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REsumo
(Bifano, T.D.), Fisiologia Molecular Intestinal de Dysdercus peruvianus (Hemiptera).
2008. 173 paginas. Tese de Doutorado - Programa de Pdés-Graduagdo em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

A partir da identificagdo de catepsinas L em ensaios in vitro e em zimogramas
partimos para purificagdo desta enzima no inseto. A regido V2 foi selecionada como
fonte de obtenc&o da cisteina proteinase ja que dentre os trés ventriculos o segundo
apresentou maior atividade especifica. Apds diversas tentativas de isolar esta
proteinase, foi estabelecida uma marcha de purificacdo que envolvia em todas as
etapas a participagdo de metil metanosulfonato (MMTS), o que inativa a proteinase
evitando assim autdlise ao longo do processo de purificagdo. A marcha consistiu de
trés passos cromatograficos (troca-ibnica, filtragcdo em gel e afinidade, nesta ordem)
onde foi observada a presengca de duas cisteina proteinases, cada uma
apresentando respectivamente as seguintes massas moleculares 32 e 45 kDa (SDS-
PAGE). As duas cisteina proteinases possuem o mesmo pH 6timo igual a 6,3. Além
disso, estas enzimas foram termicamente inativadas a 40 °C segundo uma cinética
de primeira ordem aparente, sugerindo a existéncia de apenas uma espécie
molecular de cada enzima na preparacdo com meia vida de 5 minutos para cis 1 e
4,8 minutos para cis 2. Foi determinada a constante de dissociagdo entre enzima-
inibidor, onde foi observado os valores de 17,3 nM para cis 1 e 7,11 nM para cis 2
através da titulagdo por E-64. A eficiéncia de catalise cis 1 e cis 2 € maior para o
substrato sintético Z-FR-MCA do que para Z-RR-MCA, indicando que tratava-se de
catepsinas L.

Com o intuito de descrever os mecanismos moleculares por tras dos
fendbmenos fisiologicos no intestino médio do Hemiptera Dysdercus peruvianus foi
construida uma biblioteca de cDNA a partir de mRNA deste tecido. Utilizamos ESTs
provenientes desta biblioteca com o objetivo de identificar genes transcritos
relacionados com proteinas de transporte de glicose além de enzimas digestivas.
Apds o processamento das leituras, surgiram 1053 ESTs uteis. Montando estes
ESTs por alinhamento de bases, foram produzidos 62 contiguos e 841 singletos, o
que totaliza 903 sequéncias unicas. Entre as sequéncias homoélogas encontradas as
mais relevantes para o nosso estudo foram: [-glicosidase (marcadora de

membranas microvilares), o-glicosidase (marcadora de membranas



perimicrovilares), aminopeptidase (espago perimicrovilar), catepsina L (conteudo de
vesiculas secretoras) e proteina transportadora de agucar do tipo GLUT. Estas
sequéncias encontradas tiveram a sua transcrigdo especifica (ou preferencial)
averiguada por RT-PCR semiquantitativo nos diferentes tecidos do inseto estudado
(intestino médio, tubulo de Malpighi, corpo gorduroso, glandula salivar, ventriculo 1,
ventriculo 2 e ventriculo 3 do intestino médio).

O transporte de glicose e agua in vivo foi estudado. Para isso, os insetos
foram alimentados com uma solugdo contendo glicose e corante ndo absorvivel
seguido de dissecacdo e analise do conteudo luminal. O transporte de agua e
glicose foi inibido por floretina 0,2 mM (inibidor do uniportador GLUT) e por florizina
0,1 mM (inibidor do simportador SGLT) e ativado por K.SO4 50 mM. Isto sugere a
presenca do transportador do tipo uniportador (GLUT), e do simportador K*-glicose
(SGLT), ambos co-transportando agua. O transcriptoma revelou proteina homodloga
a transportador GLUT cuja sequéncia esta parcialmente completa e foi analisada

com ferramentas de bioinformatica.

Palavras-chave: Dysercus peruvianus, Hemiptera, transcriptoma, catepsina L,
GLUT, SGLT.



ABSTRACT
(Bifano, T.D.), Intestinal molecular physiology of Dysdercus peruvianus (Hemiptera).
2008. 173 pages. PhD Thesis — Graduate Programe in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

After identification of cathepsins L in vitro assays and in zimograms we began
to purify this enzyme in insect midgut. The region V2 was selected as a source of
material for purifying a cysteine proteinase because it contains most of the activity of
that proteinase. After several attempts to purify this proteinase, an effective process
was developed that avoid autolysis with methyl methanethiosulfonate (MMTS), a
sulfhydryl-reactive and reversible sulfonating reagent for thiol-containing molecules.
The purify process was made by three chromatographic steps (anion-exchange
column, gel filtration column and affinity column in this order), where two cysteine
proteinase were purified, cys 1 and cys 2 with 32 and 45 kDa (SDS-PAGE). The two
cysteine proteinases have the same pH optimum of 6.3. Besides that, these enzymes
were thermicaly inactivated following apparent first-order kinetics with a half-life of 5
min (cys1) and 4.8 min (cys2) at 40 °C. Both Cys are inhibited by E-64 with a Kp of
17.3 nM (Cys 1) and 7.11 nM (Cys2). Both Cys are more active on Z-FR-MCA than
on Z-RR-MCA, suggesting they are cathepsins-L.

With purpose of describe the molecular mechanisms underlying physiological
phenomena in midgut of the Hemiptera Dysdercus peruvianus a cDNA library was
prepared from midgut mRNA. We used ESTs from this library to identify transcripts
genes related with glucose transport proteins besides digestive enzymes. Analysis of
1053 high-quality expressed sequence tags (ESTs) yielded 903 unique sequences
comprised of 62 contigs and 841 singlets. Among the homologous sequences found
the following are more relevant to our aim: [-glucosidase (microvillar membrane
marker), o-glucosidase (perimicrovillar membrane marker), aminopeptidase
(perimicrovillar space marker), cathepsin L (vesicles content) and sugar transporter
protein, GLUT. These sequences had its specific transcription (or preferential)
verified by semi-quantitative RT-PCR on different insect tissues (malpighian tubules,
salivary gland, fat body, midgut, midgut first ventriculus, second ventriculus and third
ventriculus).

The glucose and water absorption across the first ventriculus of the midgut of
the Hemiptera Dysdercus peruvianus were determined. The insects were fed with a
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glucose-non-absorbable dye solution, followed by periodical dissection of insects and
analysis of ventriculus contents. The transport of water and glucose can be inhibited
by 0.2 mM phloretin (GLUT inhibitor) and by 0.1 mM phlorizin (SGLT inhibitor) and is
activated by 50 mM K,SO4 The results suggest that D. peruvianus has a transporter
uniporter like (GLUT) and K'-glucose symporter like SGLT, both co-transporting
water. The transcriptome showed a GLUT homologous protein which sequence is
almost complete and was analyzed by bioinformatics tools.

Keywords: Dysercus peruvianus, Hemiptera, transcriptome, cathepsin L, GLUT,
SGLT.
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1 -INTRODUGAO

1.1 - CONSIDERAGOES INICIAIS

Dentre os numerosos filos que constituem o Reino Animal, o filo Arthropoda
se destaca dos demais, devido a diversidade de formas de vida, correspondendo a
83% do reino animal, agrupados em diversas classes que estdo distribuidas em
cinco subfilos (Trilobitomorpha, Chelicerata, Myriapoda, Hexapoda e Crustacea)
(Gallo, 1978). Dentre elas, a classe Insecta que faz parte do subfilo Hexapoda é
considerada a maior e a mais bem sucedida de todo filo Arthropoda, representando
73% dos invertebrados e 83% dos artropodes (Maranhéo, 1977).

O subfilo Hexapoda compreende fundamentalmente artrépodes terrestres,
grupos que hoje habitam ambientes aquaticos invadiram secundariamente tais
habitats através de adaptagbes comportamentais e modificacbes em seus sistemas
para trocas gasosas com o ar. Os primeiros registros indiscutiveis de fosseis de
hexapodes s&o criaturas sem asas do Devoniano inferior (390 milhdes de anos
atras) que lembram os colémbolos modernos (Collembola) e as tragas-saltadoras
(Archaeognatha), os primeiros insetos fosseis com asas apareceram mais tarde no
Devoniano. No entanto, existem rastros fosseis que se parecem muito com os dos
hexapodes, e o reldogio molecular sugere uma origem dos insetos do inicio do
Siluriano.

A mais espetacular irradiagao evolutiva dos Hexapoda ocorreu, sem duvida,
entre insetos, os quais habitam quase todos os habitats concebiveis no meio
terrestre e na agua doce e, de forma menos comum, até na superficie dos oceanos e
regides litoraneas marinhas. Insetos também s&do encontrados em locais muito
improvaveis, tais como pogos e lagoas salgadas. Frequentemente vivem onde pouco
dos demais animais ou plantas conseguem existir. Ndo € exagero dizer que os
insetos governam a terra. Sua diversidade e abundancia desafiam a imaginagao.

Ndo sabemos quantas espécies de insetos existem, nem mesmo quantas
foram descritas. Estimativas publicadas do numero de espécies descritas variam de
890.000 até mais de um milhdo. Uma média de aproximadamente 3.500 novas
espéecies tem sido descrita anualmente, de Lineu, em 1758, embora, nas ultimas
décadas, essa média tenha subido para 7.000 novas espécies por ano. As
estimativas do numero de espécies que ainda deverdo ser descritas variam de 3

milhoes a 100 milhodes.
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A rica diversidade dos insetos parece ter surgido através da combinacéo de
caracteristicas vantajosas, incluindo a exploracdo evolutiva dos genes de
desenvolvimento trabalhando sobre corpos segmentados e compartimentalizados, a
coevolugdo com as plantas (particularmente plantas com flores), a miniaturizagéo, e
a invengao do vbo.

Em 1920, Brues apud Panizzi e Parra (1991) publicou um estudo sobre a
selecédo de plantas hospedeiras por parte de insetos, especialmente lepiddpteros e
concluiu que, salvo algumas excegdes, estes insetos demonstravam acentuada
preferéncia em selecionar plantas de familias ou géneros e sugeriu a idéia de uma
evolucdo paralela sendo mais tarde definido como uma evolugao adaptativa paralela
reciproca que determinava os padroes de uso da planta hospedeira pelos insetos.

Aproximadamente metade das espécies de insetos se alimenta de plantas,
entretanto, possivelmente nenhuma espécie de planta em seu meio ambiente é
atacada por todas as espécies de insetos e ndo € comum que um inseto, em seus
limites geograficos, se alimente indiscriminadamente de todas as plantas
(Thorsteinson, 1960 apud Panizzi e Parra, 1991). Simples observagdes demonstram
que os insetos vivem associados com certas espécies ou partes de plantas (Dethier,
1976 apud Panizzi e Parra, 1991).

A interacdo entre insetos e plantas levou ao longo da evolugdo ao
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra o ataque de pragas (Gatehouse
et al., 1990). Estudos tém revelado que as plantas defendem-se de insetos e
patdogenos produzindo substancias quimicas que os repelem ou intoxicam (Maug,
1982). Entre esses compostos existem proteinas capazes de inibir as enzimas
digestivas dos insetos e cujas concentragdes nas plantas podem variar em resposta
ao ataque pelas pragas. O conhecimento da distribuigdo das enzimas no tubo
digestivo dos insetos permitira inferir a facilidade de acesso do inibidor as diferentes
enzimas. Isso podera orientar a selegcdo de variedades de plantas economicamente
interessantes capazes de produzir inibidores das enzimas mais acessiveis e
eficazes, tornando-as mais resistente as pragas.

Embora a utilizagdo de genes que levam a expressdo de proteinas
potencialmente toxicas estarem sendo estudadas e muitas delas ja terem sido
inseridas em plantas de interesse econdmico tornando-as resistentes a insetos-
praga (Vaeck et al., 1987; Hilder et al., 1987), uma desvantagem dessa tecnologia

sdo os altos niveis da proteina normalmente requeridos para afetar o inseto (Brunke
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e Meeusen, 1991). Um maior conhecimento das enzimas digestivas dos insetos
poderia levar ao desenvolvimento de inibidores especificos dessas enzimas que
poderiam ser usados como uma nova geragao de praguicidas.

Os insetos também s&o excelentes modelos de estudo do sistema digestivo
devido a grande adaptagdo em relagcdo a dietas e habitat e também pelo seu
intestino ser uma das principais interfaces entre o inseto e 0 meio ambiente (Terra e
Ferreira, 2005).

Entretanto, o conhecimento sobre a organizagdo do processo digestivo dos
insetos ainda nao foi completamente elucidado (Terra e Ferreira, 2005). Entende-se
nesse contexto, a necessidade do desenvolvimento de estudos esclarecedores, uma
vez que a tecnologia de transferéncia de genes entre diferentes organismos ja se
encontra bem avangada, porém, o conhecimento de alvos a serem explorados ainda

€ reduzido.

1.2 - PERDAS AGRICOLAS CAUSADAS PELOS INSETOS E IMPORTANCIA ECONOMICA DA
CULTURA DO ALGODAO

A cultura do algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma das mais tradicionais do
Brasil e tem dado sinais de forte avanco nos ultimos anos. A sua cadeia produtiva
gera riquezas superiores a 25 bilhdes de ddlares anualmente, representando cerca
de 4% do PIB nacional e mais de 13,5% do PIB industrial (Téxtil, 2004 ).

O setor téxtil € um dos maiores empregadores do Brasil, com 1.650 milhdes
de postos de trabalho, apesar da forte modernizagdo tecnolégica que se vem
observando desde a abertura da economia, no inicio da década de 1990 (Anuario
Brasileiro do Algodéo, 2006).

No ano de 2005, o setor téxtil exportou 2,2 bilhées de ddlares, um recorde
historico, valor 5,89% superior ao do ano anterior (Anuario Brasileiro do Algodéao,
2006). A expectativa da Associagao Brasileira da Industria Téxtil (ABIT) € que o setor
téxtil, como um todo, atinja o valor de vendas externas de 4,0 bilhdes de ddlares, em
2008.

No campo, os sinais de avango sdo consideraveis. Apesar da redugcdo da
area plantada na safra 2005/2006, o pais tem colhido produgdes histéricas: 1.309,4
milhdes de toneladas de pluma na safra 2003/2004, 1.298,7 na safra 2004/2005 e
1.046,5 na safra 2005/2006, cultivando mais de 1 milhdo de hectares com a cultura
do algodao (CONAB, 2006).
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Além dos fatores tecnolégicos, o bom desempenho da cultura do algodao nos
ultimos anos deveu-se a melhoria do preco e ao aumento das exportagdes. O Brasil
esta no terceiro ano de exportagbes com quantidade significativa de algoddo em
pluma para o mercado externo, principalmente China e Europa. Em 2002, foram
exportadas 110 mil toneladas; no ano de 2003, foram 175 mil; em 2004, os
agricultores fecharam contratos para venda de 331 mil toneladas; e, em 2005, as
exportagdes alcangaram 391 mil toneladas. Essa garantia de mercado foi o fator
determinante para o aumento da produgdo, via expansdo da area colhida e
incrementos no rendimento médio da cultura, principalmente nos estados de Mato
Grosso, Goias e Bahia, que respondem por, aproximadamente, 71% da area colhida
e 80% da producédo nacional.

Ressalta-se ainda que a cultura do algodao modificou radicalmente a oferta
de emprego na agricultura dos cerrados brasileiros, onde, praticamente, emprega-se
o ano inteiro. O algoddo exige uma estrutura complexa, por isso requer um
contingente maior de pessoas trabalhando. Estima-se que, somente nos estados do
Mato Grosso, Goias e Bahia, na safra 2004/2005, foram gerados 89 mil empregos
diretos e 267 mil indiretos.

Trata-se de uma cultura de alta rentabilidade e de imensas possibilidades
para o Brasil, tanto para o cultivo de sequeiro como para o irrigado, que podera
avancgar paulatinamente e levar o Pais a ganhar posi¢gdes entre os quatro maiores
produtores de fibras do mundo, hoje representados pela China, EUA, india e
Paquistédo, caso as redugdes nos subsidios a produ¢cdo nos Estados Unidos sejam
executadas, em concomitédncia com o determinado pela Organizacdo Mundial do
Comércio, e a demanda mundial cres¢a a taxas acima dos 2,49% a.a., observadas
nos ultimos cinco anos. A competitividade do algodédo e da cadeia téxtil brasileira
esta entre as melhores do mundo.

Até o inicio da década de 90, a produg¢ao de algod&o no Brasil concentrava-se
nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Apds esse periodo, aumentou
significativamente a participagdo do algoddo produzido nas areas de cerrado,
basicamente da regido Centro-Oeste. Esta regido, que em 1990 cultivava apenas
123.000 ha (8,8% da area de algodao do pais) passou para 479.000 ha em 2002,
correspondendo a 63,0% do total da area. Os estados do Centro-Oeste,
reconhecidamente produtores de algod&o herbaceo, sdo: Mato Grosso, Goias e
Mato Grosso do Sul. Outros estados brasileiros que também estdo produzindo
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algodao no Cerrado sdo: a Bahia e o Maranhdo na regido Nordeste, cujos sistemas
de producdo apresentam caracteristicas semelhantes as do Centro-Oeste.
Atualmente, a regido Centro-Oeste responde por 74,47% do algodao produzido no
Brasil. Somando-se a produc¢ao do Centro-Oeste com a da Bahia e do Maranhé&o, o
algodao do cerrado representa mais de 80,0% da produg¢ao nacional.

E bem possivel que a natureza tenha desenhado a planta de algod&o
especialmente para os insetos, visto que suas flores sdo vistosas, coloridas e
grandes; além de suas folhas, as vezes também coloridas; os botbes florais, as
macas e os nectarios (florais, extraflorais e intraflorais) sdo largos e suculentos,
chegando a produzir grandes quantidades de acgucares soluveis por dia,
dependendo da espécie do cultivar, do ambiente que funcionam como estimulantes
para chamariz e posteriormente, colonizagcédo e recolonizagdo de insetos fitéfagos,
entre eles e Dysdercus peruvianus, inimigos naturais e outros artropodes (Soares,
2000).

Todavia, os insetos-praga representam um dos fatores limitantes para sua
exploragdo. Estima-se que nos EUA, apesar de um aumento de dez vezes no uso de
inseticidas de 1945 a 1988, as perdas anuais das planta¢des causadas por insetos
aumentaram de 7 para 13%. Em todo o mundo essa perda é de cerca de 20%
(Apoema, 2000). A consequéncia direta desses dados € o alto consumo de
agroquimicos no combate aos insetos-praga, o que eleva o custo de producgéo,
diminuindo a margem de lucro do produtor, associado aos problemas relacionados a
saude e poluicdo ambiental. A cultura do algoddo é uma das que mais consomem
agrotoxicos na lavoura, pois apesar de ocupar menos de 2,0% de area plantada
mundialmente com todas as culturas, neste cultivo sdo gastos, anualmente, em torno
de 25% de todo o inseticida utilizado pelo homem (Soares, 2000).

Meios de controle baseados na biologia dos insetos, conhecidos como meios
biorracionais chamam cada vez mais atengado. Entretanto um maior desenvolvimento
desse meio de controle requer um maior conhecimento dos mecanismos de defesa

dos vegetais e da interagéo inseto-planta.

1.3 - INSETOS SUGADORES DE SEMENTES

As sementes sdo atacadas por uma ampla variedade de organismos que vao
desde microorganismos (fungos e bactérias) até invertebrados (insetos e
nematoides) e vertebrados (passaros e mamiferos). Dentre os varios predadores das
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sementes, os insetos representam um amplo e variado grupo, em muitos casos
sendo um fator de grande importédncia na produtividade de sementes e grdos de
interesse econdmico causando perdas consideraveis a producao de alimentos
(Panizzi e Parra, 1991).

Os insetos podem ser divididos em dois grandes grupos de acordo com seus
habitos alimentares em relagdo as sementes: os mastigadores e os sugadores. Os
mastigadores sdo representados principalmente pelas ordens Coleoptera
(Anobiidae, Chrysomelidae, Cerambycidae, Curculionidae, Scolytidae) Lepidoptera
(Incurvariidae, Noctuidae, Olethreutidae, Pyralidae, Tortricidae), Hymenoptera
(Agaonidae, Eurytomidae, Formicidae), Orthoptera (Tettigoniidae) e Diptera
(Agromyzidae, Cecidomyydae, Tephritidae) (Janzen, 1971, 1977, 1978). Dentre os
mastigadores, a subfamilia Bruchidae (Chrysomelidae) € o grupo mais comum e
amplamente estudado por serem importantes pragas de leguminosas (Panizzi e
Parra, 1991).

Os insetos sugadores de sementes sao representados, principalmente, pela
ordem Hemiptera com diversas familias, destacando a Pyrrhocoridae. A maioria dos
hemipteros (percevejos) prefere se alimentar de sementes imaturas, que sdo mais
macias e, portanto, mais faceis de serem perfuradas. Entretanto, percevejos da
familia Pyrrhocoridae e Lygaeidae alimentam-se de sementes maduras (Janzen,
1978). Os Pyrrhocoridae incluem os manchadores do algod&o (Dysdercus spp.) que
sdo sugadores importantes de sementes de arvores das florestas deciduas na
América Central (Janzen, 1971), além de importante praga nas lavouras comerciais
de algodéo (Freire e Santos, 1999).

D. peruvianus, assim como outros percevejos sugadores de sementes, se
alimentam introduzindo seus estiletes nas sementes. Apés uma ejecéo de saliva na
semente ha sucgdo do que foi liquefeito (Silva e Terra, 1994). Embora alguns
autores sugerem um papel para as enzimas da glandula salivar na liquefacéo de
constituintes solidos das sementes (revisdo Miles, 1972), Saxena (1963) indeferiu
esta hipotese com o argumento de que a saliva se mantém em contato com o
substrato por um tempo muito curto. Segundo ele, os componentes insoluveis das
sementes sdo rompidos e desalojados, sob a forma de particulas finas pela agéo
conjunta dos estiletes dos insetos e da saliva.
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Na lavoura de algoddo as perdas sao também se d&o nas fibras desse
vegetal, ja que o inseto mancha as flores causando prejuizos econdémicos (Freire e
Santos, 1999).

A composigao quimica das sementes é bem variavel, dependendo de fatores
como espécie e idade da planta. Elas tendem a concentrar multiplos nutrientes que
alteram a sua porcentagem em peso seco de proteina e oleo e costumam variar de
10 a 40% para sementes de varias familias (Panizzi e Parra, 1991). As sementes
sdo ricas em proteinas como globulinas, albuminas, glutelinas, além de lipideos
geralmente na forma de triglicerideos e também de carboidratos presentes
principalmente em cereais, uma pequena porcentagem de agucares além de
minerais, compostos nitrogenados, vitaminas e fitohorménios (Duffus e Slaugther,
1980; Carvalho e Nakagawa, 1983).

1.4 - PROCESSO DIGESTIVO EM INSETOS

O processo digestivo nos insetos é dividido em trés fases: a digestao inicial,
intermediaria e final. A digestdo inicial consiste na diminuicdo do tamanho das
moléculas poliméricas do alimento em moléculas oligoméricas através da agéo de
hidrolases, tais como: amilases, celulases, hemicelulases e proteinases. Estas
enzimas atuam respectivamente sobre o amido, celulose, hemicelulose e proteina.
Durante a digestdo intermediaria, os oligbmeros resultantes da digestao inicial
continuam sendo hidrolisados por polimeros hidrolases como amilase ou oligbmeros
hidrolases como aminopeptidase. Os produtos resultantes sdo dimeros tais como
maltose, celobiose e dipeptideos derivados. Os dimeros na digestdo final s&o
clivados em mondémeros pelas dimero hidrolases, exemplificadas pela maltase,
celobiase e dipeptidase (Terra e Ferreira, 2005).

O maior sitio de digestdo e absor¢do em insetos na maior parte das espécies
€ o intestino médio, havendo pouca ou nenhuma participacdo de enzimas de
glandulas salivares. O intestino médio constitui um tubo simples (ventriculo) de onde
podem se expandir diverticulos (cecos gastricos) usualmente na sua extremidade
proximal. Na maior parte dos insetos, os intestinos médios contem no seu lumen
uma membrana (também chamada de matriz) quitino protéica (membrana peritréfica)
que envolve o alimento ingerido, e que separa o conteudo luminal em dois
compartimentos, o espago endoperitrofico (dentro da membrana) e o espaco
ectoperitrofico (fora da membrana).
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1.5 - MEMBRANAS MICROVILARES E PERIMICROVILARES EM HEMIPTERA

Insetos da ordem Hemiptera se distinguem de todos outros insetos por
possuirem uma probdscide que inclui um canal salivar assim como um canal
alimentar (Goodchild, 1966). O aparelho bucal especializado dos Hemiptera € usado
para sugar liquido ou alimentos liquefeitos que podem variar de seiva de plantas ou
mesmo sementes a diferentes tipos de presas e hospedeiros. A adaptagao de se
alimentar de liquidos provindos de plantas durante todos os estagios de vida é
caracteristico da ordem Hemiptera, diferente de outros insetos que possuem
aparelhos bucais para a sucgao e penetragdo. Esta observagao sugere que outras
estruturas no trato intestinal devem e podem ser responsaveis pela capacidade que
os Hemiptera tém de explorar um numero tdo variado de fontes alimenticias
permitindo uma adaptacao tao espetacular.

Além disso, os Hemiptera possuem células intestinais envolvidas por uma
membrana extracelular, chamada membrana perimicrovilar (MPM) (Terra, 1988) o
que também os faz distintos dos demais insetos. Esta estrutura foi detectada através
de estudos morfologicos realizados por varios pesquisadores e possuem diferentes
descrigdes e interpretagbes (Marshal e Cheung, 1974; Reger, 1971; Burgos e
Gutierrez, 1976; Lane e Harrison, 1979; Andries e Torpier, 1982; Baerwald e
Delcarpio, 1983; Billingsley e Downe, 1983, além de outros).

A MPM €& uma estrutura lipoprotéica que se estende da base da
microvilosidade intestinal até o Ilumen e delimita um compartimento fechado, o
espaco perimicrovilar (Terra, 1988). Este espaco esta entre a membrana microvilar e
a perimicrovilar. Em Hemiptera n&o sugadores de seiva, a fungdo da MPM esta
relacionada a fungdo da membrana peritrofica, tal como compartimentalizagdo do
processo digestivo, otimizagdo da absorgdo de aminoacidos da dieta, imobilizagédo
de algumas enzimas e protecdo do epitélio intestinal (Terra e Ferreira, 2005). A
membrana microvilar € mais rica em proteinas integrantes, dentre elas os
transportadores de aminoacidos e os portassomos (K *ATPases) (Terra e Ferreira,
1994). A membrana perimicrovilar € alimentada a partir de membranas internas das
vesiculas multimembranosas, as quais se formam ao nivel do Complexo de Golgi, e
se encaminham em dire¢cao as bases das microvilosidades, onde ocorre a fusdo das
membranas externas dessas vesiculas com a membrana microvilar, e a fusdo das
membranas internas com a base das membranas perimicrovilares (Silva e Terra,
1994; Silva e Terra, 1995; Silva et al., 1995; Silva et al., 1996).
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Um estudo recente baseado em microscopia eletrénica de transmissédo e
imunolocalizagdo de uma a-glicosidase embasam a sugestdo de que a origem
evolutiva da MPM estda nos Condylognatha, que compreende as ordens
Thysanoptera e Hemiptera (Silva et al., 2004). A origem celular da MPM n&o € ainda
completamente entendida, mesmo havendo diversos estudos publicados sobre este
assunto (Lane e Harrison, 1979; Andries e Torpier, 1982; Gutierrez e Burgos, 1986;
Silva et al., 1995).

Silva e colaboradores (1996) realizaram um trabalho pioneiro com uma a-
glicosidase ligada a MPM, onde prop0s com base experimental sélida a origem
intracelular do sistema perimicrovilar. A a-glicosidase foi purificada, o que permitiu a
producdo de um anticorpo policlonal que foi utilizado para investigar a localizagéo
celular da enzima (Silva et al., 1995). A imunolocalizagdo desta enzima no epitélio do
intestino médio do D. peruvianus reafirma a hipétese que as MPMs s&o originadas
de membranas internas de vesiculas com dupla membrana que foram vistas vindo
do complexo de Golgi.

Apesar destes avangos, poucos trabalhos reportam a origem do sistema de
MPM em espécies de Hemiptera (Billingsley e Downe, 1983, 1990) e, além disso,
algumas questdes continuam n&o resolvidas tais como as enzimas marcadoras
bioquimicas de outros compartimentos: espago perimicrovilar (aminopeptidase),
membrana microvilar (3-glicosidase) e o lumen do intestino médio (catepsinas). Seria
interessante gerar anticorpos destas enzimas e imunolocaliza-las nos seus distintos
compartimentos celulares para assim fortalecer a hipotese do modelo proposto por
Terra (1988).

O maior problema enfrentado pelos insetos sugadores de seivas vegetais &
assegurar a absorgao de nutrientes essenciais, tais como aminoacidos que ocorrem
em baixa concentracdo em todos os tipos de seiva. Os sugadores de seiva
realizariam essa absor¢do de acordo com o seguinte modelo: as membranas
microvilares transportariam ativamente ions potassio do espaco perimicrovilar
gerando um gradiente de concentragao de potassio entre o espago intermembranas
e o lumen intestinal com seiva rica em potassio. Este gradiente de concentragéo
poderia ser usado para forgar a absorgdo de compostos organicos através de co-

transportadores apropriados na membrana perimicrovilar. Os compostos organicos,
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uma vez no espacgo perimicrovilar, difundir-se-iam até transportadores na superficie

das membranas microvilares (Terra, 1988, Terra e Ferreira, 1994) (Figura 1).

iy Yo

FIGURA 1 - Modelo estrutural do papel fisiolégico da membrana microvilar das células

do intestino médio de Hemiptera.

A figura a esquerda é uma representagdo de uma tipica célula de intestino médio de
Hemiptera e a figura a direita mostra em detalhe o seu apice. A membrana microvilar (MM) é
recoberta pela membrana perimicrovilar (PMM), a qual de estende pelo compartimento
luminal com fundo cego. As membranas microvilar e perimicrovilar delimitam um
compartimento fechado, chamado espago perimicrovilar (PMS). A membrana microvilar &

rica em proteinas integrais (IP) e a membrana perimicrovilar € pobre (Terra, 1988).

1.6 - O GENERO DYSDERCUS
O adulto possui um corpo eliptico, com 12 a 15 mm de comprimento. As asas
sdo de coloragcao castanho clara a escuro, e possuem trés linhas brancas sob o

torax e na base das pernas, apresentando cinco estagios ninfais. As ninfas sdo de
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coloracdo avermelhada. A proporcao sexual € de 1:1, sendo as fémeas maiores que
0s machos.

O desenvolvimento destes insetos inicia-se no solo, onde a fémea, apds a
fecundacgao, faz a postura nas escavagdes ou fendas no solo, nas proximidades do
algodoeiro, cobrindo-as com pequenas quantidades de terra. Os ovos sédo, a
principio, esbranquigados e, posteriormente, apresentam-se de cor amarelada. Apés
10 dias ocorre a ecloséo, surgindo as ninfas ou formas jovens, de cor alaranjada.
Estas sobem pela planta e se aglomeram sobre as magas e capulhos onde, apés
introduzirem o rostro, sugam a seiva e atingem a semente. Preferencialmente,
penetram entre as fibras dos capulhos abertos, que sdo atacados tanto pelas ninfas
quanto pelos adultos que sugam as sementes. As ninfas bem desenvolvidas, medem
cerca de 8 mm de comprimento e sao de coloragao avermelhada. Apos 30 dias
surge o0 adulto, que mede 15 mm de comprimento aproximadamente. O ciclo
evolutivo completo € de 45 dias, em média. A espécie se reproduz durante todo o
ano em plantas hospedeiras alternativas silvestres ou cultivadas (malvaceas,
solanaceas, etc). As populagdes crescem e migram entre lavouras durante o verao,
e condi¢cdes de alta umidade favorecem o desenvolvimento do inseto.

Os danos causados pelos manchadores podem assim ser resumidos: quedas
das macgas novas provocadas pelas picadas; mau desenvolvimento das macas,
principalmente quando atacadas ainda novas; abertura defeituosa dos capulhos
quando as magas sdo atacadas durante o seu desenvolvimento, com prejuizo
parcial ou total; manchas nas fibras causadas pelas deje¢bes destes insetos.
Finalmente, os manchadores podem causar sérios danos através da podridao das
fibras dos capulhos, pela introdugdo de bactérias e de certos fungos (Gallo et al.,
1988).

Esse género é de grande interesse econdmico, pois a ele pertencem algumas
das mais sérias pragas do algodoeiro nos paises em que se cultiva essa Malvaceae.
De sua dieta principal também fazem parte plantas das familias Amaranthaceae,
Bombaceae, Compositae, Rubiaceae e Esterculiaceae. Insetos do género Dysdercus
sdo fitofagos, mas exibem esporadicamente comportamento de predadores
saprofagos (Gongalves, 2000).

O Dysdercus é um inseto pouco estudado e foram registrados atacando
algodoeiro (Gossypium spp.) em diversas regides do mundo sendo registrada sua
ocorréncia na Africa, Argentina, Guiana e Paraguai. No Brasil ela foi relatada nos
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estados do Amazonas, Bahia, Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Varios
estudos foram realizados sobre ecologia e comportamento de diferentes espécies do
género Dysdercus em diversas regides do mundo, principalmente na Africa.
Entretanto no Brasil, onde ocorrem 14 espécies e 7 subespécies desse género de
um total de 53 espécies americanas conhecidas, ha poucos estudos (Gongalves,
2000).

1.7 - MODELO EXPERIMENTAL: DYSDERCUS PERUVIANUS

Estudos do intestino médio de D. peruvianus mostraram que ele € dividido em
trés ventriculos que sao chamados V1, V2 e V3, conectando ao intestino posterior
através do V4 (Silva et al., 1995).

O V1 é uma regido dilatada, com uma parede mais espessa, que serve de
reservatorio para estocagem de alimento ingerido, absorgdo de agua e agucar.
Nesta camara a agua € rapidamente absorvida, permitindo a secrecdo de mais
saliva (Silva et al., 1995). A absorc&o de agua em insetos depende do bombeamento
de sais para o interior de compartimentos no epitélio do 6rgdo responsavel pela
absorcao. Isto cria um gradiente de pressdo osmoética entre o compartimento e o
lumen do 6rgéo, o que leva a absorgao da agua (Berridge, 1970).

A absorgao de agua em D. peruvianus nao depende de sais da sua dieta e ela
s6 se torna significativa quando cerca de 40% da glicose presente na dieta foram
absorvidos. Isto sugere que a agua é absorvida em D. peruvianus somente quando
um gradiente osmaotico favoravel é estabelecido entre o lUmen ventricular e algum
compartimento no epitélio intestinal (Silva et al., 1995).

O V2 é uma regi&o tubular, que se encontra dobrada na cavidade abdominal
do intestino, e é separada do primeiro segmento ventricular por uma constricgéo,
que serve de valvula para controle da passagem do alimento de uma regido para
outra. Este segmento é o principal sitio de digestao de proteinas (Silva et al., 1995).

V3 tem uma forma esférica e parede delicada e bastante elastica. Na
passagem de V2 para V3 também se encontra uma constrigdo como observada
entre V1 e V3. O V4 é um ducto curto ligado ao V3 a ampola onde se inserem os
tubulos de Malpighi, marco onde finaliza o intestino médio e se inicia o posterior
(Silva et al., 1995).
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1.8 - DISTRIBUIGAO DAS ENzIMAS DIGESTIVAS EM HEMIPTERA

A ocorréncia de diferentes enzimas digestivas no canal alimentar de insetos é
frequentemente dita depender principalmente da composi¢cdo quimica da dieta
ingerida (Wigglesworth, 1972). Essa vis&o leva a acreditar que a adaptacéo ao
habitat e o habito alimentar sdo mais importantes que as caracteristicas filogenéticas
na determinac&o do repertério de enzimas digestivas no trato intestinal de insetos.
Todavia, alguns trabalhos tém mostrado que caracteristicas adaptativas observadas
em insetos pertencentes ao mesmo taxon, mas com diferentes habitos alimentares
parecem ter evoluido de um mesmo padrdo basico de digestdo, enquanto que
insetos com habitos alimentares similares, mas de grupos taxonémicos divergentes
mostram diferentes padrdées na organizagdo da digestdo, apesar da existéncia de
numerosas caracteristicas convergentes (Terra, 1988; 1990; Terra e Ferreira, 1994,
2005).

Os insetos utilizam uma grande variedade de proteinases com fungao
digestiva (Terra, 1988; 1990). Proteinases serinicas do tipo tripsina e quimotripsina
sdo descritas na maioria das espécies de insetos investigadas (Applebaum, 1985),
mas importantes grupos tém apresentado excegdes interessantes, como o0s
hemipteros Heteroptera, os dipteros Cyclorrhapha e os coledpteros Cucujiformia
(Terra e Ferreira, 1994). Na ordem Hemiptera, apenas proteinases cisteinicas e
asparticas tém sido descritas ocorrendo no lumen intestinal desses insetos. Gooding
(1969) sugeriu pela primeira vez que enzimas semelhantes a catepsinas B de
mamiferos poderiam estar envolvidas na digestdo extracelular em R. prolixus. De
fato, a ocorréncia de catepsinas B tem sido verificada em varias espécies de outras
familias de Hemiptera, como Cimicidae (Houseman e Downe, 1982), Pentatomidae
(Houseman, et al., 1984), Phymatidae (Houseman, et al., 1985) e Pyrrhocoridae
(Silva e Terra, 1994). Catepsinas D também foram descritas em R. prolixus
(Houseman e Downe, 1983; Garcia, 1987; Terra et al., 1988).

Através de estudos sobre o fracionamento celular das células do epitélio do
ventriculo posterior de R. prolixus e a separagcdo de fracbes de membranas
microvilares e perimicrovilares por centrifugagdo isopicnica em gradientes de
sacarose, Ferreira et al. (1988) propuseram que a a-manosidase e a a-glicosidase

seriam proteinas integrantes das membranas microvilares e perimicrovilares,
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respectivamente, e que uma aminopeptidase estaria aprisionada no espacgo
perimicrovilar. Baseados nesses resultados, os autores sugeriram que O0s
oligopeptideos resultantes da digestdo de proteinas por proteinases tipo catepsinas
seriam transportados para o espago perimicrovilar, onde sofreriam a acdo da
aminopeptidase ali presente e os produtos seriam entdo absorvidos.

D. peruvianus apresenta uma a-glicosidase majoritaria associada a
membrana perimicrovilar que se encontra principalmente no primeiro segmento
ventricular (V1), regido onde ocorre a absorgao de glicose (Silva e Terra, 1994). A
atividade de aminopeptidase é principalmente soluvel, sendo facilmente liberada
com a homogeneizagdo do tecido intestinal. Assim como foi descrito para R.
prolixus, Silva et al. (1996) demonstraram em D. peruvianus que a a-glicosidase
seria integrante da membrana perimicrovilar, enquanto que a [(-glicosidase seria
integrante da membrana microvilar e a aminopeptidase soluvel estaria no espaco

perimicrovilar.

1.9- CLASSIFICAGAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS

A classificagdo das enzimas e o sistema de numeragdo usado sao
recomendados pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica
e Biologia molecular (1992). Dentre elas destacamos as peptidases (EC 3.4),
enzimas que atuam clivando as ligagbes peptidicas e incluem as endopeptidases,
(EC 3.4.21-24) e exopeptidases (EC 3.2.4.11-19). As proteinases sdo divididas em
subclasses com base no seu mecanismo catalitico, como o mostrado pelos
substratos especificos ou pH (Terra e Ferreira, 2005).

Glicosidases (EC 3.2) sao classificadas de acordo com a especificidade com o
substrato. Estdo incluidas nesta classe enzimas que clivam ligagdes internas em
polissacarideos e sdo usualmente nomeadas de acordo com o seu substrato, como
amilase, celulase, pectinase e quitinase. Além disso, ha enzimas que hidrolisam
oligossacarideos e dissacarideos. Oligossacaridases e dissacaridases s&o
usualmente nomeadas com base no monossacarideo que doa o seu grupo redutor
para a ligagdo glicosidica e a sua configuragdo (a ou [3) para a ligagdo (Terra e
Ferreira, 2005).

O grupo dos lipideos é grande e heterogéneo e tem como caracteristicas a

insolubilidade em agua e a grande solubilidade em solventes apolares. Alguns
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contém acidos graxos (gorduras, fosfolipideos, glicolipideos e ceras) e outros néo
(terpendides, esterdides e carotendides). Ligacbes de éster sdo hidrolisadas em
lipideos que contém acidos graxos antes de serem absorvidos. As enzimas que
hidrolisam ligagcdes de éster s&o: hidrolases éster carboxil (EC 3.1.1), lipases,
esterases e fosfolipases A e B; hidrolases monoester fosforico, que sao as fofatases
e as hidrolases diéster fosféricas (EC 3.1.4), incluindo fosfolipases C e D (Terra e
Ferreira, 2005).

1.10 - PROTEINASES

O termo proteinase é sinbnimo de peptideo hidrolase, e este termo incluem
todas as enzimas que clivam ligagées peptidicas (classificadas pela Enzyme
Comission of the International Union of Biochemistry como EC 3.4). Embora as
proteinas possam sofrer modificagbes pos-transcricionais reversiveis (fosforilagado e
transicbes alostéricas), a protedlise € irreversivel. Uma vez a proteina tendo sido
hidrolisada, a unica maneira viavel para reconstrugdo de uma molécula intacta é
transcrever mais mRNA. Baseado na natureza da protedlise, ndo € de se
surpreender que enzimas proteoliticas estejam envolvidas na mediagdo de
processos que sao frequentemente irreversiveis: coagulagao, digestdo, maturagéo
de citocinas e pro-hormdnios, apoptose e quebra de proteinas intracelulares.
Protedlise € um mecanismo onipresente que a célula emprega para regular a fungao
e destino das proteinas (Neurath e Walsh, 1976; Polgar, 1989a).

Proteinases podem ser subdivididas em exopeptidases, na qual a agao pode
ocorrer nas porgdes amino ou carboxi-terminal do peptideo (EC 3.4.11-19), ou em
endopeptidases, enzimas que clivam ligagbes peptidicas internas em peptideos e
usualmente ndo podem acomodar aminoacidos das por¢cdées amino ou carboxi-
terminal carregados em seu sitio ativo (EC 3.4.21-24,99). Todas tém em comum o
mecanismo geral de ataque nucleofilico ao carbono carbonil de uma ligagédo
peptidica (Polgar, 1989b). Isto resulta num processo hidrolitico acido-base que
rompe a ligagédo covalente. Diferentes proteinases utilizam estratégias distintas para
gerar o nucledfilo e para justapor o nucledfilo com a ligagéo alvo. Estas diferengas
sdo uteis na classificacdo e, baseado nisto, as endoproteinases podem ser
agrupadas em quatro classes majoritarias: serino (EC 3.4.21), cisteina (EC 3.4.22),
aspartato (EC 3.4.23) e metalo (EC 3.4.24). Os dois ultimos grupos de enzimas

utilizam residuos aspartato e metais pesados (usualmente zinco), respectivamente
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para imobilizar e polarizar a molécula de agua para que o atomo de oxigénio da
agua se torne o nucledfilo (Menard e Storer, 1992). Serino e cisteino proteinases
utilizam suas cadeias laterais HO- e HS-, respectivamente, diretamente como
nucleofilo. Embora ndo seja idéntico, os mecanismos cataliticos da serino e da
cisteina proteinase sdo consideravelmente semelhantes. Em geral, estas enzimas
sdo dobradas em dois dominios globulares relativamente grandes que circundam
uma fissura contendo os residuos do sitio ativo. A entrada do substrato na fissura é
um pré-requisito para a clivagem, dessa forma, é essencial que ocorra um ajuste
estrutural adequado entre o substrato e a enzima. Analises cristalograficas de varios
membros das classes das serino e cisteino proteinases revelam estrutura detalhada
da regido do sitio ativo e da importancia de aminoacidos adicionais para o
mecanismo catalitico (Matthews et al., 1967; Varughese et al., 1989). Em ambas
serino e cisteino proteinases, a formagdo de um oxianion ou anion tiolato (o
nucleofilo), respectivamente, é crucial para catalise, e a formagcdo destes anions
parece ser dependente da formacao do par de ions entre 0 aminoacido do sitio ativo
e do aminoacido basico vizinho (histidina) (Polgar, 1989a; Manson e Wilcox, 1993).

1.11 - CLANS E FAMILIAS DAS CISTEINO PROTEINASES

Proteinases nas quais o nucledfilo que ataca a ligagdo peptidica € um grupo
sulfidril de um residuo de cisteina sdo conhecidas como cisteino proteinases. O
mecanismo catalitico é parecido com as das proteinases serinicas, onde um
nucledfilo e um doador de prétons sado necessarios, sendo um residuo de histidina o
doador de protons em todas cisteina proteinases, assim como na maioria das serino
proteinases. Em algumas familias apenas a dupla Cys e His parecem essenciais
para a catalise, enquanto em outras familias ha evidéncia da necessidade de um
terceiro residuo para orientar o grupamento imidazol da His.

Rawlings e Barrett, com base na sequéncia de aminoacidos, classificaram as
cisteino proteinases em clas e familias. O termo familia é utilizado para descrever
um grupo de enzimas na qual cada proteina apresenta similaridade da sua
sequUéncia primaria inteira ou da sequéncia responsavel pela atividade catalitica,
com pelo menos uma outra enzima do grupo. O cld compreende um grupo de
familias que apresenta sinais de relagdo evolutiva (Rawlings e Barrett, 1993;
Rawlings e Barrett, 1994). As cisteinas proteinases estdo agrupadas em seis clas
(CA, CD. CE. CF, CH, CX).
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1.12 - CISTEINA PROTEINASE EM INSETOS

A cisteina proteinase intestinal de insetos foi primeiramente denominada
catepsina B (EC 3.4.22.1), pois este grupo de enzimas foi o primeiro a ser descrito.
Mais tarde ficou esclarecido que catepsinas B sdo mais importantes como
dipeptidases do que como endopeptidases (Barrett et al., 1998). Catepsina L (EC
3.4.22.15) é a verdadeira endopeptidase que cliva ligagbes peptidicas contendo
residuos de aminoacidos hidrofobicos em P, (catepsina B prefere Arg nesta posigao)
(Barrett et al.,, 1998). Desta forma, a distingdo entre estas duas catepsinas se faz
através da utilizagdo de dois substratos fluorogénicos: Z-FR-MCA (especifico para
catepsina L) e Z-RR-MCA (especifico para catepsina B). A especificidade do
substrato para as catepsinas B, K, L e S é determinada pelo residuo de aminoacido
da posi¢cado P,. Para que o substrato se ligue efetivamente a enzima, deve ocorrer
uma interacao favoravel entre o residuo de aminoacido da posi¢ao S, e o residuo da
posicdo P, (Bown et al., 2004). Para a maioria das catepsinas, incluindo a L, tal
interacdo é favorecida pela presenca de cadeias hidrofébicas volumosas em S; e
desfavorecida quando ha cadeias carregadas (Barrett ef al., 1998).

Ha cinco familias estruturais de cisteina proteinases (EC 3.4.22.15) das quais
C1 inclui a maioria daquelas importantes para animais (Rawlings e Barrett, 1993). A
maioria dos membros da familia C1 tem propriedades similares a papaina. Eles tém
trés residuos diretamente envolvidos na catalise, Cys 25, His 169 e Asn 175 com Glu
19 (numeragdo como papaina) ajudando a estabilizar o intermediario reativo. As
propriedades semelhantes a papaina sédo reconhecidas pelo motivo ERFNIN com os
residuos conservados: Glu 34, Arg 68, Phe 72, Asn 75, Asn 83 (numeragao como
papaina). A maioria das proteinases C1 prefere substratos que possuem uma cadeia
lateral hidrofébica ocupando o subsitio S,, que € formado por Ser 205 (numeragao
como papaina) entre outros residuos (Barrett et al., 2004).

Como visto anteriormente, o mecanismo catalitico das cisteino proteinases, é
bastante similar ao das serino proteinases, pois em ambos os casos ha a formacao
de um intermediario tetraédrico covalentemente ligado (Lowe, 1976), que se forma
pela reagdo entre um nucledfilo e a carbonila da ligagdo peptidica que sera
hidrolisada. No caso das cisteino proteinases, o nucledfilo que ataca € o atomo de
enxofre da cadeia lateral de uma cisteina (cisteina 25, numeragédo da papaina) e o
grupo imidazol da cadeia lateral de uma histidina (histidina 159, numeracdo da
papaina) também esta envolvido no papel de aceptor de hidrogénio. O grupo SH da
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Cys reativa devera estar no estado livre, assim como o residuo de His proximo
(Drenth et al., 1971 e Glazer e Smith, 1971). A asparagina 175 também é importante
para a catalise das cisteino proteinases, ja que este residuo participa orientando o
anel imidazolico His159. Dois grupos NH- e dois residuos da enzima, GIn 19 e Cys
25, atuam no papel da “cavidade oxianica”, em perfeita analogia a classe das serino
proteinases.

As etapas de acilagdo e desacilacdo da enzima, no modelo proposto por
Storer e Ménard, envolvem a formacao de dois intermediarios tetraédricos iGnicos e
quatro estados de transigao (Storer e Ménard, 1994). Alguns autores sugerem que o
estado de transi¢cdo pode ser considerado um fator limitante, na determinacédo da
especificidade das enzimas proteoliticas (Storer e Ménard, 1996).

As cisteina proteinases, neste tipo de catalise, necessitam do grupo tiol da
Cys 25. A His 159, localizada préxima a cisteina, intervém igualmente na catalise
enzimatica (Kamphius et al., 1984) conferindo a alta nucleofilicidade ao grupo tiol
através da formagao do par iénico tiol-imidazol (Storer e Ménard, 1994).

As cisteina proteinases de insetos podem ser digestivas (Terra e Ferreira,
1994; 2005), envolvidas na degradacdo de vitelina (Cho et al, 1999) ou
metamorfose (Takahashi et al., 1993). A ocorréncia de cisteina proteinase como
enzima digestiva, no lugar das ubiquas serino proteinases, em Hemiptera
(percevejos, pulgdes e cigarras) (Gooding, 1969; Houseman et al., 1984; Terra e
Ferreira, 1994; Cristofoletti et al.,, 2003) pode resultar de dois eventos evolutivos
(Houseman et al., 1985; Cristofoletti et al., 2003). O primeiro foi a perda das serino
proteinases apos adaptacdo para habito sugador de seivas por hemipteros
Auchenorrhyncha-similes (semelhantes as cigarrinhas) que sdo considerados
ancestrais de toda ordem Hemiptera (Goodchild, 1966). O segundo evento foi o uso
de proteinase lisossémica para digerir proteina por alguns hemipetros sugadores de
seiva (alimento de regra carente de proteina) ao retornar para o habito de ingerir
proteina. Concordando com esta hipdtese ha o fato de que serino proteinases séo
somente encontradas em secregdes salivares dos Hemiptera, nunca no intestino
médio (Thie e Houseman, 1990). Além disso, dados citoquimicos sugerem como
sendo a origem da cisteina luminal a cisteina lisossomal (Billingsley e Downe, 1988).
No caso dos Coleoptera (besouros) da série Cucujiformia, os unicos outros insetos
além dos Hemiptera que tém cisteina proteinase como enzima digestiva (Murdock et
al., 1987; Terra e Cristofoletti, 1996), a presenga da enzima €& admitida como
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resultado da adaptacao que permitiu esses insetos se nutrir de sementes ricas em
inibidores de serino proteinases (Terra e Cristofoletti, 1996).

A despeito da obvia importancia das catepsina L-similes (CALs) digestivas de
insetos, que podem ter rotas secretoras peculiares (Terra e Ferreira, 2005) e
parecem estar envolvidas em mecanismos de resisténcia contra inibidores naturais e
podem ser usadas em estratégia de produgdo de plantas transgénicas, a
caracterizagdo molecular dessas enzimas ndo progrediu muito. Isto € consequéncia
de: (1) dificuldade no estabelecimento que uma CAL ensaiada nos intestinos de
insetos foi realmente secretada para o lumen intestinal e, portanto, pode ser
considerada como enzima digestiva verdadeira; (2) dificuldade de isolamento,
purificacdo e caracterizagdo cinética das CALs devido autdlise frequentemente
observada nos estagios finais da purificagédo; (3) dificuldade no relacionamento de
CALs codificadas por cDNAs clonados de células intestinais, com enzimas digestivas
porque muitas daquelas enzimas devem ser lisossbmicas, jamais deixando as
células.

Existem 86 sequéncias de CALs de insetos registradas no GenBank (abril de
2007), da quais 45 correspondem a ordem Coleoptera, 20 Diptera, 10 Hemiptera, 5
Lepidoptera, 4 Thysanoptera e 2 de Hymenoptera. As sequéncias apresentam as
caracteristicas comuns as familias 1 de cisteina proteinases: pro-peptideo N-terminal
que deve ser removido para ativar a enzima, a triade catalitica e o motivo ERFNIN
(Barrett et al., 1994).

A despeito do conhecimento das sequéncias acima, as CALs digestivas foram
purificadas até homogeneidade apenas de Diabrotica virgifera (Coleoptera:
Cucuijiformia: Chrysomelidae) (Koiwa et al., 2000), Leptinotarsa decemlieata
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Gruden et al., 2003), Acyrtosiphon pisum (Hemiptera:
Auchenorrhyncha) (Cristofoletti et al., 2003) e Tenebrio molitor (Cristofoletti et al.,
2005). Dessas, as unicas estudadas em detalhes s&o as de T. molitor (Cristofoletti et
al., 2005).

As CALs digestivas s&do proteinases chaves no processo de digestdao de
proteinas em Hemiptera e Coleoptera Cucujiformia. Como essas ordens sdo muito
destrutivas em plantacdes e a mesma planta pode ser atacada por insetos das duas
ordens, o desenvolvimento de inibidores que afetassem ambas as enzimas seria
muito interessante. Para isto deve-se fazer um estudo detalhado das CALs das duas

ordens.
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1.13 - AMINOPEPTIDASES EM INSETOS

As aminopeptidases (EC 3.4.11) catalisam a hidrdlise sequencial de residuos
de aminoacidos da regido N-terminal de peptideos, sendo classificadas com base na
sua dependéncia de ions metalicos (geralmente Zn** ou Mn**) e especificidade ao
substrato. A aminopeptidase N (EC 3.4.11.2) possui uma ampla especificidade,
apesar de remover preferencialmente residuos de alanina e leucina, enquanto que a
aminopeptidase A (EC 3.4.11.7) prefere residuos de acido aspartico e glutamico
como substratos (Norén et al., 1986). Em insetos, essas enzimas sdo encontradas
no intestino médio e desempenham um papel importante na digestao intermediaria
de proteinas, ja que s&o em geral mais ativas que as carboxipeptidases nesses
animais (Terra e Ferreira, 1994). As aminopeptidases clivam aminoacidos de
oligopeptideos produzidos pela agdo de proteinases (principalmente tripsina),
permitindo que esses aminoacidos sejam transportados através do epitélio intestinal
e, consequentemente, usados como substratos para a construcido de proteinas
endogenas do inseto (Taylor, 1993). Comparagao de sequéncias e de estruturas de
aminopeptidases baseada nas suas homologias estruturais e nos principais residuos
envolvidos na catalise permitiu agrupa-las na classe M1 de proteases (Rawlings e
Barrett, 1993).

As aminopeptidases de insetos sdo metaloenzimas e possuem um pH étimo
entre 7,2-9,0, massas moleculares entre 90 e 130 kDa e valores de K, de 0,13 a
0,78 mM (valores para LpNA como substrato) (Terra e Ferreira, 1994). As
aminopeptidases conhecidas em insetos possuem uma ampla especificidade, sendo
capazes de hidrolisar uma variedade de substratos -naftilamidas, exceto acil-amino-
B-naftilamidas acidos, o que indica que sao em geral aminopeptidases N (Terra e
Ferreira, 1994). Uma excegao € uma aminopeptidase soluvel associada ao glicocalix
de Rhynchosciara americana (Diptera) que se assemelha a aminopeptidase A de
vertebrados. Essa enzima cliva residuos N-terminais de acido aspartico ou glutamico
de peptideos que n&o sdo eficientemente clivados por outras aminopeptidases
(Klinkowstrom et al., 1994).

Nos insetos menos evoluidos (Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera Adephaga),
as aminopeptidases estdo principalmente na forma soluvel, enquanto que em
insetos mais evoluidos (Coleoptera Polyphaga, Diptera e Lepidoptera), as
aminopeptidases estdo geralmente ligadas as membranas microvilares das células

do intestino médio (Terra e Ferreira, 1994). Na maioria desses insetos, as
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aminopeptidases sédo as principais proteinas presentes nas membranas microvilares
(compdem 55% das proteinas microvilares em Tenebrio molitor segundo Cristofoletti
e Terra, 1999).

As mais bem caracterizadas aminopeptidases de insetos sdao as de
Rhynchosciara americana (Ferreira e Terra, 1984, 1985, 1986a e 1986b) de
Tenebrio molitor (Cristofoletti e Terra, 1999 e 2000) e de Acyrthosiphon pisum
(Cristofoletti et al., 2006).

O estudo das aminopeptidases digestivas de insetos tem adquirido grande
impulso com a descoberta de que, em varios insetos, esta enzima € o sitio receptor
para ligagao de toxinas de Bacillus thuringiensis (Knight et al., 1995; Gill et al., 1995;
Valaitis et al.; 1997; Garczynski e Adang, 1995; Lee et al., 1996; Nagamatsu et al.,
1998; Garner et al., 1999). Estas proteinas de B. thuringiensis apds sofrerem
ativagdo pelas proteases digestivas do trato digestivo, tornam-se capazes de se
ligarem a membrana do enterdcito através de uma aminopeptidase e causam a
formacdo de poros que ocasionam despolarizacdo da membrana plasmatica e o
vazamento do conteudo celular, levando os insetos a morte (Schnepf et al., 1998).

Nos insetos da ordem Hemiptera, as aminopeptidases se encontram tanto na
forma soluvel quanto ligada a membrana. Cristofoletti e colaboradores (2006)
purificaram, caracterizaram cineticamente e clonaram uma aminopeptidase N ligada
a membrana perimicrovilar modificada do afideo Acyrthosiphon pisum. As
aminopeptidases soluveis ja estudadas estdo aprisionadas no espago perimicrovilar,
como foi demonstrado em R. prolixus (Ferreira et al., 1988) e em D. peruvianus
(Silva et al., 1996) de acordo com estudos de fracionamento celular e separagéo de
membranas microvilares e perimicrovilares por centrifugacdo em gradientes de

sacarose.

1.14 - a-GLICOSIDASES EM INSETOS

As a-glicosidases (EC 3.2.1.20) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise dos
residuos de glicose na porgdo terminal ndo redutora da ligagdo a-1,4 de
dissacarideos, aril-glicosideos ou oligossacarideos com eficiéncia variada como para
D. peruvianus, onde ela € capaz de hidrolisar oligossacarideos até maltopentose

(Terra e Ferreira, 2005). As a-glicosidases sao classificadas, em fungcdo de sua
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similaridade de sequéncia em quatro familias: as familias 4, 13, 31 e 97 (Henrissat,
1991; Henrissat e Bairoch, 1993).

a-Glicosidases de intestino médio de insetos podem ser soluveis ou podem
estar ligadas a membrana microvilar. As formas soluveis podem estar presentes no
[umen do intestino médio, como observado em Coleoptera (Ferreira e Terra, 1989;
Baker, 1991), e Hymenoptera (Schumaker et al, 1993) ou pode permanecer
absorvida no glicocalix da célula, como em Lepidoptera (Santos e Terra, 1986). Em
Musca domestica (Diptera), uma a-glicosidase minoritaria foi encontrada no lumen
do intestino médio e uma a-glicosidase majoritaria adsorvida no glicocalix (Terra e
Jordao, 1989). a-Glicosidases ligadas a membrana sao proteinas integrantes de
membranas microvilares em células de intestino médio (Espinoza-Fuentes e Terra,
1986; Terra e Jordao, 1989; Jordao e Terra, 1991). A compartimentalizagdo das a-
glicosidases no intestino médio depende da posigcédo filogenética dos insetos, de
acordo com o fato estabelecido de que toda digestdo padrdo se correlaciona bem
com a filogenia (Terra, 1988, 1990).

Diversas a-glicosidases foram caracterizadas em insetos (Terra e Ferreira,
2005), e varias ja foram purificadas: adulto de Apis mellifera (Heber e Mathinson,
1976); adulto de Drosophila melanogaster (Tanimura et al., 1979); larva de
Thaumetopeae pityocampa (Pratviel-Sosa et al., 1986). Entretanto todas essas
enzimas foram purificadas a partir de insetos inteiros, e, portanto, ndo devem ser
claramente de origem intestinal, podendo também ser encontradas em gléndulas
salivares ou hipofaringeanas (Huber e Mathinson, 1976). a-Glicosidases purificadas
e caracterizadas até este momento foram a a-glicosidase de D. peruvianus
purificada a partir de membranas perimicrovilares (Silva e Terra 1995), duas a-
glicosidases do intestino médio de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
(Marana et al., 2000), trés a-glicosidases do vetor neo-tropical da malaria o
Anopheles aquasalis (Diptera: Culicidae) (Souza-Neto et al., 2007) e uma a-

glicosidase da abelha japonesa Apis cerana japonica (Wongchawalit et al., 2006).

1.15 - B-GLICOSIDASES EM INSETOS
B-glicosidases (EC 3.2.1) sdo exoenzimas, que removem 0s monossacarideos
da regido terminal ndo redutora de di e/ou oligossacarideos. Dependendo do

monossacarideo que é removido, a B-glicosidase € chamada [3-glicosidase (glicose),
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B-xilosidase (xilose), B-galactosidase (galactose). Frequentemente a mesma [3-
glicosidase tem habilidade em hidrolisar diferentes residuos de monossacarideos de
glicosideos. Neste caso, [3-glicosidase € usado para nomear todas as enzimas, que
removem glicose com eficiéncia (Terra e Ferreira, 1994). Em insetos, B-glicosidases
tém um papel na digestdo final de celulose e hemicelulose, na quebra de
carboidratos de glicoproteinas (Terra e Ferreira, 1994) e pode ainda hidrolisar
glicolipideos, como proposto por Marana e colaboradores (1995). No entanto, a
funcdo precisa de muitas B-glicosidases nao esta clara, ja que algumas hidrolisam
apenas substratos sintéticos (Morgan, 1975; Marana et al., 1995).

Caracteristicas gerais ja podem ser delineadas para as [-glicosidases
digestivas encontradas em insetos (ver Terra e Ferreira, 2005). No geral elas
apresentam um peso molecular que varia de 30 a 150 kDa; pls ja determinados
mostraram que essas enzimas apresentam caracteristicas de acidas a neutras com
esse parametro variando de 3,7 a 7,8 e o pH 6timo esta na faixa de 4,5 a 6,5.
Entretanto, em Lepidoptera essas enzimas apresentam um pH 6timo mais alto do
gue o encontrado em outros insetos variandode 6 a 7.

O numero de (-glicosidases no tubo digestivo pode variar. Alguns insetos
possuem apenas uma [-glicosidase capaz de clivar varios substratos, enquanto
outros possuem varias dessas enzimas com especificidades diferentes para os
diversos substratos. Quando varias enzimas estdo presentes, suas especificidades
sdo diferentes e, quando somente uma enzima esta presente, ela possui
especificidade ampla cobrindo as especificidades de todas aquelas enzimas
presentes nos insetos que possuem duas ou quatro dessas proteinas (Ferreira et al.,
1998, Azevedo et al., 2003).

Baseado na eficiéncia catalitica relativa a diferentes substratos, [3-glicosidases
de insetos podem ser divididas em duas classes. Classe A inclui as enzimas que
possuem eficiéncia em hidrolisar substratos contendo aglicones hidrofilicos, como
dissacarideos e oligossacarideos. A classe B compreende enzimas que possuem
uma alta atividade somente sobre substratos contendo aglicones hidrofébicos, como
as alquil-, p-nitrofenil- e metilumbeliferil 3-glicosidases.

Enzimas da classe A sdo mais abundantes do que as (-glicosidases da classe

B. A classe A hidrolisa di- e oligossacarideos e possui quatro subsitios para ligagao
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com glicose no sitio ativo (Ferreira et al., 2001, 2003; Marana et al., 2000; Azevedo
et al., 2003).

Além do importante papel na digestdo, B-glicosidases sdo importantes na
relagcdo inseto-planta. Para impedir a herbivoria, plantas sintetizam um grande
numero de glicosideos toxicos que podem estar presentes em concentragdes que
vao de 0,5% a 1% (Spencer, 1988). A presenca destes glicosideos em dietas de
alguns insetos pode explicar o variado numero de [(-glicosidases com diferentes
especificidades nos seus intestinos. A maior parte dos glicosideos de plantas possui
um aglicone hidrofébico e sdo compostos B-ligados O-glicosil. Ja que os aglicones
sdo normalmente mais toxicos do que os proprios glicosideos, a intoxicagdo pode
ser evitada pela diminui¢do da atividade sobre glicosideos toxicos ([3-glicosidase tipo
B) provavelmente responsaveis pela hidrélise de glicolipideos, sem afetar a digestao
final da hemicelulose e celulase que é feita pelas B-glicosidases do tipo A (Terra e
Ferreira, 2005).

Experimentos realizados través de fracionamento celular sugeriram que essas
enzimas poderiam servir como marcadores em insetos da espécie D. peruvianus
(Hemiptera: Pyrrhocoridae), onde a a-glicosidase estaria associada a membrana
perimicrovilar, a 3-glicosidase a membrana microvilar e a aminopeptidase no espago
entre estas duas membranas, denominado espago perimicrovilar. Estudos
minuciosos deverdo ser realizados de modo a comprovar definitivamente a origem
deste sistema membranar, auxiliando desse modo no aprofundamento dos

conhecimentos de como se organiza o processo digestivo na ordem Hemiptera.

1.16 - ETIQUETAS DE SEQUENCIAS EXPRESSAS (EXPRESSED SEQUENCE TAGS — ESTS)

As etiquetas de sequéncias expressas sdo sequéncias curtas (200-500 pb) de
DNA geradas das extremidades 3" e 5" de clones de cDNA selecionados ao acaso,
0S quais representam o0s genes expressos de um organismo. Os genes mais
expressos serdo representados na biblioteca muitas vezes por clones idénticos ou
por clones quase idénticos. Para reduzir esta redundancia e para aumentar as
possibilidades de identificar transcritos raros, as bibliotecas do cDNA usadas em
projetos de EST s&o frequentemente normalizadas para aumentar a frequéncia
relativa de clones raros (Bonaldo et al., 1996). O método foi descrito pelo grupo de

Craig Venter, em 1991, para analise de genes expressos em cérebro humano e
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atualmente vem sendo aplicado para a analise da expressao de genes nos mais
diferentes tipos de organismos. O objetivo do sequénciamento e analise de ESTs é
gerar, rapidamente, dados sobre os genes que codificam proteinas de um
determinado tipo de célula, organismo ou parte do mesmo. A analise de EST € um
método eficaz para amostragem de genes expressos em um organismo ou em um
tecido. Assim, para organismos molecularmente e geneticamente até agora mal
descritos, a facilidade e economia relativa de obter uma sequéncia parcial a partir de
bibliotecas de cDNA pode ser uma maneira altamente produtiva de gerar muita
informagé&o sobre genes funcionais (Boguski et al., 1993; Rudd, 2003). No campo da
biologia molecular de parasitas, este tipo de abordagem permitiu o descobrimento de
diversos candidatos a drogas e vacinas (Lizotte-Waniewski, et al., 2000). Entretanto,
dados gerados por ESTs também contém tipos de informagdes adicionais
importantes.

A abundancia da sequéncia de um EST particular no banco de dados de um
organismo refletira o seu nivel de expressdo (no caso da biblioteca n&o ser
normalizada). Como as bibliotecas de cDNA das quais os ESTs s&o gerados sao
construidas dos tecidos isolados ou dos estagios especificos do ciclo de vida, o
indice do EST por biblioteca pode ser informativo a respeito do tecido ou estagio-
especifico, ou da expressao do tecido ou estagio-regulado. Além disso, pode-se ao
comparar perfis de EST de organismos relacionados montando um perfil filogenético
de conservagao da sequéncia e expressao para cada gene e seus homdlogos.

Em 2002 o grupo do pesquisador Alfried Vogler mostrou o potencial que ha
nas pequenas bibliotecas de cDNA para descoberta e analise comparativa de genes
uteis para estudos funcionais e filogenéticos ao comparar bibliotecas de EST de sete
espécies de Coleoptera (Theodorides et al, 2002). Outros grupos de pesquisa
utilizaram esta mesma metodologia para analise transcripcional em diversos
organismos de interesse econdmico. Apesar dos Hemiptera terem grande
importancia econdmica sao claramente pouco representados em banco de dados
gendmicos quando comparados com outras ordens. Um total de 134.954 sequéncias
de nucleotideos de Hemiptera s&o citadas no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) contra 1.453.547 de Diptera e 466.126 de
Lepidoptera (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (GenBank, Junho 2008).

Um incremento do nosso conhecimento sobre sequénciamento genémico tem

grande importancia no estudo de por¢des expressas do genoma através de
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estratégia baseada em sequénciamento de cDNAs. Além de rapida, esta
metodologia tem um custo menor, sendo muito eficaz na identificacdo de um grande
numero genes no organismo do interesse (Adams et al., 1991). No6s adotamos esta
estratégia com intuito de obter sequéncias relacionadas com enzimas digestivas
(cisteina-proteinase, aminopeptidase, [-glucosidase), transportadores e proteinas

estruturais do intestino médio do D. peruvianus.

1.17 - PRINCIPAIS CARACTERISTICAS MOLECULARES, BIOQUIMICAS E FUNCIONAIS DOS
TRANSPORTADORES DE MONOSSACARIDEOS

Em insetos, glicose é importante em varios aspectos do metabolismo e
absolutamente necessaria para a sobrevivéncia (Wegener et al., 2003). Durante a
metamorfose em insetos, a glicose funciona como fonte energética e substrato para
a sintese dos tecidos da pulpa e do adulto (Chippendale, 1978). A falta de glicose
causa faléncia de orgaos e faléncia do sistema nervoso o que resulta numa
desordem de comportamento e morte (Wegner et al., 2003). Além disso, ja foi
observada a importancia deste agucar na reprodu¢cdo de Bombyx mori (Kawamura et
al., 2003).

Membranas plasmaticas de células eucaridticas s&o formadas por duas
camadas de lipidios que impedem a passagem de moléculas hidrofilicas e, portanto
a (glicose é transportada pela membrana plasmatica através de proteinas
carreadoras associadas a membrana, chamadas transportadores de glicose. Ha dois
grupos de proteinas transportadoras que se distinguem estruturalmente e
funcionalmente, que mediam a transferéncia da glicose e outros agucares através da
bicamada lipidica: um sistema carreador acoplado a Na* (SGLT) (Wright, 2001) e o
transportador facilitativo de glicose (GLUT) (Bell et al., 1990; Carrunthers, 1990;
Mueckler, 1994; Joost e Thorens, 2001). Os dois tipos de transportadores pertencem
as familias carreadoras de solutos (SLC), que compreendem 43 familias (SLC1-
SLC43).

1.17.1 - CO-TRANSPORTADOR DE GLICOSE E SODIO (SGLT)

Os SGLTs efetuam um transporte acoplado, ingressando conjuntamente na
célula, sodio, glicose (ou galactose, em alguns casos) e agua. Localizam-se na
membrana luminal das células epiteliais encarregadas de absorgao (intestino

delgado) e reabsor¢do de nutrientes. Aproveita-se a entrada do sodio a favor de um
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gradiente eletroquimico formado entre o exterior e o interior da célula, para
transportar a glicose contra um gradiente quimico. A familia SGLT (transportador de
glicose dependente de sodio, gene SLC5A) compreende co-transportadores de
glicose dependentes de sodio (SGLT1 e SGLT2), o sensor de glicose SGLTS3,
inositol (Berry et al., 1995) e transportadores de multivitaminas SGLT4 e SGLT6
(Balamurugan et al., 2003), e o transportador de iodo de tiredide SGLTS (Smanik et
al., 1996). SGLT1 e SGLT2 podem ser inibidos por florizina (floretina-2"-3-
glicosideo), um produto da casca da macieira (Gerardi-Laffin et al., 1993). Todos os
SGLTs possuem uma estrutura secundaria similar, com quatorze dominios
transmembranares com estrutura de a-hélice.

O SGLT1, € uma proteina de 664 aminoacidos, que tem uma alta afinidade
por glicose, com um Ky, de 0,3 mM. Apresenta quatorze dominios transmembranares
em a-hélice, com os dominios amino (N) e carboxi (C) terminais localizados na
regido extracelular da membrana, além de apresentarem um sitio de glicosilagéo
entre os dominios seis e sete. O transporte de sodio e de glicose se realiza através
de duas vias diferentes, o sodio entra por uma regido da proteina na porgdo N-
terminal e o monossacarideo através da regido C-terminal. A unido do sédio ao
SGLT gera uma mudanga de conformagé&o que permite o transporte de glicose para
o interior da célula, na estequiometria: duas moléculas de sédio, uma molécula de
glicose e 260 moléculas de agua (Wright, 2001; Loo et al., 1996).

O SGLT2 é uma proteina de 672 aminoacidos com 59% de similaridade com
o SGLT1 e apresenta um K, de 1,6 mM para glicose. Transporta uma molécula de
sédio por uma de glicose, seu K, para o sodio é de 200 a 300 mM. Localizam-se nos
rins e sdo responsaveis pela reabsorgao de 90% da glicose filtrada nos rins.

O SGLT3 é uma proteina de 674 aminoacidos com 70% de similaridade com
SGLT1 e apresenta um K, de 6 mM para glicose. Transporta duas moléculas de
sodio para uma de glicose (Wright, 2001).

1.17.2 - TRANSPORTADOR FACILITATIVO DE GLICOSE (GLUT)

Os transportadores facilitativos de glicose (GLUT) utilizam o gradiente de
difusdo de glicose (e outros agucares) pela membrana plasmatica e exibem
especificidades por diferentes substratos, propriedades cinéticas e padrao
diferenciado de expressdo em tecidos. O genoma humano contém 14 membros da

familia GLUT, a qual é dividida em trés subfamilias de acordo com as similaridades
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entre sequéncias de nucleotideos e elementos caracteristicos (Joost e Thorens,
2001; Rogers et al., 2002; Uldry et al., 2001). As diferengas sao principalmente
relacionadas com caracteristicas funcionais (especificidade por substrato, valores de
Km, afinidade de ligagdo com os inibidores citocalasina B e forscolina) (Joost et al.,
2001). Além disso, a fungdo de alguns transportadores € modificada pela
redistribuicdo regulada de proteinas entre a membrana celular e o compartimento
intracelular. Estas diferentes caracteristicas permitem uma regulagédo especifica e
complexa da tomada de glicose de acordo com as necessidades celulares e das
condicdes fisiologicas de suprimento de substrato (Joost et al., 2001).

Os GLUTs apresentam uma conformacgao protéica similar; sdo glicoproteinas
de 45 a 55 kDa (Doege et al., 2000), com doze dominios transmembranares com
estrutura a-hélice. Os extremos N- e C-terminais localizam-se no citoplasma, além
disso, apresentam um sitio de glicosilagdo na regido externa da membrana. Cada
uma das diferentes isoformas de GLUT possui caracteristicas cinéticas proprias,
adaptadas as necessidades metabolicas do organismo. Os segmentos
transmembranares 3, 5, 7 e 11 s&o hidrofilicos em uma face do cilindro a-hélice e
hidrofobicos na outra, portanto formam um poro e desta forma permite a entrada do
monossacarideo a favor de um gradiente de concentragdo (Guerre-Millo et al.,
1995). Para que ocorra a entrada de glicose deve formar previamente unides como
pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila e carbamino do GLUT e os grupos
hidroxila da glicose (Lienhard et al., 1992). A glicose é internalizada na célula
através de quatro etapas: primeiramente a glicose se une ao transportador na face
externa da membrana, em seguida o transportador modifica a sua conformagao no
sitio de unido fazendo com que a glicose no proximo passo seja liberada no
citoplasma, finalmente o transportador livre muda novamente sua conformacao,
expde o sitio de unido a glicose na face externa e retorna o seu estado inicial
(Carruthers, 1990).

Ha uma grande defasagem de conhecimento a respeito dos transportadores
de glicose em insetos, tendo apenas sido identificado e caracterizado até o momento
um cDNA codificante de GLUT8 em formiga (Chen et al., 2006).

1.18 - BOMBAS DE AGUA
A agua pode atravessar membranas celulares através de trés rotas: bicamada

lipidica, canais de passagem de agua ou por mecanismos dependentes de
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mudangas conformacionais de proteinas transportadoras (Zeuthen, 1991, 1994;
Zeuthen, et al., 1996; Loo, et al., 1996; Zeuthen et al. 1997).

Desde o momento em que Reid (1892) demonstrou que a agua é
transportada pelo intestino na auséncia de diferengca de pressao hidrostatica e
osmolaridade transepitelial, essa questdo, de como a agua € transportada através
das células epiteliais na auséncia de forgas externas, vém intrigando fisiologistas. A
maioria dos estudos nos ultimos 40 anos originou da hipotese de que o transporte
ativo de sodio era o responsavel pela geracao de gradientes osmoticos locais em
tecidos epiteliais e esta agua estaria acoplada ao movimento do sédio por osmose.
Peter Curran propdés um modelo com trés compartimentos para a absor¢ao de
fluidos pelo intestino (Curran e Mclntosh, 1962), e Jared Diamond propés um modelo
de osmose local para vesicula biliar (Diamond e Bossert, 1967). O compartimento de
osmose local ndo foi definido no modelo de Curran, mas Diamond propds que o
gradiente de osmose local era gerado em espacgos intracelulares laterais. A ultima
hipotese esta de acordo com a localizacdo das bombas de sédio e potassio na
membrana basolateral do epitélio absortivo.

Com a descoberta de Peter Agre dos canais de passagem de agua (Preston
et al., 1992), as aquaporinas, houve o retorno do interesse do transporte de agua em
epitélio, especialmente em rim. No intestino ha pouca ou quase nenhuma expressao
de aquaporinas em enterécitos e isto aumenta a possibilidade de que a alta
permeabilidade a agua pelas membranas basolateral ou microvilosidades esta
relacionada a uma grande permeabilidade da bicamada lipidica ou da presenga de
canais para passagem de agua. Glicose estimula o transporte de sédio através das
microvilosidades do enterodcito pelo co-transporte glicose-sodio, e o s6dio que entra
na célula € bombeado para fora para o espaco intercelular lateral pela bomba
basolateral sédio-potassio. E comumente aceito que a 4gua segue o transporte de
acucar e do sal através de osmose local. Esta ligac&o entre o transporte de glicose,
sal e agua é a base da terapia utilizada para o tratamento de diarréia causada por
célera, chamada terapia de re-hidratag&o oral (Hirschorn e Greenough, 1991).

A comprovagao de que transportadores de monossacarideos do tipo co-
transportador glicose-sodio estariam envolvidos também na entrada de moléculas de
agua nas ceélulas foi feita através de estudos envolvendo a expressdo de SGLT1 em
oocitos de Xenopus laevis (Zampighi et al. 1995; Loo et al. 1996, 1999; Loike et al.
1996; Meinild et al. 1998). Foi observado que a permeabilidade osmaética da agua de
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SGLT1 expressos em odécitos é diretamente proporcional ao numero de co-
transportadores expressos na membrana. A permeabilidade a agua pelo SGLT1
ocorre independente do tamanho e da direcdo do gradiente osmaético, assim como
da presenca ou auséncia de ligantes (sodio e glicose), mas a florizina inibe a
passagem da agua através do SGLT1 com um K; de aproximadamente 5 uM na
presenca de sodio (Zeuthen et al., 2001). De acordo com o modelo proposto por
Parent e colaboradores (1992b), Loo e colaboradores (1993) e Meinild e
colaboradores (2002), primeiramente dois ions sodio se ligariam ao SGLT1,
promovendo uma mudanga conformacional no co-transportador, permitindo a
‘ligacdo” de uma molécula de glicose e 200-260 moléculas de agua. Este complexo
preenchido passaria por um processo de mudanca conformacional para expor o
substrato na superficie interna da membrana, onde a agua e o agucar se
dissociariam. O deslocamento do sédio da membrana ocorre, pois ha uma baixa
concentragdo de sodio dentro da célula. A saida do sodio faz com que a
conformagao antes relaxada da proteina resulte numa conformacdo mais fechada
fazendo com que haja a expulsdo da agua. O ciclo catalitico € completado com a
isomerizagao da proteina voltando esta para a conformacéao inicial.

Recentemente foi demonstrado que além de transportar glicose o
transportador do tipo facilitativo GLUTZ2 transporta também moléculas de agua
(Zeuthen et al., 2007). Quando expressos em ooécitos de Xenopus laevis, estes
transportadores exibem propriedades de canais para passagem de agua que sao
sensiveis ao inibidor especifico floretina (Fischbarg et al., 1990). O GLUT2
transporta agua através de dois mecanismos que funcionam em paralelo: a partir de
um acoplamento com glicose e por um transporte osmético dirigido por uma

acumulagao de agucar no oocito (Zeuthen et al., 2007).
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2 - OBJETIVOS GERAIS

O inseto utilizado neste trabalho, Dysdercus peruvianus (Hemiptera), constitui
um interessante modelo de estudo, visto que, possui uma membrana que recobre o
intestino médio distinta de qualquer outra membrana ja observada em insetos; seu
intestino médio € seccionado em ventriculos, o que possibilita estudos precisos de
transporte de agucares e agua; e a presencga de cisteina proteinase como proteinase
digestiva majoritaria ao contrario de uma serino proteinase encontrada na maioria
das ordens da classe Insecta. Desta forma, as principais metas desta dissertacao
abrangem a identificagdo das proteinas encontradas no intestino médio do inseto
modelo, caracterizagao do transporte de glicose no ventriculo anterior e o estudo das
cisteina proteinases digestivas.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Construgcdo de uma biblioteca de cDNAs do intestino médio de D. peruvianus
em fago Lambda Uni ZAP" para seqiiénciamento ao acaso. Processamento e
analise das ESTs. Selecdo de algumas sequéncias para estudo de
distribuicdo tecidual através de RT-PCR semiquantitativo.

» Estudo de cisteina proteinases digestivas, envolvendo distribuicdo tecidual,
purificagdo e caracterizagdo cinética, além de tentativa de relacionar as
sequéncias de catepsinas L encontradas no transcriptoma com as proteinases
purificadas do inseto.

* Descricao por experimentos in vivo dos tipos de transportadores de agucar
no intestino médio de D. peruvianus. Sequénciamento completo e analise com
ferramentas de bioinformatica de sequéncia homologa ao transportador de
glicose encontrado no transcriptoma obtido.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - COLONIA DE INSETOS

Neste estudo foram usados insetos adultos do sugador de sementes de
algodao, Dysdercus peruvianus (Pentatomomorpha: Pyrrhocoridae), obtidos da
colénia mantida em nosso laboratério desde 1990. Estes insetos s&o mantidos em
viveiros de plastico contendo areia e cobertos por um pedago de pano de algodao
presos por elasticos, tendo livre acesso a agua e a sementes de algodéo
(Gossypium hirsutum) que sédo previamente congeladas com o intuito de eliminar
organismos que possam contamina-las. Estas sementes sdo obtidas no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC).

As colbnias sdo mantidas em condi¢cdes de fotoperiodo natural com umidade
relativa de 50-70% e temperatura de 24 + 2 °C.

3.2 - DISSECGAO DOS INSETOS E PREPARO DE AMOSTRA

Fémeas adultas de D. peruvianus foram previamente imobilizadas no gelo e
entdo dissecadas em solugcado de cloreto de sddio 215 mM para remocéo do trato
digestivo e posterior retirada de membranas microvilar e perimicrovilar.

Para obtencdo de enzimas digestivas, os insetos utilizados estavam no
periodo adulto, com acesso a agua e sementes de algod&o. Durante a dissecg¢ao
dos insetos, em solucdo de cloreto de sodio 215 mM, primeiramente sao
descartados a carapacga e o corpo gorduroso e posteriormente o intestino anterior e
posterior. Somente o intestino médio é utilizado, sendo que este é subdividido em
ventriculo 1, 2 e 3. Os ventriculos (V1, V2 e V3) que formam o intestino médio foram
separados para serem futuramente homogeneizados.

Animais que passaram pelo processo de jejum com posterior privagao de
agua e foram alimentados com solugdo de corante, tiveram o V1 retirado e o seu
conteudo luminal coletado com auxilio de um capilar acoplado a um aparato de
succgao.

Cada lote de ventriculos foi homogeneizado em agua bidestilada em gelo com
auxilio de um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem, seguida de centrifugacéo a
20.000 g por 30 minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante

utilizado para ensaio de atividade e determinacao de proteinas.
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3.3 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDIGCOES DESNATURANTES (SDS-
PAGE)

Amostras contendo intestinos de D. peruvianus foram aquecidas durante 5
minutos a 95 °C em tamp&o de amostra (Tris-HCI 60 mM, pH 6,8, contendo SDS 2%
(p/v), glicerol 10%, B-mercaptoetanol 0,36 mM e azul de bromofenol 0,0025%) e em
seguida submetidas a uma separacéo eletroforética utilizando um equipamento Mini-
Protean Il (Bio-Rad, EUA) em placa fina (1 mm) em poliacrilamida 12% (Laemmli,
1970). As eletroforeses foram realizadas a 200 V e temperatura ambiente, até que o
azul de bromofenol (utilizado como indicador da mobilidade eletroforética) estivesse
a 0,5 cm da borda inferior da placa sendo que o gel foi corado para visualizagédo de
proteinas pelo método de prata (Blum et al., 1987). O marcador de massa molecular
utilizado foi o Low Range Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad) contendo as
seguintes proteinas: fosforilase B (112 KDa), albumina sérica bovina (81 KDa),
ovalbumina (49,9 KDa), anidrase carbbnica (36,2 KDa), inibidor de tripsina de soja
(29,9 KDa) e lisozima (21,3 KDa).

3.4 - ATIVIDADE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDIGOES NATIVAS (PAGE)

Amostra contendo intestinos de D. peruvianus com o equivalente a 7 pg/uL de
proteina foi submetida a uma separacéo eletroforética em gel 12% utilizando um
equipamento Mini-Protean Il (Bio-Rad, EUA) em placa fina (1 mm) em condigdes
nativas (Laemmli, 1970). Os géis nativos n&o continham SDS e (-mercaptoetanol,
assim como o tampao de amostra e o tampéao de corrida. As eletroforeses foram
realizadas a 100 V a 4 °C até que o azul de bromofenol (utilizado como indicador da
mobilidade eletroforética), estivesse a 0,5 cm da borda inferior da placa.

A atividade da cisteina-proteinase foi monitorada em gel através do ensaio
com o substrato especifico. Apds o fracionamento das proteinas, o gel foi incubado
em banho-maria por 5 minutos a 30 °C utilizando como substrato o reagente
fluorogénico Z-FR-MCA 1 mM em tamp&o MES 0,1 mM pH 6,0, EDTA 3 mM e
cisteina 3 mM. O produto da atividade enzimatica pode ser evidenciado em
transiluminador de UV 312 nm (Manchenko, 1994) e posteriormente fotografado.
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3.5 - DETERMINAGAO DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

Nos ensaios de atividade enzimatica a mistura dos reagentes foi incubada a
30 °C por pelo menos quatro periodos de tempo. Controles sem enzima (brancos de
enzimas) ou sem substrato (branco de enzima) foram feitos e tratados do mesmo
modo que os experimentais. A atividade esta expressa em mili unidades (mU), onde
a unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz
de clivar 1umol de ligagdes por minuto.

O ensaio de cisteina proteinase foi realizado utilizando como substrato Z-FR-
MCA 1 mM (inicialmente solubilizado em DMSO) em tampao MES 0,1 M pH 6,0 com
3 mM de EDTA e 3 mM de cisteina. O volume de reacgao foi de 1,2 mL e a reagao foi
interrompida com a adi¢do de 0,2 mL de acido acético 30%. Metil coumarina &
liberada quando o substrato € hidrolisado e desta forma pode-se detecta-la atraves
de sua florescéncia medida com a excitagcado a 380 nm e emissao a 460 nm (Alves et
al., 1996).

3.6 - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS

A determinagcdo da concentracdo de proteina na amostra foi feita utilizando o
método descrito por Smith et al. (1985) e modificado por Morton e Evans (1992),
usando curva padrdao de albumina sérica bovina, nos casos de amostras que
continham Triton X-100; ou o descrito por Bradford (1976), usando uma curva
padréo de albumina de ovo.

3.7 - EFEITO DE DIFERENTES INIBIDORES NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Os homogeneizados de intestino médio total e dos ventriculos separados (V1,
V2 e V3) de D. peruvianus foram pré-incubados e ensaiados com varios inibidores a
fim de verificar o efeito perante a atividade da cisteina-proteinase digestiva deste
inseto. Os inibidores utilizados foram: E-64, um inibidor irreversivel de cisteina-
proteinases, 10 yM solubilizado em DMSO; pepstatina A, um inibidor reversivel de
aspartico-proteinases, 1 uM solubilizado em DMSO e PMSF, inibidor irreversivel de
serino-proteinases, 1 mM solubilizado em metanol. Além disso, foi feito um ensaio
controle nas mesmas condi¢des citadas anteriormente para testar uma possivel

interferéncia do metanol utilizado na solubilizacdo do PMSF.
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3.8 - PREPARAGAO DAS AMOSTRAS PARA PURIFICAGAO DE CISTEINA PROTEINASE

Para preparagcdo do homogeneizado de cada ventriculo do intestino médio
foram utilizadas fémeas com 4-7 dias apos emergéncia. Os insetos foram
dissecados como citado anteriormente (item 3.3).

Cada lote de aproximadamente 20 ventriculos foi homogeneizado em tampao
Tris-HCI 20 mM contendo 1 mM de MMTS pH 8,0 com auxilio de um
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem, seguida de centrifugagédo a 20.000 g por 30
minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante utilizado para
homogeneizagdo de mais um lote de 20 ventriculos, seguida de centrifugacédo a
20.000 g por 30 minutos a 4°C.

3.9 - CROMATOGRAFIAS

3.9.1 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Foi usada a coluna HiTrap Q XL (Pharmacia) de 1 mL. A coluna foi operada
manualmente, sendo a cromatografia realizada a 4 °C dentro de uma camara fria. As
fragdes obtidas foram analisadas quanto a sua atividade sobre o substrato Z-FR-
MCA.

O fluxo utilizado foi de aproximadamente 1 mL/min e as fragbes coletadas de
1,0 mL. A coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de tampao Tris-HCI 20
mM contendo 1 mM de MMTS pH 8,0 antes das cromatografias. A amostra foi eluida
com tampao Tris-HCI 20 mM contendo 1 mM de MMTS e 1 M de NaCl pH 8,0.

Esta coluna foi utilizada com a finalidade de retirar pigmentos e
contaminantes da amostra, ja que o proximo passo envolve uma coluna de filtragéo
em gel, onde a presenga de pigmento pode inviabilizar a utilizagdo da coluna em
pouco tempo de uso.

3.9.2 - CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRAGAO

Foi usada a coluna Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia). A coluna foi acoplada
ao sistema de FPLC (Pharmacia Biotech), sendo a cromatografia realizada em
temperatura ambiente. A elui¢cdo de proteina foi monitorada pela leitura a 280 nm. As
fracbes obtidas foram analisadas quanto a sua atividade sobre o substrato Z-FR-
MCA.

A cromatografia foi realizada em tampdo MES 100 mM contendo NaCl 0,2 M e

MMTS 1 mM, pH 6,0, sendo o fluxo utilizado de 0,5 mL/min e as fragdes coletadas
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de 0,3 mL. A coluna foi previamente equilibrada com 2 volumes de tampao antes das

cromatografias.

3.9.3 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Foi usada a coluna Arginina-Sepharose 4B acoplada ao sistema Akta Prime
Plus (Pharmacia), sendo a cromatografia realizada em temperatura ambiente. As
fracbes obtidas foram analisadas quanto a sua atividade sobre o substrato Z-FR-
MCA.

A cromatografia foi realizada em tamp&do MES 0,1 M contendo cisteina 3 mM,
EDTA 3 mM, pH 6,0 sendo o fluxo utilizado de 1,0 mL/min e as fra¢des coletadas de
1,0 mL. A amostra foi eluida com tampao MES 0,1 M contendo cisteina 3 mM, EDTA
3 mM e arginina 1 M, pH 6,0. A coluna foi previamente equilibrada com 10 volumes
de tampao antes das cromatografias. A amostra aplicada na coluna foi diluida na
ordem de 1:1 com tamp&o MES 0,2 M contendo cisteina 6 mM, EDTA 6 mM, pH 6,0
para retirada do MMTS presente na amostra, permitindo assim que os residuos de
cisteina ligassem na coluna. Toda fragédo foi coletada em tubos contendo tampao
MES 0,5 M e MMTS 5 mM, pH 6,0.

3.10 - PURIFICAGAO DAS CISTEINA PROTEINASES DO VENTRICULO 2

O sobrenadante do homogeneizado seguido de centrifugagéo (vide item 3.2)
do ventriculo 2 do intestino médio de D. peruvianus foi aplicado na coluna HiTrap Q
XL (Pharmacia). As fragdes eluidas com maior atividade sobre o substrato Z-FR-
MCA foram reunidas. Esse material foi concentrado de um volume de 2 mL para
aproximadamente 200 pL com o auxilio do concentrador de amostra Amicon Ultra
(Millipore). Esta amostra concentrada foi entdo aplicada na coluna de filtragdo em gel
Superdex 75 (Pharmacia). Dois picos contendo atividade sobre Z-FR-MCA foram
observados. Dessa forma, o primeiro pico foi chamado pico 1 e o segundo de pico 2.
As fragdes do pico 1 foram reunidas, bem como as do pico 2 separadamente. Cada
um destes dois picos foram separadamente diluidos da ordem de 1:1 no tampao
MES 0,2 M contendo cisteina 6 mM, EDTA 6 mM, pH 6,0 e aplicados na coluna de
afinidade Arginina-Sepharose (Pharmacia). Em cada uma das cromatografias foram
obtidas fracées que foram eluidas com tampao MES 0,1 M contendo cisteina 3 mM,
EDTA 3 mM e arginina 1 M, pH 6,0 e apresentavam atividade sobre Z-FR-MCA.
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3.11 - DETERMINAGAO DO EFEITO DO PH SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS PURIFICADAS

Essa determinacéo foi realizada usando preparagdes purificadas das cisteina
proteinases de D. peruvianus. A atividade enzimatica foi determinada como descrito
no item 3.8. O experimento foi realizado través de um ensaio de quatro tempos,
sendo a inclinagdo da reta para cada ponto determinada. A atividade foi expressa
em porcentagem da maior atividade obtida. Tanto os ensaios quanto a determinagéo
de pH das misturas de substrato e tampao foram realizadas a 30 °C. Esse cuidado é
necessario uma vez que a temperatura pode afetar a ionizagdo de grupos presentes
no tampao. Foi utilizado o tampao citrato-fosfato 100 mM, para o pH entre 3,6 e 4,6 e
o tampao MES 0,1 M para o pH entre 5 e 8, todos contendo cisteina 3 mM e EDTA 3
mM.

3.12 - INATIVAGAO TERMICA

Inativagdo térmica das cisteina proteinases foi estudada incubando-se
preparagdes purificadas das mesmas em banho-maria a 40 °C, seguindo-se a
determinacgdo da atividade remanescente apés diferentes intervalos de tempo (5, 7,
10, 12, 15, 20, 25, 30 minutos).

3.13 - ESTUDOS CINETICOS

Os ensaios cinéticos foram realizados usando preparagdes purificadas das
cisteina proteinases 1 e 2 de Dysdercus peruvianus. Para determinacdo de K, a
velocidade de hidrélise foi determinada usando pelo menos dez concentragcdes
diferentes de substrato. As velocidades de hidrolise dos diferentes substratos foram
determinadas e usadas para tracar o grafico de Lineweaver-Burk. O programa
Enzfitter (Elsevier Biosoft, Cambridge, UK) foi usado para determinar K, € Viax.

3.14 - TITULAGAO COM TRANS-EXPOXYSUCCINIL-L-LEUCIL-AMIDO (4-GUANIDINO BUTANO)
(E-64) DA CIS 1 E CIS 2 DO INTESTINO MEDIO DO D. PERUVIANUS

A porcéo linear do plote da atividade contra a concentragdo de E-64 extrapola
a concentracdo de E-64, o qual € equivalente a concentragdo total da enzima
estudada. A atividade proteolitica no ponto de equivaléncia corresponde a
concentragdo da enzima livre que é idéntica a concentragdo de E-64 livre. Sabendo
a concentragcdo total da enzima e a concentracdo da enzima livre, é possivel

determinar a concentragdo do complexo enzima-inibidor. A constante de dissociagéo
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(Kg) do complexo cisteina proteinase—E-64 pode ser calculada pela equacgao:
Ks=[E][I)/[EI] (detalhes em Green e Work, 1953; Knight e Barrett, 1976). A atividade
especifica € calculada pela férmula: atividade especifica = A/nM, onde A é a
atividade na aliquota titulada; n é o numero de mols de enzima na aliquota titulada e

M o peso molecular da enzima em mg.

3.15 - EXTRAGAO DE RNA TOTAL DE INTESTINO DE D. PERUVAINUS

Apenas fémeas de D. peruvianus bem alimentadas foram utilizadas para
extracdo de RNA total do intestino médio.

A disseccao dos insetos foi feita utilizando tampao NaCl 215 mM preparado
com agua DEPC (dietilpirocarbonato), sendo que logo apds serem retirados os
intestinos foram congelados em gelo seco para evitar a agao de RNAses.

O RNA total de 10 intestinos de fémeas de D. peruvianus foi extraido com o
reagente Trizol (GIBCO-BRL). Durante 5 minutos 10 intestinos foram
homogeneizados em 1 mL de Trizol em temperatura ambiente. O homogenato foi
centrifugado a 11000 rpm por 10 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi acrescentado
200 pL de cloroférmio. Apds 15 segundos de agitacdo seguida de 3 minutos de
incubagdo a temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado a 11000 rpm por 15
minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde 250 pL de
isopropanol e 250 pL de solugéo de precipitacao (1,2 M de NaCl; 0,8 M de citrato
trisédico e agua DEPC) foram adicionados e por 10 minutos ficaram incubando a
temperatura ambiente. Apds 10 minutos de centrifugagéo a 11000 rpm por 5 minutos
a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em etanol
75%, centrifugado a 11000 rpm por 5 minutos a 4 °C, sendo que esta etapa foi
repetida mais uma vez. Ao final da segunda lavagem com etanol 75%, o sedimento
passou por um periodo de secagem no fluxo laminar por 3 minutos. O sedimento
seco foi dissolvido em 100 pL de agua tratada com DEPC com agitagdo manual
frequente a 65 °C.

Depois de feita a preparacdo, a qualidade do RNA foi checada através da
razao de absorbancia Ageso/A2s0 NM, obtendo o resultado de 1,9 e através de gel de
agarose 1,5%.
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3.16 - CONSTRUGAO DA BIBLIOTECA DE CDNA DO INTESTINO MEDIO DE DYSDERCUS
PERUVIANUS

O RNA total extraido do intestino de D. peruvianus foi enviado para a
empresa Vertis Biotechnologie AG, localizada na Alemanha com o propédsito da
construcao da biblioteca de cDNA de expressao normalizada.

Partindo do RNA total enviado, a poli A+RNA foi purificada. Com a poli
A+RNA foi sintetizada a primeira fita de cDNA utilizando um primer random-Xho1-
linker e uma transcriptase reversa M-MLV-Rnase. A sintese da segunda fita foi feita
utilizando um segundo primer e DNA polimerase Klenow. O NO-cDNA resultante foi
entdo amplificado com 13 ciclos de LA-PCR (Barnes, 1994).

Depois de obtida a normalizacdo do cDNA amplificado, este foi clonado e
inserido no vetor Lambda Uni ZAP".

Este vetor permite uma excisdo, in vivo, simples e eficiente e a
recircularizacdo de qualquer inserto contido dentro do vetor lambda para formar um
fagomideo contendo o inserto (Ausubel et al., 1990). Esse processo de excisao
depende da localizag&do da sequéncia de DNA dentro do fago e da presenca de uma
variedade de proteinas como, por exemplo, as M13. As proteinas M13 do fago
reconhecem a regido do DNA que normalmente serve como origem de replicagao.
Esta origem pode ser dividida em duas partes: o sitio de iniciacdo e o sitio de
término para a sintese de DNA (Sambrook et al., 2001). O fago lambda se faz
acessivel as proteinas M13 pela infeccdo simultanea das células XL1-Blue MRF’
com o vetor lambda e o fago “helper EX Assist”. Dentro dessas bactérias as
proteinas M13 reconhecem a regi&o iniciadora do DNA dentro do vetor lambda e
uma nova fita de DNA ¢é sintetizada e duplicada. A sintese dessa nova fita continua
passando pelo inserto clonado e pelo gene de resisténcia a ampicilina, até o sinal de
término que se encontra no vetor lambda. Essa fita simples de DNA é circularizada e
empacotada pelo produto do gene Il do fago Helper na forma de fagomideo, que é
em seguida secretado pelas células XL1-Blue MRF’. Posteriormente a secregéo das
particulas do fago, as bactérias usadas no processo de excisao do clone de cDNA
sdo mortas por aquecimento a 70 °C e o fago lambda é lisado, mas o fagomideo nao
é afetado pelo aquecimento. As células SOLR sao infectadas com o fagomideo e
podem ser plaqueadas para a formagao de coldnias. As coldnias formadas a partir
do fagomideo pBluescript foram amplificadas por PCR e submetidas a

sequénciamento.
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3.17 - LIGAGAO DOS FRAGMENTOS DE DNA A PLASMIDEOS VETORES

A clonagem de fragmentos de DNA obtidos de amplificagbes por PCR, foram
clonados no plasmideo pGEM-T, utilizando o Kit de ligagdo pGeneT-Easy vector
Sistem | (Promega). A reacdo de ligacédo consistia de T4 DNA ligase, 1ug de
plasmideo juntamente com o fragmento de PCR (purificado de géis de agarose) a
ser clonado no tampao apropriado. Esta mistura foi incubada por 16 h a 4 °C. O
produto de ligagao foi utilizado para transformar bactérias competentes.

3.18 - PREPARAGAO DAS BACTERIAS COMPETENTES

Um pré-indculo de Escherichia coli da linhagem XL1-blue foi preparado a
partir de uma coldnia isolada, crescida em meio LB liquido durante 16 h, a 37 °C e
sob agitacdo de 250 rpm. Este pré-inoculo foi adicionado a 400 mL de meio LB
liquido e mantido nas condi¢des anteriormente descrita de crescimento até obter
uma Asgo = 0,3. A cultura foi mantida no gelo por 10 min. Este material foi submetido
a varias centrifugagcdes e o precipitado que continha as células em cada
centrifugagéo foi ressuspendido em tampao PIPES 10 mM, pH 7, contendo CaCl; 60
mM e glicerol 15% (v/v). As condi¢des de centrifugagcdo foram as seguintes: (a)
centrifugagdo a 1.600x g, por 7 min a temperatura ambiente, precipitado
ressuspendido em 10 mL de tamp&o. (b) centrifugacdo a 1.000x g, por 5 min a
temperatura ambiente, precipitado ressuspendido em 10 mL de tampao, esta
ressuspencao foi mantida no gelo por 30 min. (c) centrifugagdo a 1.000x g, por 5 min
a temperatura ambiente, precipitado ressuspendido em 2 mL de tampé&o. Finalmente,

o sobrenadante final foi aliquotado e estocado a -80 °C.

3.19 - TRANSFORMAGAO DE BACTERIAS COMPETENTES

Foram utilizados 30 pl das células competentes XL1-blue (ver 3.18) para
serem transformadas com 10 pl da reac¢do de ligagado dos fragmentos ao plasmideo
vetor. Esta mistura foi mantida no banho de gelo por 30 min e imediatamente
submetida a um choque térmico a 42 °C por 90 seg, retornando ao gelo por 3 min.
Adicionou-se 200 pyL de meio LB liquido e as células foram incubadas a 37 °C por 1
hora para a recuperacéo e expressao do gene de resisténcia a ampicilina (presente
no plasmideo pGeneT-Easy vector). Finalmente, as células foram plaqueadas em LB
agar contendo 50 pg/mL de ampicilina; 100 yL de IPTG 100 mM e 50 mg/mL X-gal,
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incubadas a 37 °C por 16 horas. As bactérias transformadas com o plasmideo

contendo o inserto originaram colénias de cor brancas.

3.20 - SEQUENCIAMENTO AO ACASO DA BIBLIOTECA DE CDNA

3.20.1 - EXCISAO IN VIVO DO PLASMIDEO BLUESCRIPT

Células XL1-Blue MRF" e SOLR foram crescidas em LB liquido suplementado
com maltose 0,2% (p/v) e MgSO4 10 mM durante 16 h a 30 °C sob agitagcado de 250
rom. Em seguida as células foram precipitadas por centrifugagédo (2.000 g por 5
minutos a 8 °C) e ressuspensas em uma solugao de MgSO4 10 mM até obter uma
Asoo de 1.0 (8 x 108 células/mL).

Em seguida, foram combinados 10 pfu da biblioteca em fago A Zap Il (1uL)
com 10% de XL1-Blue MRF" e 10° pfu de fago “helper EX Assist”. Nesse passo
proteinas codificadas pelo fago “helper’ reconhecem especificamente regides do
DNA do fago A Zap Il e promovem a excisao e circularizagdo de uma fita simples de
DNA que contém as sequéncias do plasmideo Bluescript e o inserto de cDNA
contido no clone de interesse. Essa mistura foi entdo incubada a 37 °C por 15
minutos e logo em seguida foi acrescentado LB liquido para incubag&o por 3 horas a
37 °C com agitagao para que o plasmideo fosse entdo encapsulado pelas proteinas
do fago “helper” e eliminado pelas células XL1-Blue MRF". Para purificar os fagos, a
cultura foi incubada a 70°C por 20 minutos, periodo suficiente para matar células
XL1-Blue MRF’ presentes no meio. Finalmente, esse material foi centrifugado (2.000
g por 10 minutos a 8 °C) e o sobrenadante, contendo os fagos carregando o
plasmideo pBluescript e fagos A Zap I, recuperados.

Para finalizar, as células SOLR foram transformadas com o plasmideo
pBluescript. Para isso 200 pL de células SOLR foram incubadas com 1 pL da
preparacao de fagos obtida no passo anterior. Apds 15 minutos de incubagdo a 37
°C essas células foram plaqueadas em meio LB agar contendo carbenicilina (50
pg/mL), X-gal (50 mg/mL) e IPTG 100 mM. As placas foram incubadas por 16 h a
37°C.

Durante esse procedimento, os fagos “helper EX Assist” infectam as célula
SOLR, mas nao sao capazes de crescer. Essas células sao selecionadas
negativamente em meios contendo carbenicilina e X-gal. Os fagos A Zap Il ndo s&o

capazes de infectar as células SOLR. Células infectadas pelos fagos “helper
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ExAssist” contendo como material genético o plasmideo pBluescript sao

selecionadas positivamente em meios contendo carbenicilina e X-gal.

3.20.2 - CRESCIMENTO DE CELULAS TRANSFORMADAS EM LB LiQuibo E PCR DE
COLONIA

As colbnias isoladas obtidas no meio LB agar contendo carbenicilina, X-gal e
IPTG foram crescidas em placas de 96 pogos durante 16 h a 37 °C sem agitagédo em
meio LB liquido também contendo carbenicilina (50 pg/mL).

Posteriormente com auxilio de um carimbo de replicagao parte das bactérias
que cresceram no meio liquido foram transferidas para uma placa de PCR para
realizagcdo do PCR de colonia e ao restante foi acrescido glicerol 30% e entéo
armazenadas a -80 °C. A reagao de PCR de colbnia foi realizada em tampao 10 mM
Tris-HCI pH 8,4, contendo KCI 50 mM; gelatina 0,01% (p/v); Triton X-1000,1% (p/v);
MgClz 1,5 mM; dNTP 0,2 mM; 0,5 mM de cada iniciador utilizado; 5 U de tag DNA
Polimerase. Esta reacgdo foi incubada a 94 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos
como descrito a seguir: 30 segundos a 94 °C, para a desnaturagao da dupla fita do
DNA; 30 segundos a 55 °C para o pareamento dos iniciadores e finalmente 3
minutos a 68 °C, para o alongamento da fita complementar de DNA.

Para analisar os fragmentos de DNA derivados da amplificagdo com PCR
foram feitas eletroforeses em gel de agarose escolhendo aleatoriamente algumas
amostras. Os géis foram preparados na concentragao final de 1% (p/v) de agarose
em tampao TAE (Tris-acetato 8 mM; EDTA 0,4 mM, pH 8,0) e as amostras de DNA
foram resolvidas com uma diferenga de potencial de 80-100V. O tampao de amostra
(2:5 volumes de amostra) contendo azul de bromofenol, utilizado na eletroforese, foi
usado para monitorar a migracdo da amostra e determinar o encerramento da
eletroforese.

ApoGs a eletroforese, o DNA foi evidenciado utilizando-se brometo de etideo

(0,5 pg/mL) e visualizado em transiluminador de luz UV (312 nm).

3.20.3 - SEQUENCIAMENTO DOS CDNAs

Os produtos do PCR de colbnia apés terem sido verificados aleatoriamente
através de gel de agarose foram utilizados na reagdo de sequénciamento. Com
auxilio do carimbo de replicacédo, o produto do PCR de colbnia foi carimbado em

uma placa de PCR contendo a mistura para reacdo de sequénciamento, usando o
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iniciador T7. A reacao de sequénciamento foi realizada usando o produto do PCR de
colbénia; 3 pL de iniciador na concentracdo de 3,3 pmol/uL; 2 yuL de “Terminator
Ready Reaction Mix” (Perkin Elmer); 3 yL de tamp&o Tris-HCI 200mM, pH 9
contendo MgCl, 5 mM, para um volume final de 15 L. A reacdo foi realizada na
maquina da Perkin-Elmer com 35 ciclos que consistiam de: 96 °C por 45 segundos;
50 °C por 30 segundos; 60 °C por 4 minutos. As amostras foram sequenciadas pelo
servico de sequénciamento de cDNA, do Departamento de Bioquimica, Instituto de
Quimica, utilizando um sequenciador automatico ABI373A (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT, USA).

3.20.4 - ANALISE E MONTAGEM DOS ESTs

As sequéncias foram processadas em um computador Pentium D 3.00 GHz
rodando sobre o sistema operacional Linux (Debian Testing com kernel 2.6) com os
programas Phred, Phrap e Consed Linux 2.6 (Ewing e Green 1998a e 1998b;
Gordon et al., 1998) compilados, cujas licengas de uso para fins académicos s&o
gratuitas e obtidas diretamente com os autores. Eletroferogramas gerados no
sequenciador foram convertidos em sequéncias, as quais foram aparadas,
extirpando-se extremidades de baixa qualidade, e as regides sequenciadas de vetor
foram mascaradas. Em seguida ao processamento, as sequéncias foram alinhadas,
separando as que se sobrepde em contiguos e as isoladas (singletos).

As sequUéncias obtidas foram compradas com a base de dados néo
redundante (nr) do GenBank e Swissprot através da ferramenta de biologia
molecular Blast Client 3, software distribuidos pelo NCBI (National Center for

Biotechnology Information, http://www/ncbi.nlm.nih.gov), usando o algoritimo Blastx,

com matriz BLOSUM 62 e parametros padréo (Altschul et al., 1990; Wheeler et al.,
2000). Este algoritimo compara a sequéncia de nucleotideos traduzida em todos os
quadros de leitura com as proteinas presentes em um banco de dados. Apds
comparagao com a base de dados € gerado um arquivo de saida com a analise de
cada sequéncia comparada. A similaridade com a sequéncia do banco de dados é
avaliada por dois parametros: a nota, SCORE, que pontua o numero de
coincidéncias entre as bases da sequéncia estudada com as bases da sequéncia
presente no banco de dados; e o E-VALUE, que avalia a probabilidade do

alinhamento ter ocorrido ao acaso.
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Além disso, uma segunda anotagcdo dos genes foi feita de acordo com a

classificagdo do GO (Gene Ontology, http://www.geneontology.org), que descreve,

quando possivel trés categorias para o mesmo produto génico: fungdo molecular,

processo biolégico e componente celular.

3.21 - OBTENGAO DE PLASMIDEOS CONTENDO INSERTOS DE PROTEINAS INTERESSANTES

Apo6s analise de 1053 sequéncias, incluindo montagem de contiguos, algumas
foram selecionadas, para dar inicio ao estudo da transcricdo especifica (ou
preferencial) nos diferentes tecidos averiguada por RT-PCR semiquantitativo.

As colbnias transformadas de interesse foram selecionadas para serem
crescidas em 3 ml de meio LB-liquido a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm, durante 16
horas. A partir destas culturas de bactérias foram extraidos os plasmideos usando o
protocolo "Wizard Miniprep” (Promega). As bactérias foram sedimentadas por
centrifugagédo a 3000 rpm por 10 min a temperatura ambiente e ressuspendidas em
200 pl de tampao de ressuspencgéo (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 contendo EDTA 10 mM
e RNAse 100 pyg/ml). Apds incubagao por 5 min a temperatura ambiente foi realizada
a lise alcalina das bactérias, adicionando 200 pl de solug&o de lise (NaOH 0,2 M;
SDS 1% (p/v)), agitando suavemente e incubando novamente por 5 min a
temperatura ambiente, seguido de adigdo de 200 ul de tampéo de neutralizagéo
(acetato de potassio 1,32 M, pH 4,8). Este material foi centrifugado a 10.000 rpm por
10 min a temperatura ambiente e o sobrenadante foi aplicado em mini-coluna
contendo uma resina de troca idnica. A coluna foi lavada com tampao acetato 80
mM, EDTA 40 pM e etanol 55% (p/v) para a retirada do material contaminante. A
eluigdo dos plasmideos pela coluna foi realizada com agua Milli Q pH 7,0.

Os plasmideos que continham os fragmentos de interesse foram
sequenciados baseados no método de interrupgcdo da reagao de polimerizagao do
DNA com a utilizagdo de didesoxirribonucleotideos (Sanger et al.,1977), usando os
iniciadores T7 e T3, que pareiam na regido do vetor.

3.22 - EXTRAGAO DE RNA TOTAL DE DIFERENTES TECIDOS DE D. PERUVIANUS
Apenas fémeas de D. peruvianus bem alimentadas foram utilizadas para

extracdo de RNA total.
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A disseccgao dos insetos foi feita utilizando tampao NaCl 215 mM preparado
com agua DEPC 0,01% (dietilpirocarbonato), sendo que logo apds serem retirados
os intestinos foram congelados em gelo seco para evitar a agdo de RNases.

O RNA total de aproximadamente 15 de fémeas de D. peruvianus das
regides: intestino médio, corpo gorduroso, glandula salivar, tubulo de Malpighi, V1,
V2 e V3 do intestino médio foram extraidos com o reagente Trizol (GIBCO-BRL)
(metodologia usada 3.18).

3.23 - ELETROFORESE DE RNA EM GEL DE AGAROSE CONTENDO FORMALDEIDO

Cerca de 400 ng de RNA total em agua DEPC foram misturados com 3
volumes de tampdo de amostra [formamida 65% (v/v), MOPS 10X 12% (v/v),
formaldeido 8%(v/v), azul de bromofenol 3% (p/v) e brometo de etideo 0,5 mg/mL
preparados em agua DEPC] imediatamente antes da aplicagdo em gel de agarose
contendo formaldeido [agarose 1,25% (p/v), MOPS 1x contendo 16% (v/v) de
formaldeido adicionado apds fusdo da agarose]. A solugdgo de MOPS 10 X
corresponde a: MOPS Free Acid 4,1% (p/v), acetato de sodio 0,4% (p/v) e EDTA
0,028% (p/v) e a agua DEPC corresponde a agua previamente tratada com
dietilpirocarbonato como descrito em Ausbel et al., 1990. A eletroforese foi realizada
a 40-60 V em aparato livre de contaminacdo com RNases.

3.24 - RT-PCR SEMIQUANTITATIVO

RNA total foi extraido de intestino médio, corpo gorduroso, glandula salivar,
tubulo de Malpighi, V1, V2 e V3 do intestino médio através do mesmo procedimento
descrito em 3.26. As reagdes de RT-PCR (PCR precedida de transcrigdo reversa)
foram realizadas com reagentes do kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System
for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) de acordo com os protocolos sugeridos
pelo fabricante. A etapa de transcrigdo reversa foi realizada a partir de amostras de
RNA total previamente tratadas com DNase | (Invitrogen Life Technologies) (para
eliminar eventual contaminagdo de DNA gendémico da preparagéo) utilizando-se o
iniciador oligo (dT)i2.1s na sintese da primeira fita. Em seguida, a etapa de
amplificagdo do cDNA foi realizada utilizando oligonucleotideos (Tabela 1) que foram
desenhados de acordo com cada sequéncia de interesse selecionadas no
sequénciamento ao acaso da biblioteca de cDNAs do intestino médio do Dysdercus

peruvianus.
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A reagado de PCR foi realizada utilizando a enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies) em reagdes de 50 pL contendo oligonucleotideos 10
mM, dNTP mix 10 mM, tampdo da Tag DNA Polimerase, MgCl; 1,5 mM e DNA
molde. As reagdes foram realizadas em termociclador (Perkin Elmer) com
desnaturagéo inicial por 2 minutos a 94 °C, seguida de 35, 30, 25 ou 20 ciclos como
descrito a seguir: 45 segundos a 94 °C, para a desnaturagao da dupla fita do DNA,;
30 segundos a 53 °C para o pareamento dos iniciadores e finalmente 2 minutos a 72
°C, para o alongamento da fita complementar de DNA. Para o calculo da
temperatura de pareamento dos iniciadores foi utilizada a seguinte equagao: Ty (°C)
= 2.(A+T)+4.(G+C).

Os produtos do RT-PCR semiquantitativo foram analisados através de

eletroforese em gel de agarose.

TABELA 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para realizagdgo do RT-PCR

semiquantitativo

Oligonucleotideo Seqiiéncia de DNA
Aminopeptidase

Forward primer 5-CTGAGGGGCAGTTTCAAGAG-3’
Reverse primer 5-GCTTCCTTTAGGCAGCCTTT- 3’
Beta-glicosidase

Forward primer 5-GGAGGGACAATTTGGCTTTT-3’
Reverse primer 5-TTGCAAGAGCAAAAGAAGCA-3’
Alfa-glicosidase 1

Forward primer 5-GCCAGATATGGTCGGAGGTA-3’
Reverse primer 5-GGTGCGTCGTGTCCTTAAAT-3’
Alfa-glicosidase 2

Forward primer 5-ACCGTTGATAACGGCAGAAC-3’
Reverse primer 5-TCGGTGACTGCTTGTGCTAC-3’
DpCalL 1

Forward primer 5-GGCAGAGGACGAGACAGAAC-3’
Reverse primer 5-ACACTGAGCCGAGCTGTTTT-3"
DpCalL 2

Forward primer 5-GGCAGAGGACGAGACAGAAC-3’

Reverse primer 5-CTGATTCCAGTGGCAAACCT-3"
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Oligonucleotideo Seqiiéncia de DNA

DpCaL 3

Forward primer 5-GGCAGAGGACGAGACAGAAC-3’
Reverse primer 5-CGGGTGCTTTGTATTCAGGT-3’
DpCal 4

Forward primer 5-TCGTACGAGCAGTCCATCAG-3’
Reverse primer 5-ACAAAGGGACGCATTGAAAC-3’
Transportador de aguicar

Forward primer 5-CGACCATTGTTTCAGTGTGG-3’
Reverse primer 5-TAGGAGCCATGGAATCGAAC-3’
rRNA1

Forward primer 5-TGGTGCATGGAATAATGGAA-3’
Reverse primer 5-GCTTTCGCTCTAGTGCGTCT- 3’
rRNA2

Forward primer 5-CGGTGAAATTCTTGGATCGT-3"
Reverse primer 5-ACCCAAAAGCTTTGGTTTCC-3’

3.25 - MEDIDA IN VIVO DA ABSORGAO DE AGUA E GLICOSE NO VENTRICULO 1 DO INTESTINO
MEDIO DE D. PERUVIANUS

Grupos de 7 a 10 fémeas apos passarem 10 dias em jejum foram submetidas
a privagao de agua por aproximadamente 12 horas. Em seguida estas fémeas foram
imobilizadas, com ajuda de fita Fisher®, em um aparato montado numa caixa de
isopor. Seus estiletes foram inseridos em capilares, que estavam dentro de
Eppendorfs, preenchidos com solugdo do corante azul de Evans 0,02% (p/v),
contendo glicose 200 mM e glicerol 20 mM (Figura 2). Os animais permaneceram
ingerindo essa solugédo durante 20 minutos, e apds diferentes intervalos de tempo
(10, 20, 30 e 40 minutos) e a temperatura ambiente (26 °C), grupos foram
dissecados e volumes conhecidos dos conteudos luminais de V1 foram coletados e
levados para 1,0 mL com agua bidestilada. A concentragdo de azul de Evans foi
calculada a partir de leituras de absorbancia a 610 e 800 nm. Como o corante n&o
absorve a 800 nm, enquanto a 610 nm sua absorbancia é maxima, as leituras a 800
nm devem ser proporcionais a turbidez das amostras, sendo usadas para corrigir as
leituras de absorbéncias a 610 nm das amostras coletadas, levando em conta a
razao entre as leituras a 610 e 800 nm (As10 /Asoo) dos controles. Esses foram feitos

com animais, para os quais as solucdes oferecidas ndo continham o corante.
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Finalmente, a massa de azul de Evans nos conteudos de V1 foi calculada a partir
das leituras corrigidas de absorbancia a 610 nm.

A absorgao de glicose a partir do conteudo luminal de V1 foi estudada usando
o mesmo tratamento dos animais como descrito acima para a absorgdo de agua. A
quantidade de glicose nos conteudos foi determinada pelo método de Dahlqvist
(1968). Glicose remanescente no conteudo de V1 foi expressa através da razéo
entre as massas de glicose e azul de Evans a diferentes intervalos de tempo apés o
inicio da alimentagao. Posteriormente, o mesmo procedimento foi realizado com a
adicao de inibidores de transportadores de glicose: floretina (inibidor de GLUT2) 0,2
mM e Florizina (inibidor de SGLT1) 0,1 mM. Além disso, foi também adicionado 50
mM de sulfato de potassio (K2SO4) e 50 mM de sulfato de sédio (NaxSO4) 50 mM

para analisar um possivel cotransporte com estes ions.

s g t‘%"""‘%“-& ‘r-\m

FIGURA 2 - Dysdercus peruvianus sugando solugdo oferecida apos passar por jejum e
abstinéncia de agua.

Eppendorfs contendo solugédo de corante azul de Evans 0,02% (p/v), glicose 200 mM
e glicerol 20 mM.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTUDO DAS CISTEINA PROTEINASES DIGESTIVAS DO INSETO DYSDERCUS PERUVIANUS

4.1 - DISTRIBUIGAO E QUANTIFICAGAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA E ATIVIDADE TOTAL DA
CISTEINA-PROTEINASE EM DIFERENTES COMPARTIMENTOS INTESTINAIS

A atividade de cisteina-proteinase p6de ser medida e observada através de
ensaios enzimaticos em tubos (Figura 3) além de ensaios em gel de poliacrilamida
(Figura 4) nos trés ventriculos. A fim de ter uma exata medida de atividade
especifica desta proteinase, foram feitas medidas de atividade com o substrato Z-
FR-MCA e quantificacdo de proteinas separadamente nos trés ventriculos tendo o
cuidado de separar o epitélio intestinal do conteudo luminal do intestino médio de D.
peruvianus (Figura 3).

No epitélio ha pouca atividade de cisteina-proteinase quando comparamos
com a atividade no conteudo luminal nos trés ventriculos (Figura 3). Se
compararmos os trés ventriculos entre si, verificamos que V2 luminal é a regido do
intestino médio com maior atividade especifica (14.500 U/mg de proteina) de
cisteina-proteinase, seguido por V3 (9.000 U/mg de proteina) e V1 (515 U/mg de
proteina) (Figura 3).
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25000 - D U/mg
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20000 +
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FIGURA 3 - Atividade especifica e total de cisteina-proteinase nas diferentes regioes do

intestino médio de D. peruvianus.

Fémeas adultas do inseto praga D. peruvianus foram dissecadas separando-se o

epitélio intestinal do conteudo luminal dos trés ventriculos do intestino médio. O ensaio de
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atividade de cisteina proteinase foi realizado com o substrato fluorogénico Z-FR-MCA e a
quantificacdo de proteina foi feita com BCA . V1E, V2E e V3E correspondem ao epitélio
intestinal dos ventriculos 1, 2 e 3; V1L, V2L e V3L correspondem ao conteudo luminal
intestinal dos ventriculos 1, 2 e 3. Barras brancas correspondem a atividade especifica,
barras cinzas correspondem a atividade total. Os dados sdo médias e desvio padrdo da

média de 3 preparagdes obtidas a partir de 20 animais cada.

4.2 - VERIFICAGAO DE ATIVIDADE DE CISTEINA-PROTEINASE EM GEL DE ELETROFORESE

Analise da atividade enzimatica através de eletroforese em gel para
observacao de atividade de proteinases € util, pois permite uma rapida separagao e
detecgdo de atividades enzimaticas em extrato biolégico bruto, sendo uma
ferramenta valiosa no estudo de varios sistemas enzimaticos (Gabriel e Gersten,
1992). Uma das vantagens deste método inclui a possibilidade de se detectar
atividade proteolitica em homogeneizado do intestino do inseto sem que haja
necessidade de purificagao preliminar.

Os intestinos médios das fémeas adultas e alimentadas de D. peruvianus
foram separados em ventriculo 1 (por¢éo dilatada), ventriculo 2 (por¢c&o alongada) e
ventriculo 3 (porcdo oval). Apos estas regides serem homogeneizadas e
centrifugadas, e passarem por processos descritos em materiais e métodos (item
3.2), os homogeneizados resultantes foram submetidos a uma eletroforese nativa e
posterior ensaio em gel para verificagdo de bandas fluorescentes. Foi observado um
padrao diferente de bandas nas trés regides (Figura 4). No ventriculo 1, ha uma
banda de menor mobilidade eletroforética que esta presente também no ventriculo 2,
mas n&o esta presente no ventriculo 3 (banda 1, Figura 4). Em V2, além da banda
de menor mobilidade eletroforética observa-se também uma banda mais intensa de
maior mobilidade, sendo que esta ultima esta presente em V3 também (banda 2,
Figura 4). Finalmente em V3, ha a mesma banda majoritaria que aparece em V2 e
uma segunda banda de menor migragcdo menos intensa, mas que esta somente

presente neste ventriculo (banda 3, Figura 4).
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FIGURA 4 - Ensaio em gel de poliacrilamida revelando os padrdoes de cisteina-
proteinase nos diferentes ventriculos em fémeas adultas de Dysdercus peruvianus
alimentadas com sementes de algodao.

Amostras contendo o equivalente a 9 intestinos/mL foram homogeneizadas,
centrifugadas e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% nativo-. Em cada
raia foi aplicado 30uL de amostra com a quantidade adequada de tamp&o de amostra. Apos
a migragao, a atividade de cisteina-proteinase foi ensaiada com Z-FR-MCA e visualizada
sob luz UV, como esta detalhada em materiais e métodos. Embora Z-FR-MCA seja também
substrato para tripsina, esta enzima néo ocorre nos ventriculos de D. peruvianus (Figura 5 e

texto).
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4.3 - CONFIRMAGAO DA PRESENGA DE CISTEINA-PROTEINASE COMO A PROTEINASE
MAJORITARIA INTESTINAL DE D. PERUVIANUS

A classe mecanistica da qual a proteinase pertence € determinada a partir de
caracteristicas in vitro que incluem a sensibilidade por varios inibidores especificos.
Um dos inibidores mais comuns que vem sendo utilizado para diagnostico e
caracterizacdo de cisteina-proteinase € o E-64 (Beynon e Salvesen, 1989; Barrett,
1994). Originalmente isolado de culturas de Aspergillus japonicus (Hanada et al.,
1978), E-64 € um inibidor ndo competitivo, irreversivel de proteinases que possuem
um grupo tiol das familias papaina e calpaina (Hanada et al., 1978; Barrett et al.,
1982; Parkes et al., 1985). Como havia sido assumida a especificidade de E-64 por
cisteina-proteinase, este inibidor foi largamente utilizado na caracterizagdo de
proteinases digestivas de diversas fontes bioldgicas, incluindo insetos. Em
Coleoptera e Hymenoptera, onde a cisteina-proteinase tem participagado digestiva
majoritaria, E-64 inibiu a atividade proteolitica tanto in vitro (Murdock et al., 1987;
Wolfson e Murdock, 1990) quanto in vivo (Hines et al., 1990). Além disso, foi visto
que E-64 ¢é ineficaz em inibir atividade proteolitica em insetos que possuem serina
proteinases, tais como Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera e Diptera (Wolfson e
Murdock, 1990; Purcell et al. 1992; Christeller et al., 1992).

Depois de observado que E-64 ndo inibe algumas proteinases tais como
serina, metalo e aspartico-proteinases (Hanada et al., 1978; Barrett et al., 1982)
fazendo deste inibidor especifico para cisteina-proteinases, Sreedharan e
colabordores (1996) observou que tripsina bovina quando ensaiada com BapNa é
inibida por E-64 através de um mecanismo reversivel.

Além disso, em estudos realizados com diversas espécies de Lepidoptera
(Ortego et al.,1996), foi observado a inibigdo de tripsina, uma serino proteinase,
quando esta € ensaiada com os substratos BapNa e BAEE e dependendo da
espécie estudada, pode-se também observar inibicdo por E-64 quando a tripsina é
ensaiada com substrato protéico, assim como Lee e Anstee (1995) observaram ao
ensaiar tripsina de Spodoptera littoralis com BapNa. Vale ressaltar que a
concentragdo de E-64 utilizada para inibir cisteinas proteinases € dez vezes menor
do que a utilizada para inibir serino proteases.

Desta forma, a opgao de ensaiar outros inibidores especificos para serino-
proteinase (PMSF) e aspartico-proteinase (pepstatina A) se fez necessario, a fim de
confirmar o resultado obtido da inibicdo com E-64 verificada nos ensaios com
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homogeneizados dos ventriculos (V1, V2 e V3) no intestino médio de D. peruvianus.
Podemos observar que na figura 5 os trés ventriculos foram inibidos por E-64 e
permaneceram com atividade nos inibidores para proteinases serinicas e asparticas.
Como ha uma pequena inibicdo observada quando os ventriculos sdo ensaiados
com PMSF, que foi solubilizado em metanol, foi necessario fazer um controle
contendo somente o metanol, podendo-se observar que a inibi¢ao visualizada era na
verdade decorrente da presencga de metanol.

A auséncia de inibicdo da atividade proteolitica, ao se usar inibidores de
aspartico (pepstatina A) e serina-proteinases (PMSF) (Figura 5), € um forte indicio
de que a cisteina-proteinase seja a principal protease digestiva de D. peruvianus,
estando também de acordo com dados da literatura (Silva e Terra, 1994).
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FIGURA 5 - Porcentagem das atividades de V1, V2 e V3 na presenca de diferentes

inibidores em relagao ao controle.
Inibidores de proteinases usados: E-64 10 pM, PMSF 1 mM, metanol 1% (p/v) e
pepstatina 1 uM. Os dados sdo médias e desvio padrédo da média de 3 preparagdes obtidas

a partir de 20 animais cada.
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4.4 - A ESTABILIZAGAO DA ATIVIDADE DA CISTEINA-PROTEINASE IN VITRO
Como o ventriculo 2 apresentou maior atividade especifica de cisteina
proteinase (Figura 3), esta regido foi escolhida para a tentativa de purificacdo da

proteinase.

Cisteina proteinases sao dificeis de isolar, purificar e caracterizar
cineticamente devido a frequente autdlise observada nos passos iniciais e finais de
purificacdo. Com o intuito de impedir a autdlise nds utilizamos primeiramente cloreto
de mercurio, um composto largamente utilizado para impedir autélise de cisteina
proteinase. Observamos, no entanto, que parte da cisteina do intestino médio do
inseto estava sendo precipitada e, portanto perdida durante a homogeneizagao.
Dessa forma o cloreto de mercurio foi substituido por metil metanossulfonato
(MMTS), que passou a ser utilizado tanto na homogeneizagdo dos ventriculos
quanto nos tampdes de cromatografia. O MMTS reage com grupos SH modificando-
os para -S-S-CH3, o que inativa a proteinase. Subsequentemente, tratando a
proteinase com cisteina sdo restabelecidas sulfidrila original e a atividade. Foi
observado que os ventriculos que foram homogeneizados com MMTS, apds terem
sido congelados por 24h e descongelados para posterior medida de atividade,
tiveram sua atividade de cisteina proteinase mantida, ao contrario dos ventriculos
que foram homogeneizados apenas com agua bidestilada (Figura 6). A atividade de
cisteina proteinase do ventriculo 1 ndo foi alterada na auséncia ou na presenca de
MMTS, ao contrario de V2 e V3 que, respectivamente, conservam 100% e 68% da
atividade relativa quando homogeneizados com MMTS. Na auséncia de MMTS V2

apresentou apenas 20% de sua atividade remanescente e V3 19% (Figura 6)
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FIGURA 6 - Porcentagem da atividade total remanescente nas trés regiées do intestino
médio do D. peruvianus apdés congelamento e descongelamento da amostra tratada
ou ndo com MMTS.

Barras escuras correspondem a porcentagem da atividade total remanescente dos
homogeneizados sem MMTS; barras hachuradas correspondem a porcentagem da atividade

total remanescente dos homogeneizados com MMTS.

4.5 - PURIFICAGAO DE DUAS CISTEINAS-PROTEINASES DO VENTRICULO 2 DO INTESTINO
MEDIO DE D. PERUVIANUS

Para impedir grandes perdas de atividade da cisteina proteinase ao longo da
marcha de purificagdo, a homogeneizagao do ventriculo 2 do D. peruvianus foi feita
em solugdo contendo MMTS. Apos centrifugagcdo, o sobrenadante foi aplicado
manualmente dentro de uma camara fria em uma coluna HiTrap Q de 1 mL, para
retirada de pigmentos. Como o proximo passo envolve uma coluna de filtragdo em
gel (Superdex 75) e esta possui um limite de volume permitido a ser aplicado (250
ML), optou-se em concentrar a amostra eluida da troca anidnica. A recuperagao da
atividade enzimatica apds a concentracdo é quase total. Apds a concentracdo, a
amostra foi cromatografada em uma coluna Superdex 75, onde foram separados
dois picos de atividade de cisteina proteinase (Figura 7A). A enzima eluida nas
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fracoes 38 e 39 correspondentes ao pico 1, foi denominada cisteina proteinase 1, e
a enzima eluida na fragdo 44 referente ao pico 2, foi entdo denominada cisteina
proteinase 2. O enriquecimento observado para a cisteina proteinase 1 durante esse
passo foi de 4,8 vezes e a recuperacido da atividade enzimatica foi de 1,14% com
relagdo ao material inicial, ja o enriquecimento observado para a cisteina proteinase
2 foi de 11,4 vezes e a recuperacao da atividade enzimatica foi de 0,8% com relagao
ao material inicial (Tabela 2). Os dois picos separadamente foram cromatografados
em uma coluna de afinidade montada a partir da resina Arginina-Sepharose. A
amostra correspondente ao pico 1 da filtragdo em gel depois de ser aplicada na
coluna de afinidade foi eluida desta em um unico pico com 1,0 M de arginina (Figura
7B). A recuperacdo da atividade enzimatica aplicada foi de 52% e obtido um
enriquecimento de mais de 400 vezes em relagdo ao material anterior. A amostra
correspondente ao pico 2 da filtragdo em gel depois de ser também aplicada na
coluna de afinidade foi eluida desta em um unico pico com aproximadamente 0,6 M
de arginina (Figura 7C). A recuperacao da atividade enzimatica aplicada foi de 175%
e obtido um enriquecimento de mais de 200 vezes em relagdo ao material anterior. A
recuperacgao é surpreendente, mas foi obtida mais de uma vez. Talvez algum inibidor
contaminante seja excluido da preparagdo neste passo cromatografico ou o
resultado reflita um artefato nao identificado.

As fragbes obtidas nos passos cromatograficos de purificagdo foram
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE (Figura 8). Ao longo dos passos
cromatograficos pode-se observar diminuigdo de bandas de proteinas quando
comparados ao homogeneizado (raia 1 da figura 8). Apés a filtracdo em gel pode-se
observar um enriquecimento de bandas na faixa de 31 kDa e na de 21 kDa na raia 4,
correspondente ao pico 1. Finalmente, a preparacao apresentou apenas um proteina
apos a cromatografia de afinidade com aproximadamente 32 kDa. Na raia 5,
correspondente ao pico 2 da filtragdo em gel, observamos um enriquecimento de
bandas na faixa de 66 kDa e na de 45 kDa. Sendo que ao final da cromatografia de

afinidade apenas uma banda de proteina de aproximadamente 45 kDa foi detectada.
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FIGURA 7 - Purificagado das cisteina proteinases de Dysdercus peruvianus.

Filtragdo em gel em uma coluna Superdex 75 de homogeneizado de V2 tratado com
MMTS apds passar por uma coluna HiTrap Q seguida de concentragédo (A). As fragdes 38 e
39 correspondentes ao Pico 1 foram reunidas e cromatografadas em uma coluna Arginina-
Sepharose (B). A fragdo 44 correspondente ao Pico 2 foi cromatografada em uma coluna
Arginina-Sepharose (C). A atividade enzimatica foi determinada para o substrato Z-FR-MCA
1 mM. Os losangos escuros (¢) correspondem as fragdes que foram reunidas durante a
marcha de purificacao.
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FIGURA 8 - SDS-PAGE (12%) das fragdes reunidas durante a marcha de purificagao das
cisteina proteinases do D. peruvianus.

Todas as amostras foram dialisadas e submetidas a fervura antes de serem
aplicadas no gel. O gel foi corado por prata segundo Blum et al. (1987), para evidenciar
proteinas. PM, padrdes de peso molecular; raia 1, homogeneizado de V2; raia 2, fragao
concentrada apos ter sido eluida da HiTrap Q; raia 3, fragdes correspondentes ao pico 1
eluidas da Superdex; raia 4, fragdo correspondente ao pico 2 eluida da Superdex 2; raia 5,
fragdo eluida da cromatografia de afinidade da cisteina 1; raia 6, fracdo eluida da

cromatografia de afinidade da cisteina 2.

4.6 - PROPRIEDADES DAS CISTEINA PROTEINASES DE V2 DE D. PERUVIANUS

As cisteina proteinases digestivas encontradas no lumen de V2 no intestino
médio do D. peruvianus purificadas, foram denominadas cis 1 (32 kDa) e cis 2 (45
kDa).

Estas enzimas purificadas foram caracterizadas quanto as suas propriedades
fisicas e cinéticas. A Figura 9 apresenta a determinagédo do pH 6timo, e a Figura 10
sua inativacdo térmica. Como podemos observar, as duas cisteina proteinases
possuem o mesmo pH o6timo igual a 6,3, conciliando com os valores de pH 6timos
reportados para as cisteina proteinases de insetos, os quais variam entre 5,0 e 6,0
(Terra e Ferreira, 2005). Além disso, estas enzimas sdo inativadas a 40 °C segundo
uma cinética de primeira ordem aparente por pelo menos 3 meias-vidas, sugerindo a
existéncia de apenas uma espécie molecular de cada enzima na preparagdo com
meia vida de 5 minutos para cis 1 e 4,8 minutos para cis 2 (Figura 10). Estas
medidas sao compativeis com cisteina proteinases descritas em outros insetos
(Terra e Ferreira, 1994; Cristofoletti et al., 2005).
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FIGURA 9 - Efeito do pH sobre as cisteina proteinases purificadas de Dysdercus
peruvianus.

A, cisteina proteinase 1 ensaiada com Z-FR-MCA. B, cisteina proteinase 2 ensaiada
com Z-FR-MCA. Utilizou-se o tampéao citrato-fosfato 100 mM, para o pH entre 3,6 e 4,6 (0) e
o tampéo MES 0,1 M para o pH entre 5 e 8 (e), todos contendo cisteina 3 mM e EDTA 3

mM. Os resultados estao expressos em fungédo da maior atividade.
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FIGURA 10 - Inativagao térmica.
Inativagdo térmica a 40 ‘C da cisteina proteinase 1 (A) e da cisteina proteinase 2 (B),
com T4, estimado em 5 min para cis 1 e 4,8 min para cis 2. O logaritmo da atividade

remanescente relativa foi plotado contra o tempo de inativagao térmica.

4.7 - PARAMETROS CINETICOS PARA AS CISTEINA PROTEINASES DE D. PERUVIANUS

Alguns parametros cinéticos para estas enzimas purificadas foram também
determinados. A titulagdo por E-64 (Figura 11) foi o método utilizado para determinar
a quantidade de proteina nas amostras contendo as enzimas purificadas, ja que ao

final da purificacdo o material se encontra com uma quantidade de proteina
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indetectavel por métodos colorimétricos usuais (BCA, Bradford), além de determinar
a constante de dissociacédo entre enzima-inibidor, onde foram observado os valores
de 17,3 nM para cis 1 e 7,1 nM para cis 2. A constante de dissociagdo (Kp) foi
determinada através dos calculos citados no materiais e métodos (3.14). Os plotes
foram obtidos através do programa GraFit® (versdo 3.0) para graficos de cinética
enzimatica em computador. Foram calculadas as atividades especificas das enzimas
na titulagdo, obtendo um valor de 73.000.000 mU/mg para cis 1 e 17.500.000
mU/mg para cis 2 (ver 3.14). Ao comparar estes valores de atividade especifica com
os encontrados na tabela de purificagdo concluimos que grande parte da enzima no
material purificado se encontra degradada, mostrando a real dificuldade de purificar
cisteinas proteinases. Como a atividade especifica calculada na titulagdo esta
relacionada com apenas as proteinas realmente ativas o valor de atividade
especifica se torna muito maior quando comparado com a amostra purificada, que
além de conter as enzimas com atividade contem aquelas inativas.

As primeiras cisteina proteinases intestinais de insetos encontradas foram
indicadas como enzimas catepsinas B-“like” (EC 3.4.22.1), ja que esta foi a primeira
cisteina proteinase descrita em animais. Mais tarde descobriu-se que a catepsina B
apesar de possuir atividade endopeptidica € mais importante como uma peptil-
dipeptidase (Aronson & Barrett, 1978). Isto se deve ao fato da existéncia de uma
alca estendida que carrega um par de residuos de histidina formando uma capa
protegendo a regido do sitio ativo, mas permite a ligagdo do carboxilato C-terminal
do substrato (Barrett et al., 2004). Outra maneira de se distinguir catepsinas B de
outros membros da familia das cisteina proteinases, se refere a habilidade que as
catepsinas B tém de clivar substratos contendo residuo de arginina em P2 (Hasnain
et al., 1993; Jia et al., 1995). A catepsina L (EC 3.4.22.15) € uma verdadeira
endopeptidase que prefere clivar ligacdes peptidicas contendo residuos de
aminoacidos hidrofébicos em P2 (catepsinas B preferem residuos de arginina nesta
mesma posicao) (Barrett et al., 2004). Portanto, € possivel distinguir entre as duas
enzimas usando os substratos como Z-FR-MCA e Z-RR-MCA.

A eficiéncia de catalise das duas cisteina proteinases de D. peruvianus
purificadas foi entdo determinada para dois substratos sintéticos. A tabela 3 mostra
os valores de K, para os dois substratos, bem como uma comparagao entre as
razoes de kca/Km (um parametro que indica a adequagéo de substratos para uma
determinada enzima; Fersht, 1999) para os mesmos substratos. Os valores de K,
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encontrados estdo listados na tabela 3. Podemos observar que o Z-FR-MCA
constitui 0 melhor substrato para ambas as proteinases quando comparado com a
porcentagem de eficiéncia do Z-RR-MCA, demonstrando que possivelmente as
cisteina proteinases aqui estudadas sao do tipo catepsinas L. Pesquisas recentes
demonstram que todas as cisteinas proteinases digestivas de insetos bem
estudadas s&o catepsinas L (Terra e Ferreira, 2005; Koiwa et al., 2000; Gruden et

al.,2003; Cristofoletti et al., 2003 e 2005).

Atividade Residual

Atividade Residual

0 20 40 60 80 100
[E-64], uM

FIGURA 11 - Titulagdo por E-64 das cisteina proteinases.
Cis 1(A) e Cis 2 (B) foram tituladas através do inibidor E-64. O Kp e atividade

especifica foram determinadas através do programa GraFit® (vers&o 3.0).
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TABELA 3 - Determinacdo da eficiéncia catalitica das cisteina proteinases purificadas de D.

peruvianus, sobre dois substratos diferentes.

Enzima Substrato Kp (M)  keat (S7)  keat!Km (MM, s7)  Relativo

Cis1  Z-FR-MCA 9,1 7,3.107 8,0.10° 100
Z-RR-MCA 6,9 6,6.107 9,5.10 * 11,9
Cis2  Z-FR-MCA 8,6 2,3.10 2,6.102 100
Z-RR-MCA 5,3 2,0.107 3,7.10™* 1,42

Os parametros cinéticos foram ajustados utilizando-se o programa EnZfitter (Elsevier,
Biosoft).

4.8 - SEQUENCIAMENTO DE UMA CATEPSINA L DE D. PERUVIANUS

Através do sequénciamento ao acaso da biblioteca de cDNAs de intestino
médio do D. peruvianus (itens 4.11-4.15) foram obtidas quatro sequéncias de
catepsinas L entre singletos e contigos denominadas DpCaL 1-4 (Tabelas 7 e 8).
Dentre estas seqUéncias, a denominada DpCalL 1 teve sua transcricdo observada
apenas no ventriculo 2 do intestino médio através de RT-PCR semiquantitativo
(Figura 24 E). Este resultado aponta esta sequéncia como uma provavel catepsina L
digestiva majoritaria presente no ventriculo onde a maior parte da protedlise ocorre
(Silva e Terra, 1994) sendo provavelmente esta uma das catepsinas L purificadas.

A partir da sequéncia parcial apontada como catepsina L pelo Blastx,
iniciadores foram confeccionados com objetivo de completar a sequéncia. Foram
usados diversos iniciadores especificos combinados com iniciadores universais para
amplificacdo por PCR utilizando como molde a biblioteca de cDNAs de intestino
médio do inseto. Cada produto obtido na reagdo de amplificagao foi separado em gel
de agarose 1%, e entdo purificado. Os fragmentos de cDNA foram ligados ao vetor
pGEM-T, que foi usado para transformar células XL1-blue competentes. Colbnias
transformantes isoladas foram selecionadas, crescidas em meio LB liquido e
submetidas a Mini-prep. Para verificar se esses plasmideos continham realmente o
fragmento de PCR clonado foi feita uma digestdo por enzima de restricdo EcoRI
(dados ndo mostrados). Os plasmideos que continham o fragmento foram entéo
sequenciados. As sequéncias obtidas a cada clonagem foram analisadas através
dos programas Phred, Phrap e Consed para a montagem correta da sequéncia e
posterior comparagao nos bancos de dados depositados internacionalmente.
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A catepsina L sequenciada de D. peruvianus (DpCalL1) consiste de 927

nucleotideos que codifica uma proteina de 309 aminoacidos (Figura 12).

4.9 - CARACTERIZAGAO DA PROVAVEL SEQUENCIA DE PROTEINA DA DPCAL1

A DpCalL1 apresentada na figura 12 esta parcialmente completa, ja que nao
chega até a metionina inicial, porém a regido que codifica a proteina madura esta
completa. Esta sequéncia contém um pré-peptideo com 92 residuos de aminoacidos
sendo a enzima madura formada por 128 residuos de aminoacidos. Com o intuito de
proteger células contra atividade degradativa indesejada, essencialmente todas as
enzimas proteoliticas celulares e de bactérias sdo sintetizadas como precursores
inativos (zimégenos) (Carmona et al., 1996; Khan e James, 1998). Proteodlise acida é
necessaria para ativagao destes zimoégenos (Mason et al., 1987; Rawlings e Barret,
1994). Dessa forma, foi encontrado na DpCalL1 um provavel sitio de clivagem do
pré-peptideo entre E®2-V*® (Rawlings e Barret, 1994). Como em outras enzimas da
familia da papaina, uma prolina (P94), que deve servir para prevenir protedlise
inadequada da porgdo N-terminal da enzima (Rawlings e Barret, 1994), foi
encontrada na posicdo 2 na forma madura. Dois motivos caracteristicos de
catepsinas L (ERFNIN e GNFD) estdo presentes na pro-regido da DpCalL1: E* R?®
F3 N 1?7 N*' e K™ N*® F*® D® (Kirschke e Wiederanders, 1994) (Figura 12). A
sequéncia que codifica a enzima madura apresenta os residuos conservados entre
catepsinas: cisteina 25, histidina 169 e asparagina 175 (numeragdo da papaina)
(Rawlings e Barret, 1994; Berti e Storer, 1995) que sao identificados como parte do
sitio ativo das cisteina proteinases estando posicionados da seguinte forma na
DpCal1: C'7 H?®® N6, g% C™%7 N8 G'*° G'® ¢ conhecido como um importante
motivo estrutural (Karrer et al., 1993). Sete provaveis sitios de glicosilagdo foram
encontrados utilizando o] programa NetGlycate 1.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/NetGlycate/) (Johansen et al., 2006).

Analise da DpCal1 utilizando os programas SignalP (Nielsen et al., 1997) e
TargetP (Emanuelsson et al., 2000) ndo detectou presenca de peptideo sinal na
regido N-terminal da proteina, embora essa regiao n&o esteja completa. No entanto,
ja foi estudado que catepsina L de humano pode ser direcionada para secregao por
uma sequéncia de nove aminoacidos localizados na por¢ado C-terminal da proteina
(Chauhan et al., 1998). Esta caracteristica também foi observada na sequéncia da
catepsina L de Rhodnius prolixus (Lopez-Ordofnez et al, 2001) que ndo apresenta o



78

peptideo sinal, mas possui esta regido caracteristica na por¢gdo C-terminal que pode
ser a responsavel por exportar a proteina para o meio extracelular. Esta sequéncia
de nove aminoacidos foi identificada no C-terminal da DpCalL1 com trés
modificagdes quando comparada com a catepsina secretada de humano: uma
treonina por uma valina na penultima posi¢do, um alanina por um glutamato sete
aminoacidos antes do final da proteina e uma serina por uma treonina oito
aminoacidos antes do final da proteina. Chauhan e colaboradores (1998)
demonstraram que a substituicdo de treonina por uma valina na penultima posicéo,
assim como ocorre em DpCalL1, nado afeta a exportabilidade da proteina. Nenhuma
informacédo € dada para as outras duas substituicbes observadas. Este resultado
sugere que a DpCalL1 pode ser direcionada para rota de secregao. Apesar disso,
mais estudos devem ser realizados a fim de determinar a localizagao celular desta
proteina.

Comparacodes da DpCalL1 com outras catepsinas L depositadas no banco de
dados usando Blastp 2.1.18+, indicaram alta identidade com a catepsina L de
Triatoma infestans (64%), Aedes aegypti (62%) e Rhodnius prolixus (64%). O
alinhamento das sequéncias (Figura 13) mostra que alguns residuos de aminoacidos

sao altamente conservados entre essas enzimas.
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t att ccat caggcagaggacgagacagaacgcaaacgcat ggaacgcat at acagaaat cca 62

FHQAEUDUETIEIRIKRMEIRI Y R NP 20
act gaagaacat t at cgt at gggagt t t t ct t aaagaacaaacagat gat cgaagaacac 122
T EEHY R MGV F L KNIKQMI E E H 40

aacaagaact acgagagcggcgat gttt cgttt caaat gaagat gaaccatttcggtgac 182
N K NY E S GDV SF QMIKMMNWHTF GD 60
tt gt ct ccagaagaat t caaagaaagaat gaacaagt acaagagt t ccggt aaaccaaaa 242
L S P EEF KEIRMNIKYK S S G K P K 80
cagct cggct cagt gt t cgt cgaaccaaacgt t gaagt t cccgect ccgt cgact ggagg 302
QLGSVFVEPNVE?VPASVDWR 100
gaaaagggt gcagt t act ccggt gaaagat caggggcagt gcggct cct gct gggcattc 362
E K GAV T PV KDQGOQTZCG S W A F 120
agt acaaccggat cttt ggaaggccaacattttct caaaact ggaaaacttgtatcattg 422
S T T G S L EGQQHEFL KTGI KL V S L 140
agcgaacagaact t agt cgat t gt gct ggaaggt acggcaat gat ggtt gcaacggt ggg =~ 482
S EQNULV DU CAGRYGNUDGT CN G G 160
ct gat ggacagt gctttcaaattt at caaagcaaacggaggact agacaccgaagcat ct 542
L M DS AFKF I KANU GG GLUDTE A S 180
t acccct acgaagcaat ggacggaagat gcagat t t aagaaagcaaacgt t ggagct act 602
Y PY EA MDGRI CIRUFIKIKANWVGA AT 200

ctaaacagttttgttgacattcct caaggcgat gaagaagct ct caagaaagct atagcg 662

L NS F VDI P QGDEIEA ALK KIKAI A 220
acggt aggacct at tt ccgt ggccat t gacgct ggagaaagttcgttccaattttactcec 722
T v PI SV AI DAGESSF QF Y S 240
ggaggcgt at act acgagaagagat gcagt cctt acaacct cgaccacggagt cctcgca 782
G GVYY EKRZCSUPYNULD G V L A 260
gt cggct acggt t cagaaaacggccaagat t act ggct ggt caagaact cct ggaacgca 842
V GY GS ENGOQDY WL V K S WN A 280
aaat ggggagaaaacggt t acat caagat ggcaaggaacaagaacaaccact gcggaatc 902
K WGENGY I K MARNDNIKNNWMHTZC G I 300
gct act gaagcaagct accccgt ggt t 929
AT E A SY P V V 309

FIGURA 12 - Nucleotideo e seqiiéncia de aminoacidos deduzida do cDNA que codifica
catepsina L de Dysdercus peruvianus (DpCal1)
Os residuos de aminoacidos que formam os motivos caracteristicos de catepsinas L

E-R-F-N-I-N, G-N-F-D e GCNGG estao destacados em cinza. Os residuos conservados
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envolvidos com catalise (C'", H*®, N?’®) estdo realcados em preto. O provavel sitio de

clivagem do propeptideo para liberagdo da enzima madura estd indicado por uma seta.

Possiveis residuos de lisina glicosiladas por NetGlycate estdao em negrito e italico. Nove

aminoacidos da provavel seqliéncia de secregao na regiao C-terminal esta em negrito.
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FIGURA 13 - Catepsina L do Dysdercus peruvianus (DpCalL1) alinhada com outras
catepsinas L de insetos.

As seqiiéncias aqui listadas foram retiradas do GenBank™. L. vannamei: catepsina L
de Litopenaeus vannamei (CAA68066); R. haemaphysaloides A: catepsina L de
Rhipicephalus haemaphysaloides haemaphysaloides (AAQ16117); P. stali: catepsina L de
Plautia stali (BAF94152); N. norvegicus: catepsina L de Nephrops norvegicus (CAA56915);
T. molitor 2: catepsina L de Tenebrio molitor (AY337517); R. haemaphysaloides B: catepsina

L de Rhipicephalus haemaphysaloides haemaphysaloides (AAQ16118); T. molitor 3:
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catepsina L de Tenebrio molitor (AY332272); H. armigera: catepsina L de Helicoverpa
armigera (AAQ75437); M. persicae: catepsina L de Myzus persicae (CAD42716); A.
gossypii: catepsina L de Aphis gossypii (CAD33266); S. exigua: catepsina L de Spodoptera
exigua (ABK90824); I. ricinus: catepsina L de Ixodes ricinus (ABO26562); T. molitor 2:
catepsina L de Tenebrio molitor (AAP94046); R. haemaphysaloides B: catepsina L de
Rhipicephalus haemaphysaloides haemaphysaloides (AAQ16118); R. prolixus: catepsina L
de Rhodnius prolixus (AF320565); T. infestans: catepsina L de Triatoma infestans
(AAP94047); H. armigera: catepsina L de Helicoverpa armigera (AAR12010); A. aegypti:
catepsina L de Aedes aegypti (ABE72970); D. peruvianus: catepsina L de Dysdercus
peruvianus. *, : e . indicam, respectivamente residuos idénticos, altamente conservados e
pouco conservados entre as sequéncias. O alinhamento foi feito nas condi¢cdes padrdes do

programa ClustalX versao 1.8.

4.10 - A ORIGEM E FUNGAO DAS CATEPSINAS L DE INTESTINO MEDIO DE INSETOS

Foi feita analise evolutiva molecular e, filogenética através de um cladograma
utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis Versdo 3.1 (MEGA
3.1) (Kumar et al., 2004) com 46 sequéncias de CALs de insetos registradas no
GenBank, das quais 30 correspondem a ordem Coleoptera, 7 Diptera, 4 Hemiptera,
1 Lepidoptera, 4 Thysanoptera, além das 4 DpCaLls de D. peruvianus (Figura 14). As
CALs de insetos formam um grande ramo, ficando apenas uma sequéncia de D.
melanogaster de fora. Este grande ramo se divide num grupo monofilético (bootstrap
84) contendo as DpCaL 1, 3, e 4, além de todas as sequéncias de Hemiptera,
Thysanoptera, Lepidoptera, 2 de Diptera, 4 de Coleoptera, e num arranjo polifilético
contendo além da DpCalL 2 as outras sequéncias de Coleoptera e duas sequéncias
de D. melanogaster.

Ja que no ramo monofilético estdo as sequéncias demonstradas como de
lisossomos de T. molitor (ppCAL1 a-c) (Cristofoletti et al., 2005), além de algumas
sequéncias de Diptera e Lepidoptera, que ndo possuem cisteina proteinases
digestivas (Terra e Ferreira, 1994), este grupo deve incluir apenas enzimas
lisossémicas. No entanto, Hemiptera Heteroptera (Terra e Ferreira, 1994), Hemiptera
Auchenorrhyncha (afideos) (Cristofoletti ef al., 2003) e Hemiptera Sternorrhyncha
possuem apenas catepsinas L como proteinase digestiva. Neste caso & provavel
que estes insetos utilizem enzimas lisossomais como proteinases digestivas. Este

resultado sugere que as catepsinas L digestivas de Hemiptera s&o similares as
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lisossomais de T. molitor, enquanto as de Coleoptera s&o similares as digestivas de
T. molitor.

No ramo polifilético estdo as sequéncias de catepsinas L de T. molitor
conhecidas como digestivas (ppCAL 2 e 3) de acordo com estudos de localizagéo
tecidual através de RT-PCR semiquantitativo e imunocitolocalizagéo (Cristofoletti et
al., 2005). Alem destas sequéncias outras de Coleoptera: C. maculatus, L.
decemlineata, D. virgifera virgifera, P. cochleariae, H. postica, Diptera: D.
melanogaster e a DpCalL 2 de D. peruvianus também fazem parte deste grupo.
Desta forma, provavelmente todas as sequéncias deste ramo s&o digestivas.
Levando em consideragdo que T. molitor possui catepsinas L digestivas e
lisossomais podemos imaginar que catepsinas L digestivas originaram de catepsinas
L lisossomais através de duplicacdo génica e evolugdo independente.O fato da
DpCal 2 fazer parte deste ramo nao significa se tratar de uma catepsina L digestiva
diferente das demais de hemipteras, ja que foi verificada transcricdo do seu mRNA
em outros tecidos do D peruvianus além do intestino meédio (Figura 24).
Provavelmente por se tratar de um EST muito curto (666 pb), esta sequéncia ndo
contém regides importantes para sua caracterizagao filogenética correta, que seria

estar no ramo monofilético com as demais catepsinas L de hemipteras.



76 Tenebrio molitor ppCAL1a (C)
100 —|: Tenebrio molitor ppCAL1c (C)
Tenebrio molitor ppCAL1b (C)
Bombyx mori (L)
71 Drosophila melanogaster 1 (D)
08 _|: Delia radicum (D)
93 Sitophilus oryzae (C)
58 Myzus persicae (H)
100 Aphis gossypii (H)
55 { Acyrthosiphon pisum (H)
Dysdercus peruvianus DpCalL1 (H)
Rhodnius prolixus (H)
84 — Dysdercus peruvianus DpCal3 (H)
99— Dysdercus peruvianus DpCal4 (H)
99 Frankliniella occidentalis 1 (T)
—1 Frankliniella occidentalis 2 (T)
100 Frankliniella occidentalis 3 (T)
W: Frankliniella occidentalis 4 (T)
Leptinotarsa decemlineata 1 (C)
94 _|: Diabrotica virgifera virgifera 1 (C)
100 Diabrotica virgifera virgifera 2 (C)
Dysdercus peruvianus DpCal.2 (H)
Tenebrio molitor ppCAL3 (C)
Tenebrio molitor ppCAL2 (C)
— Drosophila melanogaster 3 (D)
99— Drosophila melanogaster 4 (D)
Diabrotica virgifera virgifera 4 (C)
Drosophila melanogaster 5 (D)
Drosophila melanogaster 6 (D)
92 Leptinotarsa decemlineata 4 (C)
100 —|: Leptinotarsa decemlineata 5 (C)
85 Leptinotarsa decemlineata 6 (C)
Leptinotarsa decemlineata 2 (C)
498: Leptinotarsa decemlineata 3 (C)
Diabrotica virgifera virgifera 5 (C)
Phaedon cochleariae (C)
Callosobruchus maculatus 1 (C)
Callosobruchus maculatus 7 (C)
62 Callosobruchus maculatus 9 (C)
100 Callosobruchus maculatus 8 (C)
Callosobruchus maculatus 10 (C)
Callosobruchus maculatus 6 (C)
100 Callosobruchus maculatus 11 (C)
Callosobruchus maculatus 4 (C)
50 Callosobruchus maculatus 5 (C)
Callosobruchus maculatus 2 (C)

Callosobruchus maculatus 3 (C)

Diabrotica virgifera virgifera 3 (C)

Hypera postica (C)

Drosophila melanogaster 2 (D)

84
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FIGURA 14 - Cladograma de seqiiéncias de catepsinas L de insetos depositadas no
GenBank.

As ramificagdes foram estatisticamente calculadas através do programa Mega 3.1
(Kumar et al., 2004) com analise de Bootstrap (corte de 50). C, Coleoptera; D, Diptera; H,
Hemiptera; L, Lepidoptera; T, Thysanoptera. Tenebrio molitor ppCAL 1a, ppCAL 1b, ppCAL
1c, ppCAL2, ppCAL3, (Coleoptera): AY207373, AY332270, AY332271, AY337517,
AY332272; Bombyx mori (Lepidoptera): AAB33990; Drosophila melanogaster 1, 2, 3, 4, 5, 6
(Diptera): AAM68565, AAF58330, AAF51923, AAF51924, AAF58331, AAF52922; Delia
radicum (Diptera): AAL16954; Sitophilus oryzae (Coleoptera): Q26636; Myzus persicae
(Hemiptera: Auchenorrhyncha): CAD42716; Aphis gossypii (Hemiptera: Auchenorrhyncha):
CAD33266; Acyrthosiphon pisum (Hemiptera: Sternorrhyncha): XP_001944978; Dydercus
peruvianus DpCalL 1, 2, 3, 4 (Hemiptera: Heteroptera); Rhodnius prolixus (Hemiptera:
Heteroptera): AAL34984; Frankliniella occidentalis 1, 2, 3 ,4 (Thysanoptera): AAL02222,
AAL02220, AAL02223, AAL02221; Leptinotarsa decemlineata 1, 2, 3, 4, 5, 6 (Coleoptera):
AAS20593, AAS20592, AAS20591, AAS20589, AAS20590, AAS20588; Diabrotica virgifera
virgifera 1, 2, 3, 4, 5 (Coleoptera): CAE47500, CAE47501, CAE47497, CAE47499,
AAG17127; Phaedon cochleariae (Coleoptera): CAA76927; Callosobruchus maculatus 1, 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11 (Coleoptera): AAQ11975, AAQ11974, AAQ11973, AAQ11971,
AAQ11968, AAQ11970, AAQ11972, AAQ11966, AAQ11967, AAQ11965, AAQ11969;
Hypera postica (Coleoptera): AAD41105.
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UM LEVANTAMENTO DO TRANSCRIPTOMA DO INTESTINO MEDIO DO HEMIPTERA, DYSDERCUS

PERUVIANUS, UTILIZANDO SEQUENCIAMENTO DE ESTS

4.11 - CONSTRUGAO DA BIBLIOTECA DE CDNA E SEQUENCIAMENTO DAS ESTs

O descobrimento de genes através do sequénciamento de ESTs ao acaso
tem se tornado um método de baixa relagdo custo-beneficio para caracterizacao
biologica de uma ampla e crescente série de organismos (Theodorides et al., 2002;
Valenzuela et al., 2002; Ribeiro, 2003; Pedra et al., 2003a, 2003b; Ribeiro et al.,
2004a, 2004b, 2006; Calvo et al., 2004, 2006; Siegfried et al., 2005; Siviero et al.,
2006; Sabater-Murioz et al., 2006; Felitti et al., 2006; Coblentz et al., 2006). O valor
da informacdo da sequéncia derivada esta também aumentando através da
aplicagcdo de diversos meios de anotagdo e sofisticadas ferramentas de analise.
Com o intuito de obter informagdes sobre as proteinas do intestino médio do
Hemiptera D. peruvianus adultos, este tecido foi utilizado como fonte de mRNA para
posterior geragcdo de cDNA. A empresa Vertis Biotechnologie AG, localizada na
Alemanha, foi quem apods obter a normalizagdo dos cDNAs amplificados, clonaram e
inseriram estes cDNAs no vetor Lambda Uni ZAP". A biblioteca foi normalizada para
minimizar a redundancia de transcritos e permitir a deteccdo de transcritos pouco
abundantes.

Aqui no Brasil, no Laboratério de Bioquimica de Insetos do Instituto de
Quimica, esta biblioteca de cDNAs em fagos foi sequenciada ao acaso e seu
resultado analisado. O objetivo principal deste procedimento foi fornecer dados
relacionados com a fisiologia molecular deste inseto praga.

Cerca de 1060 clones da biblioteca foram selecionados aleatoriamente,
distribuidos em placas de cultura de 96 pocos contendo meio LB liquido e
carbenicilina (50 pg/mL). Estas placas foram incubadas a 37 °C por 16h sem
agitacdo. Os plasmideos foram amplificados através de PCR de colbnia e a partir do
material amplificado de cada colbnia foi feito o sequénciamento automatico no
equipamento ABI100 (Applied Biosystems). Foram sequenciados clones a partir da

extremidade 5° utilizando o iniciador universal T7.
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412 - PROCESSAMENTO, ANALISE, CATEGORIZAGAO E CARACTERIZAGAO DO
TRANSCRIPTOMA DE INTESTINO MEDIO DE D. PERUVIANUS

Foi realizado o processamento das leituras, onde as sequéncias de vetor
foram aparadas e as de baixa qualidade foram descartadas. Uma sequéncia foi
considerada util quando apresentava um minimo de 150 bases contiguas com
qualidade inferida pelo Phred =220 (Ewing et al., 1998 a, b).

A montagem de contiguos consiste na jungdo ordenada dos nucleotideos,
com base na similaridade entre as sequéncias das diferentes ESTs seqlenciadas,
levando em conta os critérios de qualidade de sequénciamento e sua interpretacao.
Assim é possivel estabelecer uma sequéncia comum (consenso) a partir da
montagem de varias sequéncias. As sequéncias que nao formaram contiguos foram
denominadas singletos.

Um total de 1053 sequéncias curtas de alta qualidade foram analisadas e
utilizadas para montagem de contiguos para evitar redundancia. Montando estes
ESTs por alinhamento de bases (Phrap) (Gordon et al., 1998), foram produzidos 62
contiguos e 841 singletos, o que totaliza 903 sequéncias unicas. Porém nao se pode
esperar que cada sequéncia unica seja um transcrito diferente, pois muitos dos
ESTs pertencentes a mesma mensagem ndo se sobrepbéem ou podem estar
presentes no banco de ESTs representando “splicings” alternativos e pré-mRNAs,
além de polimorfismos e regides de baixa qualidade que dentro das condi¢cdes de
estringéncia adotadas podem levar a formagado de contiguos diferentes de um
mesmo transcrito. A tabela 4 mostra um resumo dos dados obtidos do
sequénciamento da biblioteca. Do total de contiguos, 54 foram formados por apenas
2 ou 3 ESTs. Apenas dois contiguos foram formados por mais de 20 ESTs.

O numero de clones sequenciados foi limitado através da observacao da taxa
de novidade obtida apds cada placa sequenciada, o que corresponde a 96
sequéncias. Esta taxa de novidade diminuiu acentuadamente, demonstrando assim
que os clones por nos sequenciados ja haviam atingido a maioria das coépias
diferentes de cDNA gerado a partir do intestino médio do D. peruvianus (Figura 15).
O sequénciamento ao acaso foi finalizado quando a taxa de novidade se tornou
aproximadamente constante. Isto aconteceu quando a taxa de novidade esteve
proxima de 0,1.

O numero de ESTs por contiguos variou de 2 a 27, com cerca de 70%
contendo 2 EST (Figura 16). O tamanho dos contiguos variou de menos de 200 a
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1400 pb, com uma meédia de aproximadamente 860 pb (ilustrado graficamente na
Figura 17).

TABELA 4 - Resumo da analise do sequiénciamento de EST da biblioteca de cDNA do

intestino médio e Dysdercus peruvianus

Sequiéncias Totais 1056
Total de sequéncias aceitas 1053
Sequéncias Nao-redundantes 903
Numero de Singletos 841
Numero de contiguos 62

Numero de contiguos contendo:

2-4 ESTs 57
5-15 ESTs
>20

1,2

10 v o

Taxa de novidade
o
Fe))

0,2 r o o

0 200 400 600 800 1000 1200

Clones sequenciados

FIGURA 15 - Mudancgas na taxa de novidade acompanham o seqiiénciamento ao acaso
da biblioteca de intestino médio de D. peruvianus.
A taxa de novidade corresponde a razdo do numero de bases novas com 0 numero

total de bases sequenciadas.
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FIGURA 16 - Distribuicdo e nimero de ESTs em cada contiguo.
As ESTs foram agrupadas pelo programa Phrap. A maioria dos contiguos é formada

por 2 ou 3 ESTs e o maior contiguo por 27 ESTs.
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FIGURA 17 - Caracteristica dos contiguos.

Distribuicdo do tamanho total das seqléncias dos contiguos.
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ApoOs a clusterizagdo e montagem, os contiguos e os singletos resultantes
foram analisados através de Blastx (Altschul et al., 1990) contra o banco de dados nr
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), que inclui sequéncias de todos os organismos.
Os parametros utilizados foram: -p blastx —d nr —b 10 — T T. As tradugbes das
sequéncias dos contiguos e singletos quando comparadas as sequéncias
depositadas no GenBank, revelaram que 86% das sequéncias unicas possuem
similaridade com alguma proteina depositada no banco publico. Destas 48,2%
mostraram proteinas de insetos como maior semelhante (“best hit”) (Figura 18A),
sendo que dentro do grupo dos insetos a ordem Coleoptera apresentou uma maior
semelhanca (32,2%) seguido por Diptera (31,7%) e Hymenoptera (28,9%), os “best
hits” dos outros 7,3% destes ESTs se distribuem em propor¢cdes bem menores entre
as outras ordens de insetos conforme mostra a Figura 18B.

Nao é incomum encontrar nas respostas de Blastx proteinas de humanos,
camundongos, entre outros organismos distantes de D. peruvianus como “best hit”.
Em nossos resultados estes organismos representam aproximadamente 52% das
respostas, podendo-se apontar diferentes motivos para encontrarmos organismos
muito divergentes de Dysdercus ocupando a posigdo de maior semelhante nas
comparagdes entre as traducdes de EST e o banco de proteinas do GenBank.
Proteinas muito conservadas entre diferentes filos quando comparadas entre si

podem apresentar os mesmos valores de e-values e de score.



91

Outros Hemiptera; Odonata; 0,3%
Artropodes; 2,5%
0,5% Plantas; 4,7% Lepidoptera; Orthoptera;

1,4%

Fungos; 7,0% 3,1%

Vertebrados; ~ Hymenoptera;
14,1% 28,9%

Coleoptera;
32,2%

Insetos; 48,2%
Bactéria;
11,4%

\Outros; 14,2%

/

Diptera; 31,7%

FIGURA 18 - Distribuicdao das similaridades de proteinas entre Dysdercus peruvianus e
outros organismos.
Os numeros representam a porcentagem dos ESTs que apresentaram similaridade

com algum organismo presente no GenBank.

A fim de gerar uma visdo mais ampla do estado metabdlico do tecido, os
ESTs gerados foram categorizados segundo critérios do Gene Ontology Consortium
(GO). Uma provavel Fungdo Molecular foi designada para 445 sequéncias (50% do
total de sequéncias) (Figura 19), bem como para Processo Biolégico onde foram
categorizadas 390 sequéncias (43% do total de sequéncias) (Figura 20), as
sequéncias restantes ndo puderam ser categorizadas pelo banco de dados de
proteinas anotadas pelo GO. E natural que uma quantidade menor de transcritos
seja classificada no aspecto Processo Biologico, reflexo da complexidade da tarefa
de associar evidéncias reais a cada termo do GO e de fato de n&o ser conhecido o
perfil completo da participagdo em processos bioldgicos em que cada fungédo de uma
dada proteina é desempenhada.

Com o intuito de preservar a integridade do vocabulario do GO e seu sentido
original, os seus termos n&o foram traduzidos para o portugués.

Os termos do GO relacionados a Fungao Molecular e Processo Bioldgico séo
mais curados e detalhados. A distribuicdo na categoria Componente Celular é
considerada menos instrutiva e, portanto n&o foi aqui demonstrada.

A figura 19 ilustra a distribuicdo das sequéncias na categoria Fungéo
Molecular, indicando maior similaridade com proteinas relacionadas com ligagao
(binding) e atividade catalitica (catalytic activity). A tabela 5 mostra a distribuigdo dos

transcritos nas categorias mais comumente achadas no primeiro e segundo niveis
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hierarquicos da fungdo molecular. Foi encontrado maior numero de sequéncias
relacionadas com ligagdo de proteinas (22,02%), ligagdo de acidos nucléicos
(10,78%) e ligacédo de ions metalicos (2,92%). Na categoria atividade catalitica, as
hidrolases foram maioria com 13,26%, seguido das transferases (11,7%) e das
oxirredutases (4,94%). Dentre as proteinas relacionadas com transporte, foram
achadas similaridades com transportadoras de ions (2,92%), transportadoras de
aminoacidos (0,9%), além de uma sequéncia com funcdo de transporte de
carboidratos que pode ser uma provavel molécula envolvida na internalizagdo de
agucares no intestino médio do inseto estudado.

Na categorizagdo de Processo Biologico podemos observar (Tabela 6) que a
maioria das proteinas foi distribuida dentro da categoria processo fisioldgico
(physiological process) (68,97%), sendo que a subcategoria com maior numero de
sequéncias esta relacionada com metabolismo (metabolism), com 169 sequéncias
(43,33%). Outra categoria com representatividade de sequéncias foi regulacéo de
processos bioldgicos (Regulation of biological process) com 15,90%, sendo a sua
maioria classificada dentro a subcategoria regulacdo de processos fisiologicos
(Regulation of physiological process) com 14,36%.

O perfil da categorizagédo esta condizente com o tecido estudado, envolvido
com digestao, ja tendo sido observado em outros transcriptomas de intestino médio
de insetos (Siegfried et al., 2005) esta mesma propor¢éo de proteinas com fungao

de ligagao e de catalise.
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FIGURA 19 - Perfil de expressao de genes da biblioteca de cDNAs de intestino médio de
D. peruvianus nas categorias de Fungao Molecular Ontology.

Os valores indicam os numeros de clones sequenciados da biblioteca agrupados nas
categorias de Fungdo Molecular Ontology. A — Binding, B - Catalytic activity, C - Transporter
activity, D - Structural molecule activity, E - Transcription regulator activity, F - Signal
transducer activity, G - Enzyme regulator activity, H - Motor activity, | - Translation regulator

activity, J - Nutrient reservoir activity, L - Molecular function unknown.
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TABELA 5 - Distribuicdo dos transcritos do inseto D. peruvianus na categoria Funcdo
Molecular do Gene Ontology.

Numero de Porcentagem em relagao ao n°. total

Fungao Molecular (GO) seqiiéncias de seqiiéncias categorizadas (%)

Binding 171 38,42
Carbohydrate binding 1 0,22
Lipid binding 2 0,45
Metal ion binding 13 2,92
Nucleic acid binding 48 10,78
Nucleotide binding 5 1,12
Peptide binding 1 0,22
Protein binding 98 22,02
Ribonucleoprotein binding 1 0,22
Vitamin binding 2 0,45

Catalytic activity 155 34,83
Helicase activity 4 0,9
Hydrolase activity 59 13,26
Isomerase activity 3 0,67
Ligase activity 3 0,67
Lyase activity 2 0,45
Oxidoreductase activity 22 4,94
Small protein conjugating enzyme activity 1 0,22
Thiolase activity 1 0,22
Transferase activity 52 11,70
Transposase activity 3 0,67
Other Catalytic activity 5 1,12

Enzyme regulator activity 1 2,47

Motor activity 3 0,67

Nutrient reservoir activity 1 0,22

Signal transducer activity 15 3,37
Receptor activity 6 1,35
Rceptor binding 6 1,35
Other transducer activity 3 0,67

Structural molecule activity 29 6,52
Extracellular matrix structural constituent 13 2,92
Structural constituent of cell wall 1 0,22
Structural constituent of cuticle (sensu 2 0,45

Insecta)

Structural constituent of cytoskeleton 5 1,12
Structural constituent of peritrophic 1 0,22
membrane (sensu Insecta)

Structural constituent of ribosome 3 0,67
Other structural molecule activity 4 0,9

Transcription regulator activity 24 54

Translation regulator activity 2 0,45

Transporter activity 34 7,64
Amine transporter activity 1 0,22
Amino acid transporter activity 4 0,9
Carbohydrate transporter activity 1 0,22
Carrier activity 1 0,22
Channel or pore class transporter activity 1 0,22
Intracellular transporter activity 1 0,22
Intracellular transporter activity 1 0,22
lon transporter activity 13 2,92
Nucleobase\, nucleoside\, nucleotide and 1 0,22
nucleic acid transporter activity
Organic acid transporter activity 2 0,45
Peptide transporter activity 1 0,22
Vitamin transporter activity 1 0,22
Other transporter activity 6 1,35
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FIGURA 20 - Perfil de expressao de genes da biblioteca de cDNAs de intestino médio de

D. peruvianus nas categorias de Processo Biolégico Ontology

Os valores indicam os numeros de clones sequenciados da biblioteca agrupados nas

categorias de Processo Bioldgico Ontology. A — Physiological process, B - Regulation of

biological process, C - Cellular process, D - Development, E - Response to stimulus, F -

Reproduction, G - Pigmentation, H - Biological process unknown.

TABELA 6 - Distribuicdo dos transcritos do inseto D. peruvianus na categoria Processo

Biolégico do Gene Ontology

Porcentagem em relagao ao n°.

T Numero de n D
Processo Biologico (GO) seqiiéncias total de s_equencilas
categorizadas (%)
Cellular process 21 5,38
Cell adhesion 3 0,77
Cell communication 18 4,62
Development 16 4,10
Pigmentation 1 0,26
Pigmentation during development 1 0,26
Physiological process 269 68,97
Cellular physiological process 39 10,00
Homeostasis 1 0,26
Localization 41 10,51
Locomotion 12 3,08
Metabolism 169 43,33
Organism physiological process 7 1,79
Regulation of biological process 62 15,90
Regulation of catalytic activity 3 0,77
Regulation of cellular process 3 0,77
Regulation of physiological process 56 14,36
Response to stimulus 15 3,85
Behavior 4 1,03
Response to abiotic stimulus 3 0,77
Response to biotic stimulus 3 0,77
Response to stress 4 1,03
Sensory perception 1 0,26
Reproduction 6 1,54
Sexual reproduction 6 1,54
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4.13 - IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS DO INTESTINO MEDIO DE D. PERUVIANUS

Uma porgao consideravel dos ESTs obtiveram similaridade com a proteinase
utilizada pelo inseto praga, a cisteina proteinase, além de transportadores de
aminoacidos e enzimas envolvidas com a digestdo. A Tabela 7 sumariza todos os
contiguos mostrando com qual organismo e proteina teve melhor alinhamento no
Blastx (nr) e seus e-values. Devido ao grande numero de sequéncias de proteinas
do banco de dados serem preditas ou hipotéticas, foi olhado todos os alinhamentos
abaixo da primeira e quando havia uma informacdo mais curada foi citada
juntamente com a mais parecida.

Dentre os contiguos mais interessantes para o presente estudo, estio:
catepsina L, lipase, transportador dependente de sddio, proteina transmembranica
transportadora de aminoacidos, ATPase transportadora de cations e canais
anionicos. Todos estes contiguos apresentam bons e-values e compartilham
semelhanga com proteinas de outros insetos.

Dos 841 singletos sequenciados e analisados, 29 apresentam relevancia para
o estudo da fisiologia molecular do inseto em questdo (Tabela 8). Dentre estes
singletos estdo as enzimas principais envolvidas com digestédo: 3 e a-glicosidase, a-
amilase, catepsina L e F, serino proteinase, aspartil proteinase, oligopeptidase,
lipase e aminopeptidase; além de transportadores envolvidos com a internalizagao
de glicose e aminoacidos provenientes do alimento digerido: transportador de
monocarboxilato, transportadores de cations, transportador de metal divalente,
simportador sédio/soluto, permease de aminoacido, proteina transportadora de ion,
canais idnicos de sodio, potassio e calcio, V-ATPases, transportador de agucar.
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4.14 - SELEGAO DE SEQUENCIAS DE PROTEINAS OBTIDAS ATRAVES DE SEQUENCIAMENTO AO
ACASO DE BIBLIOTECA DE CDNA DE INTESTINO MEDIO DE D. PERUVIANUS

Através da analise do transcriptoma intestinal, foram encontradas sequéncias
relacionadas com enzimas marcadoras que hipoteticamente participam do processo
secretorio de enzimas digestivas em Hemiptera (Figura 21). O modelo proposto,
vesiculas (contendo enzimas digestivas) com duas membranas sao formadas a
partir de cisternas com dupla membrana provenientes da regido do trans-Golgi.
Essas vesiculas com dupla membrana originariam as membranas perimicrovilares
apods dois eventos sucessivos de fusdo: primeiro da membrana externa da vesicula
com a membrana microvilar e, segundo, da membrana interna vesicular com a
membrana perimicrovilar (Silva et al., 1995). Esta hipotese foi reforcada apds a
imunolocalizagdo de a-glicosidase em algumas areas do complexo de Golgi e na
membrana interna dessas vesiculas de dupla membrana (Silva et al., 1995), a qual
se especulava ser a membrana que daria origem as membranas perimicrovilares.

Uma [-glicosidase, duas a-glicosidases, uma aminopeptidase e quatro
catepsinas L, foram as sequéncias encontradas dentre os ESTs analisados que
podem ajudar a afirmar a hipotese postulada (Figura 22 A-l1) (Tabela 9). A escolha
baseia-se no fato de que enzimas com essas atividades foram identificadas como
marcadoras (Silva e Terra, 1994; Silva et al., 1996): B-glicosidase, marcadora de
membranas microvilares; a-glicosidase, marcadora de membranas perimicrovilares;
aminopeptidase, encontrada no espacgo perimicrovilar e catepsinas L, proteinase que
podem ser encontradas em vesiculas secretoras ou em lisossomos.

Cada singleto referente a sequéncia similar a (-glicosidase, as duas Q-
glicosidases, a aminopeptidase, ao transportador de agucar e aos contiguos das
catepsinas L foram detalhadamente analisados a fim de recuperar os plasmideos
congelados a -80 °C em glicerol referente a cada EST para tentar obter sequéncias
maiores e com melhor qualidade de bases. Apds o crescimento em meio liquido e
purificacdo do DNA, este foi sequenciado utilizando dois oligonucleotideos
universais, T7 e T3 obtendo ao final sequéncias que foram analisadas e montadas.
A partir destas sequéncias (Figura 22 A-l) foram desenhados oligonucleotideos
(Tabela 1) para analise de transcrigéo tecidual.
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FIGURA 21 - Modelo proposto para a origem das membranas perimicrovilares.

A figura a esquerda mostra vesiculas de dupla membrana brotando do Golgi e
transportando proteinas secretodrias que séo liberadas no lumen apds a fusdo da membrana
externa da vesicula com a membrana microvilar e da membrana interna com a membrana
perimicrovilar. A figura a direita mostra em detalhes a origem das vesiculas de dupla
membrana a partir de uma cisterna do complexo de Golgi (A) que € envolvida por outra
cisterna (B) e (C). A membrana mais interna desaparece dando origem a uma cisterna de

dupla membrana da qual brotam as vesiculas (Silva et al., 1995).
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FIGURA 22 - Seqiiéncia de nucleotideos e seqiiéncia de aminoacidos.

Sequiéncias deduzidas a partir dos cDNAs que codificam: A, a aminopeptidase; B, o
transportador de agucar; C, a B-glicosidase; D, a a-glicosidase 1, E, a-glicosidase 2; F, a
DpCal 1; G, DpCaL 2; H, DpCaL 3; I, DpCaLl 4 de D. peruvianus.

ggggcagt t t caagagt aat gagct t t ccagt aacaaaggaaat aaaaat gaat at at cg

GAV SRV MSF PV T K E I K M N I S
gccaagat actttt gtt gat ggagaacgt aat aaatt acatt gccttt aacgacacgaca
A K | L L L ME N V I N Y I A F NDT T
aat at gggccat acccagaagt t gcat cagat gaacat actt aaacattgctgtagtttt
N MG HT QK L HQMN I L K HCC S F
ggacacaaaggct gcct aaaggaagccgagcggct gt ct ct ggacat aagt t ct ggaagt
G HKGC CULIKIEAIEWRLSL DI S S G S

ccagagaagcggagt gccct ccttt gcacagt t gt caaact t ggaaact caagt gt ct gg
P E KRSAL L CTVV KL GNJZSSV W
gaat cagt at t gggaaggt at gaaaacgccaaat caccagcat gggcct t act gat gct ¢
E S VL GRY ENAKSWPAWAILILML
agat cact t gcat gt acaaacaat gagaccct cacaaaaaggct act caagttactgttt
R S L AACTNNETULTIKRIULL KL L F
acggacaaagt gagaaggcat gat at t gt aagt at cat caccct aat t agtt ct agcagc
T DKV RRHDI V SI1I I T L I § S S S
gat ggagcagat at cgt gt t cacat at t t cat cgagaacat t t acaacattt at cagcgt
D GA DI VF T Y F I ENI Y NI Y QR
ttt ggagaatt cacaagttt aagaaaaat aat gagat ccat aagt aaat at at gact gaa
F GE F T SLRKI MRSI S KY MT E
agt cact t aacaaagct caaacaaat agg

S HL T K L K QI

A

cat caggcagaggacgagacagaacgcagaaacact gt ggccact t ct cat gggact catt
I R Q R T R QNAETULWPULL MG L I
ggaat cgttggtttcct ccaact agt cgggtttttcttct gcccagaaagt ccaaaat at
Gl vV GG F L QL V GF FF CWPUES P KY
at at t ggagaaaaaaaat gacgaacaaggaacaaaaat ggtt t t agacaggct agt agga
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Il L E K K ND E Q GT K MV L DRUL V G
agt aat t cacaccaacagt tt at agaat t gaaaaaagat at agaagat gcacaaagt ct ¢
S NSHOQOQTFI I ELKZKDI EDAGO GQS|L
ccgaaagt t actt t aagccaaat ggt acgacaaaaaaaact gagaactcctcttattata
P KV T L S QMVROQKIKULIRTPL I I
at cggt gt at t gat ggcggcacaacagct tt ct ggt gt aaacgctgtaattttctattca
/I G VvV L MA A Q QL S GVNWAVI F Y S
acagaaat ttt t aaaat gggaaagct cagt gat gaagcagct caat acgcaaccgt aggt
T E1 F K M GK L S DEAAQYAT VG
gt aggagt aat caat gt act gacgaccat t gt t t cagt gt ggct t gt t gaaaaat t t ggg
v G Vv I NVL TTI V SV WL V E K F G
aggaaaccacttctactggttgcttttggtggattgact atctgcatgacaatacttttt
R K P L L L V AFGGLTI1I CMT I L F
atctgtctttattttgtcgaaacaagcccttttgcaaagtatttatcaattgtcatcgta
/l ¢C L Y FV ETSWPFAKY L SI VI V
tttgtttacttggtcttttttgccatt ggagecgggtt cgattccat ggct cct aggacct
F vy L VF FAI GAGSI P WLUL GWP
gaattatttaatactgctgctcgtcccactgcec
E L F NT A A R P T A

B

cat caggcagaggacgagacagaacgcaaacacat t aat t cagacaat at t caaagt gaa

H Q A E D E T E R K H I N S D NI Q S E
aacttt gaaaaaacct ct gagcat agt act gt t gagggtttttt aat aaaacaatttgtc
N F E KT SEH STV E GF L I K Q F V
agt gaact gcct ct cacct at ggcat tt ct gcaat aaaaaaggaaaat t att ct aacact
S E L P L T Y GI1 S A I K K E NY S N T
t caat ggt cttt gat ccaact agt gat ggacaagaaat t t ggaat aaat t gacaaaaaat
S MV FDWPTSDGOQEI WNIKIUL T K N
ggggaattactttctatttcaacacctttagagaaattaggaaaaaaggggt cagggaca
G EL L S1 S TUPULEI KL GIKIKGS GT

gcttgtggtct gt gt act aggactgttgtttattcttctacaccaacaccttttgtattt
A CGL CTWRTVVY SSTUPTWPF V F
t cat t gt cat gggacaat ccgaaggt aaaat t cccaaagt cagct gt acaaaaaaggt at
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S L S WDNWPJKVKFWPIK S AV QKRY
tataccaagttctttggcgat gaaggaaattctgctcctgaaatatgtttatattgtata

Y T K FF GDEGNZSAUPE I C L Y C I
gat aat t at aat aat t gggaaaaagaaat at ct gat t ggcaaacaccaat t ct t aaagat
D NY NNWEIKEI S DWOQT P I L K D

aaaggat t accggact ggt at aaaagt gcattattt aat gagctttatt at gt at ct gat
K G L P DWYKSALFNELY Y V S D
ggagggacaatttggcttttagtt gaaaat gaagacct cccat cgggagat cct aggat c
G GGTI WL L V ENET DL P S G D P R I
gaat at ggaagat t t ggt t at t t agagggccat gaat acagaat gt at aat acat at gat
E 'Y GRF GY L EGHIEYRMYNT Y D
gtacattattatgcttcttttgctcttgcaat gct gt ggcct aaacttcaacttaccatc
vV HY Y A S F AL AML WPIKUL QL T1
caatatgattttcgt gatgcaattact gttgaagat aagaggaaaatttggtttttatat

QY DF R DAI TV EUIDIKWRIKI WFLY
aat ggagaacgt ggat acaggaaaat t aaaaat agggt acct cgaggggggcccgt accc
N GERGYRIK I KNIRVZPRGSGWZPVP
atc
I
C

t gct ggagaagcagcat acat accgggact ggaat agacgaacaacaact t ggact t act
CWRS SI HTOGTGI DEOQQL GL T
cgaccaaacaattttact accaact acgt caaggct gcct ct aaattt ggt ccact ggcg
R P NNFTTNYVKAASIKFGWPL A
gaggt gagagt aggt t ct gaagcagct aaat t caat ct gat gcaaaggct gcaagacacc
E VRV GS EAAKVFNLMMQRL QDT
ttctctgagt ggagcgcagagaagt ggggt ctt aagt ct gt gcttatgtccgttttccaa
F S EWSAEIKWGL K SV L MS V F Q
ct gt ct ct gcat ggct at ggt gccat ct t gccagat at ggt cggaggt aact gct at gga

L S L HGY G A | L P DMV G GNZCY G
acacaggccact aaagaat t gt acat caggt ggt t acagct aaacacatt cct gcctatc
T Q AT K E L Y | R WL QL NTF L P I

at acagtt ct catt ggcaccct ggaagt t cgaccaagagacaat agacct t gcaagacgt



I Q F S L AP WK F DOQUETI1I DL AR R
ttttccgaccttcattacttctataagggt aaaatt at gt ct gaatttaaggacacgacg
F S DL HY FY K GKI MS EFKDT T
cacccggt cat caaccct att t ggt ggat agcacct gaagacccggt cgct caagacat t
H P VI NPI WWI AP EDWPV A Q DI
gacacagaatt cct gctt ggcgaagaccttttagtt gcacct gt ctt agaagaaggagct
b T EF L L GEDWLLV A PV L EE GA
acat cgggaact ct at ct accgcaggaat ct t gccggact t aat aacaccgt t t aat aaa

T S G666 T L S T AGI L P DUL I TP F NK
gaccgt cccct cgggggggccggacccat ccgect at gggagecga

D RPL GGAUGUPI RL WER

D

t caggcagaggccgagacagaacgcaaacgact gaaaccgt t gat aacggcagaaccaag
S GR GRDWRT QT TETV DNGR T K
gttaccct acact cggaggccccctt caagat gt gct ggt ccct t aggaaccagcat ct ¢
vV T L HS EAWPZFIKMCWSL R NQWHL
t acggt ggacccat cct caacacct acccct ct gagaaat caaccat at ccaact t ggca

Y G G P | L NT Y P S E K S T I S N L A
t acat caccggt gacaagact agat t cggt gt agcacaagcagt caccgaaaggt at t gg
Yy I T G DK TRFGVAOQAVTERY W

tacacgt cttct ggt gt aaacct caaagt t gat ccgaacgt gcct ct ctt cct cagccag
Y T S S GV NL KV DWPNWVPL F L S Q
aacaccgaagaactttgtcttcacgccaacaacacct acccat act cagaggacacccca
N T EELCL HANNTYPY S EDTP
gtatttat cagct at gagacat gt ct cgct agt t ct aacct gagagaagcagt cggct gc

vV F 1 S Y ETCUL ASSNILIREA AV GOC
ttttacaagagct acgagaagcccat ccccccggagt cggt cat cgccaaacccat ct gg
F Y K S Y E K P I P P E S VI A KPI W
t ccactt gggt ggagt acgaaaggaacat cact caggagacggt ctt ggagtttt at gaa
S T WV EY ERNI T QETV L E F Y E
aaaat caaggcacaaaat ct gccaat cagcgt cct cgaact ggacgacagct gggaaacc
K | K A QNWLWPI SV L E L DD SWET

t gt t acggaagt gaagt gt t cgat t cgaagagat t t cct gat cccaaagcct t ggt agac
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cCcCyYy GS EVFDSKRFUPDWPIKA AL V D
aaggtt cact ct gat ggcaacct cgccact ct ct gggt ccat cgt t cat ccgact ggat g
K vV HSDGNLATLWVHIRS S D WM
t ccagct t aaacacgacgcat t caacct cgaggggggccggt accaaat t cgectat gt g
S S L NTTHSTSRGAGTI KV FAY YV
atcgta

IV

E

t caggcagaggacgagacagaacgcaagaacacaacaagaact acgagagcggt gat gt t
S GR GR DRT QEHNIKNYES GD V
t cgttt caaat gaagat gaaccat t t cggt gact t gact ccagaagaat t caaagaaaga
S FQMIKMMNMNMHEFGDULTUPEEF K E R
at gaacaagt acaagagt t ccggt aaaccaaaacagct cggct cagt gt t cgt cgaacca
M NKY KSS GKWPIKOQL GSV F V E P
aacgtt gaagttcccgcct ccgt cgact ggagggaaaagggt gcagt t act ccggt gaaa
NV EVPASVDWREI KGAV TPV K
gat caggggcagt gcggct cct gct gggcat t cagt acaaccggat ct t t ggaaggccaa
D Q GQCGSC CWAFSTTGS L E G Q
cattttctcaaaact ggaaaactt gt at cat t gagcgaacagaactt agt cgat t gt gct
HF L KT GIKLV S L SEQNWLVDTCA
ggaaggt acggcaat gat ggt t gcaacggt gggct gat ggacagt gctttcaaatttatc
G RY GNDGCNGGL MDS AF K F I
aaagcaaacggaggact agacaccgaagcat ct t acccct acgaagcaat ggacggaaga
K ANGGLDTEASYPYEAMDGR
t gcagat t t aagaaagcaaacgt t ggagct act ct aaacagttttgttgacattcctcaa
CRFIKIKA ANV GATILNZSUFUVDI P Q
ggcgat gaagaagct ct caagaaagct at agcgacggt aggacct at tt ccgt ggccat t
G DEEALIKIKAI ATV GPI SV AI
gacgct ggagaaagttcgttccaattttact ccggaggcegt at act acgagaagagat gc
D A GESSFOQOFYSGOGVYYEKRTC
agt cctt acaacct cgaccacggagt cct cgcagt cggct acggt t cagaaaacggccaa
S PYNULDHGV L AV GY G S E NG Q
gat t act ggct ggt caagaact cct ggaacgcaaaat ggggagaaaacggt t acat caag
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DY WL VKNUSWNAIKWSGENGY Il K
at ggcaaggaacaagaacaaccact gcggaat cgct act gaagcaagct accccgt ggt t
M A RNIKNNINMHTCCGI A TEASYP VYV
F

cat caggcagaggacgagacagaacgcaggggcaat t gaaggagct tatttt gt aaagt at

| R Q R T R QNAG A | E G A Y F V K Y
gaaaattgcttcgtctttcacagcaggct ct cat agact gcagtt ggggcet at ggaaat
G K L L RL S Q QAL I D CS WGY G N

aat ggt t gt gacggaggt gaagat t t ccgat cat at cagt ggat gt t aaaacat ggaggt
N GCDGGEIDZFIRSY QWML K H G G
tt gccact ggaat cagat t at ggt ggt t acct t ggacaggat ggt t t ct gt cat gt agac
L P L E S DY GGY L GQDGFCMHVD
aaagttccattagt cgccaaaat aacaggtt at gt aaat gt aacgact ggt gat gaaagt

K v pPL VAKI T GY VNVTTGD E S
gctttaaaattggccattttcaaacatggtccaatatctgttgcaattgatgcttcacca
AL KL AI FKHGPI SV AI DASEP

aagacattttccttctacagcaat ggagt at at t at gacccaaaat gcaaaaat act cct
K T F S FY SN GVY Y DWPIKICIKNTP
gat ggact agat cat gct gt gct t gct gt aggt t at ggt aaact aaat ggacaat cat at
D GL DHAVL AV GY GIKULNG QS SY
t ggct agt t aaaaact ct t ggt ccaact t at ggggcaat gat ggat acat t ct cat gt ca
WL V KNSWSNULWGNUDGY 1|l L MS
Ccaaaagacaat aatt gt ggcgt t at gacacaaccaact t at gt aacaat g

A K DNNIZ CGVMTQPTYV TM

G

t caggcagaggacgagacagaacgcagaaccaaagagaagaaaact accgt cagaacgt g
S GR GR DRTQNOQOIREIENYIRQNYV

tt cct acaaaacaaacagaaaat agacgaacacaacaaacagt act cact t ggaaggacc
FLQNJZKUO OIKI DEUHNIKG OYSLGRT

acgttcact gttaaaattaacaagttcgct gacct gacaaacgaagagt t caggaaatta
T F T V K1 NKFADULTNEUE F R K L

aacggttt caaacaagggcccagggat cct gcagt acct gaat acaaagcacccgagaac



N GF K Q GPRDWPA AV P EY K AWPE N
gaacagt t acccgcgt cggt ggat t ggagacct aagggt gct gt gaccgccat caaggac
E QL P A SV DWRWPIKGAVTAI K D
caaggacagt gcggat cgt gct gggct tt ct ct acgact ggat ct ct t gagggacagcag
Q GQ C G SCWAFSTTGSUL EGOQROQ
tt cct gaagaaaggaaagct ggt at ct ct t agcgaacagaacct gat ggact gct cgt ac
F L K K GK L V SL S EOQNULMDTCSY
gat gaaggaaacgagt cct gcaat ggcggcct cat gact gcagcctt cgatt acat aaag
D EGNIESC CNGGLMTAATFDY I K
aagaacggt ggcat t gacact gaaaagt ctt acccct acct agaaaaggact ccagct gt
K NG GI DTEIKSY PY L E KD S S C
aagtt ct ccaaggcgaacat cggt gccacaat ccagagt t acaccaacat caaggaagga
K F S K ANI GATI QS Y T N1 KE G
agt gaggccgat ct ccagt ccgccgt ggccaacgt aggt cct gt at ct gt ggccat cgac
S EA DL QSAVANVSGWPV SV AI D
gcaggagagt ggt cgt t ccaat t ct acagct caggt at ct act acgagagct ct t gcagce
AAGEWSFQFY S S GI YY E S S C S
ccgagtttcttggat cacggt gt cct ggct gt gggat acggaagt caaaacggt cacgac
P S F L DHGVULAYVYGY GS QNGMHD
cact ggat cgt caagaact cct ggggct ccggct ggggt ct aagcggct acat cct aat g

HwWIl VKNS SWGSGWOGL S GY I L M
t caagaaat aggaacaacaact gcggaat agctt ccat ggccacat accct aacgtt aaa
S R NR NNNZCGI A S MATYPNYVLK

tcaacttttagaggt gt ct ct cgagggggggt cagacccat cg
S T FRGVSRGGV R P I
H

caat at gagct gggct t gact acattt gattt gaaaatt aat caattt gct gat ct gaca

QY E L G6GL T TF DL K I N Q F A DL T
aacgct gagt t cagaaaaat gaacggt t t gaat aaaat acaaagggacgcat t gaaaccg
NA EFIRIKMNGLNIKI QRDAWL K P

gaat acaaagcacccgagaacgaacagt t acccgagt cagt agat t ggagaccaaaggga
E 'Y K AP ENIEQLPE SV D WRP K G
gct gt gaccgccat caaggaccaaggacagt gcggat cgt gct gggetttct ct gcgacce
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AV TAI KDQGOQCGS ST CWATFEFSAT
ggat ct ct ggaaggacagcact t ct t gaagt caggat ct t t ggt gt cgct gagcgaacag
G S L EGQHZFL K S GSL V S L S E Q
aacct gat ggact gct cgt acgat caggggaaccaggct t gcggt ggcggcect cat gacc
NLMDTG CSYDOQGNI OACGGGLMT
t cagctttcgact acat act ccagaacggt ggcat t gacacggaacagt ctt at ccgt ac

S A F D Y | L Q N G G | D T EQSY P Y
acggcaacgaact cccgcaact gt aagt t ct ccaaggcgaacat cggt gcgaccat cagt
T AT N S R NCKF S KANI GAT I S
ggct acaccaacat ccgagaat acagt gagt cagat t t acagt cagct gt cgcgaat gt t
G Y T N I R E Y S E S DL QS AV A NV
ggaccggt at ct gt ggcaat cgacgccggggagt ctt ggtt ccaattttacaact caggt
G P V S V A I D AGE S WF QFY NS G

gt at att acgagagtt att gcagccaat atttcttgaaccacggt gt cct ggcagt agga
VY Y E S Y CSQYFL NHUGVL AVSCG
t acgcaagt t cgaat gggt ct gaccact ggat cgt caagaat t cct ggggagccagct gg
Y AS S NG SDHWI V KNS WGAS W
ggt cagagcggct acat cct cat gt caagaaat aagaacaacaact gt ggaat agcttcc
G Q S GY I L MS R NIKNNNTZ CGGI A S
at ggct acat accccaat gt ccct cgagggggggcc
M A T Y P NV P R GG A

4.15 - LOCALIZAGAO DAS ENZIMAS MARCADORAS QUE HIPOTETICAMENTE PARTICIPAM DO
PROCESSO SECRETORIO DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM HEMIPTERA E DE UM TRANSPORTADOR
DE GLICOSE ATRAVES DE RT-PCR SEMIQUANTITATIVO

A fim de investigar a distribuigdo dos transcritos das enzimas supostamente
marcadoras e do transportador de acucar, f€émeas do inseto D. peruvianus foram
dissecadas separando-se as regides: intestino médio, corpo gorduroso, glandula
salivar, tubulo de Malpighi, ventriculo 1, ventriculo 2 e ventriculo 3 do intestino
médio. Apds extracdo do RNA total destes tecidos (Figura 23), foi realizada a etapa
de transcricdo reversa partir de amostras de RNA total previamente tratadas com
DNase |, utilizando-se o iniciador oligo (dT):2.1¢ na sintese da primeira fita. Em
seguida, foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase utilizando oligonucleotideos
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especificos para cada sequéncia de interesse selecionada. O resultado foi analisado
através da observacdo de bandas de DNA amplificadas pelo PCR em eletroforese
em gel de agarose. SO nos interessa respostas sim e ndo, isto €, se determinada
sequéncia € expressa ou nao em determinado tecido.

o-Glicosidase 1 é transcrita em corpo gorduroso e intestino, enquanto que a
a-glicosidase 2 foi encontrada apenas no intestino médio, mais especificamente no
ventriculo 1 (Figura 24 C e D). Como corpo gorduroso ndo tem membrana
perimicrovilar, a a-glicosidase 2 é que deve ser a marcadora dessa membrana. A
auséncia de transcricdo de a-glicosidase em V2 e V3 contrasta com o fato de que as
membranas perimicrovilares nessas regides sdo mais desenvolvidas que em V1
(Silva e Terra, 1994; 1995; Silva et al., 1995; 1996). Assim, a baixa atividade de a-
glicosidase associada com as MPM em V2 e V3 (Silva e Terra, 1994; 1995; Silva et
al., 1995; 1996) deve corresponder a outra enzima ou a mesma enzima que € muito
pouco transcrita.

A sequéncia de (-glicosidase foi encontrada nos trés ventriculos do intestino
médio e nos tubulos de Malpighi (Figura 24 B). Como esta enzima esta ligada nas
microvilosidades do intestino médio (Silva et al., 1994), este resultado mostra o que
ja era esperado e sugere que as microvilosidades do tubulo de Malpighi sejam pelo
menos em parte similares as intestinais. Através de estudos morfologicos em tubulos
de Malpighi de Drosophila melanogaster foi observado membrana microvilar na
regidao apical nos dois tipos celulares encontrados neste tecido (Wessing e
Eichelberg, 1978; Dow e Davis, 2001). Além disso, a comparagao desta sequéncia
similar a [-glicosidase com as depositadas no banco de dados do Swissprot
demonstra que se trata de uma provavel glicosilceramidase (Tabela 9). Ja foi
descrito que glicosilceramidases hidrolisam bem o substrato sintético NPBGlu e ndo
tém atividade sobre celobiose (Ferreira et al., 1998). Para confirmar esta hipotese,
foi dosada atividade frente estes dois substratos no homogeneizado do intestino
médio de D. peruvianus, onde foi verificado hidrélise de NPBGlu e auséncia de
hidrolise de celobiose (dado ndo mostrado). Isto confirma a hipétese da presenga de
uma glicosilceramidase no intestino médio de D. peruvianus.

A aminopeptidase foi encontrada em todos os tecidos estudados, menos na
glandula salivar (Figura 24 A), o que ndo confirma, mas também ndo descarta a
possibilidade de ser o marcador procurado.
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Quatro sequéncias de catepsinas L foram estudadas e denominadas,
DpCalL 1, 2, 3 e 4. A DpCaL 1 foi encontrada apenas no intestino médio, mais
especificamente no ventriculo 2; DpCaL 2 foi encontrada em todos os tecidos
menos na glandula salivar e no ventriculo 2 e 3, DpCaL 3 nos trés ventriculos
do intestino médio e DpCaL 4 nos ventriculos 2 e 3 do intestino médio e
tubulos de Malpighi. De acordo com o padrao de expressao das catepsinas L
transcritas nos diferentes tecidos, uma forte candidata a proteinase digestiva
majoritaria seria a DpCaLl 1, ja que esta encontra-se somente no ventriculo 2
do intestino médio, local com maior atividade especifica de cisteina proteinase
dentre os trés ventriculos, determinada através ensaios enzimaticos com o
substrato Z-FR-MCA e quantificagao de proteinas (14.500 U/mg de proteina). A
DpCalL 2 apesar de nao ser expressa em V2 e V3 parece ser lisossémica, ja que
esta visivel nos demais tecidos. A DpCal 3 pode ser uma segunda cisteina
proteinase digestiva, sendo minoritaria. A DpCaL 4 deve ser lisossdmica pois
esta presente em tubulo de Malpighi apesar de nao estar sendo expressa em

corpo gorduroso.

O transportador de glicose, provavelmente do tipo GLUT (Tabela 8) foi
observado apenas no intestino médio, estando predominantemente no ventriculo 1 e
ventriculo 2 (Figura 24 1). Como ja evidenciado por Silva e Terra (1994), V1 seria o
principal sitio de absorcdo de agua e glicose. Provavelmente V2 pode ter uma
pequena participagdo em absorver a glicose remanescente que nao foi
completamente absorvida em V1. O tipo de experimento realizado por Silva e Terra
(1994), assim como o descrito abaixo, ndo permitem confirmar ou descartar essa
possibilidade de envolvimento de V2. O sitio de transcricdo desse transportador é

compativel com o seu envolvimento na absorg&o de glicose em V1.
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R N B e AN T

FIGURA 23 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% do RNA total extraido dos diferentes
6rgaos de D. Peruvianus.

TM, tabulos de Malpighi; GS, glandula salivar; CG, corpo gorduroso; IM,
intestino médio; V1, ventriculo 1; V2, ventriculo 2; V3, ventriculo 3. Foi aplicado o
volume de 10 pl de amostra, TM, GS, CG e IM cada um contendo 400 ng de RNA; V1,
V2 e V3 cada um contendo 500 ng de RNA. O gel foi submetido ao tratamento por
brometo de etidio e a banda de RNA total visualizada em transiluminador de UV 312

nm.
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FIGURA 24 - Transcricao dos mRNAs correspondentes a proteinas escolhidas (Tabela
9) em varios tecidos de D. peruvianus mostrada através de RT-PCR semiquantitativo.
Quantidades iguais (5 pg) de RNA total dos diferentes tecidos foram extraidos,
tratados com DNAse e utilizados como molde para a rea¢do RT. O produto desta reacéao foi
usado para amplificagdo em termociclador, utilizando oligonucleotideos especificos para
cada sequiéncia de cDNA e para o RNA ribossomal. O produto da amplificagado foi analisado

em gel de agarose 2% em TAE. As bandas amplificadas aparecem no tecido quando o
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mRNA correspondente é transcrito. TM, tubulos de Malpighi; GS, glandula salivar; CG, corpo
gorduroso; IM, intestino médio; V1, ventriculo 1do intestino médio; V2, ventriculo 2; V3,
ventriculo 3; rRNA, RNA ribossomal. O niumero de ciclos de amplificagdo foi escolhido, apds
diversas tentativas, para assegurar que a amplificagdo estivesse na fase log e resultando

numa banda amplificada clara e visivel em gel.

IDENTIFICACAO DE TRANSPORTADORES ENVOLVIDOS NA ABSORCAO DE GLICOSE E AGUA NA

PORCAO ANTERIOR DO INTESTINO MEDIO DO DYSDERCUS PERUVIANUS

4.16 - CARACTERIZAGAO DO TRANSPORTE DE GLICOSE EM V1 DE D. PERUVIANUS

Processos que envolvem transporte através de membranas biologicas
representam alvos em potencial, j@ que envolvem a entrada de nutrientes
essenciais, sem 0s quais o parasita ou praga agricola pode morrer. Transportadores
de glicose estdo entre um dos mais bem estudados sistemas de transporte em
mamiferos.

O movimento de hexoses através do intestino de mamiferos € quase
exclusivamente transcelular e ja se sabe que ocorre por co-transporte sodio-glicose
(SGLT) e por dois membros da familia dos transportadores facilitativos, GLUT2 e
GLUTS. Os genes que codificam estes transportadores foram identificados, e as
propriedades funcionais de cada uma destas proteinas foram completamente
caracterizadas (Uldry e Thorens, 2004; Wright e Turk, 2004). O modelo classico da
absorcdo de acgucar no intestino de mamiferos foi exaustivamente estudado,
predizendo a presenga de dois transportadores SGLT1 e GLUTS5 (expresso
transientemente) na membrana apical das células intestinais, favorecendo a entrada
de glicose e frutose e uma saida para a corrente sanguinea para os dois agucares
por GLUTZ2, constitutivamente expresso na membrana basolateral das células
intestinais (Caccia et al., 2007). Pouco ou quase nada se sabe do modelo de
absorgao de glicose pelas células intestinais em outros vertebrados ndo mamiferos e
em invertebrados.

Pouco se sabe sobre absorgéo de agucar em insetos. Alguns estudos iniciais
(Treherne, 1957; Treherne, 1958; Shyamala e Bhat, 1965; Crailsheim, 1988),
sugerindo a auséncia de transportadores de agucar em intestino de insetos,
descrevem a absor¢do como passiva, possivelmente difusional, processo sustentado
pela extrema rapidez com que a glicose é transformada no dissacarideo trealose. No
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entanto, estudos moleculares e funcionais demonstraram recentemente que
transportadores facilitativos (GLUT) estdo presentes em insetos de diferentes
ordens, embora a localizagdo membranar em células que absorvem glicose tenha
sido demonstrado apenas em dois dos artigos citados (Caccia et al., 2005; Price et
al., 2007).

O grupo da pesquisadora Barbara Giordana imunocitolocalizou com
anticorpos anti GLUT2 de camundongo transportadores do tipo GLUT2 em células
do intestino médio das larvas de 2° e 3° instar de Aphidius ervi, além de observar
inibicdo de absorgdo de glicose no intestino médio de larvas de 2° instar por
citocalasina B e por excesso de glicose e frutose (Caccia et al., 2005). Pela primeira
vez um GLUTS8 de inseto, da formiga Solenopis invicta, foi clonado e caracterizado
molecularmente, estando presente transcritos deste uniportador em cérebro,
intestino médio e posterior, tubulos de Malpighi, corpo gorduroso e ovario (Chen et
al.,, 2006). Um cDNA com 68% de similaridade com GLUT1 de mamifero foi
sequenciado e clonado de D. melanogaster, além disso, foi realizado estudo de
estrutura secundaria e analise filogenética (Escher e Rasmuson-Lestander, 1999).
No gafanhoto Locusta migratoria foi estudado o transporte de D-galactose in vitro
utilizando regides isoladas do trato digestivo (intestino anterior, cecos gastricos,
ventriculos, ileum e ampola retal) encubadas com uma solugao fisiolégica contendo
galactose e acucar radioativo. Além disso, foi verificada a absorgdo de agucar por
oocitos de X. laevis injetados com poli A* RNA de ceco gastrico do gafanhoto
indepensente da presencga de sddio, indicando a presenga do transportador do tipo
GLUT, confirmando experimentos in vitro onde foi observada inibigdo do transporte
de glicose com adigdo de floretina e citocalasina B na solugéo fisiolégica que
banhava as regides isoladas do trato digestivo (Pascual et al., 2006). Em células Kc
de D. melanogaster foi caracterizado o transportador de glicose definido como do
tipo GLUT ja que teve a absorgdo da glicose radioativa inibida por citocalasina B e
floretina (Wang e Wang, 1993). Foi encontrada uma sequéncia similar a GLUT
através da analise de uma biblioteca de cDNAs de intestino do Hemiptera
Nilaparvata lugens. Este transportador foi expresso em vesiculas da levedura Pichia
pastoris para estudo de absorgao de glicose e a proteina foi detectada através de
RT-PCR e hibridizacao in situ apenas no intestino (Price et al., 2007)

O transporte de agua em intestino de insetos nunca foi estudado em detalhe,
além de ainda n&o ter sido verificado transportador do tipo SGLT em insetos. Desta
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forma, o intuito deste estudo esta em contribuir para o cenario de transportadores de
glicose e agua em intestino de insetos, a0 mesmo tempo em que ilustra um
mecanismo absortivo através de duas membranas apicais (perimicrovilar e
microvilar).

O agucar majoritario presente nas sementes de algodéo é rafinose. Essa é
hidrolisada a uma mistura equimolecular de galactose, frutose e glicose pela agao
sucessiva de duas enzimas presentes em D. peruvianus, a-galactosidase e a-
glicosidase (Silva e Terra, 1997).

A metodologia utilizada para o estudo da absor¢do de glicose no primeiro
ventriculo do intestino médio envolveu a preparacdo de uma dieta contendo azul de
Evans (um corante n&o absorvivel pelo intestino do inseto), glicose (substrato
transportado) e glicerol (acrescentado para resultar numa osmolaridade final de 430
Osmolar) que foi oferecida a fémeas em jejum de D. peruvianus. Durante 20
minutos, os insetos foram forgados a sugar esta dieta, permanecendo imoveis, com
seus estiletes imersos na solugido oferecida. Apds diferentes intervalos de tempo,
grupos de animais foram dissecados para observacdo da tomada de glicose. O
sucesso do experimento dependia da observacdo do corante ficando cada vez mais
concentrado na medida em que ocorria a absorgdo de agua. Além disso, a glicose
remanescente no V1 foi medida e, portanto, sabendo a concentracgao inicial da dieta
oferecida, a tendéncia seria observar uma diminuigdo da quantidade de glicose no
intestino. A raz&o glicose/azul de Evans decresce rapidamente no lumen de V1,
assim como a agua remanescente. Este comportamento confirma o resultado obtido
por Silva e Terra (1994), onde sugeriram que V1 €& o principal sitio de absor¢ao de
agua e glicose. Até 40 minutos apos o inicio do experimento a maior parte da glicose
ingerida é absorvida do conteudo luminal de V1 juntamente com a agua (Figura 25).

Nos experimentos efetuados na presenga do sal K,SO4 é possivel observar
um aumento da absorgédo de glicose e agua, sugerindo co-transporte efetuado por
transportadores do tipo SGLT (Figura 25 e 26). Quando € acrescido florizina com o
K2SO4, podemos observar uma diminuicdo da absorgdo de glicose e agua,
reafirmando o resultado anterior de que ha um transportador do tipo SGLT em V1
(Figura 25 e 26). O Na>;SO4 néo interfere na absorgdo de glicose, mas aumenta a
demanda de agua (Figura 25 e 26). O aumento da absorgdo de agua na presenca
de Na’, sem afetar o transporte de glicose, sugere a possibilidade de ser co-
transporte associado a ions. A propdsito o co-transportador K*-Cl” observado na
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membrana basal de enterdcitos € capaz de transportar 500 moléculas de agua por
par de ions na diregéo do transporte de K" e CI (Zeuthen, 1991; 1994).

Na presenga de floretina com K,;SOg4, verificamos uma alta inibicdo de
absorcao de glicose (Figura 25 e 26), o que nos leva a concluir que provavelmente
além de transportadores do tipo SGLT, ha transportadores do tipo GLUT.

A absorcdo de glicose e agua observada na presenca de florizina deve
corresponder a transportador do tipo GLUT, enquanto que na presenca de floretina a
absorcéo de glicose e agua deve ser mediada por SGLT (Figura 27). A figura 27
mostra que a contribuicdo do GLUT hipotético na absorgao de glicose € superior a
de SGLT. A figura 27 mostra também que SGLT transporta mais agua em relagao a
glicose que GLUT. Esse resultado concorda com os dados obtidos para mamiferos
onde se verifica que o numero de moléculas de agua transportadas por glicose é de
200-260 no caso de SGLT (Loo et al., 1996) e 35, em se tratando de GLUT (Zeuthen
et al., 2007).
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FIGURA 26 - Efeito da absorcdao de agua e glicose na presen¢a dos sais sulfato de
potassio e sulfato de sédio, a partir do limen de V1.

Apds 20 minutos absorvendo glicose e agua os insetos foram dissecados para
determinagéo dos valores de absorgao, cujos resultados foram apresentados na figura 25.
Foi estipulado 100% de absorgéao relativa para a absorgao de glicose e agua na auséncia de
sais (controle). Os valores, da absorcéo relativa dos experimentos contendo sais e inibidor
foram obtidos através de calculo comparativo com o experimento controle. Os dados sdo

médias e desvio padrao da média de 4 preparagdes obtidas a partir de 10 animais cada.
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FIGURA 27 - Contribuicdo de GLUT e SGLT na absorcdo de agua e glicose a partir do
limen de V1 em 20 minutos.

Foi estipulado 100% para o valor da absorgéo de agua e glicose dos insetos que
absorveram por 20 minutos solugdo contendo glicose e o ion potassio (ver figura 26). Os
valores de absorgao relativa de agucar e agua de GLUT e SGLT foram calculados pelos
decréscimos na absorgédo relativa ao controle na presenga de florizina e floretina,
respectivamente (Figura 26). Os dados sdo médias e desvio padrdao da média de 4

preparacdes obtidas a partir de 10 animais cada.

A existéncia de transportadores do tipo GLUT e SGLT foi reafirmada
experimentalmente ao se observar a inibicdo da absorgdo de glicose e agua por
floretina e florizina agora apds 40 minutos de absorgao e pelo fato de que a atividade
transportadora remanescente na presenga de florizina  corresponde
aproximadamente ao decréscimo observado no transporte por adicao de floretina
(Figura 28).
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FIGURA 28 - Contribuicao de GLUT e SGLT na absorg¢ao de agua e glicose a partir do
limen de V1 em 40 minutos.

Foi estipulado 100% para o valor da absorgéo de agua e glicose dos insetos que
absorveram por 40 minutos solugdo contendo glicose e o ion potassio (ver figura 26). Os
valores de absorgao relativa de agucar e agua de GLUT e SGLT foram calculados pelos
decréscimos na absorgao relativa ao controle na presenga de florizina e floretina,
respectivamente (Figura 26). Os dados sdo médias e desvio padrdo da média de 4

preparacdes obtidas a partir de 10 animais cada.

Os resultados sugerem, pois, a existéncia de dois tipos de transportadores:
GLUT (o mais importante) e o SGLT que devem ocorrer nas membranas
perimicrovilares. O transportador SGLT deve operar com K* no lugar de Na*, que é
observado em mamiferos. Potassio é o ion abundante em fontes vegetais e, por isso
€ o ion co-transportado com a glicose para as células intestinais nesse inseto. Esse
resultado é paralelo a absor¢do de aminoacidos descrita em larvas de Lepidoptera.
Nesses insetos os aminoacidos s&o co-transportados com K* (mamiferos com Na*),
utilizando um transportador caracteristico de insetos (Giordana et al., 1998). O
agucar, uma vez no espaco perimicrovilar da célula intestinal de D. peruvianus deve

adentrar a célula através de transportador do tipo GLUT, que talvez ocorra também
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na membrana baso-lateral de forma a permitir a saida de glicose para a hemolinfa.
Alternativamente, o ultimo GLUT pode nao existir se a glicose for usada para
sintetizar trealose na célula intestinal antes de ser transportada para a hemolinfa.
Como se recorda, trealose € o agucar circulante dos insetos (Becker et al., 1996).
Esta é a primeira demonstracéo a partir de estudos fisiolégicos em organismo
vivo da existéncia dos transportadores do tipo GLUT e SGLT intestinal em insetos.
Outros trabalhos ja haviam chamado a atengdo para o transportador uniportador
através de isolamento de mRNA e clonagem em odcitos sequénciamento com
iniciadores especificos, imunoensaios, experimentos fisiologicos de regides do trato
digestivo, mas até entdo nenhum grupo demonstrou a presenca do co-transporte.
Provavelmente porque ao invés de utilizar o ion potassio como possivel molécula co-
transportada com agucar e agua, estavam utilizando o sodio. Como verificado por
nos, o ion sédio ndo tem efeito algum sobre a internalizagdo de glicose. Além disso,
as sequéncias de proteinas de SGLT ndo sao muito parecidas entre os diferentes
organismos e dessa forma fica muito dificil a confecgdo de iniciadores especificos
para utilizacdo na busca de sequéncias em bibliotecas de cDNA. Outro resultado
inédito foi o do transporte de agua junto com a glicose tanto pelo GLUT quanto pelo

SGLT, ja observado amplamente em mamiferos, mas ignorado em insetos.

4.17 - ANALISE DA SEQUENCIA PARCIAL DO SUPOSTO TRANSPORTADOR DE AGUCAR DO
TIPO FACILITADOR, GLUT DO INTESTINO MEDIO DE D. PERUVIANUS

Um singleto similar a um transportador de agucar facilitativo foi identificado na
biblioteca de intestino médio de D. peruvianus através de um sequénciamento ao
acaso (DpGLUT) (Tabela 6). A sequéncia foi verificada e primers especificos foram
desenhados com o propdsito de aumentar a sequéncia e de confirmar o resultado de
identidade. Além disso, foi realizado estudo de localizagio tecidual através de RT-
PCR semiquantitativo (Figura 24), onde foi extraido RNA de diversos tecidos do
inseto com o proposito de analisar se este transportador do tipo GLUT estaria
envolvido com transporte de acucar no intestino médio. Como mostrado
anteriormente, foram detectados transcritos nos ventriculos 1 e 2 do intestino médio
e nao detectados em tubulos de Malpighi, confirmando a provavel fungéo de
transportador de glicose e agua no intestino médio do D. peruvianus.

ApoOs diversas tentativas de aumentar a sequéncia de cDNA encontrada no
transcriptoma, através de PCR utilizando primers especificos e a biblioteca de
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cDNAs de intestino médio de D. peruvianus como molde, foi conseguido uma
sequéncia com 1182 nucleotideos que codificam uma provavel proteina de 394
aminoacidos (Figura 29). De acordo com outros GLUTs detectados em outros
insetos estariam faltando de 100-200 aminoacidos para completar a sequéncia
(Chen et al., 2006, Price et al., 2007).

DpGLUT apresenta algumas caracteristicas de membros da superfamilia de
transportadores facilitativos de agucar (InterPro IPR003663, IPR005828, IPR005829)
incluindo 10 regides transmembranicas preditas pelo programa TMHMM 2.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/servicess/TMHMM/), assinaturas especificas deste tipo de
proteina (IIGINCGLNAGLAPLYINEVSPTKIR, SVWLVEKFGRKPLLLVA) de acordo
com o] programa NPS@PROSCAN (http:/Inpsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html) (Combet et al., 2000) além de
7 sitios de (dlicosilagdo de acordo com o programa NetGlycate 1.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/NetGlycate/) (Johansen et al., 2006) (Figura 29).
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FIGURA 29 - Sequiéncia de aminoacidos e nucleotideos de cDNA de um provavel

transportador de agucar do tipo GLUT de intestino médio de D. peruvianus (DpGLUT).

Aminoacidos correspondentes a provaveis regides transmembranicas, preditas por

TMHMM estao sublinhadas (TM 1-10); residuos de lisina glicosiladas preditas por

NetGlycate estdao realgadas em cinza; assinatura caracteristica de transportadores de

acucar preditas por NPS@PROSCAN estéo realgadas em amarelo; peptideo sinal predito

por SignalP (Nielsen et al., 1997) esta realgado em verde e cédon de parada em negrito.
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4.18 - CLASSES E SUBCLASSES DA FAMILIA DOS TRANSPORTADORES FACILITATIVOS DE
GLICOSE GLUT

Em mamiferos, quatorze membros da familia de transportadores facilitativos
de glicose (GLUT) foram identificados (GLUT1-14) (Scheepers et al., 2004) e todos
apresentam as seguintes assinaturas caracteristicas: (1) a presenga de doze hélices
que atravessam a membrana plasmatica com a regido N-terminal direcionada para o
interior celular assim com as alcas 2, 4,6, 8 e 10 sendo as algas 1, 3,5, 7,9 e 11
direcionadas para o meio extracelular; (2) sete residuos de glicina conservados nas
hélices 1, 2, 4, 5, 7, 8 e 10; (3) varios aminoacidos acidos e basicos na superficie
intracelular das proteinas; (4) dois residuos de triptofano conservados nas hélices 6
e 11; (5) dois residuos de tirosina nas hélices 4 e 7 (Joost e Thorens, 2001; Wood e
Trayhurn, 2003; Scheepers et al., 2004).

Baseado em homologia de sequéncias e elementos caracteristicos, a familia
GLUT pode ser dividida em trés classes, denominadas classe 1, 2 e 3 (Joost e
Thorens, 2001; Wood e Trayhurn, 2003; Scheepers et al., 2004).

A classe 1 dos transportadores facilitativos de glicose compreende as
isoformas GLUT1-4 e GLUT14, as quais se distinguem majoritariamente por sua
distribuicdo tecidual, afinidade por glicose e regulagdo hormonal. GLUT1 exibe altos
niveis de expressdao em eritrocitos, em células endoteliais do cérebro e é
responsavel pelo suprimento basico de glicose em células (Mueckler et al., 1985).
GLUT2 é um transportador com baixa afinidade por glicose com predominante
expressao em ceélulas pancreaticas, figado e rim (Fukumoto, et al., 1988). Em todos
estes tecidos, a absorgédo de glicose ndo € dependente do numero e da atividade
dos transportadores de glicose, mas da concentragéo de glicose no sangue (Gould e
Holman, 1993). Desta forma, atividade de transporte de GLUT2 n&o pode ser
saturada por concentragao fisiologica de glicose no sangue. Além de glicose, GLUT2
pode transportar frutose e com grande afinidade glicosamina (Wood e Trayhurn,
2003). GLUT3 é um transportador com alta afinidade por glicose com expresséo
predominante em tecidos com grande necessidade de glicose como o cérebro
(Uldry, et al., 2002). GLUT4 & um transportador com alta afinidade por glicose
expresso em tecidos insulino-sensiveis (coragdo, musculo esquelético e tecido
adiposo) (Fukumoto, et al., 1989). Insulina estimula a translocacdo do GLUT4 de
membranas intracelulares para a membrana plasmatica, resultando em um aumento

imediato de 10-20 vezes o transporte de glicose (Simpson e Cushman, 1986;
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Sheperd e Kahn, 1999; Bryant et al., 2002). GLUT14 parece representar uma
duplicacdo do gene SLC2A3 (que codifica GLUT3) sendo a sua sequéncia de
aminoacidos 95% idéntica a de GLUT3 (Wu e Freeze, 2002).

A classe 2 inclui o transportador especifico de frutose, o GLUTS, além dos
GLUTs 7, 9 e 11. O mRNA de GLUTS é predominantemente expresso em intestino,
testiculos e rim (Kayano et al., 1990). GLUT5 nao transporta glicose e € responsavel
pela absorcdo de frutose nos tecidos mencionados acima. GLUT7 é um
transportador com alta afinidade em transportar glicose e frutose e pode ser
detectado em intestino, colon, testiculos sendo predominantemente expresso em
membranas microvilares de enterdécitos (Li et al., 2004). GLUT9 exibe altos niveis de
expressado em rim e figado e baixos niveis de mRNA em intestino, placenta, pulmao
e leucocitos (Phay et al., 2000). Em GLUT11 o transporte de glicose pode ser inibido
por frutose, desta forma, sugere-se que GLUT11 transporta frutose com baixa
afinidade por glicose (Doege et al., 2001) Ele é expresso predominantemente em
pancreas, rim e placenta e possui moderada expressdo em coragao € musculo
esquelético.

A classe 3 compreende as isoformas GLUT6, GLUT8, GLUT10, GLUT12 e
HMIT (GLUT13). Em contraste com as classes 1 e 2, todos os membros desta
classe s&o caracterizados por possuirem a algca numero 1 mais curta com auséncia
do motivo de glicosilagdo na porgéo extracelular e presenga da alga numero 9 maior
contendo um sitio de glicosilagdo (Joost e Thorens, 2001). Como os transportadores
de acgucar da classe 3 apresentam alta homologia com diferentes transportadores de
bactérias, levedura e D. melanogaster, especula-se que evoluiram antes das classes
1 e 2, esta ultima deve refletir um ajuste evolutivo para necessidades adicionais de
homeostase de glicose em mamiferos (Joost e Thorens, 2001). Os transportador
com baixa afinidade por glicose, o GLUT6 é predominantemente expresso em
cérebro, bago e leucdcitos (Doege et al., 2001). GLUT8 possui alta afinidade por
glicose podendo este transporte ser inibido D-frutose e D-galactose, o que faz deste
transportador multifuncional (Ibberson et al., 2000). E expresso predominantemente
em testiculos e pouca quantidade foi observada em tecidos sensiveis a insulina
como coragado e musculo esquelético. GLUT10 é encontrado em figado e pancreas
(McVie-Wylie et al., 2001). GLUT12 é observado em coracéo e prostata (Macheda et
al., 2002). O transportador mio-inositol HMIT & expresso em cérebro, transporta mio-
inosital e esterioisdmeros, mas n&o transporta agucar (Uldry et al., 2001).
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Com intuito de classificar a DpGLUT de D. peruvianus dentro destas trés
classes de transportadores de glicose, foi feita uma arvore filogenética contendo
além das sequéncias de GLUTs de humanos, uma sequéncia de GLUT de D.
melanogaster (DmHT1), uma da formiga S. invicta, cuja sequéncia ja foi
caracterizada como uma GLUTS8 (Chen et al., 2006) e uma sequéncia do hemiptera
N. lugens (NIHT1) (Price et al., 2007) (Figura 30). A arvore, construida através do
programa Mega 3.1, se divide em dois ramos polifiléticos, um contendo as classes 1
e 2 separadamente e um outro ramo contendo a classe 3 (Boodstrap 100) (Figura
30). Através da analise da sequéncia de DpGLUT contra o banco de dados do
Swissprot utilizando o BlastX, foi observado uma identidade de 40% com GLUT1 de
porco (Tabela 9). Ao construir esta arvore filogenética esta caracteristica ficou mais
evidente, ja que o DpGLUT foi posicionado proximo aos GLUTs humanos
pertencentes a classe 1 da familia dos transportadores facilitativos de glicose
juntamente com o DmHT1 de D. melanogaster.

De acordo com as caracteristicas comuns entre os GLUTs e baseado no
modelo proposto por Joost e Thorens (2001), foi desenhado um modelo
esquematico do DpGLUT com suas 10 regides transmembranicas (Figura 31). Como
a sequéncia ndo esta completa a analise foi feita até a décima hélice. Além dos
residuos conservados entre os membros da familia GLUT, podemos observar
residuos tipicos e especificos de GLUTs da classe 1.
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FIGURA 30 - Cladograma de sequéncias de transportadores de glicose do tipo
facilitativo de humano e de insetos depositadas no GenBank

As ramificagdes foram estatisticamente calculadas através do programa Mega 3.1
(Kumar et al., 2004) com analise de Bootstrap (corte de 50). HUMANGLUT1, (P11166);
HUMANGLUT2, (NP000331); HUMANGLUT3, (NP008862); HUMANGLUT4, (NP001033);
HUMANGLUTS5, (NP003030); HUMANGLUT6, (NP060055); HUMANGLUT?7, (NP997303);
HUMANGLUTS8, (NP055395); HUMANGLUT9, (NP001001290); HUMANGLUT10,
(NP110404); HUMANGLUT11, (AAI0O0809); HUMANGLUT12, (NP660159); S. invicta
GLUTS, (AAX92638) (Solenopsis invicta); N. luguens NIHT1, (ABM01870) (Nilaparvata
lugens); D. peruvianus DpGLUT (Dysdercus peruvianus); D. melanogaster DmHT1, (Q8IRI6)

(Drosophila melanogaster).
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5 - CONCLUSOES

A maior atividade especifica de cisteina proteinase encontra-se no conteudo
luminal de V2 e, portanto esta foi a regido escolhida para purificacdo desta
enzima.

Duas cisteinas proteinases foram purificadas de V2, denominadas cis 1 (32
kDa) e cis 2 (45 kDa). Elas possuem o mesmo pH oétimo igual a 6,3, sdo
inativadas a 40 °C com meia vida de 5 minutos para cis 1 e 4,8 minutos para
cis 2. A constante de dissociagéo (Kp) enzima-E-64 foi de 17,3 nM para cis 1
e 7,1 nM para cis 2. O Z-FR-MCA constitui o melhor substrato para ambas cis
1 e cis 2 quando comparado com a porcentagem de eficiéncia do Z-RR-MCA,
demonstrando que possivelmente as cisteina proteinases aqui estudadas sao
do tipo catepsinas L.

A catepsina L sequenciada de D. peruvianus (DpCalL1) consiste de 927
nucleotideos que codifica uma proteina de 309 aminoacidos.

Através de estudo de filogenia foi observado que catepsinas L digestivas de
Hemiptera sdo similares as lisossomais de T. molitor, enquanto as de
Coleoptera sao similares as digestivas de T. molitor.

Através de um levantamento do transcriptoma do intestino médio do
Hemiptera, Dysdercus peruvianus, utilizando sequénciamento de ESTs foram
encontrados catepsina L e F, lipase, B e a-glicosidase, a-amilase, serino
proteinase, aspartil proteinase, oligopeptidase, e aminopeptidase além de
transportadores envolvidos com a internalizagdo de glicose e aminoacidos
provenientes do alimento digerido: transportador de monocarboxilato,
transportadores de cations, transportador de metal divalente, simportador
sddio/soluto, permease de aminoacido, proteina transportadora de ion, canais
ibnicos de sodio, potassio e calcio, V-ATPases, transportador de agucar.
RT-PCR semiquantitativo mostrou que a sequéncia relacionada com a-
glicosidase 2 provavelmente €& da enzima marcadora de membrana
perimicrovilar; a sequéncia de [-glicosidase pode ser da enzima marcadora
de membrana microvilar;, a aminopeptidase tem possibilidade de ser o
marcador de espago perimicrovilar; DpCaL 1 é uma forte candidata a
proteinase digestiva majoritaria; DpCalL 2 parece ser lisossémica, DpCaL 3
pode ser uma segunda cisteina proteinase digestiva; DpCalL 4 deve ser
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lisossbmica; O transportador de glicose do tipo GLUT deve participar da
absorcdo de agua e glicose na porgao anterior do intestino médio de D.
peruvianus.

Foi realizada identificacdo de transportadores envolvidos na absor¢cao de
glicose e agua na porgéao anterior do intestino médio do D. peruvianus através
de experimentos de fisiologia in vivo onde foi confirmada a existéncia de
transportadores do tipo GLUT e SGLT.

Alongado EST correspondendo a suposto transportador de agucar do tipo
facilitador, GLUT do intestino médio de D. peruvianus, foi obtida uma
sequéncia denominada DpGLUT com 39% de identidade com GLUT 1 de
humano, contendo 1182 nucleotideos que codificam uma provavel proteina
de 394 aminoacidos. O DpGLUT apresenta 10 regides transmembranicas e 7

sitios de glicosilagéo.
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