e NHR-49 (CAD57703.1) de C. 

elegans, e então realizado uma busca por homólogos no banco de dados de ESTs 

(marcador de sequência expressa – tradução livre do termo em inglês “expressed 

sequence tag”) de P. superbus utilizando a ferramenta tBLASTn. Os melhores 

resultados foram anotados, e foram selecionadas as sequências cujas análises 

reversas via BLASTx resultaram na mesma sequência de C. elegans utilizada na 

busca inicial; com exceção para o nhr-49, cuja busca foi feita utilizando-se o banco de 

dados de WGS (sequenciamento shotgun – tradução livre do termo em inglês “whole 

genome shotgun”). Dessa forma, as sequências de P. superbus selecionadas para o 
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desenho dos primers foram: lbp-3 (GW406630.1), fat-5 (GW410416.1) e nhr-49 

(CABFKN010010885.1:475-1281). Após a seleção das sequências, o desenho dos 

primers foi realizado utilizando a ferramenta Primer 3 Plus, de acordo com os 

parâmetros definidos em Thornton e Basu (2011). A sequência do primer utilizado 

como controle endógeno (rpl-32) foi retirada de (Tyson et al., 2012).  

 

Tabela 1. Sequência dos primers. 

 
 

3.7. Análise do perfil de expressão gênica 
  

 Para determinar se os genes envolvidos no metabolismo de ácidos graxos de 

P. superbus estão envolvidos com o processo de anidrobiose, foi avaliado o perfil de 

expressão gênica nos seguintes tempos: 0h (animais coletados imediatamente das 

placas); 24h (animais submetidos por 24h em câmara de pré-condicionamento à 

dessecação com CuSO4) (Fu et al., 2020). 

A expressão relativa dos genes fat-5, nhr-49 e lbp-3 foi avaliada a partir do RNA 

total. Um micrograma de cada amostra de RNA foi tratado com o kit DNase I – 

Amplification Grade (Sigma-Aldrich), e posteriormente foi utilizado para síntese de 

cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher 

Scientific). A reação de RT-qPCR foi realizada com 62,5 ng de cada amostra em um 

volume final de 10 µL, em triplicatas, utilizando-se o kit qPCRBIO SyGreen Mix Lo-

ROX (PCR Biosystems), juntamente com os primers forward e reverse (75 nM). Para 

a leitura do RT-qPCR foi utilizado o equipamento CFX96 (Bio-Rad), considerando as 

seguintes condições de reação: 95ºC por 2 min, 40 ciclos de 95ºC por 5 seg / 64ºC 

por 30 seg, 65ºC-95ºC por 5 seg. A expressão relativa do transcrito foi quantificada 

usando o método ΔΔCt e normalizada para a expressão de rpl. 

 

Número acesso Gene Primer Sequência 5`-> 3`
F CGAAGGTGAGGGAATGGATGG
R  CCAACGTTTTGCAGTAACACCT
F ACTTGGACTTCATTGGTGGCA
R ACTGGCATTTCACTGGTTCGA
F AGCAGCTTCCACCATTTCCA
R TCAGGAGATCGAAAAGCCGG
F GTTCGTAGACGTTTCAAGGGTACT
R TCGAGATCTCTGACATTATTGACG

rpl-32GW412548.1

lbp-3

fat-5

GW406630.1 

GW410416.1 

nhr-49CABFKN010010885.1:475-1281 
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3.8. Ensaio de viabilidade 
  

 Para a verificação da viabilidade dos animais após a realização dos 

experimentos, os vermes foram expostos ao corante eritrosina B (0,4% w/v em tampão 

de M9 - Sigma-Aldrich) por um período de 1h. Após, foi realizada a lavagem da 

amostra com o tampão M9 para remoção do excesso do corante. As células dos 

animais mortos perdem a seletividade de membrana, assim apresentando coloração, 

à medida que as células dos animais vivos mantêm a seletividade da membrana, não 

apresentando coloração. Dessa forma, a viabilidade foi determinada dividindo-se o 

número de vermes vivos pelo total de vermes (n = 200 animais por grupo; triplicata) 

(Krause et al., 1984; Evangelista et al., 2017).  

 

3.9. Análises in silico   
 

3.9.1. Obtenção de sequências primárias de FABPs 
 

 Para as análises in silico, a partir da sequência primária das nove LBPs de C. 

elegans (LBP1 a LBP9) foi realizado a busca por sequências homólogas em espécies 

anidrobiontes e não anidrobiontes. Para os não anidrobiontes a busca foi realizada 

utilizando a ferramenta BLASTp. Para anidrobiontes, quando não foi possível obter a 

sequência primária proteica devido a ausência de sequências depositadas no banco 

de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), foi utilizado a 

ferramenta tBLASTn para a busca por sequências identificadas por etiquetas de 

sequencia expressa (ESTs) – posteriormente a suposta sequência primária foi predita 

utilizando a ferramenta ORFfinder. Foi considerado apenas o melhor resultado, sendo 

que o mesmo deveria apresentar e-value ≤ 1e-10. As espécies utilizadas para busca 

foram retiradas de uma lista construída ao longo dos anos por membros de nosso 

laboratório, contendo espécies descritas como anidrobiontes na literatura. Dessa 

forma, foi realizada a busca em todas as espécies anidrobiontes da lista e realizada a 

busca pelo número equivalente de sequências em espécies não anidrobiontes. Todas 

as sequências obtidas estão apresentadas nos apêndices I e J (Altschul et al., 1990; 

Wheeler et al., 2003). 
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3.9.2. Alinhamento Múltiplo  
 

Os alinhamentos múltiplos das sequências entre os organismos não 

anidrobiontes e anidrobiontes foi realizado através da ferramenta Muscle 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) com as configurações padrão. Para a 

visualização do alinhamento foi utilizado o programa JalView, considerando como 

parâmetro conservação por identidade de 50% para cada grupo (Edgar, 2004; 

Waterhouse et al., 2009). 

 

3.9.3 Análise dos Aminoácidos Divergentes Entre os Grupos  
 

 As sequências foram submetidas a análises de conservação por identidade de 

um determinado aminoácido, em uma dada posição, de um grupo em relação ao outro 

grupo. Dessa forma, foram identificadas a posições em que um determinado 

aminoácido apresentava identidade de pelo menos 50% em um dos grupos, e então, 

considerado o número de sequências apresentando o mesmo aminoácido no outro 

grupo. A razão entre os grupos deveria ser de pelo menos o dobro (razão ≥ 2,0).  

 
𝑛°	𝑑𝑒	𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠	𝑞𝑢𝑒	𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑚	𝑢𝑚	𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜	𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜	𝑑𝑜	𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜	

𝑛°	𝑑𝑒	𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠	𝑞𝑢𝑒	𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑚	𝑜	𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜	𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜	𝑑𝑜	𝑜𝑢𝑡𝑟𝑜	𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 =	≥ 	2,0 

 

3.9.4. Identificação de potenciais aminoácidos com função nas FABPs 
  

Para a identificação de aminoácidos com função estrutural já descritos na 

literatura no alinhamento múltiplo entre as sequências primárias das FABPs, foi 

realizado o seguinte procedimento. Inicialmente, a sequência de LBP-3 de C. elegans 

(NP_001379901.1) foi utilizada como “isca” para a busca no Protein Data Bank (PDB) 

por estruturas de FABPs já resolvidas. Dentre as estruturas encontradas, os oito 

melhores resultados foram selecionados - 6I8X, 6I9F, 5HZ8, 2A0A, 4LKT, 1JJJ, 6C1Z 

e 4LKP (Tabela 6; Apêndice M); as quais foram utilizadas para a construção dos 

termos utilizados para a busca de artigos descrevendo aminoácidos com funções 

conhecidas nas bases de dados “pubmed” e “google scholar”. Os termos utilizados 

foram:  
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Tabela 2. Termos utilizados para levantamento bibliográfico. 

 
 

 Após o levantamento dos artigos, eles foram analisados em busca da descrição 

de aminoácidos com função estrutural e/ou na ação da proteína, e então selecionados 

(Tabela 7; Apêndice N). Por fim, a identificação no alinhamento foi realizada seguindo 

dois critérios: posição com razão de conservação por identidade ≥ 2,0 e descrição   

 

3.9.5. Estrutura Terciária  
 

 A sequência primária da proteína LBP-3 de P. superbus (derivada do ID NCBI: 

GW406630.1) foi submetida ao servidor do Alphafold 2 para predição do modelo 

estrutural. Inicialmente, foram realizados alinhamentos entre a sequência e os 

modelos usando o MMseq2 e HHsearch (refHHsearch). O campo de força Amber 

(REFAmber) foi utilizado para o relaxamento pós-predição dos modelos de modo a 

determinar a melhor geometria das ligações peptídicas. Os múltiplos alinhamentos de 

sequência (MSA) e opções de pareamento foram realizados de acordo com as 

configurações padrão. A qualidade dos modelos foi avaliada de acordo com os 

seguintes parâmetros: Acurácia e confiança das regiões nos modelos de acordo com 

o score de confiança por resíduo (pLDDT), as quais deveriam apresentar score maior 

que 70 (Hornak et al., 2006; Steinegger e Soding, 2017; Steinegger et al., 2019; 

Jumper et al., 2021). 

 

3.9.6. Docking Molecular 
 

Palavras chave Google schoolar Pubmed
"As-p18" and "structure" and "ascaris" 42 3

"As-p18" and "structure" and "fatty acid binding" 52 4
"FABP4" and "homo sapiens" and "structure" 49 388

FABP4 and "homo sapiens" and "structure" and "fatty acid binding protein" - 42
FABP4 and "structural analysis" and "human" and "adipocyte FABP" 10 -

"adipocity fatty acid binding protein" and "human"and "structural analysis" - 33
FABP5" "structure" and "human" - 50

(FABP5) AND (structure) and (human) and (structural analysis) and (conservation) 431 -
(lbp8) and (Caenorhabditis elegans) 3 105

lbp8 - 5
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 O modelo predito de LBP-3 foi carregado no programa PyRx virtual screening 

tools e definido como macromolécula. Em seguida, os ligantes ácido mirístico 

(PubChem: 11005) e ácido linoleico (PubChem: 5280450) foram inseridos no 

programa, tiveram a energia minimizada, e foram convertidos para o formato pdbqt. 

Após a seleção das moléculas de proteína e ligantes, o grid box (25 x 25 x 25 Å) foi 

automaticamente definido nas posições espaciais: X = 1,1055; Y = -3,0132; Z = -

2,8834. O docking foi realizado com a ferramenta autodock Vina (Dallakyan e Olson, 

2015). Por fim, a visualização das interações entre a proteína e os ligantes foi 

realizada utilizando o programa Discovery Studio Visualizer (Biovia, 2017). 

 

3.9.7 Análises estruturais  
  

 Da realização das análises estruturais do modelo predito, inicialmente utilizou-

se a ferramenta Dali a fim de encontrar proteínas com estrutura experimentalmente 

resolvidas e depositadas no PDB (Holm, 2022).  Após a identificação das proteínas 

mais semelhantes, foi realizada a sobreposição entre o melhor resultado e o modelo 

utilizando o programa PyMOL (Schrödinger e Delano). A métrica utilizada para a 

realizar a sobreposição entre as estruturas foi o RMSD (raiz quadrada do desvio 

quadrático médio – tradução livre do inglês “Root Mean Square deviation”).  

 

 
Figura 8. Equação para cálculo do RMSD. Calculado considerando as diferenças 

para cada coordenada (x, y e z) de duas moléculas elevado ao quadrado, somadas, 

divididas pelo número total de átomos (média), e por fim realizada a raiz quadrada.   

n: número total de átomos; x, y, z: coordenadas; S: soma. Retirado de: OnlineBioinfo. 
 

 Para o cálculo do potencial eletrostático de superfície da proteína, o modelo foi 

incialmente preparado com a ferramenta pdb2qr – que corrige erros e determina 

parâmetros necessários para o cálculo, como reconstrução de átomos perdidos, 

adição de átomos de hidrogênio, atribui cargas atômicas e os raios de campos de 

forças especificados, como também, converte o arquivo para o formato PQR. Após a 

preparação do modelo, o potencial eletrostático de superfície foi determinado 
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utilizando o programa APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) (Jurrus et al., 

2018). Identificação de peptídeo sinal foi realizada com a ferramenta SignalP 6.0 

(disponível em: https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP). Para a 

predição da sequência foram selecionadas a opções “eukarya” e “long output” como 

formato de busca e retorno dos dados, respectivamente, e o modo de predição como 

sendo “slow” (Teufel et al., 2022). A localização celular da proteína foi predita 

utilizando a ferramente LocTree 3 (Goldberg et al., 2014). A predição da formação de 

pontes de sulfeto foi realizada com o servidor disponível online DiANNA 1.1 (Ferrè e 

Clote, 2006). A hidrofobicidade e hidrofilicidade foram determinadas utilizando a 

escala de hidropaticidade de Kyle e Doolittle (Kyte e Doolittle, 1982).  

 

3.9.8. Análises estatísticas  
 

 Todos os experimentos que envolveram o uso dos animais foram realizados 

em triplicatas técnicas. Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada através do 

teste de Shapiro-Wilk. Então, os dados com distribuição normal foram analisados 

utilizando o teste ANOVA de uma via ou teste t de Student, enquanto que os dados 

que não apresentavam distribuição normal foram analisados com o teste de Kruskal-

Wallis. Os programas utilizados para a análise dos dados foram o SPSS (versão 21.0) 

e o GraphPad Prism (versão 5.0). O nível de significância adotado foi de 5%.  
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4.1 Efeito da suplementação com ácidos graxos na anidrobiose em P. superbus  
 

 Para verificar se a suplementação com ácidos graxos na dieta do nematoide P. 

superbus altera sua tolerância a dessecação extrema, os vermes foram cultivados em 

meio de cultura NGM suplementado com 0,8 mM e 4 mM de ácido mirístico (saturado) 

ou ácido linoleico (poli-insaturado) por um período de 3 e 10 dias (Figura 9). Foi 

observado que a suplementação com o ácido linoleico por 3 dias com ambas as 

concentrações testadas seguido do desafio de dessecação extrema (anidrobiose) 

resulta na diminuição da tolerância/viabilidade (76,87% na concentração de 0,8 mM; 

82,02% na concentração de 4 mM) do P. superbus quando comparado com animais 

que não foram submetidos ao desafio da dessecação extrema [F (5, 12) = 6,275; p ≤ 

0,05]; [F (5, 12) = 3, 282; p ≤ 0,05] (Figuras 9A-B). Por outro lado, a suplementação 

por um maior período de tempo, 10 dias, não interferiu na tolerância a anidrobiose na 

espécie.   
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Figura 9. Efeito da suplementação com ácidos graxos na tolerância a 
anidrobiose do P. superbus. A) suplementação com 0,8 mM por 3 dias; B) 

suplementação com 4 mM por 10 dias; C) suplementação com 0,8 mM por 10 dias; 

suplementação com 4 mM por 10 dias. Barras em preto: viabilidade dos vermes em 

condição hidratada; Barras em branco: viabilidade dos vermes após dessecação 

extrema. Dados apresentados como média ± desvio padrão. * p ≤ 0,05. n = 200 

vermes por grupo; ensaios realizados em triplicata técnica.  

 

 

 

 

 



 42 

4.2 Efeito da suplementação com ácido linoleico no crescimento populacional 
do P. superbus.  
 

 Durante a realização do ensaio de suplementação com ácidos graxos no efeito 

na tolerância a anidrobiose, para o período de 10 dias nas placas contendo ácido 

linoleico (0,8 mM e 4 mM) foi observada uma aparente diminuição no tamanho da 

população em comparação aos outros dois grupos (não suplementado e 

suplementado com ácido mirístico). Dessa forma, foi avaliado o efeito da 

suplementação com 0,8 mM de ácido linoleico durante um período de 20 dias no 

crescimento populacional do P superbus. Foi observado que o ácido linoleico levou a 

redução no tamanho populacional quando comparado ao grupo cultivado em placas 

não suplementadas (p ≤ 0,05) (Figura 10A). Adicionalmente, baseado no possível 

potencial de reparo a danos associado ao processo anidrobiótico (Gusev et al., 2010; 

Pazos-Rojas et al., 2019; Bosch et al., 2021), foi testado se a anidrobiose poderia 

reverter o fenótipo de menor crescimento populacional induzido pela suplementação 

com ácido linoleico. Dessa forma, após 20 dias em placas de cultivo padrão (controle) 

ou suplementadas com ácido linoleico os animais foram induzidos a anidrobiose, e 

após uma semana foram reidratados e cultivados por 20 dias em placas de cultivo 

padrão. No entanto, foi observado que a anidrobiose não foi capaz de reverter o menor 

crescimento populacional (Figura 10B). Foi realizado um experimento controle no qual 

os animais foram incialmente cultivados durante 20 dias em condições de cultivo 

padrão ou de suplementação com ácido linoleico e então 200 animais foram 

transferidos para placas de cultivo padrão e após 20 dias determinado o crescimento 

populacional (p ≤ 0,05) (Apêndice A).  
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Figura 10. Efeito da suplementação com ácido linoleico no crescimento 
populacional do P. superbus. A) Razão de crescimento populacional após 20 dias 

de cultivo em placas de cultivo com NGM padrão (barra em preto) e em NGM 

suplementado com ácido linoleico (barra em branco); B) Razão de crescimento 

populacional após indução da anidrobiose. Dados apresentados como média ± desvio 

padrão. * p ≤ 0,05; n = 200 vermes por grupo; ensaios realizados em triplicata. Em 

(B), para o grupo controle foi removido um outlier (duplicata) (vide apêndice 8.2 para 

dados brutos).  
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4.3 Expressão gênica de genes envolvidos na metabolização de ácidos graxos 
 

 Em nematoides, ácidos graxos são adquiridos majoritariamente por meio da 

alimentação, a partir das bactérias utilizadas como fonte de alimento, dos quais a 

maior parte são saturados e monoinsaturados (Kaul et al., 2014). A metabolização de 

ácidos graxos em nematoides, isto é, a biossíntese de ácidos graxos mono e poli-

insaturados a partir de ácidos graxos saturados e a incorporação dos mesmos passa 

pela atividade enzimática das delta-9 (D9) dessaturases (Brock et al., 2007). 

Adicionalmente, de acordo com Van Gilst, Hadjivassiliou e Yamamoto (2005), o 

receptor nuclear NHR-49 (homólogo ao receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma alfa - PPARa encontrado em mamíferos) é de fundamental importância 

para a atividade das D9 dessaturases. E por sua vez, NHR-49 é ativado por membros 

da família das FABPs capazes de transportar ácidos graxos para o núcleo, como por 

exemplo, LBP-8 (proteína ligante de lipídio 8 – lipid binding protein 8) (Folick et al., 

2015). Dessa forma, foi verificado o nível de expressão gênica relativa dos três genes 

em condição normal (hidratado) e durante a entrada em anidrobiose (após 24h em 

câmara contendo CuSO4). Foi observado que todos os três genes apresentaram 

expressão diferencial durante a entrada no estado anidrobiótico (p £ 0,05), sugerindo 

o envolvimento dos mesmos com o processo. De forma interessante, o gene lbp-3 foi 

o que apresentou maior alteração, se mostrando 5 vezes mais expresso, enquanto 

que fat-5 e nhr-49 apresentaram nível de expressão reduzido aproximadamente pela 

metade.  
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Figura 11. Expressão relativa dos genes fat-5, lbp-3 e nhr-49 em condição 
hidratada e em anidrobiose. A) Expressão relativa do gene fat-5 ao gene rpl32 [t 

(16) = 2,565; p = 0,0207]; B) Expressão relativa do gene lbp-3 ao gene rpl32 [t (16) = 

4,081; p = 0,0009]; C) Expressão relativa do gene nhr-49 ao gene rpl32 [t (16) = 6,642; 

p < 0,0001]. Dados apresentados como média ± desvio padrão. * p ≤ 0,05.  
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4.4 Docking molecular de LBP-3 com ácido mirístico e linoleico 
 

 Após a observação do efeito da suplementação com ácidos graxos na 

anidrobiose e a identificação do gene lbp-3 como sendo o que apresentou maior 

alteração no nível de expressão frente ao estresse da dessecação, foi realizada a 

predição da estrutura tridimensional de LBP-3 utilizando o programa Alphafold 2, e em 

seguida o docking molecular, a fim de identificar potencial interação entre a proteína 

e os ligantes, as moléculas dos ácidos graxos utilizadas na suplementação.  

Foi observado que LBP-3 pode se ligar com ambos os ácidos graxos, com 

afinidade teórica de ligação de -4,6 kcal/mol com ácido mirístico e -4,9 kcal/mol com 

o ácido linoleico. Além disso, as interações entre a proteína e os ligantes são 

interações de Van der Waals (mais prevalentes) e ligações de hidrogênio; esta última 

sendo os resíduos Tyr 65, Gln 147 e Arg 158 responsáveis pela interação com ácido 

mirístico, e Met 102 e Tyr 136 na interação com o ácido linoleico.  
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Figura 12. Interação de LBP-3 com ácidos graxos. A) Posicionamento da molécula 

de ácido mirístico (rosa) na estrutura de LBP-3; B) Representação 3D da interação 

entre proteína-ligante; C) Representação 2D da interação proteína-ligante; D) 

Posicionamento da molécula de ácido linoleico (laranja) na estrutura de LBP-3; E) 

Representação 3D da interação entre proteína-ligante; F) Representação 2D da 

interação proteína-ligante. Esferas em rosa representam interações de Van der Waals; 

Esferas em verde representam interações de hidrogênio.  
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4.5 Obtenção de sequências para construção do alinhamento múltiplo 
 

 Foram realizadas buscas utilizando-se as ferramentas blastp e tblastn para 

obtenção de sequências homólogas às LBPs de C. elegans (LBP-1 a LBP-9) em 

organismos não anidrobiontes e anidrobiontes, de modo que ao final foram obtidas 

um total de trinta e uma sequências para cada um dos grupos (Tabelas 3 e 4). Das 

sequências obtidas, é importante destacar que para as espécies não anidrobiontes 

foram obtidas as sequências em nível proteico, ou seja, as sequências primárias das 

proteínas. Por outro lado, para as espécies anidrobiontes, foi observado haver um 

número limitado de sequências primárias depositadas nos bancos de dados, mas 

grande disponibilidade de sequências em nível transcricional, assim, a maioria das 

sequências primárias das proteínas para esse grupo foram geradas utilizando a 

ferramenta ORFfinder a partir de fragmentos de cDNA (DNA complementar) do banco 

de dados de ESTs. É importante destacar que apesar das análises in silico focarem 

na proteína LBP-3, a busca foi realizada utilizando outros membros da família (LBP-1 

a LBP-9 de C. elegans), pois LBP-3 se mostrou uma proteína exclusiva de 

nematoides, o que resultaria num pequeno número de sequências para a construção 

do alinhamento e análises (Apêndice I).  
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Tabela 3. Descrição das sequências obtidas para os organismos não anidrobiontes.  

 
Os dados estão apresentados como: filo, espécie a qual pertence a sequência, 

descrição com o nome da sequência e o número de acesso no NCBI. Para melhor 

visualização do filo ao qual pertence cada sequência, foi adicionado padrões de cores; 

Chordata: azul; Arthropoda: amarelo; Nematoda: laranja; Rotifera: verde; Placozoa: 

cinza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Filo Espécie Descrição Acesso
Homo sapiens Crystal structure of human FABP4 in complex with a novel inhibitor 6LJX_A
Homo sapiens fatty acid-binding protein, heart isoform 2 NP_004093.1
Homo sapiens fatty acid-binding protein 5 NP_001435.1
Homo sapiens mammary-derived growth inhibitor CAA71305.1
Homo sapiens Human myelin protein P2 mutant N2D 6XU5_A
Mus musculus fatty acid-binding protein, heart NP_034304.1
Mus musculus Murine epidermal fatty acid-binding protein (FABP5), apo form, poly- his tag removed 4AZO_A
Mus musculus Toward changing specificity: adipocyte lipid binding protein mutant, oleic acid bound form 1G74_A

Danio rerio fatty acid-binding protein, heart NP_694493.1
Danio rerio fatty acid binding protein 4a NP_001004682.1
Danio rerio fatty acid binding protein 7, brain, a NP_571680.1

Rattus norvegicus fatty acid-binding protein, heart NP_077076.1
Rattus norvegicus retinol-binding protein 1 NP_036865.1
Rattus norvegicus adipocyte lipid-binding protein AAD37371.1

Xenopus laevis hypothetical protein XELAEV_18012061mg OCT94390.1
Xenopus laevis fatty acid binding protein 3 S homeolog NP_001085576.1
Xenopus laevis peripheral myelin protein 2 S homeolog NP_001087276.1

Branchiostoma floridae fatty acid-binding protein, brain-like XP_035659742.1
Branchiostoma floridae sodium/calcium exchanger regulatory protein 1-like XP_035660104.1

Drosophila melanogaster fatty acid binding protein, isoform B NP_001027180.1
Drosophila melanogaster SD12036p AAN71654.1

Pristionchus pacificus lbp-6 KAF8366920.1
Pristionchus pacificus lbp-3 KAF8375376.1
Pristionchus pacificus lbp-9 KAF8383068.1
Pristionchus pacificus lbp-1 KAF8384924.1

Rotaria magnacalcarata unnamed protein product CAF1270838.1
Rotaria magnacalcarata unnamed protein product CAF1270804.1
Rotaria magnacalcarata unnamed protein product CAF1482286.1
Rotaria magnacalcarata unnamed protein product CAF1099585.1
Trichoplax adhaerens hypothetical protein TRIADDRAFT_59086 XP_002115178.1
Trichoplax adhaerens expressed hypothetical protein XP_002115009.1

Chordata

Arthropoda

Nematoda

Rotifera

Placozoa
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Tabela 4. Descrição das sequências obtidas para os organismos anidrobiontes. 

 
Os dados estão apresentados como: filo, espécie ao qual pertence a sequência, 

descrição com o nome da sequência e o número de acesso no NCBI. Para melhor 

visualização do filo a qual pertence cada sequência, foi adicionado padrões de cores; 

Arthropoda: amarelo; Tardigrada: roxo; Nematoda: laranja; Rotífera: verde.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Filo Espécie Descrição Acesso
Artemia Franciscana BIG_AF_576 Brine Shrimp Adult cDNA 5', mRNA sequence ES492760.1

Polypedilum vanderplanki FS597869 pvD00 cDNA clone E_ET_PVD00_09G20_F_0 5', mRNA sequence FS597869.1

Polypedilum vanderplanki FS596529 pvD00  cDNA clone E_ET_PVD00_05C21_F_0 5', mRNA sequence FS596529.1

Polypedilum vanderplanki FS598464 pvD00  cDNA clone E_ET_PVD00_11F22_F_0 5', mRNA sequence FS598464.1

Hypsibius dujardini Putative Fatty acid-binding protein, adipocyte OQV13925.1

Hypsibius dujardini Putative Cellular retinoic acid-binding protein 2 OQV13472.1

Hypsibius dujardini Putative Fatty acid-binding protein, heart OQV19091.1

Hypsibius dujardini Putative Cellular retinoic acid-binding protein 1 OQV22369.1

Ramazzottius varieornatus FABP2 GAU88111.1

Ramazzottius varieornatus FABP5 GAV05213.1

Ramazzottius varieornatus FABP6 GAV01858.1

Caenorhabditis elegans LBP-1 NP_508557.1

Caenorhabditis elegans LBP-2 NP_508558.1 

Caenorhabditis elegans LBP-3 NP_001379901.1

Caenorhabditis elegans LBP-4 CCD65781.1

Caenorhabditis elegans LBP-5 CCD68990.1  

Caenorhabditis elegans LBP-6 CCD68988.1

Caenorhabditis elegans LBP-7  CAB03387.1

Caenorhabditis elegans LBP-8 CAB03391.2 

Caenorhabditis elegans LBP-9 NP_001033511.1

Panagrolaimus superbus Genome assembly, contig: PSU_contig_17508, whole genome shotgun sequence CABFKN010009087.1

Panagrolaimus superbus  Genome assembly, contig: PSU_contig_11870, whole genome shotgun sequence CABFKN010005125.1

Panagrolaimus superbus Ps_Lib1E_36DG02_PSC00876 Unstressed mixed stage GW406630.1

Panagrolaimus superbus Ps_Lib1E_32DB08_PSC00220 Unstressed mixed stage GW408206.1

Plectus murrayi PL_EST_PL637 desiccated cDNA library Plectus murrayi cDNA 5', mRNA sequence FG619536.1

Adineta ricciae Unnamed protein product CAF0838768.1

Adineta ricciae Unnamed protein product CAF0838730.1

Adineta ricciae Unnamed protein product CAF1212134.1

Adineta ricciae Unnamed protein product CAF1212151.1

Adineta ricciae Unnamed protein product CAF1106252.1

Philodina roseola cDNA clone Pr_hyd_19G02 5' similar to Q61CY2_CAEBR Hypothetical protein CBG12714 DY523190.1

Nematoda

Tardigrada

Rotifera

Arthropoda
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4.6 Alinhamento múltiplo entre membros da família das FABPs 
 

Após a obtenção das sequências primárias das proteínas para as espécies de 

ambos os grupos, foi realizado o alinhamento múltiplo dessas sequências utilizando a 

ferramenta Muscle e a visualização utilizando o programa Jalview (Figura 13). Para a 

visualização foi considerado nível de identidade de 50% dentro de cada grupo, a fim 

de identificar as posições mais e menos conservadas entre as FABPs de espécies 

não anidrobiontes e anidrobiontes – tais posições encontram-se destacadas em azul, 

sendo a conservação de um determinado aminoácido em uma dada posição 

determinado pela intensidade da cor; tom de coloração mais intenso significa 

conservação mais próximo do 100% entre as espécies do grupo e tom menos intenso 

mais próximo de 50% de identidade. Foi observado que entre os não anidrobiontes 

em 75 posições um determinado aminoácido apresentava conservação por identidade 

de pelo menos 50% entre as FABPs, e considerando o tamanho médio (139 

aminoácidos) das sequências, representa que 54% da proteína ou aproximadamente 

metade dos aminoácidos das FABPs para esse grupo apresentam pelo menos 

moderada conservação. Já entre os anidrobiontes, 49 posições apresentavam um 

aminoácido conservado em pelo menos 50% das sequências, representando que 

apenas 35% ou aproximadamente um terço dos aminoácidos das FABPs desse grupo 

apresentam pelo menos moderada conservação.  

Posteriormente, focando especificamente nos aminoácidos divergentes entre 

os grupos, foi utilizado como estratégia na identificação dos mesmos considerar as 

posições que um dado aminoácido além de se apresentar 50% conservado para o 

grupo, também apresentava pelo menos o dobro de ocorrências em relação ao outro 

grupo, representando uma razão ≥ 2,0. As posições que apresentam tais aminoácidos 

foram destacadas pelos retângulos vermelhos (Figura 13) e as razões estão 

apresentadas no Apêndice L. Foi observado que os organismos não anidrobiontes 

apresentam dez posições com aminoácidos mais conservados em relação ao grupo 

anidrobionte, enquanto que o grupo anidrobionte apresenta quatro posições com 

aminoácidos mais conservados em relação ao grupo não anidrobionte.  

Adicionalmente, buscando caracterizar os resíduos divergentes entre os 

grupos, foi realizado uma revisão de literatura buscando por artigos que apresentavam 

aminoácidos com funções estruturais para as FABPs de diferentes espécies (Tabela 

8; Apêndice O). Tais posições foram identificadas no alinhamento (Figura 13) por meio 
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de triângulos vermelhos. Foi observado que três posições apresentavam algum 

aminoácido com função descrita na literatura (posições 44 e 49), sendo um deles para 

o grupo anidrobionte (posição 105).  
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Figura 13. Alinhamento e conservação por identidade das sequências primárias das FABPs de organismos não 
anidrobiontes e anidrobiontes. Visualização das sequências alinhadas com a ferramenta Muscle e demonstradas utilizando o 

programa Jalview. A coloração dos aminoácidos foi realizada utilizando como parâmetro 50% de identidade dentro do grupo (não 

anidrobionte ou anidrobionte) por meio da opção “percentage identity”. Destacados por meio de retângulos vermelhos encontram-se 

as posições na qual um determinando aminoácido apresenta frequência de ocorrência como sendo de pelo menos o dobro (razão ≥ 

2,0) em relação ao outro grupo. Identificados por triângulos vermelhos encontram-se as posições nas quais a frequência de um dado 

aminoácido é de pelo menos o dobro em relação ao outro grupo e estudos na literatura atribuem alguma função específica para um 

aminoácido de mesma posição para uma proteína da família das FABPs.
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4.7 Análises estruturais  
 

 Uma vez que foram verificadas as diferenças entre os grupos a nível de 

sequência primária das FABPs, foi buscado caracterizar estruturalmente LBP-3 de P. 

superbus e analisar o potencial papel estrutural dos resíduos ocupando as posições 

diferentemente conservadas entre os grupos e com função descrita na literatura 

(indicados pelos triângulos vermelhos no alinhamento). Dessa forma, para a 

caracterização estrutural de LBP-3 de P. superbus foi utilizado a ferramenta DALI, que 

identifica em banco de dados estruturais quais estruturas são mais semelhantes entre 

si. Tal estratégia foi utilizada pelo fato de as proteínas da família não apresentarem 

alta conservação de sequência primária. Dentre as diversas estruturas encontradas 

na busca, a que mais se assemelhou estruturalmente foi 4A1H – proteína P2 da 

mielina (PMP2/FABP8). 

Por meio do programa PyMOL foi realizada a sobreposição entre as estruturas, 

e o valor de RMSD obtido (2,029 Å; LBP-3 vs 4A1H) (Figura 14), indicando que as 

estruturas são conservadas estruturalmente (≤ 2,5 Å). No entanto, foi observado que 

as regiões das duas α-hélices e N-terminal, esta última mais extensa e não enovelada 

em LBP-3, apresentavam-se diferentes entre as estruturas.  
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Figura 14. Sobreposição das estruturas. Sobreposição das estruturas de LBP3 

(azul) e FABP8 (4A1H - cinza). RMSD = 2,029 Å. 
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 Após a identificação da FABP com estrutura mais semelhante a LBP-3 de P. 

superbus, foi buscado caracterizar estruturalmente os resíduos nas posições 

diferentemente conservadas entre os grupos (indicados pelos triângulos vermelhos). 

As diferenças identificadas nas posições 44 e 49 (descritos na Tabela 8; Apêndice L) 

como estando relacionadas com FABPs como sendo do tipo “colisional” (realiza 

contato direto com fosfolipídios de membrana para liberar ou captar ácidos graxos) ou 

FABPs que realizam o transporte por meio de mecanismos difusão; das quais, FABPs 

com resíduos positivamente carregados nessa região são do tipo “colisional” (Tillman 

et al., 2019). Além disso, aminoácidos também localizados nas regiões das a-hélices 

compõem um sinal de localização nuclear (SLN), característico de algumas proteínas 

da família das FABPs, composto por dois resíduos de lisina (K) e uma arginina (R). 

Foi observado que LBP-3 apresenta resíduos de aminoácidos carregados 

positivamente na proximidade das posições 44 e 49 (Figura 15A). No entanto, não foi 

observada a presença do SLN como pode ser observada em outras FABPs (Figura 

15B).  
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Figura 15. Caracterização da região das a-hélices em LBP-3. A) Representação 

da carga de superfície de LBP-3 com foco na região das a-hélices. Azul: carga 

positiva; vermelho: Carga negativa; B) Identificação da presença do SLN (aminoácidos 

destacados em laranja) em FABPs de H. sapiens e ausência do sinal em LBP-3 de P. 

superbus.  
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 Uma vez que foi observado que LBP-3 não apresenta o clássico SLN visto em 

outras FABPs, foram realizadas análises adicionais de modo a predizer o 

endereçamento da proteína. Assim, utilizando a ferramenta SignalP foi identificado 

que os primeiros 21 resíduos adicionais observados na porção N-terminal da proteína 

correspondem a sequência de um peptideo sinal (Figura 16A). E utilizando a 

ferramenta LocTree foi predito (acurácia de 87%) que LBP-3, diferentemente das 

outras FABPs, é secretada para fora da célula (Figura 16B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 59 

 
Figura 16-Predição da localização de LBP-3. A) Sequência sinal e sítio de clivagem 

(CS) preditos com a ferramenta signalP 6.0 em LBP-3 de P. superbus. B) A área 

colorida em verde indica a localização da proteína - secretada para fora da célula.   
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 Por fim, a terceira posição que se apresentou diferente entre as FABPs foi a 

posição 105, a qual apresenta o resíduo cisteína em algumas FABPs. De acordo com 

Gutierrez-Gonzalez et al, FABPs apresentam até seis resíduos de cisteína ao longo 

de sua sequência com algumas formando pontes de sulfeto. No entanto, LBP-3 

apenas apresenta dois resíduos de cisteína na sequência, e a predição da formação 

de pontes de sulfeto realizada com a ferramenta DiANNA indicou um baixo potencial 

da formação de uma ponte de sulfeto entre os resíduos Cys 59 e 78 (Tabela 9; 

Apêndice P). Adicionalmente, no mesmo estudo, os autores atribuem maior 

estabilidade estrutural às FABPs com composição hidrofóbica dos aminoácidos que 

compõem o “fundo” da estrutura do barril beta (posições 25, 83, 85, 105 e 107 no 

alinhamento – Figura 13.  Entretanto, foi observado que em LBP-3 de P. superbus os 

resíduos que compõem o “fundo” da estrutura formam um conjunto mais hidrofílico 

que o visto em FABPs de organismos não anidrobiontes (Figura 15A; Figura 17).   
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Figura 17. Valores de hidropaticidade de diferentes FABPs. Nível de 

hidrofobicidade dos resíduos que compõem o fundo da estrutura de barril beta de LBP-

3 de P. superbus e FABPs de organismos não anidrobiontes. Barras em preto indicam 

FABPs de organismos não anidrobiontes; Barra em cinza indica LBP-3 de P. 

superbus. Score positivo indica característica hidrofóbica; Score negativo indica 

característica hidrofílica.    
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5. Discussão 
 

No presente estudo foi demonstrado que a alteração na proporção de ácido 

graxo poli-insaturado proveniente da alimentação interfere na anidrobiose e na 

fertilidade do nematoide P. superbus. Também, que os genes fat-5, nhr-49 e lbp-3, 

envolvidos com o metabolismo de ácidos graxos, estão associados com a anidrobiose, 

sendo lbp-3 o que apresentou maior alteração na expressão mediante desafio da 

dessecação – sugerindo maior importância no processo entre os três genes 

estudados. Por fim, as análises in silico mostraram que LBP-3 é capaz de interagir 

tanto com ácidos graxos saturados como com poli-insaturados, é uma proteína 

exclusiva de nematoides, como também, apresenta uma cauda distinta de 

aminoácidos na porção N-terminal, não observada em outras FABPs, que representa 

um sinal de exportação celular; possui diferentes orientações para suas a-hélices e 

uma estrutura de barril beta mais hidrofílica em sua porção inferior.  

  Alguns estudos reportaram que no período que precede a entrada em 

anidrobiose, para diferentes espécies, ocorre o aumento da acumulação de ácidos 

graxos insaturados/poli-insaturados no metabolismo. E tal aumento está associado 

com uma maior taxa de mortalidade à medida que se prolonga o tempo no estado 

anidrobiótico (Selvan et al., 1993; Rizzo et al., 2010; Ren et al., 2020). De acordo com 

Oku et al. (2003), as insaturações presentes nas moléculas de ácidos graxos 

insaturados/poli-insaturados apresentam maior propensão a sofrerem ataques por 

radicais livres, que por sua vez pode levar a oxidação/degradação de tais moléculas, 

e consequentemente danos em estruturas contendo ácidos graxos em sua 

composição, como por exemplo, membranas. O acumulo de ácidos graxos 

insaturados/poli-insaturados durante o desafio da dessecação foi demonstrado 

molecularmente por Erkut et al. (2013), o qual reportou a indução da via das 

dessaturases de ácidos graxo no nematoide C. elegans. No entanto, este não deve 

ser o principal fator relacionado ao aumentado da mortalidade pós-reidratação 

observado nos resultados (Figura 1A/B), uma vez que as amostras foram preservadas 

no estado anidrobiótico por um curto período de tempo - apenas uma semana.   

  De acordo com (Wright, 1989a), a permeabilidade da cutícula em tardígrados 

é reduzida durante a entrada em anidrobiose, na tentativa de reter água, isto é, perder 

água mais lentamente durante a dessecação; a quantidade de água retida está 

relacionada ao sucesso anidrobiótico. Além disso, o mesmo autor também reportou 
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que lipídios na camada intracuticular são as moléculas responsáveis por regular a 

perda de água formando uma “barreira”, e a incorporação de ácidos graxos saturados 

está relacionada a maior impermeabilidade da barreira, enquanto que a incorporação 

de ácidos graxos insaturados/poli-insaturados aumenta a permeabilidade da mesma 

(Wright, 1989b). De forma semelhante, no nematoide Ditylenchus dipsaci, de acordo 

com (Wharton et al., 2008), a retenção de água durante a dessecação possivelmente 

é regulada através do acúmulo de lipídios externamente na cutícula, de modo a formar 

uma camada extra. Baseado em tais modelos e nos resultados obtidos, é possível 

que o aumento da disponibilidade de ácido linoleico na alimentação do P. superbus 

forneça um aumento significativo em ácidos graxos poli-insaturados, acima do que é 

normalmente observado em organismos anidrobiontes durante a entrada em 

anidrobiose. Assim, resultando na formação de uma camada extra cuticular mais 

permeável (rica em ácidos graxos poli-insaturados), interferindo na retenção de água 

durante a dessecação, e levando na diminuição da viabilidade.  

Curiosamente, a queda na viabilidade só foi observada na suplementação a 

curto prazo (3 dias) - não foi possível chegar a uma conclusão a respeito do motivo 

de a suplementação por maior período de tempo (10 dias) não afetar 

significativamente na anidrobiose, mas a principal hipótese é a de que devido a alta 

instabilidade dos ácidos graxos poli-insaturados, a exposição ao ar, temperatura e luz 

durante o período de dez dias de experimentação pode ter levado a oxidação e outras 

modificações químicas no ácido linoleico (Lytle et al., 1992); reforçado pelo curto 

período de exposição utilizado em experimentos de suplementação de nematoides 

com ácidos graxos (Horikawa e Sakamoto, 2009; Deline et al., 2013) ou passagem 

dos animais para placas novas após curtos períodos de exposição (O'rourke et al., 

2013). Adicionalmente, a suplementação com ácido mirístico também não afetou na 

anidrobiose do P. superbus, possivelmente por se tratar de uma espécie que atinge o 

estado anidrobiótico com bastante eficiência, isto é, atinge uma viabilidade próxima 

de 100% frente o desafio da dessecação (Shannon et al., 2005); assim, não havendo 

melhora na retenção de água promovido pelo predomínio de ácidos graxos saturados 

na camada extra cuticular além da já eficientemente promovida pela fisiologia natural 

da espécie. E por fim, apesar da modesta diminuição na viabilidade observada, é 

importante destacar que o resultado é similar ao observado ao realizar o silenciamento 

individual de genes relacionados a anidrobiose (Evangelista et al., 2017).  
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Durante a realização dos ensaios de suplementação, foi observado a 

diminuição do tamanho populacional, assim, foi verificado o crescimento populacional 

do P. superbus após 20 dias em placas suplementadas com ácido linoleico; o grupo 

controle apresentou crescimento de aproximadamente 5 vezes, enquanto que para o 

grupo suplementado não houve alteração no tamanho populacional (Figura 10A). De 

acordo com Watts e Browse (2006), a suplementação do nematoide C. elegans com 

ácido Dihomo-Gama-Linolenico (DGLA) leva a infertilidade nos animais pela morte 

das células germinativas, à medida que outros ácidos graxos de cadeia longa com 

propriedades semelhantes não apresentam efeito na infertilidade, incluindo o ácido 

linoleico.  

Além disso, os autores observaram que o efeito do DGLA é dependente da 

atividade da via das dessaturases e elongases, isto é, parece ser dependente da 

conversão de DGLA em outros produtos. Similarmente, Webster et al. (2013) também 

demonstrou que a suplementação com DGLA leva a infertilidade em C. elegans, mas 

curiosamente, linhagens mutantes para genes relacionados a sensibilidade de 

nutrientes, como por exemplo, daf-2 (relacionados a resistência ao estresse e a 

anidrobiose) reduzem o efeito da infertilidade causado pela exposição ao DGLA. Os 

genes relacionados a infertilidade reportados por ambos os trabalhos, pela relação 

das vias metabólicas das quais fazem parte com a anidrobiose, potencialmente podem 

sugerir uma possível relação entre fertilidade e anidrobiose.  

Adicionalmente, foi testado se a anidrobiose seria capaz de reverter a 

infertilidade nos animais e foi observado que não. O processo anidrobiótico parece 

desencadear eventos regulatórios, como por exemplo, regulação epigenética e por 

RNAs não codificantes (Storey, 2015; Deviatiiarov et al., 2020). Estes, que por sua 

vez, levantam a hipótese de estarem associados ao ganho reprodutivo (fecundidade) 

observado na espécie de rotífero Adineta ricciae quando comparado a exemplares de 

mesma espécie que não passaram pelo desafio da dessecação ou ao declínio do 

fitness observado em rotíferos que se mantem hidratados por várias gerações, 

sugerindo que a espécie se beneficia do processo anidrobiótico (Ricci e Caprioli, 

2005).  

Além disso, a anidrobiose também parece estar relacionada ao aumento da 

atividade de vias de reparo ao dano ao DNA (Gusev et al., 2010). No entanto, 

observamos uma limitada capacidade de reparo, isto é, a não reversão do fenótipo de 

infertilidade e consequentemente crescimento populacional. Tal achado é semelhante 
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ao relatado por Wełnicz et al. (2011), o qual reportou que a anidrobiose não é capaz 

de reparar danos em estruturas celulares causados por radicais livres, como por 

exemplo, os associados a suplementação com DGLA (Watts e Browse, 2006).   

 A respeito da relação de genes da metabolização de ácidos graxos com a 

anidrobiose, foi identificado que os três genes, fat-5, nhr-49 e lbp-3, alteraram 

significativamente o nível de expressão gênica mediante o desafio da dessecação.  

De acordo com Tyson et al. (2007), em células hidratadas os lipídios de membrana 

encontram-se no estado de cristal líquido e a dessecação resulta na compactação das 

moléculas de fosfolipídios, levando a uma alteração de fase em sentido da fase de 

“gel”, que por sua vez pode acarretar a danos na integridade das membranas; e na 

tentativa de preservar tais estruturas a célula introduz insaturações nos ácidos graxos 

de membrana. Curiosamente, FAT-5, é uma D9 dessaturase que catalisa a inserção 

de insaturação no ácido palmítico (16:0) para a síntese do ácido palmitoleico (16:1) e 

no ácido esteárico (18:0) para a síntese do ácido oleico (18:1) (Brock et al., 2007; 

Erkut et al., 2013), apresentou redução em aproximadamente metade no nível de 

expressão durante a dessecação.  

Em C. elegans, uma linhagem mutante para o gene fat-5 se mostrou bastante 

sensível ao desafio da dessecação (baixa viabilidade), assim como linhagens 

mutantes para outras dessaturases de ácidos graxos (fat-3, fat-4, fat-6 e fat-7), 

sugerindo a via das dessaturases e consequentemente ácidos graxos estarem 

envolvidos com o sucesso anidrobiótico em C. elegans (Erkut et al., 2013). 

Semelhantemente, (Tyson et al., 2007; Yaari et al., 2016) também demonstraram o 

aumento da expressão de transcritos com similaridade a dessaturases frente ao 

estresse hídrico nos nematoides entomopatogênicos Steinernema carpocapsae e 

Steinernema spp, respectivamente.  

Por outro lado, em um estudo, realizado por (Sinclair et al., 2007) utilizando a 

mosca Drosophila melanogaster foi observado redução no nível de expressão gênica 

da dessaturase 2, uma D9 dessaturase, frente ao estresse hídrico; que de acordo com 

os autores estaria envolvida no processo de formação de hidrocarbonetos da cutícula 

protegendo contra perda de água. No entanto, D. melanogaster não é um animal 

anidrobionte e os autores não apresentam informações detalhadas sobre a 

intensidade do estresse hídrico utilizado. Adicionalmente, é importante destacar os 

nematoides utilizados nos estudos apresentados necessitam de vários dias de pré-

condicionamento, não sendo organismos eficientemente tolerantes a dessecação 
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extrema (Grewal, 2000; Wharton, 2011). Por fim, esses mesmos nematoides apenas 

são resistentes a dessecação durante o estágio alternativo de desenvolvimento 

conhecido como dauer, que por sua vez é atingindo através de agentes estressores: 

densidade populacional, disponibilidade de alimento e temperatura (Tyson et al., 

2007; Hu, 2018). Tais características podem interferir na identificação de genes, como 

também representar diferentes mecanismos de resistência ao estresse hídrico.  

 Receptores hormonais nucleares, como nhr-49 são conhecidos por regular a 

expressão gênica das D9 dessaturases mantendo o balanço entre ácidos graxos 

saturados e monoinsaturados (Savory et al., 2011); de modo que a redução no nível 

de expressão gênica observada para fat-5 e nhr-49 parece estar diretamente 

relacionada. De acordo com Van Gilst, Hadjivassiliou, Jolly, et al. (2005) a deleção do 

gene nhr-49 em C. elegans leva a redução na longevidade e aumento do acúmulo de 

gordura nos animais, este último, por sua vez, devido ao papel de nhr-49 na promoção 

da quebra de ácidos graxos nas mitocôndrias, que então por meio do controle da b-

oxidação influencia no armazenamento de gordura. Relacionado a outros membros 

da família dos NHRs, nhr-8 e dhr96 estão associados a regulação da detoxificação 

contra estressores xenobióticos ambientais em C. elegans e D. melanogaster, 

respectivamente (Hoffmann e Partridge, 2015). No contexto anidrobiótico, (Fu et al., 

2020) analisando o transcriptoma do nematoide foliar Aphelenchoides fragariae 

observou que 30% dos genes pertencentes a família dos NHRs apresentava aumento 

da expressão gênica em resposta a dessecação.   

 Diferentemente dos outros genes estudados, lbp-3 apresentou aumento no 

nível de expressão gênica durante a entrada em anidrobiose. No estudo realizado por 

(Erkut et al., 2013), analisando a expressão de genes por microarranjos em C. elegans 

frente a resposta a dessecação identificou o aumento da expressão de genes 

pertencentes a família das FABPs, como, lbp-2, lbp-5, lbp-6, lbp-8, lbp9, entre outros, 

mas não observou para lbp-3. Como mencionado anteriormente, os lipídios na cutícula 

formam uma barreira protetora contra a perda de água frente a dessecação; nesse 

sentido, Njume et al. (2022) estudando como os lipídios na cutícula de nematoides 

contribuem para a permeabilidade da barreira, identificou GMAP-1, uma proteína 

também ligante a lipídios, como sendo crucial para a formação e organização dos 

lipídios na cutícula para formação da barreira, e a deleção do gene levava a uma baixa 

taxa de sobrevivência frente ao estresse ao meio hipotônico. Em tardígrados, análises 
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do transcriptoma da espécie Milnesium tardigradum também revelam que dentre os 

transcritos relacionados a lipídios, os mais abundantes são representados por FABPs.  

Segundo as evidências apresentadas, o metabolismo lipídico parece 

apresentar uma importante relação com a anidrobiose. No entanto, estudos a respeito 

de genes envolvidos em vias associadas são bastante limitados, de tal forma que este 

é o primeiro trabalho relacionando os genes fat-5, nhr-49 e lbp-3 ao mesmo tempo 

com a anidrobiose. Diferentemente de outros organismos estudados na literatura, P. 

superbus parece apresentar características particulares quanto sua anidrobiose; 

assim, uma hipótese que foi levantada a respeito da relação dos três genes durante a 

dessecação é de que a diminuição na expressão de fat-5 e nhr-49 está relacionada a 

diminuição da síntese de ácidos graxos insaturados e poli-insaturados (associados a 

maior permeabilidade a perda de água através da barreira lipídica) e para o acúmulo 

de lipídios utilizados como fonte energética durante a animação suspensa, por sua 

vez, lbp-3 tem expressão aumentada para o direcionamento de ácidos graxos para a 

barreira lipídica na cutícula.  

 Referente às análises in silico, inicialmente foi observado a capacidade de LBP-

3 de se ligar aos ácidos graxos utilizados nos experimentos de suplementação. Em 

geral, ácidos graxos saturados apresentam uma conformação linear na cavidade das 

FABPs, enquanto ácidos graxos insaturados adquirem conformação em formato de 

“U”, sendo os resíduos que realizam as interações de hidrogênio os responsáveis pelo 

posicionamento dos ácidos graxos no interior da cavidade (Furuhashi e Hotamisligil, 

2008; De Toledo-Silva et al., 2017).  

De Toledo-Silva et al. (2017) reportou que FABPs de vertebrados interagem 

com seus ligantes por meio de pelo menos um resíduo do motivo Arg/X/Tyr localizado 

na folha b 10 da porção C-terminal da proteína. Por outro lado, Tillman et al. (2019) 

demonstrou que LBP-8 de C. elegans não apresenta o motivo Arg/X/Tyr, e que na 

ausência da Tyr geralmente é observado a interação com o ligante por meio da Arg 

na posição 112, mas que esta também é ausente em LBP-8. Dessa forma, os 

resultados do estudo demonstraram que a estabilização do grupo carboxila do ligante 

é mediada por meio dos resíduos Gln 121, Tyr 123 e Arg 132. Foi observado que LBP-

3 de P.superbus não apresenta o motivo Arg/X/Tyr, mas realiza interações de 

hidrogênio com o ligante por meio da Arg 158 da folha b 10 com o ácido mirístico e 

por meio da Tyr 136 da folha b 8 com o ácido linoleico. E para compensar a ausência 
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do motivo em sua sequência primaria, LBP-3 também realiza interações de hidrogênio 

por meio da Tyr 65 e Gln 147 com o ácido mirístico, e Met 102 com o ácido linoleico. 

Apesar das diferenças nos resíduos realizando interações de hidrogênio com os 

ácidos graxos, a energia teórica de afinidade se mostrou próxima entre os ligantes. 

Similar ao observado para FABP5 na interação com diferentes ácidos graxos, 

incluindo mirístico e linoleico [(14:0 -5,7 Kcal/mol); (18:2 -5,9 Kcal/mol)] (Earlia et al., 

2019). 

 Posteriormente, foi identificado diferenças na conservação dos aminoácidos da 

estrutura primária das FABPs entre o grupo não anidrobionte e anidrobionte. De 

acordo com Smathers e Petersen (2011), as FABPs apresentam baixo grau de 

conservação com relação as sequências primárias. Este dado é semelhante aos 

nossos resultados observados, no qual foi demonstrado que entre os não 

anidrobiontes as FABPs apresentavam pelo menos 50% de conservação em 

aproximadamente metade das sequências, enquanto que para os anidrobiontes em 

aproximadamente um terço da sequência – sugerindo que as FABPs de anidrobiontes 

são menos conservadas que as dos não anidrobiontes.  

É sugerido que duplicação e divergência de um gene ancestral comum explique 

a homologia entre as FABPs. Assim, elas pertencem a uma grande família (iLBPs – 

proteínas ligantes de lipídio intracelular), que por sua vez pode ser dividida em 

subfamílias (Smathers e Petersen, 2011). Uma dessas subfamílias é a IV, sendo 

característico entre seus membros a presença de Arg na posição 106 e 126, uma Tyr 

na posição 128 e uma Phe na posição 57 que se mostram como importantes na 

interação com o ligante. Além disso, também característicos dos membros dessa 

subfamília são a presença de um SLN composto por Lys 24, Lys 34 e Arg 33 em 

FABP5 (Armstrong et al., 2014), um sinal de exportação nuclear (SEN) composto por 

Leu 67, Leu 87 e Leu 92 em FABP4 (Ayers et al., 2007), um sítio de ligação a hormônio 

sensitivo lipase (HSL) em FABP4 (Lys 21), e uma Phe 57 que regula a conformação 

da região do portal (Furuhashi e Hotamisligil, 2008). Tais aminoácidos parecem se 

mostrar conservados para a maioria das sequências analisadas entres as espécies 

para ambos os grupos – posições no alinhamento SLN (42, 52 e 51); SEN (88, 108, 

113); HSL (42); regulação do portal (78).  

 Não foram encontrados estudos verificando especificamente a conservação de 

sequência primária de FABPs entre espécies anidrobiontes, mas (Fukuda et al., 2017) 

estudando a família de proteínas solúvel em calor, secretória e abundante (SAHS), 
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importante durante o processo de anidrobiose em tardígrados, e que é similar 

estruturalmente e no papel de ligação aos ácidos graxos às FABPs, demonstrou a 

conservação dos resíduos de Tyr 163 (149) e Arg 161 (147) no sítio de interação ao 

ligante, como também, a conservação de uma Lys 150 (136), His 83 (72), Tyr 117 

(105), Tyr 141 (127), com a função de auxiliar na estabilização do grupo carboxila. 

Adicionalmente, dentre os resíduos acima apresentados, foi observado que a Tyr e 

Arg na porção C-terminal como sendo os mais conservados entre as sequências no 

alinhamento, sugerindo maior importância na função da proteína.  

Uma hipótese acerca da menor conservação de aminoácidos no grupo 

anidrobionte é a de que na entrada e recuperação da anidrobiose ocorre a 

fragmentação do material genético e durante a “montagem” do mesmo aumenta a 

chance de erros no reparo, na aquisição horizontal de genes, como também a 

presença de cromossomos sem homólogos morfologicamente reconhecíveis, 

impedindo a reparação homóloga, e então favorecendo que fiquem “livres” para 

divergir (Gusev et al., 2010; Boothby et al., 2015; Ricci, 2017).  

 Em relação a estrutura terciária, é mostrado ser característico dessa proteína 

uma estrutura de β-barril, composta por 10 folhas β dispostas de forma antiparalela 

que formam um bolsão de ligação com ácidos graxos, e contendo 2 hélices-volta 

hélices responsáveis pela formação de uma região de “portal” de entrada na porção 

N terminal (Haunerland et al., 2003). Na análise de sobreposição das estruturas, foi 

observado que apresentam ser semelhantes (RMSD ≤ 2,5), sendo isso, de acordo 

com Santos Filho e Alencastro (2003), sugestivo que estas proteínas possuam mesma 

função e que se apresentem conservadas ao longo do tempo. Entre as estruturas 

sobrepostas neste estudo, as maiores diferenças observadas foram nas regiões das 

a-hélices e a presença de um prolongamento na região N-terminal – regiões estas 

que além de se mostrarem estruturalmente diferentes, estão em proximidade com as 

posições as quais foram encontradas diferenças na conservação na sequência 

primária. 

  Referente a busca na literatura, para a maioria das posições não foi encontrada 

uma função biológica, mas para três posições foram identificadas (44, 49 e 105). Para 

as duas primeiras posições, de acordo com Tillman et al. (2019), aminoácidos 

positivamente carregados nas a-hélices intermedeiam a interação da proteína com 

membranas; além disso, diversas FABPs apresentam um SLN composto por dois 

resíduos de Lys e uma Arg nessa região. LBP-3 apresenta uma composição de 
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aminoácidos positivamente carregados na proximidade das posições 44 e 49 (Figura 

15A). No entanto, não apresenta o SLN (Figura 15B), mas possui um sinal de 

endereçamento extracelular composto pelos 21 aminoácidos iniciais.  

De acordo com Zhang et al. (2020), o produto gênico de lbp-3 de C. elegans 

possui localização extracelular; entretanto, mais detalhes não foram apresentados. 

Plenefisch et al. (2000), estudando LBPs em C. elegans demonstrou que lbp-3 é 

expresso nas células musculares da parede corporal, que por sua vez estão em 

contato com o pseudoceloma, e propõe que a proteína seja secretada para o fluido 

perientérico, atuando no transporte de lipídios entre o intestino e a parede do corpo.  

Dessa forma, baseado nos resultados apresentados no presente trabalho e nos 

trabalhos de (Wright, 1989a; b; Plenefisch et al., 2000; Wharton et al., 2008), é 

proposto que durante a entrada no estado anidrobiótico, LBP-3 atue realizando o 

transporte extracelular de ácidos graxos para a cutícula, para a formação da barreira 

lipídica associada ao sucesso na tolerância a dessecação.  

 A última posição analisada na estrutura foi a 105, e de acordo com Gutierrez-

Gonzalez et al. (2002), FABPs podem apresentar até seis resíduos de cisteína em sua 

sequência primária, dentre eles alguns apresentando potencial para formação de 

pontes dissulfeto. De acordo com (Bulaj, 2005), diversas proteínas que são secretadas 

para meio extracelular, onde desempenham sua função, apresentam a formação de 

pontes dissulfeto de forma a aumentar a estabilidade de sua estrutura, evitando a 

desnaturação.  

No entanto, LBP-3 apresentou possuir baixa probabilidade de formação de 

pontes dissulfeto (Tabela 9; Apêndice P). Além disso, a posição 105 parece fazer parte 

de um conjunto de aminoácidos posicionados em oposição às α-hélices (posições 25, 

83, 85, 105 e 107 do alinhamento). De acordo com Gutierrez-Gonzalez et al. (2002), 

esse conjunto de posições estão relacionados a maior estabilidade estrutural da 

proteína por apresentarem características hidrofóbicas, Contudo, em LBP-3 foi 

observado uma composição de resíduos hidrofílicos (Figura 17), de tal forma que tais 

achados sugerem que LBP-3 possa ser uma proteína com menor estabilidade 

estrutural.         

 Por fim, apesar dos resultados encontrados no presente trabalho sugerirem que 

ácidos graxos interferem na tolerância a dessecação extrema, e que lbp-3 

potencialmente é um novo gene relacionado a anidrobiose, o estudo apresentou 

algumas limitações, tal como a utilização de apenas dois ácidos graxos, avaliados de 
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forma individual. Também, se mostra necessário a realização do silenciamento de lbp-

3 para a confirmação de seu envolvimento com a anidrobiose. Esse experimento foi 

tentado por meio da interferência por RNA com shRNAs multiméricos (short hairpin 

RNAs); no entanto, não funcionou (Apêndices G e H). Dessa forma, futuramente será 

tentada novamente a realização do experimento de silenciamento utilizando dicer 

substrates (versões um pouco maiores de siRNAs – short interfering RNAs).   
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6. Conclusão 
 

 Os achados do presente trabalho sugerem que a composição dos lipídios do 

nematoide P. superbus interferem na sua tolerância a dessecação, e que LBP-3 

possivelmente atue transportando ácidos graxos extracelularmente, para a cutícula, 

para formação de uma barreira lipídica que potencialmente atua protegendo o animal 

contra a rápida desidratação durante a entrada em anidrobiose (Figura 18).  
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Figura 18. Mecanismo proposto. Em condições normais de alimentação, isto é, 

equilíbrio na relação entre ácidos graxos saturados e insaturados, não há interferência 

na tolerância do nematoide P. superbus a anidrobiose (alimentação normal, à 

esquerda). Em condições de maior disponibilidade de ácidos graxos saturados 

(alimentação com SFAs, ao centro), possivelmente não há interferência na tolerância 

do P. superbus a anidrobiose, uma vez que se trata de organismo eficientemente 

tolerante à dessecação extrema. Entretanto, o aumento da disponibilidade de ácidos 

graxos poli-insaturados (alimentação com PUFAs; à direita) possivelmente aumenta 

a perda de água durante a dessecação resultando na menor tolerância do P. superbus 

a dessecação extrema.  
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8. Apêndices  
8.1 Apêndice A – Crescimento populacional. 

 
Figura 19. Crescimento populacional em P. superbus. Razão de crescimento 

populacional após 20 dias em placas de cultivo contendo NGM padrão utilizando input 

de 200 animais. Previamente ao início do experimento, os animais foram cultivados 

durante 20 dias em placas contendo NGM padrão (barra em preto) ou NGM 

suplementado com ácido linoleico (barra em branco). Dados apresentados como 

média ± desvio padrão. * p ≤ 0,05. Para o grupo suplementado com ácido linoleico o 

ensaio foi realizado em duplicata (barra em branco).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87 

8.2 Apêndice B – Dados brutos do crescimento populacional após dessecação  
 

Tabela 5. Crescimento populacional após dessecação. 

Grupo Crescimento populacional 
Controle 1,35 
Controle 1,33 
Controle 10,1 
Linoleico 0,9 
Linoleico 0,8 
Linoleico 0,25 

Dados referentes o crescimento populacional após dessecação. Em destaque está 

apresentado o outlier removido na confecção do gráfico B da Figura 10.  
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8.3 Apêndice C – Sequências utilizadas para desenho dos primers. 
 

lbp-3 

GW406630.1 Ps_Lib1E_36DG02_PSC00876 Unstressed mixed stage Panagrolaimus 

superbus nematodes Panagrolaimus superbus cDNA, mRNA sequence 

GGGGGTGCTAATCAAGCAATCGTCTGCTACTTTGAAAAATGTTATATGCTAAAAT

TCTGTCATTAATAGTTCTAATATTTGCTGTTTCGACAGTAGAAATGTCTTCAGAAA

TTCCAGAAAACTTTCTAGGAAAATTTAAGCTTGATAAAAGTGAAAATTTTGATGCT

TATTTAGAAACAAAAGGCTTAAATTGGTTTCTTCGTAAAATAATTTGTCTGTCATC

TGTTACTTATGTTTTTAAGAAAGGAAGTGAACCAGGAAAATATACATGTGTTGTT

CATTCAAAGAAAACTATCGAATATCCTGACTGGAAAATTGGTGAAATGTTCGAAG

GTGAGGGAATGGATGGAACTAAACACAAGATAACTTTCACAATGCCCAATGATA

ATACTCTTGATGAACATCATGATCGATATCAAATTGAAGGTGATAATCAAGAACT

TTATCATTATACTCGAGAAGGGGATTATCTTGTTCAAACCATGAGCAATAAAGGT

GTTACTGCAAAACGTTGGCATAAACTGGTG 

 

Amplicon: 187 pb 

 
fat-5 

GW410416.1 Ps_Lib1E_36DF08_PSC02073 Unstressed mixed stage Panagrolaimus 

superbus nematodes Panagrolaimus superbus cDNA, mRNA sequence 

GGGATGGATGATAAATTCTGTTTGCCATTTTTTTGGTTATAAACCTTATGATTCCC

GAATTACCCCCGTTAATTCAACTTGGACTTCATTGGTGGCATTAGGGGAAGGCG

GGCACAACTATCACCATACCTTTCCACAAGATTATCGAACCAGTGAAATGCCAG

TTATTTTAAATATTACAAAATCAATTATCGAATTTGGGGCTTCCATCGGATTAGCA

TATGACTTGAAATCAGTTGCAAATGAAGTGATAAAAAGACAAAAAGAAAAATTCG

GTGATAAAATTGCAGTTAAAAAAGATTAAAAGTTATGTTTTGTTAAAGTTAAAAAT

AAAATTTTTCCAG 

 

Amplicon: 89 pb 
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nhr-49 

CABFKN010010885.1:475-1281 Panagrolaimus superbus genome assembly, contig: 

PSU_contig_20214, whole genome shotgun sequence 

GCTATTCAGTTTGAACGTGATTCAATTGGTTCACCATCAAAAAAGTCTCGTTCGT

CACCACCAATGCAATCTGGAACAGGAAATGGATTAGAGAGAATAACTCCACCGG

AAATAGGATCAGATGTTATTGATAATTTAATGGATATGGAAGCCCGAGTTAATCT

TGAAATGTCAAATCGATATCGAAATTCTGTAATAACATCAAATGGAAACGTTATG

GGACATCAAGGTGCTGAAACTTCAACACCATTGAGTCAAAATAATAGCGAAGGA

TTATCAGCTTTTTCTCAACCAAAACAAGGAACCATGCAATGTACAACAGATGATT

TGAATGAAATATCCCGAACAACGTTGTTATTGATGGTTGAATGGGCCAAGCAGC

TTCCACCATTTCCAGATTTAACAATGGAAGATAAAATAATATTATTAAAGAATTAT

GCTCCTCAACATCTTATTCTTATGCCGGCTTTTCGATCTCCTGATACAACAAAAG

TTTGCCTTTTCAATAATACTTCAATGTCACAAGATCAAACAAATGAACTTAATGGC

TTTGCTGCATTTAAAACATCAAATATTACTCCAAGAGTCTTAGATGAAATTGTATG

GCCCATGAGACAATTACAAATGCGTGAACAAGAATTTGTATGTCTTAAAGCTCTG

GCGTTTTTACATCCAGAAGCTAAAGGACTTTCAACAACTTCACAGTCATTGATTC

GTGATGCAAGAAATAAAGTTTTGAAAGCATTGTATTCATTTATTTTGGCACAAAAT

CCTGAAGATGCTCCAACTCGTTACGGTACTGTTTTT 

 

Amplicon: 106 pb 
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8.4 Apêndice D – Teste de dimerização dos primers.  
 

 
Figura 20. Gel de verificação de dímeros. Estão apresentadas diferentes 

concentrações dos primers (25 nM a 300 nM) desenhados para amplificação dos 

genes lbp-3, fat-5 e nhr-49. Condições da PCR: 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 

95 °C, 1 min a 60 °C, 1 min a 72 °C, e uma etapa final de 2 min a 72 °C.  
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8.5 Apêndice E – Gráficos de amplificação e de temperatura melting.  
 

 
Figura 21. Gráficos de amplificação e de temperatura de melting das amostras 
hidratadas e dessecadas. 
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8.6 Apêndice F – Sequências utilizadas para desenho de shRNA bivalente.  
 
lbp-3 

GW406630.1 Ps_Lib1E_36DG02_PSC00876 Unstressed mixed stage Panagrolaimus 

superbus nematodes Panagrolaimus superbus cDNA, mRNA sequence 

GGGGGTGCTAATCAAGCAATCGTCTGCTACTTTGAAAAATGTTATATGCTAAAAT

TCTGTCATTAATAGTTCTAATATTTGCTGTTTCGACAGTAGAAATGTCTTCAGAAA

TTCCAGAAAACTTTCTAGGAAAATTTAAGCTTGATAAAAGTGAAAATTTTGATGCT

TATTTAGAAACAAAAGGCTTAAATTGGTTTCTTCGTAAAATAATTTGTCTGTCATC

TGTTACTTATGTTTTTAAGAAAGGAAGTGAACCAGGAAAATATACATGTGTTGTT

CATTCAAAGAAAACTATCGAATATCCTGACTGGAAAATTGGTGAAATGTTCGAAG

GTGAGGGAATGGATGGAACTAAACACAAGATAACTTTCACAATGCCCAATGATA

ATACTCTTGATGAACATCATGATCGATATCAAATTGAAGGTGATAATCAAGAACT

TTATCATTATACTCGAGAAGGGGATTATCTTGTTCAAACCATGAGCAATAAAGGT

GTTACTGCAAAACGTTGGCATAAACTGGTG 

 
>Bivalent_shRNA 

CTTGTTCAAACCTGACAGGAAGGGTTTGAACAAGATAATCCCCTTCTCTCCGTCT

GCTACTTTGAAAAATGTTTGACAGGAAGAACATTTTTCAAAGTAGCAGACGCTCT

CAAGGGGATTAT 

 

gfp 

CAA58790.1 green fluorescent protein, partial [Aequorea victoria] 

ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAG

ATGGTGATGTTAATGGGCAAAAATTCTCTGTCAGGGGAGAGGGTGAAGGTGAT

GCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGGAAGCTACCTG

TTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTACAATGCTTCTCAAG

ATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTCTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGG

TTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTACAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGT

GCTGAAGTCAAGTTTGAGGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGT

ATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAAATGGAATACAACTATA

ACTCACATAATGTATACATCATGGGAGACAAACCAAAGAATGGCATCAAAGTTA 

ACTTCAAAATTAGACACAACATTAAAGATGGAAGCGTTCAATTAGCAGACCATTA

TCAACAAAATACTCC 
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AATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCT

GCCCTTTCCCAAGATCCCCACGGAAAGAGAGATCACATGGTCCTTCTTGAGTTT

GTTACATCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAA 

 

>Bivalent_shRNA 

CCTTGTTAATAGTGACAGGAAGCTATTAACAAGGGTATCACCCTCCTCTCGCAG

ACCATTATCAACAAAATACTGACAGGAAGGTATTTTGTTGATAATGGTCTGCCTC

TCGAGGGTGATAC 
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8.7 Apêndice G – Eletroforese dos produtos da transcrição in vitro. 
 

 
Figura 22. Eletroforese dos produtos da transcrição in vitro realizadas em 
momentos diferentes. 
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8.8 Apêndice H – Expressão gênica após realização do silenciamento por 
shRNA.  
 

 
Figura 23. Expressão gênica de lbp-3 após silenciamento gênico. Barra em 

branco representa nível de expressão gênica de lbp-3 de animais tratados com shRNA 

para silenciamento do gene lbp-3; Barra em preto representa o nível de expressão 

gênica do gene lbp-3 de animais tratados com shRNA para silenciamento do gene gfp 

(controle).  
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8.9 Apêndice I – Cladograma de membros da família das FABPs. 
 

 
Figura 24.Cladograma das proteínas FABPs. Cladograma construído a partir das 

sequências homólogas às LBPs de C. elegans. Triângulos vermelhos indicam a 

proteína LBP-3.  
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8.10 Apêndice J – Sequências primárias das FABPs de espécies não 
anidrobiontes.  
 

6LJX_A 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMADAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVA

GMAKPNMIISVNGDVITIKSESTFKNTEISFILGQEFDEVTADDRKVKSTITLDGGVLV

HVQKWDGKSTTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA 

NP_004093.1 

MVDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILTLKTHST

FKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQETTLVRELIDGKLI

LTLTHGTAVCTRTYEKEA 

NP_001435.1 

MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITCDGKNLTIKT

ESTLKTTQFSCTLGEKFEETTADGRKTQTVCNFTDGALVQHQEWDGKESTITRKLK

DGKLVVECVMNNVTCTRIYEKVE 

CAA71305.1 

MADAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDILTLKTHST

FKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDGGKLVHLQKWDGQETTLVRELIDGKLI

LTLTHGTAVCTRTYEKEA 

6XU5_A 

GMSDKFLGTWKLVSSENFDDYMKALGVGLATRKLGNLAKPTVIISKKGDIITIRTEST

FKNTEISFKLGQEFEETTADNRKTKSIVTLQRGSLNQVQRWDGKETTIKRKLVNGKM

VAECKMKGVVCTRIYEKV 

NP_034304.1 

MADAFVGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDTITIKTQST

FKNTEINFQLGIEFDEVTADDRKVKSLVTLDGGKLIHVQKWNGQETTLTRELVDGKLI

LTLTHGSVVSTRTYEKEA 
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4AZO_A 

GSHMASLKDLEGKWRLMESHGFEEYMKELGVGLALRKMAAMAKPDCIITCDGNNIT

VKTESTVKTTVFSCNLGEKFEETTADGRKTETVCTFQDGALVQHQQWDGKESTITR

KLKDGKMIVECVMNNATCTRVYEKVQ 

1G74_A 

CDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDLVTIRSEST

FKNTEISFKLGVEFDEETVDGRKVKSIITLDGGALVQVQKWDGKSTTIKRKRDGDKL

VVECVMKGVTSTRVYERA 

NP_694493.1 

MADAFIGTWNLKESKNFDEYMKGIGVGFATRQVANMTKPTTIISKEGDVFTLKTVST

FKSTEINFKLGEEFDETTADDRKVKSVITLDGGKLLHVQKWDGKETTLLREVSDNNL

TLTLTLGDIVSTRHYVKAE 

NP_001004682.1 

MVDKFVGTWKMTTSDNFDEYMKAIGVGFATRQVGNRTKPNLVVCVDEQGLICMKS

QSTFKTTEIKFKLNEPFEETTADDRKTTTVMTIENGKLVQKQTWDGKESTIEREVSD

GKLIAKCKMGDVVAVRTYVKEA 

NP_571680.1 

MVDAFCATWKLVDSQNFDEYMKSLGVGFATRQVGNVTKPTIVISHEGDKVVIKTLS

TFKNTEISFKLGEEFDETTADDRHVKSTVSLEGDNLVQVQRWDGKETKFVREIKDG

KMVMTLTFEGVQAVRTYEKA 

NP_077076.1 

MADAFVGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGDTITIKTHST

FKNTEISFQLGVEFDEVTADDRKVKSVVTLDGGKLVHVQKWDGQETTLTRELSDGK

LILTLTHGNVVSTRTYEKEA 

NP_036865.1 

MPVDFNGYWKMLSNENFEEYLRALDVNVALRKIANLLKPDKEIVQDGDHMIIRTLST

FRNYIMDFQVGKEFEEDLTGIDDRKCMTTVSWDGDKLQCVQKGEKEGRGWTQWI

EGDELHLEMRAEGVTCKQVFKKVH 
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AAD37371.1 

MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNLIISVEGDLVVIRSES

TFKNTEISFKLGVEFDEITPDDRKVKSIITLDGGVLVHVQKWDGKSTTIKRRXDGDKL

VVECVMKGVTSTRVYXRAXAKGRGPGLKFASNSTIT 

OCT94390.1 

MEKFAGTWRLVDSKNFDEYMKALGVGFATRQIGNVTKPTTIISVDGDKIVVQTQSTF

KNTEVSFKLNEEFDEITADDRKCKSLVTLEDGKLKHVQKWDGKETILIREVDGDKLV

LNLTFGDVASSRHYERA 

NP_001085576.1 

MEKFAGTWRLVDSKNFDEYMKAIGVGFATRQIGNVTKPTTIISLDGDKIIVQTQSTFK

NTEVSFKLNEEFNETTADDRKCKSLVTLEDGKLKHVQKWDGKETTLIREVDGDKLV

LTLTLADVVSSRHYEKA 

NP_001087276.1 

MVDQFVGSWKLTDSQGFDEYMQSLGVGFATRKAGAMAKPNVIISVNGDEILLKTES

SLKTTEVTFKLGQEFDEQTADNRKTKTIITCDSGVLNQVQKWDGKETTIQREIKNGH

LVVTCSMGDVKCVRTYEKMKA 

NP_001027180.1 

MSFVGKKYKLDKSENFDEYMKELGVGLVTRKMGNSLSPTVEVTLEGDTYTLTTTST

FKTSAISFKLGVEFDEETLDGRNVKSIITLDGNKLTQEQKGDKPTTIVREFTDNELITT

LTIGNVKCVRVYKAV 

AAN71654.1 

TSCAEHRPNIPKMSFVGKKYKLDKSENFDEYMKELGVGLVTRKMGNSLSPTVEVTL

EGDTYTLTTTSTFKTSAISFKLGVEFDEETLDGRNVKSIITLDGNKLTQEQKGDKPTTI

VREFTDNELITTLTIGNVKCVRVYKAV 

XP_035659742.1 

MPVDLSGTWKLDSSENFEEFMKKLEVNMALRKMGALAKPTTEITQTGNHFVVKTST

TFKNTVVEFDIDQEFDEKTADDKEVKSVATWDGDKLVVTQKRGPPIGDVLYIRELQG

DDALLLTCTAGDVVCKRHYKKSK 
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XP_035660104.1 

MADDSIAGKWKLDRSENFEEFLEEMGAPWIARKAAAKSSPTQEIIINGDQIEIKISSIM

STNIMKFTIGTEFESEWAKNKSKAIANWEDGKLVLKENGANGEIVTTRHVEGGELM

MILNTPKGVVCKRIFKKSE 

KAF8366920.1 

MAAEKFIGRWNSASSENFEEYMKECGVGLLTRKAAANIKVTLEFKKQGNKWVCAQ

ESTFKNTSLEFELDKEFEETTPDGRKYLTLVTITPEGKFIQRQKKIKDGDKDSTITRHV

DDNDILNVVMECGSIVCKRTYTRQK 

KAF8375376.1 

MRLLGLLLFCLAVSVSASSIPEKFFGRFKIDRSENFDEFLSAKGVGFITRQLIKLASVT

KVFAKGEAEGTYVYENLSSKKDVKYTFKLGEQFTAEGLDSTQHEITFDVKGDEVTE

HHKRVGNPDVSPETYHYTISEDNSELIMTMTNNGITCKRFLKRE 

KAF8383068.1 

MADQFIGKWNNTTSDNFDAYLKEVGVGMVTRTVASKLKPTLTFEVNGDDWTMTSI

STFKTHVTKFKLGQEFEDKTIDGREVTSKFELDGTKLIQTEKGKSEGKDSRIERSISG

NTLTINMECNGVKSVRVYEKA 

KAF8384924.1 

MRLLLSSLLLLSIGLVVSANTSLPDKFYGKFTLDHSENFDEYLEAKGYGWFTRKLVTL

ATFEKVFTKGAGSTFDYENLTTKKNVAYKGVTLGKEFEGEGLDSEKHKITFYMKGD

KLFEKHVPVNKSGEAKEEEYEYYFDGDFLLVKMEANGVIGKRFYKRVTA 

CAF1270838.1 

MASSDVEGLKGSWNYADGENFDEYMKEIGVGLTSRLAAKSIKPRLIISENGGKWTV

RSESTIKTTSYEFTPGVEFDETTPDGREVKSTINFKGNKWVHTAVDKNGKESVVTR

YVDDKGRHMIDMECGSVKARRWYQRAE 

CAF1270804.1 

MANTGIEALKGSWDHVDDDNFDEFMKELGVGWTIRMAAKAVKPHLIINENNGKWAI

KSESTFKTVFYEFTPGVEFDETTPDGRQVKTTITFEGNKWTSTTIDKNGKKSIVTRY

VDDNGQQMIEMECGSVKARRWYKRVQ 
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CAF1482286.1 

MASADSDIQMLKGTWDYVDGENFDEYLKEAGISWVLRQAAKAVTKEKMIISADNNG

KWTLKSESTLKNTVYEFTPGVEFNETRADGAEVKSTITFDNNTSRWIHNAIDKQGKL

VHIERYVDDKDKQQVELTCGNVKARRRYKRVG 

CAF1099585.1 

MDSSGVQGLKGSWDYVDGENFDEYMKELGVGWALRLTAKGVKPRLIISEANGKW

TVRSESAIKTVIYEFTPGVGFDETTPDGREVDSTISFEGNKWIHTSIDKSGKKSVVTR

FIDENGQQMIHLECNSTKARRWYKKVD 

XP_002115178.1 

MAEKNVIGKWKLVRSDENFENYMTQIGIGKVGRAWRKKYKPTQIIVKLGNKMAIRTT

NGLFVNLAEFELGEELTEKTVKGEVVKTTYTFEGDDEQTLTSTSNGSKHGILKTERV

VEGSEMVHTLTICDIVCKRYYKKVGEAPPFEKVIPPKPGSADAPASEHDANEEKEDQ

ED 

XP_002115009.1 

MATFSSDNPICGKWKLDHSENFEEYLKAAGVGAIKRQLAKRTSHIEQTIKCLDGNKV

AIKIWSRVLTKEDTYVIDEAIDEETLEGEKVKGTMTFDGTKLTNTMAGTKKSPAYTIR

YIEGDNLVHEFHYSGTTCKRFYNRME 
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8.11 Apêndice K – Sequências primárias das FABPs de espécies anidrobiontes. 
 

NP_508557.1 

MCAKIALLLVLVGAASAAVLPDKFYGTFDLDHSENFDEYLTAKGYGWFTRKLVTFAT

FKKVFTKTSNKNLFDYSNLTSKKDVHYKNVQLGKAFQGEGLDSTKHEITFTLKDGHL

FEHHKPLEGGDAKEETYEYLFDKEFLLVRMSFNGVEGRRFYKRLP 

NP_508558.1 

MSSKFLILLAFCGATLVAAEQLPEKFYGTFDLDHSENFDEYLTAKGYGWFTRKLVTF

ATFKKVFAKNANKNLFDYSNLTSKKDVFYKNVQIGSKFEGEGLDNTKHEVTFTLKDG

HLFEHHKPLEEGESKEETYEYYFDGDFLIQKMSFNNIEGRRFYKRLP 

NP_001379901.1 

MNLYLTLFSFCFLAIMAEAASEIPEKFFGKYDLDRSENFDEFLAAKGVSWFVRQMIK

LAKVSKVLAKNETPGKYNMENLTSKKNTLYHGWELGKTFEAEGLDGVAHKITFSFK

DGVLSEHHIRLNDPEHSAETYYYTIENDQLVMKMVNNGITCRRWFKRSTGKK 

CCD65781.1 

MSVPDKFFGRYQLDKSENFDEFLSSKGVNWFVRQMIKLAGLTKIISQNQEAGKYNM

ENLTSKKNTNYQAWELGKKFEAPGLDGNQHEITFDFKDEILSEHHIRLNEPETSAET

YFYTIDDQNQLVMRMENNGIVCRRWFKRVEQK 

CCD68990.1 

MSAEQFVGRWKLVESENFEDYLKEVGVGLLLRKAACAAKPTLEIKVNGNKWHVNQ

LSTFKNTTLEFTLGVEFDETTPDGRQFKSTITIEDGKVVHVQKRIKDSDHDSVITRWF

EGEKLITTLQSGSVISRRAYIRE 

CCD68988.1 

MSQEFVGRWKLIHSENFEEYMKEVGVGLITRKAAANLKPTLEIKVEGDLWYSNQYS

TFKNTTLSFKLGQEFDETTPDGRTVKSVVNFENGKFIHIQKKIKDSDKESIITRWLEG

DKLITTLESGSVVSRREYVRE 

 CAB03387.1 

MASMNDFIGRWKLVQTENFDEYMKEIGVGLITRKAAAHLKPILEIRLDGETWNFDQF

STFKNTKLSFKLGEEFVENSPDDRTYNSLFTFENGKLTHRQNKIKENHKSSVLTTWL

ENGKLIQTYQSGDVICRREWERE 
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CAB03391.2  

MVSMKEFIGRWKLVHSENFEEYLKEIGVGLLIRKAASLTSPTLEIKLDGDTWHFNQY

STFKNNKLAFKIREKFVEIAPDERSYNTLVTFENGKFISHQDKIKENHHSSVFTTWLE

NGKLLQTYQSGSVICRREFVKE 

NP_001033511.1 

MLSAFFKTAHCALRNMPIQTDLVGKWNFVSSENFDEYLKEVGVGWAIRTIATKTKPA

LEFAVNGDEWTMNSNSTFKNYTLKWKLGTASDEKTADGRDVSSVFSIENDHLVQIE

TGKGGGKDSRIERYIENGKLVIVCTCNGVKCTRVYEKAA 

OQV13925.1 

MADQFIGNFELVSSDNFDKYMEAIGVGFLLRKVANSQKTAQVEITKNGDQYNIKTITS

VKTIEVKFKLNEEFKEATLDGREVNTTFTVEGNVLRQTQRGIKDKDFVSTIDRQITPE

GFDATIKYKDVTAVRKYKRN 

OQV13472.1 

MATPVADITGRWDLHSSEGFEDYLKAVGVNFVLRKLICSISASTLEITKEGDTYTLKTI

SSMKTVETKFKLNEEFDDKLMDGRECQTLFTLDGNVLKTRQKTKDGFETTIEREITP

EELKTTIRYKDVVCKRNFRKAAA 

OQV19091.1 

MADITGKYSLESSENFDEYMQSIGVGFLKRKAASALSTAVVDITKTGPDAYVLKTTTT

LKTTELPFVLNKEVPETTIDGREVKALFTLDGNILKQKQTGADGFESTIDREFTPTGLI

ATLYHKNVTAVRKYKKV 

OQV22369.1 

MADITGTYKLTSSEHFDDYLKAVGVNFILRKLATTVESATVEITKNGEEYTIKTTTAVK

SAEIKFKLGEPFTEHTMDGRDVETTFTLEGNLLKQVQHDIKGGFDSFSDREFNGDE

LITTMRCKDAVAVRKYKKE 

GAU88111.1 

MDSKVETADITGRWDLYNSEGFEDYLKAVGVNFILRKLISRMAASTLEITKDGDEYT

MKTISSMKTIETKFKLDQEFDDKLMDGRECRTLFVLDGNVLKQRQRTPDGFETNVE

REVTKEEVITTIRYKDVTCVRKFRKTAT 
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GAV05213.1 

MAQQNVDITGLYKLTSSENFDEYLKAVGVSWALRTAVKALGSVGSATVEITKIGQDE

YSIKTVTSIKQAEIKFKLGQEFVEKTLDGRDVNTTFTLTGNTLKQTQKDPKGDFQTTV

DRDFVGDEMTTTMRAKDVVCVRKYHKEPKA 

GAV02867.1 

MSVDITGKYQMHSSQNFDEFLKAVGLSLLKRKLASAMEVATVDITRSGSTYTIRTTT

PLKTHEVTFVLGMTMHETTIDGREVQV 

GAV01858.1 

MTVEGVYTSAAAFSRQTLGPVTFSLVFPLYCKLISANKMADKILGTYDLVESKDFDK

YMEAIGVGFLMRKMANSTTSMQVEISQNGDDFTIKSISKLKTSEVKFKLNQETKETT

MDGREVLSTFTLDGNTLTQVQKGIKDPSFVSTIERKFTSEGMVATLKHKDVVAVRTY

KKI 

CAF0838768.1 

MTSSGCDGLKGTWDYVDGENFDEYMKELGVGMATRLAAKGVKPRLVISENGGKW

TVRSESSIKTTSYEFTPGVEFNETTPDGREVKSTISFEGNKWVHTSVDKNGKKSVVT

RYVDDKGQQMIDMECGSVKARRWYKRA 

CAF0838730.1 

MAGVEALKGRWDYVDGENFDSYMKEIGVGMATRLAAKGIKPRLIISEDGGKWTVRS

ESSIKTVSYDFTPGVEFNETTPDGREVKSTISFEGDKWVHTSVDKDGKKSVVTRYV

DDKGQQMIDMECGSVKARRWYKRAE 

CAF1212134.1 

MTSGSIQALKGTWDYVDSENFDEFMKELGVGWAIRMAAKGVKPRLVISENDGKWN

IKSESTFKTVAYDFTPDVEFNETTPDGREVTTVIHFHGDKWVNVSIDKNGKKSVITRY

VDDKGQQMIDMECGSVKARRWYKRAS 

CAF1212151.1 

MAGVEALKGRWDYVDGENFDNYMKEIGVGMATRLAAKGIKPRLIISEDGGKWTVR

SESSIKTVSYDFTPGVEFNETTPDGREVKSTINFEGDKWVHTSIDKDGKKSVVTRYV

DDKGQQMIDMECGSVKARRWYKRAE 
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CAF1106252.1 

MDSSGVQGLKGSWDYVDGENFDEYMKELGVGWALRMTAKGIKPRIIISEAGGKWT

LRTESAIKTVTYDFTPGQEFDETTPDGREVKSTINFEGNKWVHTSIDKNGKKSVVTR

YVDDKGQHMIEMECGSVKARRWYKRAE 

ES492760.1 

MAVTGKFKLVSSENFDEYMKAIGVGFATRKIANSLSPTVEISVNEEGEYTLKTSSTFK

TSEIKFKLGEEFDEERQDGKKVKSTVTKEGNKLTHVMKADDKPSTITREVNGDEMK

TILTVDDVVCTRLYKRVD 

FS597869.1 

MAWEGKKYKLDRQENFEEYMKKIGVGMVLRKMGMSVHPTVYLVKDGDEYSFHTD

STFKNTVMKFKLGEEFENETLDGRKVQTVITIDGNTMTQVEKGEKKSVIVREFSDSE

VVVTCEYDGVVSKRWYKVV 

FS596529.1 

MSIVFNKKYKLDRSENFDEFLKELGVNYLIRKMANSTTSTVELVKLDDETYSFNTTST

FRSQELKFKLNEEFTEKRMDGAEVKSTITFEGNKMIQRQKGDKEIVLERVFTQDELIL

TCTVNNVVAKRWFKAVA 

FS598464.1 

MKKIGVGMVLRKMGMSVHPTVYLVKDGDEYSFHTDSTFKNTVMKFKLGEEFENET

LDGRKVQTVITIDGNTMTQVEKGEKKSVIVREFSDSEVVVTCEYDGVVSKRWYKVV 

DY523190.1 

MAASAGVEGLKGSWDYVDGENFDDYMKELGVGMMMRMTAKGIKPRLVISQNGDK

WTVRSESSIKTTSYDFTPGVTFDETTPDGREVKSTINFEGNKWVHTTVDKNGKQSV

VSRFIDANGHHMIDLECGKVKARRWYKRVE 

FG619536.1 

MMVRTVASKLKPTLEFIVNGDEFTMTSVSTFKTIVVKWKLGEEFDDKTGDGREVTQ

LFTIENDRLIQIEKGKNGGKDSRIERYIEGGLLIIVCECNGVKCTRKYEKST 

CABFKN010009087.1 

MASEFAGKWDFESSENFDEYMKAVGVGLITRKVANNAKPTLVFEINGDHWTIKSLS

AIKNVTVEFELDKEFEETTGDGRKVMVSNNFYL 
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CABFKN010005125.1 

MAQEFAGNWNFESSDNFDEYLKAVGVGLITRKVAANLKPQIVIKVDGDHWRLESNS

TFKNIVVEFDLGKEFEETTGDGRKVMVSNVLISHCVVSVDI 

GW406630.1 

MLYAKILSLIVLIFAVSTVEMSSEIPENFLGKFKLDKSENFDAYLETKGLNWFLRKIICL

SSVTYVFKKGSEPGKYTCVVHSKKTIEYPDWKIGEMFEGEGMDGTKHKITFTMPND

NTLDEHHDRYQIEGDNQELYHYTREGDYLVQTMSNKGVTAKRWHKLV 

GW408206.1 

MKLSILFVFAIIGFAAYASAEDFPQEFLGSWSVGKSENLDEYLTEKGYGWFTRQLVK

AASITKTFTRTESGRFTAKVETTKKDVEWVNVPFNEYFEGDYVDGGKHKMKFYYEN

GALFEDHKPVDTTGEAKAELYKYEKDGANSMIMYMTANGVTAKRWYNKN 
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8.13 Apêndice L - Aminoácidos mais conservados em um grupo em relação ao 
outro. 
 

 
Figura 25. Razão entre os aminoácidos mais conservados em um grupo em 
relação ao outro. Estão apresentados os aminoácidos mais conservados em um 

grupo em relação ao outro para as FABPs (razão ≥ 2,0). As barras em preto 

representam aminoácidos mais enriquecidos no grupo não anidrobionte, e em branco 

representam aqueles enriquecidos no grupo anidrobionte. L44 – leucina com posição 

44; A49 – alanina com posição 49; I62 – isoleucina com posição 62; T81 – treonina 

com posição 81; A96 – alanina com posição 96; F105 – fenilalanina com posição 105; 

D108 – ácido aspártico com posição 108; E108 – ácido glutâmico com posição 108; 

G110 – glicina com posição 110; W118 – triptofano com posição 118; D119 – ácido 

aspártico com posição 119; S123 – serina com posição 123; D131 – ácido aspártico 

com posição 131.  
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8.13 Apêndice M – Resultado da busca no PDB. 
 
Tabela 6. Retorno da busca no pdb utilizando LBP-3 de C. elegans como isca. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6I8X Ascaris suum As-p18 47% 2,17E-34 2,3 Å
6I9F Ascaris suum As-p18 47% 2,17E-35 -
5HZ8 Homo sapiens FABP4 26% 5,78E-08 1,12 Å
2A0A Dermatophagoides farinae Der f 13 31% 4,19E-06 -
4LKT Homo sapiens FABP5 27% 5,68E-06 2,57 Å
1JJJ Homo sapiens E-FABP 27% 5,68E-07 -
6C1Z Caenorhabditis elegans LBP-8 24% 1,04E-05 1,3 Å
4LKP Homo sapiens FABP5 27% 5,68E-06 1,67 Å

ID PDB E - value ResoluçãoPtna Identidade 
vs C. elegans 

Espécie
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8.14 Apêndice N – artigos selecionados. 
 
Tabela 7. Artigos descrevendo aminoácidos com função estrutural em FABPs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Autor Artigo
Esteves & Ehrlich, 2006 Molecular evolution of vertebrate fatty acid-binding proteins

Baisong et al., 1997 Secretion of a novel, developmentally regulated fatty acid-binding protein into the perivitelline fluid of the parasitic nematode, Ascaris suum
Ibáñez-Shimabukuro et al., 2019 Structure and ligand binding of As-p18, an extracellular fatty acid binding protein from the eggs of a parasitic nematode
Ibáñez-Shimabukuro et al., 2014 Resonance assignment of As-p18, a fatty acid binding protein secreted by developing larvae of the parasitic nematode Ascaris suum

Li et al., 2014 Concerted dynamic motions of an FABP4 model and its ligands revealed by microsecond molecular dynamics simulations
Floresta et al., 2017  Adipocyte fatty acid binding protein 4 (FABP4) inhibitors. A comprehensive systematic review

Babin, 2009 Molecular evolution of vertebrate fatty acid-binding proteins
Storch & McDermott, 2008 Structural and functional analysis of fatty acid-binding proteins

Marr et al., 2006 Expression, purification, crystallization and structure of human adipocyte lipid-binding protein (aP2)
Liou & Storch, 2001 Role of surface lysine residues of adipocyte fatty acid-binding protein in fatty acid transfer to phospholipid vesicles

Chen et al., 2020 Molecular mechanism with regard to the binding selectivity of inhibitors toward FABP5 and FABP7 explored by multiple short molecular dynamics simulations and free energy analyses
Gutiérrez-González et al., 2002 Solution structure and backbone dynamics of human epidermal-type fatty acid-binding protein (E-FABP)

Hohoff et al., 1999 Expression, purification, and crystal structure determination of recombinant human epidermal-type fatty acid binding protein. Biochemistry
Zimmerman & Veerkamp, 2002 New insights into the structure and function of fatty acid-binding proteins.

Constantine et al., 1998 Backbone and side chain dynamics of uncomplexed human adipocyte and muscle fatty acid-binding proteins
Veerkamp et al., 1999 Structural and functional studies on different human FABP types

Hunter et al., 2018 Molecular dynamics simulations of apo and holo forms of fatty acid binding protein 5 and cellular retinoic acid binding protein II reveal highly mobile protein, retinoic acid ligand, and water molecules
Tillman et al., 2019 Structural characterization of life-extending Caenorhabditis elegans Lipid Binding Protein 8

Zimmerman et al., 1999 Functional and conformational characterization of new mutants of heart fatty acid-binding protein
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8.15 Apêndice O– descrição da função estrutural dos aminoácidos descritos na literatura.  
 
Tabela 8. Descrição da função de aminoácidos divergentes entre os grupos. 

 
Destacados em azul encontra-se a função descrita para os aminoácidos indicados pelos triângulos vermelhos no alinhamento. 

Modelo Proteína Aminoácido Posição alinhamento Função Referência
FABPs G47 45 100% identidade entre FABPs Esteves et al. 2006
FABPs G29, N38, F39, 61P, G70, K83, 93G, 96F, D102, R156, Y158 27, 36, 37, 59, 67, 79, 88, 91, 97, 147, 149 76% identidade entre FABPs Esteves et al. 2006
FABps R106, R126, Y128 127, 147, 149 Interação com grupo COOH do ligante Esteves et al. 2006
As-p18 K43, R138, Y140 55, 147, 149 Interação com grupo COOH do ligante Ibanez et al. 2019
As-p18 A48, A49, S50, G51, L52, P53, D54, R55 65-69 Inserção de resíduos de cadeia lateral positiva em nemFABPs (βB-βC) Ibanez et al. 2019
As-p18 V107, D108, D109, P110, W111, D112 124-130 Inserção de resíduos de cadeia lateral negativa em nemFABPs (βG-βH) Ibanez et al. 2019
As-p18 D5-F7 23-25 Hélice 3-10 característico das FABPs de subfamilia IV Ibanez et al. 2019
As-p18 W30, I31, V35, L38 49, 50, 53, 56 Motivo dedo de zinco Ibanez et al. 2019
FABP4 C117 138 Regula a entrada do ligante no portal Li et al. 2014
FABP4 F57 78 Atua como "chave" do portal expondo (aponta para fora) ou não (aponta para dentro) o ligante ao solvente Li et al. 2014
FABP4 W29 50 Em contato com F57 determina conformação fechada da proteina Li et al. 2014
FABP4 F16, R106, C117, R126, Y128 25, 127, 138, 147, 149 Posicionamento do ligante próximo ao fundo da cavidade Li et al. 2014
FABP4 F16 25 Posicionamento do ligante próximo ao portal Li et al. 2014
FABP4 K21, K31 42, 52 Resíduos básicos fundamentais para transferência por colisão storch et al. 2009
FABP4 D17, D18, K21, R30 38, 39, 42, 51 Resíduos necessários para interação com Lipase hôrmonio sensível storch et al. 2009
FABP4 K21, R30, K31 42, 51, 52 Formam um sinal de localização nuclear storch et al. 2009
FABP4 L66, L86, L91 87, 107, 112 Formam um sinal de exportação nuclear storch et al. 2009
FABP4 R126, Y128 147, 149 Ligaçãoes de hidrogênio com grupo COOH do ligante Marr et al. 2006
FABP4 F16, M20, F57 25, 41, 78 Resíduos hidrofóbicos, realizam interações de Van der Walls com o ligante Marr et al. 2006

Roedor FABP4 K32, K59 52, 79 Altera taxa de transferência de Acido gráxo através da membrana Liou & Storch. 2001
FABP5 C43, 47, 67, 87, 120, 127 61, 65, 85, 105, 138, 145 Ponte de sulfeto entre C120-127 Gutiérrez-González et al. 2002
FABP5 Hidrofóbico 4, hidrofílico 5, Hidrofílico 6, F7 22-25 Subfamília IV Gutiérrez-González et al. 2002
FABP5 L7, F65, C67, C87, F89 25, 83, 85, 105, 107 Menor estabilidade estrutural Gutiérrez-González et al. 2002
FABP3 F4, I62, F64, V84, L86 25, 83, 85, 105, 107 Maior estabibilidade estrutural Gutiérrez-González et al. 2002
FABP5 L60, V118 78, 136 Menor energia de ligação com ácido graxo Gutiérrez-González et al. 2002
FABP3 F57, L115 78, 136 Maior energia de ligação com ácido graxo Gutiérrez-González et al. 2002
FABP5 R109, R129, Y131 127, 147, 149 Ligaçãoes de hidrogênio com grupo COOH do ligante Hohoff C et al. 1999
FABP5 F19, M23, L32, M35, G36, V118 37, 41, 50, 53, 54, 136 Interações de Van der Waals Hohoff C et al. 1999
FABP5 L60 78 "Chave"do portal apontando para fora Hohoff C et al. 1999
FABP5 Y22 40 Sítio de fosforilação Hohoff C et al. 1999
LBP-8 R81 99 Diferença estrutural Tillman et al. 2019
LBP-8 K24, R33, K34 42, 51, 52 Formam um sinal de localização nuclear Tillman et al. 2019
LBP-8 25-IGVGLLI-32 44-50 Resíduos hidrofóbicos, sugerindo FABP de interação com membrana (colisão) Tillman et al. 2019
LBP-8 F19, F60, L65, F67, F73, F94, F110, T112, F134 37,78, 83, 85, 91, 112, 125, 127, 149 Resíduos hidrofóbicos, realizam interações de Van der Walls com o ligante Tillman et al. 2019
LBP-8 Q56,Q121,Y123,R132 74, 136, 138, 147 Ligações de hidrogênio com grupo COOH do ligante Tillman et al. 2019
LBP-8 F134 149 "Prejudica" a interação com o grupo COOH do ligante Tillman et al. 2019
LBP-8 T112 127 Reduz a força de atração eletrostatica com o grupo COOH do ligante Tillman et al. 2019

C. elegans 

H. sapiens

Invertebrados

Ascaris suum

Camundongo

H. sapiens

H. sapiens
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8.16 Apêndice P – Predição da formação de pontes de sulfeto.  
 
Tabela 9. Predição de ponte dissulfeto em LBP-3 de P. superbus. 

Posição (AA) Distância (AA) Ponte dissulfeto Score 

59 
19 LRKIICLSSVT-PGKYTCVVHSK 0.4 

78 

AA: Aminoácido 
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