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RESUMO 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania 

transmitidos pela picada de flebotomíneos infectados. Os atuais métodos de combate a estas 

moléstias têm se mostrado ineficazes e maiores conhecimentos sobre a interação Leishmania-

flebotomíneos são necessários para o desenvolvimento de novas formas de controle. Com o 

emprego da técnica de amostragem diferencial por RT-PCR (DDRT-PCR), foi encontrado 

anteriormente em nosso laboratório um cDNA codificante para uma quitinase intestino-

específica de Lutzomyia longipalpis, nomeada LlChit1A. Foi visto que este produto do gene 

LlChit1 possui altos níveis de transcrição em fêmeas adultas 3 dias após a alimentação 

sangüínea, indicando um possível papel na degradação da matriz peritrófica (MP). 

Neste trabalho, um fragmento do LlChit1A foi usado para sondar uma biblioteca 

genômica de L. longipalpis, possibilitando o isolamento de um clone contendo o gene 

codificador desta enzima, que recebeu o nome LlChit1G. A amplificação por PCR e 

seqüenciamento deste gene revelaram a presença de 4 introns que interrompem a seqüência 

codificante para a LlChit1A. Foi visto por RT-PCR que o gene LlChit1 também está ativo em 

larvas, transcrevendo mais duas novas formas de splicing, nomeadas LlChit1B e LlChit1C. 

Estes dois novos transcritos possuem códons de parada, introduzidos a partir do quarto íntron, 

que interrompem a tradução do domínio de ligação à quitina codificado pelo último éxon. As 

possíveis novas enzimas codificadas devem atuar na digestão de alimentos ricos em quitina de 

maneira similar ao proposto para outras quitinases de inseto sem este domínio funcional. 

A região flanqueadora 5’ (RF5’) do clone genômico também foi amplificada por PCR 

e seqüenciada, evidenciando um possível promotor mínimo. Curiosamente, um gene ortólogo 

de Phlebotomus papatasi contém o começo da seqüência UTR 5` idêntica ao começo do 

RNAm da quitinase de L. longipalpis. Isso pode ser um indício de um possível sistema 

promotor conservado em flebotomíneos e com possível atuação na regulação da espessura da 

MP. Através da técnica de PCR invertido foi amplificada e seqüenciada uma região a 

montante do gene, não presente no LlChit1G. Análises de bioinformática indicaram a 

presença de um possível envolvimento de ecdisona no controle deste promotor. 

Através da anotação de ESTs codificantes para a seqüência completa ou parcial de 

proteínas similares a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi foi possível identificar 

possíveis ortólogos de glicosideohidrolases da família 18. As seqüências primárias 

correspondentes ao domínio catalítilico encontrado nesta família foram comparadas por 

filogenia a seqüências já publicadas. 
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ABSTRACT 
 

Leishmaniasis is a disease caused by Leishmania protozoa transmitted by the bite of 

infected sand flies. Current methods used to combat this illness have been shown to be 

inefficient, and better knowledge of aspects related to Leishmania-sand fly interaction are 

necessary for the development of new controlling methods. A cDNA codifying for a midgut-

specific chitinase of Lutzomyia longipalpis, nominated LlChit1A, was previously identified in 

our laboratory using differential display RT-PCR (DDRT-PCR). It was found that the LlChit1 

gene had high transcription levels 3 days after blood meal, which indicated a putative role on 

peritrophic matrix (PM) degradation. 

A LlChit1A fragment, was used for screening a L. longipalpis genomic library, which 

led to the isolation of a clone called LlChit1G, containing the chitinase gene. The PCR 

amplification and sequencing of this gene revealed 4 introns which interrupt the LlChit1A 

cDNA sequence. RT-PCR showed that the LlChit1 gene is also expressed in larvae where it 

transcribed two new forms of splicing, called LlChit1B and LlChit1C. These two transcripts 

possess early stop codons in the last intron, interrupting the translation of the chitin binding 

domain (CBD) codified by the last exon. These putative enzymes possibly act in the digestion 

of chitin rich food, as previously observed for others insect chitinases without this functional 

domain. 

The flanking region 5’ (FR5’) present in the genomic clone was also sequenced, 

evidencing a possible minimum promoter. Curiously, the initial part of this 5’ UTR sequence 

was identical to the initial part of a Phlebotomus papatasi orthologous gene. This may be an 

indication of a promoter system conserved among sandflies, with possible performance in the 

control of PM thickness, which seems to occur exactly at the moment and place of 

Leishmania attachment to the epithelium of the midgut. The use of inverted PCR allowed the 

sequencing of a region upstream the chitinase gene, which is not present in the genomic clone. 

Bioinformatics analyzes suggested the participation of ecdysone on the expression control of 

this gene. 

The annotation for ESTs codifying complete and partial chitinase like proteins from L. 

longipalpis and P. papatasi provided the identification of 4 new genes from the first specie 

and 5 new genes from the later. These genes codify for protein conserved domains with high 

similarity to the catalytic domain of family 18 glycosylhydrolases. Phylogenetic trees were 

also constructed. 
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I- INTRODUÇÃO 
 

1.1- Doenças negligenciadas e transmitidas por vetores  

 

O grupo de doenças negligenciadas é constituído pelas enfermidades infecciosas 

tropicais, incluindo infecções por protozoários, helmintos e doenças tais como a lepra e o 

tracoma. Todas ocorrem predominantemente nas populações de regiões menos desenvolvidas 

(áreas remotas, áreas rurais, favelas urbanas ou zonas de conflito). As doenças negligenciadas 

causadas por protozoários são transmitidas por insetos vetores e incluem a malária, a 

leishmaniose, a doença de Chagas e a tripanossomíase africana (Hotez et al., 2006). 

As doenças negligenciadas são fardos de populações esquecidas pelo modelo de 

desenvolvimento econômico excludente - doenças que afligem os mais pobres dos pobres - e 

geralmente não afetam países desenvolvidos. Desta forma, estas moléstias acabam sendo 

ignoradas pela maior parte das ciências médicas e a falta de investimentos certamente 

contribui para sua propagação (Beyrer et al., 2007). Devido à baixa voz política das pessoas 

atingidas, estas doenças também assumem uma posição de pequena importância dentro das 

prioridades de saúde pública. Entretanto, mais de 1 bilhão de pessoas, um sexto da população 

do planeta, sofre de uma ou mais doenças negligenciadas. A distribuição global das mortes 

causadas por doenças negligenciadas transmitidas por vetores é mostrada na figura 1.1 (OMS, 

2009a). 

 

 

Figura 1.1) Distribuição das mortes por doenças transmitidas por vetores no mundo (OMS, 

2009a). 
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1.2- Controle alternativo para doenças transmitidas por vetores 

 

 A luta contra as doenças transmitidas por insetos compartilha muitos desafios, e o 

controle integrado de vetores tem sido uma das abordagens mais promissoras. Nos últimos 15 

anos duas novas abordagens alternativas têm ganhado destaque no âmbito da pesquisa. Estas 

são a produção de vacinas contra proteínas que bloqueiem a transmissão da doença e a 

manipulação genética de insetos vetores tornando-os refratários aos parasitos. 

 

 1.2.1- Vacinas contra artrópodes para bloqueio de transmissão  

 

 Doenças transmitidas por artrópodes como a leishmaniose e a malária possuem 

peculiaridades que dificultam a produção de vacinas contra o parasito como, por exemplo, a 

multiplicidade de formas do protozoário. Nestas doenças, o agente etiológico entra no 

hospedeiro vertebrado sob uma forma infectiva presente no inseto e se transforma em outra 

com capacidade de se multiplicar dentro das células do mamífero (Carter et al., 2000). Esses 

aspectos das doenças transmitidas por vetores estão sendo considerados na busca por uma 

vacina eficaz que bloqueie o desenvolvimento de mais de uma forma do parasito. Vacinas que 

geram imunização contra as formas infectivas para o vetor são chamadas de vacinas para 

bloqueio de transmissão (Carter et al., 2000). No entanto, estão sendo estudadas estratégias 

que permitam a imunização do hospedeiro vertebrado contra moléculas do inseto que se 

alimenta em um indivíduo doente. Estas últimas são vacinas contra artrópodes que na última 

década também passaram a ser chamadas de vacinas para bloqueio de transmissão baseadas 

no vetor (Kay e Kemp, 1994; Lavazec e Bourgouin, 2008). Estas vacinas visam bloquear 

proteínas do vetor que permitem ou facilitam a transmissão da doença ou mesmo impedir os 

processos fisiológicos envolvidos na alimentação sanguínea necessários para sobrevivência do 

inseto e/ou agente etiológico após a alimentação sanguínea. Recentemente, a imunização de 

camundongos através do emprego de uma proteína específica da saliva de Lutzomyia 

longipalpis conferiu a estes animais resistência contra a infecção por Leishmania infantum 

chagasi (Gomes et al., 2008). 

Apesar de muitos laboratórios ao redor do mundo terem conseguido demonstrar que 

moléculas do vetor e do parasito podem ser usadas para construção de vacinas que impedem a 

passagem do parasito para o vetor e com isso bloqueiam a transmissão de doenças, ainda 

existe uma grande dúvida a respeito de quem financiaria a produção deste tipo de vacina 

(Carter et al., 2000). 
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 1.2.2 - Mosquitos transgênicos como uma abordagem no controle de 

doenças transmitidas por vetores 

 

Os grandes investimentos em pesquisas sobre malária têm impulsionado o 

desenvolvimento de novas abordagens para o controle desta doença, que incluem o desenho 

racional de novos fármacos melhores e mais baratos, a procura por vacinas comprovadamente 

eficazes e o desenvolvimento de mosquitos geneticamente modificados (MGM) desenhados 

para reduzir o tamanho das populações de vetores ou espalhar por populações selvagens genes 

que confiram resistência do inseto ao parasito (Ridley, 2002; Todryk e Hill, 2007; Marshall e 

Taylor, 2009).  

Diversos métodos para projetar mosquitos refratários estão sendo estudados e mostram 

resultados promissores para o controle da malária. O genoma de mosquitos já foi alterado 

possibilitando a criação de MGM incapazes de transmitir a malária de roedores (Ito et al., 

2002). A manipulação genética desses insetos foi resultado de longos anos de pesquisa que 

possibilitaram inicialmente a identificação dos sítios receptores necessários para a passagem 

do parasito pelo epitélio do tubo digestivo do vetor. Em seguida foram descobertas pequenas 

proteínas que podiam saturar esses receptores e bloquear o processo de infecção do inseto. Os 

próximos passos destes estudos focam a otimização de genes refratários para efetivamente 

conferirem resistência à malária humana (Marshall e Taylor, 2009). 

Para obter sucesso neste tipo de estudo, são fundamentais conhecimentos específicos 

sobre seqüências reguladoras do genoma que hospedará o gene de resistência. Na tentativa de 

intervir na infecção do vetor pelo plasmódio foi muito importante conhecer a biologia do 

inseto algumas horas após a alimentação sanguínea. Neste momento, o plasmódio precisa 

atravessar a borda epitelial do intestino médio do vetor para continuar seu ciclo de vida. O 

conhecimento sobre uma seqüência promotora do mosquito que induz a expressão gênica no 

seu tubo digestivo no primeiro dia após a alimentação sanguínea foi imprescindível para a 

construção de um inseto refratário. 

Estudos de promotores de genes como o da carboxipeptidase A permitiram a 

expressão heteróloga direcionada para momentos críticos da infecção do vetor por parasitos. 

A mesma seqüência foi comprovadamente eficaz para a manipulação genética de mais de um 

gênero de mosquito vetor de doenças humanas, no caso Aedes e Anopheles (Moreira et al., 

2000). Em 2006 a seqüência promotora do gene codificante para a carboxipeptidase A foi 

utilizada na construção de mosquitos Aedes aegypti resistentes ao vírus da dengue, pois as 

células epiteliais do intestino médio deste mosquito eram capazes de transcrever, após a 

alimentação com sangue, um RNA de interferência contra uma proteína do capsídeo viral 
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(Franz et al., 2006). A caracterização, durante a década de 90, de genes diferencialmente 

expressos após a alimentação sanguínea (Edwards et al., 1997) possibilitou a criação das 

primeiras linhagens transgênicas com capacidade vetorial reduzida no começo do século 21. 

Atualmente, outros mecanismos para conferir refratariedade contra o parasito da 

malária envolvem o uso de anticorpos que matam o agente etiológico dentro do mosquito e a 

descoberta de genes importantes para resistência de populações naturais (de Lara Capurro et 

al., 2000; Riehle et al., 2006). O grande volume de contribuições sobre o sistema imune de 

insetos tem levado pesquisadores da área a acreditarem que um possível construto de genes 

capaz de reduzir a competência vetorial de mosquitos transmissores de malária não está 

distante (Waterhouse et al., 2007). Como a infecção tem um custo para o vetor, os insetos 

refratários deveriam apresentar vantagem adaptativa sobre os insetos susceptíveis e 

transmissores do patógeno (Marrelli et al., 2007).  

Apesar dos avanços tecnológicos e científicos que possibilitam a produção de 

mosquitos transgênicos refratários a agentes etiológicos de doenças, os riscos da manipulação 

genética destes animais precisam ser mais bem estudados (Alphey et al., 2002; Marshall e 

Taylor, 2009).  

 

1.3- Leishmanioses 

 

Leishmanioses são doenças transmitidas pela picada de insetos flebotomíneos 

infectados por protozoários do gênero Leishmania. Sua transmissão é dependente da presença 

de espécies específicas do vetor e ocorre em 88 países de regiões tropicais, subtropicais e 

temperadas (OMS, 2009b). 

Peças cerâmicas de povos pré-colombianos (figura 1.2) indicam a presença da 

leishmaniose muco-cutânea nas Américas antes do início da colonização européia. Esse 

indício da existência da doença no Novo Mundo há mais de 500 anos é reforçado por crônicas 

do século XVI que relatam a presença de lesões deformantes no nariz e boca, parecidas com 

um dos quadros clínicos produzidos pela doença, em índios sul-americanos. Tal como nos 

mostra o trabalho de Altamirano-Enciso et al. (2003), podemos ver na citação do espanhol 

Pedro Pizarro o cenário encontrado em 1.533: 

 

...los que entran en los Andes les da un mal en las narices a manera 

de Sancto Antón, que no tiene cura, aunque hay algunos remédios para 

entretenelle, al fin les vuelve y los mata. Esto da a todos los indios que 

entran, como no sean naturales nascidos y criados en estos Andes, y aún a 
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los que nascen en ellos, les toca a algunos este mal y por esta causa hay tan 

pocos” (Pizarro, 1917, p. 232). 

 

O trabalho de Altamirano-Enciso et al. (2003) faz uma reflexão interessante ao 

mencionar que ―a ampla gama de nomes populares que a moléstia possui no mundo 

demonstra a sua profunda história associada a atividades sociais, como por exemplo, a guerra 

entre Índia e Inglaterra; econômicas, como a exploração da borracha no Brasil; agrícolas, no 

Peru; e climáticas, como a seca do Nordeste brasileiro, de 1880 e 1883, entre outras‖. 

 A leishmaniose possui quatro síndromes clínicas distintas que dependem da espécie do 

parasita e da resposta imune do hospedeiro, sendo elas: cutânea, mucocutânea, visceral 

(também conhecida como calazar) e dérmica-pós-calazar (figura 1.3). A leishmaniose cutânea 

é caracterizada por lesões na pele que geralmente abrem-se em feridas com bordas elevadas, 

podendo, em alguns casos, evoluir para a formação de nódulos que não fazem ulcerações. A 

leishmaniose mucocutânea (também conhecida como tegumentar americana) é caracterizada 

por lesões nas mucosas oral, nasal, com possível evolução para as mucosas da laringe e 

faringe. São lesões que evoluem lentamente e podem gerar deformações fisionômicas ao 

atingirem os demais tecidos que compõem a estrutura da cavidade bucal e nasal. Ao contrário 

da leishmaniose cutânea, que pode ser causada por uma grande variedade de espécies de 

parasita, a leishmaniose mucocutânea é ocasionada na maioria das vezes pela Leishmania 

braziliensis. Estas duas formas da doença não acarretam a morte, mas podem levar a quadros 

clínicos gravíssimos que limitam muito a vida do paciente (Chappuis et al., 2007). 

 A leishmaniose visceral (LV) é caracterizada por episódios descontínuos de febre, 

perda acentuada de peso, anemia e hepatoesplenomegalia. Esta forma da doença é 100% fatal 

e pode levar ao óbito em até 2 anos se não tratada. No leste da África e Índia subcontinental a 

LV é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani e na Europa, Norte da África e 

América Latina pela Leishmania infantum. A LV nestes continentes ocorre majoritariamente 

em 6 países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão (figura 1.4) (Mauricio et al., 

2000; Lukes et al., 2007). 

A leishmaniose dérmica-pós-calazar (LDPC) é caracterizada por lesões maculares, 

maculo-papulares ou nodulares com prurido (figura 1.5). A LDPC é uma complicação da LV 

mais freqüentemente observada após o tratamento de pacientes do Sudão, mas também 

registrada em outros países do leste da África e Índia subcontinental (Zijlstra et al., 2003). A 

ocorrência deste quadro clínico também já foi observada em pacientes imunosuprimidos de 

regiões endêmicas de L. infantum (Chappuis et al., 2007). As lesões nodulares possuem 

grande quantidade de parasitos, sendo altamente contagiosas (Addy et al., 1992), e há autores 

que acreditam que poderiam ser reservatórios entre surtos LV (Chappuis et al., 2007). 
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Figura 1.2) Escultura em cerâmica de 

povo pré-colombiano que representa 

uma pessoa com lesões parecidas com 

as vistas em pacientes com quadros 

graves de leishmaniose tegumentar 

americana. Esta imagem foi 

reproduzida do trabalho de 

Altamirano-Enciso et al. (2003). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3) Formas de leishmaniose. As imagens A, B e C foram reproduzidas do sítio da 

OMS (2009c) e a imagem D de Chappuis et al. ( 2007). 
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Figura 1.4) Distribuição da leishmaniose visceral pelo mundo (Chappuis et al., 2007). 

 

 

 

Figura 1.5) Manifestações clínicas da leishmaniose dérmica-pós-calazar: (A) lesões 

nodulares; (B) lesões papulares; (C) lesões maculares. Adaptado de Zijlstra et al. (2003). 
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1.4-  Leishmanias 

 

Existem aproximadamente 20 espécies de Leishmania patogênicas para humanos 

(Pearson e Sousa, 1996) que na maioria das vezes são hospedeiros acidentais. Estes parasitos 

heteroxênicos possuem duas fases no ciclo de vida, uma no hospedeiro vertebrado, que pode 

ser humanos, cachorros, cavalos, marsupiais, roedores, preguiças, e outra fase no hospedeiro 

invertebrado, o flebotomíneo (figura 1.6). 

As leishmanias são ingeridas pelos flebotomíneos na forma amastigota junto com o 

sangue do hospedeiro vertebrado. A infecção do vetor pode ser dividida em três períodos, dos 

quais o primeiro é caracterizado pela presença do bolo alimentar envolto pela matriz 

peritrófica (figura 1.7A), o segundo pela presença de leishmanias aderidas ao epitélio do 

intestino médio abdominal do inseto (figura 1.7B) e o terceiro pela colonização do intestino 

anterior do vetor (figura 1.7C) (Sacks e Kamhawi, 2001). 

Nas primeiras horas após a ingestão, os parasitos passam pelo primeiro processo de 

diferenciação se transformando em promastigotas procíclicos que tem capacidade de se 

multiplicar e se aglomerar no meio do bolo alimentar formando rosetas com os flagelos 

voltados para seu interior. Após 30 horas da alimentação sangüínea, já é possível encontrar o 

parasito na sua forma seguinte denominada de nectomonas. Esta forma apresenta um corpo 

mais alongado e alta mobilidade. Com o início da ruptura da matriz peritrófica, cerca de 72 

horas após a alimentação, as nectomonas podem deixar o bolo alimentar  e se aderirem ao 

glicocálice do epitélio do intestino médio. Parasitos não aderidos são excretados junto com o 

resíduo alimentar e até hoje não foi demonstrado nenhuma importância destes para o processo 

de transmissão da doença. Com aproximadamente uma semana do início da infecção, as 

leishmanias começam a migrar massivamente e colonizar a região anterior do tubo digestivo 

correspondente à porção toráxica do intestino médio e à válvula estomodeal. Durante este 

processo, ocorre a transformação das nectomonas em haptomonas que são formas com 

capacidade de se dividir e que se aderem intimamente ao epitélio cuticular da válvula 

estomodeal via hemidesmossomos e umas às outras por meio de um material gelatinoso 

secretado. Ao mesmo tempo ocorre a metaciclogênese de um grande contingente dos parasitos 

que vão para a porção anterior do tubo digestivo. Estes passam à forma metacíclica que é 

infectiva para o hospedeiro vertebrado e migram além da válvula estomodeal chegando ao 

esôfago, faringe e prosbócide (Sacks e Kamhawi, 2001). Os parasitos secretam uma quitinase, 

acarretando a deformação da válvula estomodeal do inseto (Rogers et al., 2008). A 

descaracterização estrutural deste órgão faz com que o aparelho sugador entre em colapso e as 

formas infectantes sejam regurgitadas no local da picada, completando assim a fase de 
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transmissão do ciclo de vida da leishmania. O material gelatinoso secretado pelas formas 

haptomonas também contribui para a obstrução do trato digestivo. Este fenômeno parece 

induzir um comportamento diferenciado em fêmeas infectas que procuram mais vezes o 

hospedeiro vertebrado para se alimentar, aumentando assim a chance de transmissão da 

doença (Rogers et al., 2004). 

 

 

 

 

Figura 1.6) Ciclo de vida da Leishmania: 1- vetor infectado inocula parasitas em um novo 

hospedeiro vertebrado durante o repasto sangüíneo; 2 – formas promastigotas do parasita 

são fagocitadas por macrófagos; 3, 4- parasitas se transformam em amastigotas e infectam 

células do sistema  do sistema imune mononuclear; 5, 6- flebotomíneo se alimenta em 

hospedeiro doente e ingere os parasitas na forma amastigota; 7, 8- a Leshmania retorna a 

forma promastigota e coloniza o vetor (CDC, 2009) 
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Figura 1.7) Esquema mostrando o desenvolvimento da Leishmania dentro do tubo digestivo 

de flebotomíneos, adaptado de Sacks e Kamhawi (2001). O período de cada fase é indicado 

em dias e acima é mostrado um esquema das formas morfológicas do parasito.  
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1.5-  Flebotomíneos 

1.5.1- Importância médico veterinária 

 

Flebotomíneos são transmissores de patógenos para o homem e animais, o que 

constitui o principal motivo de sua importância médico veterinária. Até onde se tem 

conhecimento, os vetores naturais de todas as espécies de Leishmania pertencem à subfamília 

Phlebotominae da família Psychodidae
 
(Sacks e Kamhawi, 2001). Em regiões de grande 

ocorrência destes insetos é possível verificar casos em que a própria picada e sua reação 

alérgica característica provocam quadros críticos. Há ocorrência de pessoas que chegam a 

apresentar um aspecto ―sarampento‖ devido ao grande número de picadas. Após as 

colonizações de flebotomíneos em laboratórios, mesmo com muitas dificuldades, estes insetos 

passaram a ser objeto de estudo para várias pesquisas no campo da genética, bioquímica e 

biologia molecular, elevando ainda mais a sua importância (Sherlocck, 2003). 

Flebotomíneos são os únicos vetores de leishmaniose e outras doenças em áreas 

tropicais e subtropicais. Apenas o leste da Ásia e a África Sub-Saariana são relativamente 

livres de leishmaniose apesar de apresentarem espécies com capacidade vetorial 

(Munstermann, 2004). Das aproximadamente 400 espécies de flebotomíneos, apenas 50 são 

implicadas como vetores de leishmaniose (Sharma e Singh, 2008). Além da leishmania, já foi 

reportado que estes insetos também transmitem outros tripanossomatídeos para animais, 

dentre os quais podemos citar Trypanosoma phyllotis, Trypanosoma leonidasdeanei e 

Trypanosoma tetradactyli (Herrer, 1942; Christensen e Teoford, 1972; Williams, 1976). Os 

flebotomíneos são também transmissores de arboviroses causadas, na maioria das vezes, por 

vírus pertencentes ao gênero Phlebovirus (família Bunyaviridae). Em humanos, a infecção 

geralmente acarreta sintomas parecidos com os da influenza e os pacientes apresentam febre, 

dor retroorbital, erupção cutânea, mialgia e astenia (Sherlocck, 2003). Estes vetores também 

são responsáveis pela transmissão da Bartonelose que é outra doença de alta gravidade para 

humanos (Bass et al., 1997). 

A transmissão da leishmaniose no Novo Mundo (América Central e do Sul) está 

associada a espécies do gênero Lutzomyia e, no Velho Mundo, a espécies do gênero 

Phlebotomus. Morfologicamente ambos os gêneros são bastante parecidos. Nas figura 1.8A e 

1.8B são mostradas fotos de um Phlebotomus ao lado de um Lutzomyia. De modo geral, as 

espécies no Velho Mundo habitam regões desérticas e semi-áridas enquanto que as espécies 

do Novo Mundo preferem regiões de floresta. Na tabela 1.1 são relacionadas as espécies de 
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Leishmania transmitidas por flebotomíneos destes dois gêneros com as regiões de ocorrência 

do parasito. (Sharma e Singh, 2008) 

As espécies transmisoras são oportunistas, sendo o hospedeiro preferido aquele que 

está mais prontamente disponível. Esta tendência oportunista faz do homem um hospedeiro 

auxiliar para flebotomíneos que desenvolveram a capacidade de viver em ambientes peri-

domésticos ou urbanos. A falta de especificidade no hospedeiro dificulta o desenvolvimento 

de sistemas modelos para a relação vetor-parasito. Uma única espécie causadora de 

leishmaniose cutânea pode ter uma dúzia ou mais de espécies incriminadas ou suspeitas de 

atuarem como vetor. Desta forma, modelos epidemiológicos apropriados para um par de 

espécies vetor-parasito podem ser irrelevante para outros. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8) Imagens de flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia. (A) P. 

argentipes; (B) L. longipalpis (Sharma e Singh, 2008) 
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Tabela 1.1) Vetores comprovados ou suspeitos de transmitirem parasitos humanos do gênero 

Leishmania. Os locais de ocorrência do parasito também são indicados (Sacks e Kamhawi, 

2001). 

 

Parasito 

 

Distribuição geográfica 

Vetores comprovados ou 

suspeitos 

L. L. donovani China,  

Índia, Nepal,  

Bangladesh, África Oriental 

P. alexandri 

 P. argentipes 

P. martini, P. orientalis 

L. L. infantum chagasi Sul da Europa, 

Leste do Mediterrâneo, 

China, 

América Central e do Sul 

P. ariasi, P. perniciosus 

P. perniciosus, P. langeroni 

P. chinensis, P. major 

L. longipalpis 

L. L. major Oriente Médio, 

Sudoeste Ásia, 

África 

P. papatasi 

P. papatasi 

P. papatasi, P. duboscqi 

L. L. tropica Oriente Médio, 

Sudoeste Ásia, África 

P. sergenti 

P. sergenti, P. saevus 

L. L. aethiopica África Oriental P. longipes, P. pedifer 

L. L. mexicana América Central L. olmeca 

L. L. amazonensis América Central e do Sul L. flaviscutellata 

L. V. braziliensis América Central e do Sul L. wellcomei, L. carrerai 

L. V. guyanensis América Central e do Sul L. umbratilis, L. anduzei 

L. V. panamensis América Central e do Sul L. trapidoi 
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1.5.2- Biologia do vetor 

 

Os flebotomíneos pertencem ao Filo Artropoda; Classe Insecta; Ordem Díptera; 

Familia Psychodidae. São insetos relativamente pequenos possuindo de 2,5 a 3,5 mm nas 

aproximadamente 1.000 espécies já descritas. O seu tamanho reduzido é um dos fatores que 

fazem com que muitos aspectos da sua biologia ainda não tenham sido explorados com a 

profundidade vista para outros vetores (Munstermann, 2004). Na figura 1.9 é mostrado um 

flebotomíneo ao lado de um mosquito para representar a diferença de tamanho geralmente 

encontrada entre estes animais. A dificuldade em capturar os insetos no campo e a sua 

complicada manutenção em colônias também contribuem para o desânimo de pesquisadores 

em adotar os flebotomíneos como um organismo modelo (Munstermann, 2004). 

Os estágios básicos do ciclo de vida dos flebotomíneos são típicos de insetos da 

subordem Nematocera. Na figura 1.10 são mostradas as fases de desenvolvimento típicas de 

flebotomíneos usando a espécie L. longipalpis como exemplo. Depois do acasalamento e 

alimentação com sangue, as fêmeas adultas desenvolvem os ovos e ovipõem separadamente 

em um substrato com fendas. Depois de quatro a dez dias os ovos eclodem e as larvas 

crescem passando por quatro estádios dentro de um período de quatro a oito semanas. Após o 

quarto estádio larval os insetos empupam e permanecem nesta forma por quatro a seis dias até 

se tornarem adultos. Este último estágio é relativamente curto, raramente ultrapassando três 

semanas, durante as quais ocorrem o acasalamento, a procura pelo hospedeiro, para a fêmea, a 

alimentação com sangue, procura por substrato para oviposição e oviposição de fato. Somente 

a fêmea necessita da alimentação sanguínea para produção dos ovos e, por conseguinte é a 

responsável pela transmissão de patógenos (Munstermann, 2004). Para servir como vetor de 

bactérias, vírus e protozoários, as fêmeas devem viver tempo suficiente para conseguirem 

uma segunda alimentação sanguínea e transmitirem o patógeno para um novo hospedeiro 

(Sherlock, 2003). 
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Figura 1.9) Comparação do tamanho de um mosquito Aedes aegypti com um flebotomíneo 

Lutzomyia longipalpis. 

 

 

 

 

Figura 1.10) Estágios do ciclo de vida de L. longipalpis. 

 

Os estágios imaturos de ovo, larva e pupa são descritos inteiramente por observações 

de insetos mantidos em colônias. É possível notar que as formas imaturas parecem preferir 

solos relativamente secos e ricos em matéria orgânica. Na tentativa de localizar onde 

emergem os adultos através de armadilhas para insetos emergentes só se tem obtido algum 

sucesso para espécies adaptadas a viver no peri-domicílio como L. longipalpis (Munstermann, 

2004). 

Devido ao seu habitat terrestre, particularmente em zonas áridas, a cutícula larval é 

grossa e esclerosada para prevenir a perda de água e desidratação (Fausto et al., 1999). Os 

nutrientes para o crescimento da larva podem ser deduzidos apenas a partir de criações de 

laboratório. O sucesso da ração contendo fezes de coelho indica que pelo menos algumas 

espécies preferem solos com grande quantidade de matéria orgânica em decomposição (Tesh 

e Guzman, 1996). 

Aedes  

aegypti 

Lutzomyia 

longipalpis 

Foto de André Pitaliga 
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1.6-  Compartimentalização da digestão em insetos 

 

A maior parte do alimento de insetos, que requer digestão, consiste em moléculas 

poliméricas como amido, celulose, hemicelulose e proteínas. Em insetos holometábolos, a 

compartimentalização do local de atuação das enzimas digestivas e dos fluidos do intestino 

médio é de grande importância para o processamento e absorção deste alimento de forma 

eficiente. Uma estrutura chamada de matriz peritrófica cria dois ambientes de 

compartimentalização da digestão: endo e exoperitrófico. Poros de tamanhos definidos nesta 

estrutura limitam o peso molecular das moléculas que transitam entre estes dois 

compartimentos (Terra e Ferreira, 1994). 

Na fase inicial do processamento enzimático do alimento, polímero hidrolases, como 

amilases, celulases, hemicelulases e tripsinas, atuam na redução do peso molecular dos 

polimeros gerando oligômeros. Esta etapa da digestão parece ocorrer no espaço 

endoperitrófico (Terra e Ferreira, 1994). 

Na fase intermediária da digestão, oligômeros são processados por polímero hidrolases 

(p. ex. amilase) ou digeridos por oligômero hidrolases (p. ex. aminopeptidases que atuam 

sobre fragmentos de proteína). Esta etapa da digestão parece ocorrer no espaço exoperitrófico 

e gera dímeros ou pequenos oligômeros como maltose, celobiose e dipeptídeos (Terra e 

Ferreira, 1994). 

Na fase final do processo digestivo, os dímeros são processados em monômeros pelas 

dímero hidrolases como maltases, celobiases e dipeptidases. Estas parecem ser enzimas que 

atuam ancoradas a membrana celular de microvilosidades do intestino do inseto, que constitui 

a última unidade compartimentalizadora da digestão (Terra e Ferreira, 1994). 

Acredita-se que a compartimentalização pode evitar a ligação não específica de 

moléculas não digeridas em sítios localizados em enzimas e transportadores celulares (Terra, 

1990). Esta adaptação do trato digestivo também deve diminuir a autodigestão das proteínas 

do próprio inseto e com isso gerar uma economia energética que aumenta a eficiência do 

processo digestivo. 
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1.7- Metabolismo de quitina em insetos 

 

1.7.1- Quitina 

 

Quitina é um dos biopolímeros mais importantes na natureza, sendo produzida 

principalmente por fungos, artrópodes e nematóides (Merzendorfer e Zimoch, 2003). Em 

insetos, este polissacarídeo de N-acetil-β-D-glucosamina funciona como arcabouço para 

formação de importantes estruturas como exoesqueleto, matriz peritrófica (MP) e o 

revestimento cuticular do intestino anterior, posterior e traquéias (Kramer e Koga, 1986; 

Cabib, 1987; Kramer e Muthukrishnan, 1997; Lehane, 1997; Kramer e Muthukrishnan, 2005). 

O crescimento e morfogênese dos insetos dependem estritamente da sua capacidade de 

remodelar estruturas quitinosas, sendo de grande importância a produção repetida e em 

diferentes tecidos de enzimas para síntese e degradação deste polissacarídeo. Quitina é um 

dos componentes majoritários da cutícula de insetos podendo chegar a 40% da massa seca de 

sua carapaça (Kramer et al., 1995). Os filamentos de quitina funcionam como um leve e forte 

arcabouço que sustenta as proteínas e estas determinam as propriedades químicas e mecânicas 

da cutícula (Merzendorfer e Zimoch, 2003). 

 

1.7.2- Composição e função da matriz peritrófica 

 

A matriz peritrófica é também conhecida como membrana peritrófica, que foi um 

termo primeiramente usado por Balbiani em 1890 quando a descreveu como um saco 

membranoso que envolve o bolo alimentar dentro do intestino de centopéias (Cryptops spp.) 

(Balbiani, 1890). Entretanto, a observação de um envoltório que separava o bolo alimentar já 

havia sido reportada anteriormente por Lyonet (1762). O termo peritrófico vem das palavras 

gregas peri, ao redor, e trófico, alimentar. Como a MP invariavelmente envolve o bolo 

alimentar, este termo nunca foi criticado. Entretanto, hoje em dia a palavra membrana faz 

menção a estruturas com uma bicamada lipídica o que não se verifica na MP. O termo matriz 

é adotado nesse trabalho justamente por não descrever uma estrutura membranosa, todavia, 

existem outros termos menos polêmicos como envoltório (Peters, 1992). 

A matriz peritrófica geralmente é formada por 3 a 13% (p/v) de quitina (Peters, 1992). 

A quantidade deste polissacarídeo na MP pode variar bastante de espécie para espécie como, 

por exemplo, já foi reportada a presença de 40% (p/v) de quitina na MP de Manduca sexta 

(Kramer et al., 1995). Somada à quitina está uma complexa mistura de glicoproteínas e 
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proteoglicanos. Os microfilamentos de quitina são secretados juntamente com a massa super 

hidratada de proteoglicanos. Os demais componentes da MP, como as peritrofinas, são 

secretados durante o processo de gelificação da matriz. As peritrofinas ligam-se ao arcabouço 

de quitina por seus múltiplos domínios de ligação ao polissacarídeo e podem mediar a 

interação de glicoproteínas a MP, contribuindo para o potencial elástico dessa estrutura
 

(Lehane, 1997).  

A primeira proposição de que a MP poderia desempenhar um papel na digestão foi 

feita por Waterhouse (1957) e a partir daí as funções atribuídas a essa estrutura foram 

aumentando com o passar dos anos. A MP compartimentaliza a digestão aumentando sua 

eficiência e protege a borda em escova desse epitélio de injúrias mecânicas e ataques de 

patógenos e toxinas (Tellam, 1996).  

Em insetos hematófagos, a MP tem um importante papel na proteção contra a 

intoxicação por metabólitos da digestão, como o heme, que é um grupamento prostético 

liberado durante a proteólise do sangue. O heme possui grande atividade pró-oxidante e a 

quantidade ingerida por estes insetos seria suficiente para produzir um estresse radicalar fatal. 

Os insetos hematófagos desenvolveram ao longo da evolução a capacidade de degradar o 

heme e produzir agentes anti-oxidantes. Associado a este processo de proteção está a 

capacidade da MP em ligar-se intimamente a estas moléculas formando heme-agregados 

(Graça-Souza, 2006). 

A MP de insetos pode ser classificada em dois tipos de acordo com sua forma de 

secreção: tipo 1 (MP1) e tipo 2 (MP2) (figura 1.11) (Peters, 1992). Cada espécie de inseto e 

cada forma de desenvolvimento (larva versus adulto) produz MP1 ou MP2, mas nunca ambas. 

Os dois tipos de matrizes possuem diferentes propriedades que incluem morfologia, 

composição e, em algumas espécies, função. A maior parte dos insetos secreta MP, entretanto 

ela geralmente é ausente em Hemíptera, Thysanoptera e Lepidópteras adultos.  

A MP1 é encontrada em algumas ordens de insetos como Coleoptera, Ephemeroptera, 

Hymenoptera, Odonata, Orthoptera, Phasmida, representantes da superordem Dictyoptera, 

larvas de Lepidoptera, e dípteras hematófagos adultos (Waterhouse, 1957; Peters, 1992). A 

MP2 é encontrada em ordens primitivas (p. ex. Dermaptera e Isoptera), como também em 

Embiopteras (Embiodea), alguns Lepidopteras, e larvas de Diptera hematófagos 

(Wigglesworth, 1930; Peters, 1992). 

Alguns insetos, principalmente hemípteras, produzem uma estrutura nomeada por 

Walter Terra em 1988 apud Hegedus et al. (2009) como membrana perimicrovilar. Essa 

espécie de invólucro do lúmen intestinal deve ter função análoga a MP e é originada por 

vesículas derivadas do complexo de golgi (Silva et al., 2004). 
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Figura 1.11) Esquema mostrando a formação da MP1 e MP2, adaptado de Devenport e 

Jacobs-Lorena (2004). A MP1 aparece envolvendo sangue e a MP2 ao redor de partículas 

de comida. 

 

1.7.3- Matriz peritrófica do tipo 1 (MP1) 

 

MP1 é o tipo de MP mais comum em insetos hematófagos adultos, como mosquitos, 

simulídeos e flebotomíneos. Existem algumas exceções notáveis como a mosca tsétsé e 

Stomoxys calcitrans que secretam MP2.  

Em insetos não hematófagos a MP1 pode ser secretada de forma constitutiva. Nos 

insetos que se alimentam com sangue a MP1 é encontrada nos adultos em um tempo definido 

após a alimentação sanguínea. A MP1 é secretada majoritariamente por células epiteliais do 

intestino médio que sofrem mudanças morfológicas drásticas com a ingestão do alimento 

(figura 1.12). As células colunares se tornam esticadas e planas, sofrendo uma redução de 

número e tamanho das suas microvilosidades da membrana apical. No lado basal, essas 

células passam por um processo de desdobramento do labirinto membranoso ao sofrerem um 

estiramento. Nessa situação morfológica, a junção entre as células intestinais é mantida por 

suas fortes conexões laterais (tais como junções comunicantes, junções septadas e 

desmossomos), permitindo o armazenamento de uma quantidade de alimento muitas vezes 

maior que o volume do intestino médio vazio. A distensão do tubo digestivo parece ser um 

dos sinais para secreção da MP, uma vez que injeções de ar pelo ânus pode estimular a 

secreção da matriz de mosquito (Devenport e Jacobs-Lorena, 2004). Entretanto, o mecanismo 
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de sinalização intracelular envolvido nesse processo ainda está pouco esclarecido (Hegedus et 

al., 2009). 

Foi demonstrado que a secreção em pulsos da MP1 em Locusta migratória, 

Periplaneta americana e Diabrotica undecimpunctada produz camadas concêntricas 

sucessivas (Lehane, 1997; Peters, 1992; Ryerse, 1994). Por microscopia eletrônica verificou-

se que o arcabouço de quitina da MP1 geralmente toma a forma de uma estrutura ortogonal 

altamente requisitada por proteínas (Binnington et al., 1998; Harper e Hopkins, 1997) 

 

 

Figura 1.12) Esquema mostrando estiramento das células epiteliais e secreção da MP1, 

adaptado de Devenport e Jacobs-Lorena (2004). 

 

1.7.4- Matriz peritrófica do tipo 2 (MP2) 

 

A MP2 tem um formato tubular aberto nas duas extremidades e recobre todo o epitélio 

do tubo digestivo médio da larva. Em muitas espécies, essa estrutura, que é continuamente 

secretada, é excretada junto com as fezes (Devenport e Jacobs-Lorena, 2004). A MP2 é mais 

organizada que a MP1 e consiste de uma estrutura formada por uma a três camadas que 

crescem no mesmo sentido da passagem do alimento, recobrindo-o a medida que vai sendo 

formada (Peters, 1992). 

A MP2 é secretada de forma constitutiva e não necessita do estímulo do alimento para 

iniciar sua secreção. A MP2 é produzida exclusivamente por células especializadas da região 

da cárdia que fica entre o esôfago e a parte anterior do intestino médio. A cárdia é formada 

por uma invaginação do epitélio do tubo digestivo criando uma bolsa protegida da qual é 

secretada a MP2. Este órgão é variável e característico de cada espécie. Em alguns insetos 
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existe uma especialização tecidual nesta região permitindo a identificação por microscopia de 

diferentes tipos celulares. Cada camada da MP2 parece ser formada por uma região diferente 

da cárdia, indicando que cada tipo celular é responsável pela secreção de diferentes 

componentes (Devenport e Jacobs-Lorena, 2004). 

 

1.8-  Fisiologia do tubo digestivo de L. longipalpis 

 

1.8.1- Matriz peritrófica 

 

 Dois dias após ingestão de sangue, o tubo digestivo de fêmeas adultas de L. 

longipalpis está com aproximadamente a metade do tamanho que possuía 30 min. após a 

alimentação. Com 3 dias após a ingestão este órgão já possui quase o mesmo tamanho do 

intestino de um inseto não alimentado. Nas primeiras horas após a ingestão sanguínea as 

células colunares estão bastante estiradas e as chamadas de células negras (Secundino et al., 

2005) parecem secretar componentes da MP1. Esta secreção começa logo após a ingestão 

sanguínea, sendo detectada com até uma hora após a alimentação. Quitina é um componente 

estrutural fundamental para a organização da MP1 (Pimenta et al., 1997) e a alimentação com 

látex também pode induzir a secreção da MP (Secundino et al., 2005). 

 

1.8.2- Controle do pH do tubo digestivo 

 

O pH do intestino médio de fêmeas adultas de L. longipalpis não alimentadas é 

ligeiramente ácido (pH 6), podendo variar no período pós-prandial controlado por um 

mecanismo que parece envolver a volatilização de CO2 e outro ainda desconhecido. Após a 

ingestão do sangue, o pH é modulado para levemente alcalino podendo chegar até 8,5 após 10 

horas da alimentação. Com o decorrer da digestão sanguínea a concentração de H
+
 no tubo 

digestivo médio tende a aumentar re-acidificando o lumem. (Santos et al., 2008) 

 Em larvas de L. longipalpis o pH do intestino médio é controlado apresentando um 

gradiente que vai de aproximadamente 9 na região anterior do intestino médio a 6,5-7,0 no 

intestino médio posterior (Fazito do Vale et al., 2007). 
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1.9-  Quitinases 

 

 Quitinases hidrolisam posições internas do polímero de quitina diferentemente de N-

acetilhexosaminidases que atuam sobre os quitooligosacarídeos produzidos pela ação das 

primeiras. Algumas quitinases, porém não todas, exibem atividade tipo lisozima e podem 

quebrar um constituinte da parede celular composto pelos dímeros de N-acetil-glicosamina e 

ácido N-acetil-murâmico, porém quitina é o substrato preferencial. As quitinases de insetos 

pertencem todas à família 18 das glicosídeo hidrolases e são comumente chamadas de 

quitinases 18. As quitinases destes artrópodes clivam preferencialmente ligações glicosídicas 

beta-1,4 internas do polímero de quitina em detrimento das ligações beta-anômero das 

extremidades redutoras (Arakane e Muthukrishan, 2009). Outras glicosídeo hidrolases que 

apresentam atividade quitinolítica são as da família 19, quitinases comumente encontradas em 

plantas, e da família 23, que são conhecidas como lisozimas (Fukamizo, 2000). As glicosídeo 

hidrolases da família 20 possuem um papel intimamente ligado à ação das quitinases, pois 

fazem a degradação das extremidades dos seus produtos de digestão. A ação conjunta das 

glicosídeo hidrolases das famílias 18 e 20 é responsável pela despolimerização dos filamentos 

de quitina em insetos (Fukamizo e Kramer, 1985). 

1.9.1- Quitinases de insetos 

 

Enzimas com atividade quitinolítica são de extrema importância para a biologia de 

insetos, uma vez que são cruciais para os processos de muda e renovação das estruturas 

quitinisadas (Merzendorfer e Zimoch, 2003). 

As quitinases de insetos possuem os seguintes domínios conservados: peptídeo sinal, 

região transmembranar, domínio catalítico, domínio de ligação à quitina (chitin biding domain 

- CBD) e região de ligação rica em serina/treonina (Zhu et al., 2008a). O domínio catalítico de 

quitinases da família 18, único que está sempre presente nestas enzimas em insetos, apresenta 

uma estrutura em barril com 8 fitas beta e 8 fitas alfa (Fukamizo, 2000). A região de ligação 

rica em resíduos de serina e treonina possui diversos sítios de O-glicosilação e parece 

contribuir para a estabilidade destas enzimas em um ambiente rico em proteases como o tubo 

digestivo e fluido de muda (Arakane e Muthukrishnan, 2009). O CBD possui 6 cisteínas 

amplamente conservadas entre moléculas que possuem a capacidade de ligação à quitina 

polimérica (Suetake et al., 2000). Na figura 1.13 são evidenciadas as cisteínas conservadas do 

CBD da peritrofina A e mucina de Mamestra configurata. Também são mostradas a estrutura 
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e posição das cisteínas conservadas de uma proteína antimicrobiana de Tachypleus 

tridentatus. 

 

 

Figura 1.13) Estrutura do domínio de ligação à quitina (CBD) (Hegedus et al., 2009). (A) 

comparação da estrutura primária e secundária do CBD da peritrofina, McPM1, e da mucina 

intestinal de invertebrado, McIIM, de Mamestra configurata. As 6 cisteínas conservadas na 

cadeia primária estão em destaque pelas barras pretas e possíveis pontes dissulfeto são 

representadas pelas linhas pretas. A estrutura secundária predita para este domínio é 

esquematizada logo acima do alinhamento. Barras brancas/alça vermelha: possíveis loopings; 

barra amarela: fita beta; barra vermelha: fita alfa. (B) Representação tridimencional do CBD 

de uma proteína antimicrobiana de Tachypleus tridentatus. As cisteínas conservadas 

presentes no CBD de peritrofina-A com suas possíveis pontes dissulfeto são representadas 

em azul. 

 

Recentemente, com o advento dos genomas completos de Drosophila melanogaster, 

Tribolium castaneum e Anopheles gambiae, foi possível ver que estes artrópodes possuem 

mais de 10 genes codificantes para proteínas da família das quitinases (Arakane e 

Muthukrishnan, 2009). Um estudo filogenético baseado na seqüência de aminoácidos do 

domínio catalítico destas proteínas possibilitou sua classificação em 5 grupos (Zhu et al., 

2008a). Estas proteínas evoluíram de forma que, além das similaridades nas seqüências do 

domínio catalítico, possuem também uma arquitetura de domínios conservados comum a cada 

grupo. Na figura 1.14 é mostrado um esquema com a arquitetura de domínio de 19 proteínas 

codificadas pelo genoma de T. castaneum que estão divididas entre estes 5 grupos (Arakane e 

Muthukrishnan, 2009). 
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Figura 1.14) Arquitetura de domínio de possíveis quitinases e proteínas de T. castaneum 

similares a quitinase (Arakane e Muthukrishnan, 2009). Azul: peptídeo sinal; vermelho: 

domínio transmembranar; roxo: domínio catalítico; Verde: domínio de ligação à quitina. 

 

As quitinases pertencentes ao grupo I (CHT5s) provavelmente desempenham papel no 

processo de muda, uma vez que muitas proteínas deste grupo foram obtidas a partir de fluidos 

de muda e/ou tegumento. Todos os genes deste grupo são muito expressos na epiderme. A 

arquitetura de domínios destas proteínas apresenta sempre um peptídeo sinal, um domínio 

catalítico, uma região de ligação rica em serina/treonina e um domínio de ligação à quitina na 

porção C-terminal (Zhu et al., 2008a). 

 As quitinases do grupo II (CHT10s) são proteínas extremamente grandes com mais de 

2.000 aminoácidos, quatro a cinco domínios catalíticos e quatro a sete domínios de ligação à 

quitina (Arakane e Muthukrishnan, 2009). Um possível papel para essas quitinases seria a 

quebra de microfibrilas de quitina cristalina gerando cadeias desagregadas e facilitando o 

acesso para outras quitinases (Zhu et al., 2008a). 

 As quitinases do grupo III (CHT7s) apresentam dois domínios catalíticos e um sítio de 

ligação à quitina na porção C-terminal (Zhu et al., 2008a). Algumas quitinases deste grupo 

apresentam também um domínio transmembranar. A quitinase TcCHT7 possui atividade 

estando ancorada a membrana da célula (dado não publicado, mas mencionado em Arakane e 

Muthukrishnan, 2009). Por interferência de RNA foi visto que estas enzimas desempenham 

função no processo de muda (Zhu et al., 2008b). Algumas quitinases deste grupo não 

possuem peptídeo sinal (Zhu et al., 2008a). 

 O grupo IV é o maior e mais variado, exibindo quitinases com e sem domínio de 

ligação à quitina. Estas possuem apenas um domínio catalítico e são encontradas no tubo 
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digestivo de insetos (Zhu et al., 2008a). Possivelmente, estas enzimas devem atuar sobre a 

MP ou em alimentos ricos em quitina (Genta et al., 2006). Em T. castaneum, a maior parte 

dos genes deste grupo parece estar ativa somente em larvas e adultos, não sendo possível 

detectar sua transcrição em pupa e pré-pupa (Zhu et al., 2008b). 

 O grupo V é formado por proteínas que perderam a atividade catalítica, mas que ainda 

apresentam uma alta similaridade às glicosídio hidrolase da família 18 (Zhu et al., 2008b). 

Estas proteínas são conhecidas como IDGF (Imaginal Disk Growth Factor). São moléculas 

que não possuem o domínio de ligação à quitina, mas que podem ligar-se a este polissacarídeo 

pela região correspondente ao sítio catalítico e possivelmente assumem um papel na 

sinalização celular. A única proteína de inseto pertencente a família 18 com estrutura 

determinada por cristalografia é a DmIGDF2, que não possui atividade catalítica. Entretanto, 

ela confirma que o domínio catalítico desta família nestes artrópodes possui a estrutura em 

barril (Lu et al., 2002). 

 

1.9.2- Quitinases de flebotomíneos 

 

 O controle da espessura da MP1 em dípteras parece ser o efeito da ação coordenada 

entre a síntese e degradação de quitina (Shao et al., 2001; Filho et al., 2002). Em 

flebotomíneos, a ação de quitinases sobre espessura da MP1 parece ter influência sobre a 

infecção do vetor por Leishmania. Pimenta el al. (1997) demonstram que a alimentação 

artificial de P. papatasi contendo alosamidina, um inibidor específico de quitinases, promove 

a formação de uma MP1 mais espessa que a normal e os parasitos ficam presos no espaço 

endoperitrófico. Por outro lado, a alimentação artificial contendo quitinase impede a formação 

da estrutura convencional da matriz e os parasitos entram em contato com as enzimas 

proteolíticas da digestão ainda na forma amastigota sendo eliminados. 

 Duas quitinases de flebotomíneos já foram descritas, uma em L. longipalpis (LlChit1) 

e outra em P. papatasi (PpChit1) (Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö, 2003; Ramalho-Ortigão 

et al., 2005). Ambas são codificadas por genes induzidos pela alimentação sanguínea e 

possuem um padrão de transcrição bastante semelhante, mas não igual. Na figura 1.15 é 

mostrado um experimento de RT-PCR no qual é possível notar que a transcrição do gene 

LlChit1 é máxima 72 horas após a alimentação sanguínea decaindo rapidamente. O gene 

PpChit1 possui um período de atividade mais duradouro que vai de 72 a 120 horas após a 

ingestão do sangue. Em experimentos que comparavam a transcrição destes genes em carcaça 

e tubo digestivo, foi demonstrado que ambos são intestino específicos (Ramalho-Ortigão et 

al., 2005). 
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A atividade quitinolítica no tubo digestivo foi ensaiada em amostras destas duas 

espécies dissecadas de 24 a 72 horas após a alimentação com sangue. O pico de atividade foi 

detectado na amostra dissecada 48 horas após a ingestão do sangue e nenhuma atividade foi 

vista em tubos digestivos de fêmeas não alimentadas. Frente a um gradiente de pH, a 

atividade endoquitinolítica destas duas espécies parece diminuir com o aumento do pH acima 

de 8,5 (Ramalho-Ortigão et al., 2005). 

 Experimentos de Southern blot sugeriram que o gene PpChit1 era cópia simples 

(Ramalho-Ortigão et al., 2005) e que o gene LlChit1 possuía múltiplas cópias (Ramalho-

Ortigão e Traub-Csekö, 2003). 

 

  

Figura 1.15) RT-PCR mostrando perfil de transcrição dos genes LlChit1 e PpChit1 em 

fêmeas adultas horas após a alimentação sanguínea (Ramalho-Ortigão et al., 2005). 
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II- OBJETIVOS 
 

2.1- Objetivo geral 

 

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterização do gene de quitinase de L. 

longipalpis LlChit1 que codifica a quitinase com possível papel na degradação da matriz 

peritrófica do tipo 1 em fêmeas adultas. 

 

2.2- Objetivos específicos 

 

1 - Isolar e seqüenciar um clone genômico contendo o gene LlChit1, com ênfase na procura 

por possíveis regiões a montante do gene e identificação de seqüências que interrompam a 

porção codificante do cDNA LlChit1A. 

 

2 - Busca por possível seqüência promotora deste gene: aplicar técnicas de biologia molecular 

e computacional para seqüenciar e identificar possíveis regiões do DNA de L. longipalpis 

envolvidas na expressão gênica após a alimentação sangüínea. 

 

3 - Elucidar aspectos relativos ao processamento da mensagem codificada por este gene: 

aplicar técnicas de biologia molecular e computacional para revelar aspectos relacionados ao 

processamento do RNA LlChit1A. 
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III- MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1- Tampões e soluções 

 

 3.1.1- TE 1X (Tris - EDTA) 

 

Tris-HCl (pH 7,6)                            10 mM 

EDTA (pH 8,0)                                 1 mM 

(Sambrook e Russel, 2001) 

 

 3.1.2- TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) 

 

Tris - base                                      40 mM 

Ácido acético                                20 mM 

EDTA                                             1 mM 

(Sambrook e Russel, 2001) 

 

 3.1.3- PBS (Phosphate Buffered Saline) 

 

NaCl                                            132 mM 

KCl                                                 3 mM 

Na2HPO4                                         8 mM 

KH2PO4                                         1,5 mM 

 Ajustar para pH 7,2 com NaOH (Sambrook e Russel, 2001). 

 

 3.1.4- Solução SM 

 

NaCl                                          100 mM 

MgSO4.H2O                               15 mM 

Tris-HCl                                      50 mM (pH7,5) 

Gelatina                                       0,01% (p/v) 

Esterilizado por autoclave à 15 psi (1,05 Kg/cm
2
) por 20 min. (Sambrook e Russel, 

2001). 
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 3.1.5- Reagentes adicionados ao meio de seleção de transformantes 
usados para fazer as placas de transformação 

 

- IPTG (Isopropil-ß-D-tiogalactopiranosídeo) 0,5 M em água milli-Q. 

- X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoilil-ß-D-galactopiranosídeo) 250 mg/mL em dimetil-

formamida. 

 3.1.6- Ampicilina 

 

A solução estoque de ampicilina foi feita na concentração de 50 mg/mL em água milli-Q, 

esterilizada por filtração e armazenada em alíquotas de 1 mL a -20ºC (Sambrook e Russel, 

2001). A concentração de trabalho com o antibiótico foi de 100 µg/mL. 

 

 3.1.7- Marcadores de peso molecular 

  a) Lambda-Hind III (New England BioLabs, EUA) 

 

Este marcador de peso molecular é constituído por DNA de fago Lambda digerido 

com a enzima de restrição Hind III. Tamanhos dos fragmentos: 23.130; 9.419; 6.557; 4.371; 

2.322; 2.028; 564 e 125 pb. 

 

  b) øX174 RF/Hae III (New England BioLabs) 

 

Este marcador de peso molecular é constituído por DNA de fago øX174 digerido com 

a enzima de restrição Hae III. Tamanhos dos fragmentos: 1.353; 1.072; 872; 603; 310; 281; 

271; 234; 294; 118 e 72 pb. 

 

  c) 100 pb DNA Ladder (Life Technology
®
) 

 

Este marcador de peso molecular é constituído por 15 fragmentos de finais não 

coesivos e tamanhos múltiplos de 100 pb, indo até 1,5 kb,  e com um fragmento adicional de 

2.072 pb. 
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  d) GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas) 

 

Este marcador de peso molecular é constituído por 10 fragmentos de finais não 

coesivos e tamanho múltiplos de 100 pb, indo até 1,0 kb. 

 

 3.1.8- STET (Solução TRIS-NaCl-EDTA-Triton
®
 X-100) 

 

NaCl                                            0,1 M 

Tris-HCl                                      10 mM (pH 8,0) 

EDTA                                          1 mM (pH 8,0) 

Triton
®
 X-100                             5% (v/v) 

(Sambrook e Russel, 2001) 

 

3.1.9- Lisozima 

 

 Foi feita uma solução estoque de 50 mg/mL em água milli-Q e armazenada a -20ºC 

(Sambrook e Russel, 2001). 

 

 3.1.10- Solução de desnaturação de DNA 

 

NaCl                                          1,5 M   

NaOH                                        0,5 M 

(Sambrook e Russel, 2001) 

 

3.1.11- Solução de neutralização de membranas 

 

NaCl                                         1,5 M 

Tris-HCl (pH 7,4)                    0,5 M  

(Sambrook e Russel, 2001) 
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3.1.12- SSC 20X 

 

NaCl                                            3 M 

Citrato de sódio                        0,3 M 

Ajustar para pH 7,0 com HCl (Sambrook e Russel, 2001). 

 

 3.1.13- Tampão de diálise 

 

NaCl                                          10 mM 

Tris-HCl (pH 8,0)                     50 mM 

MgCl2                                      10 mM 

(Sambrook e Russel, 2001) 

 

3.2- Meios de cultura 

 

 3.2.1- Meio Luria-Bertani (LB) 

 

Triptona                                          10 g/L 

Extrato de levedura                          5 g/L 

NaCl                                               10 g/L 

 O pH foi ajustado a 7,2 - 7,4 e o meio esterilizado a 121ºC por 15 min (Sambrook e 

Russel, 2001). 

 

 3.2.2- Meio LB-ágar e LB-ágar semi-sólido 

 

Triptona                                          10 g/L 

Extrato de levedura                         5 g/L 

NaCl                                               10 g/L 

Ágar                                                15 g/L (sólido) 7,0 g/L (semi-sólido) 

 O meio foi esterilizado a 121ºC por 15 min a 20 min, após ter o pH ajustado a 7,2 - 7,4 

(adaptado de Sambrook e Russel, 2001). Ampicilina foi adicionada a uma concentração final 

de 100 µg/mL  no meio LB-ágar usado em plaqueamentos de bactérias transformadas. Após a 

solidificação do meio, as placas de transformação usadas em seleção por expressão de β-

galactosidase recebiam 23 µL de x-Gal 2% (p/v) e 10 µL de IPTG 40 mM. 
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 3.2.3- Meio NZY 

 

NZ amina                                   10 g/L 

NaCl                                            5 g/L 

Extrato de levedura                     5 g/L 

MgSO4.7H2O                               2 g/L 

O meio foi esterilizado a 121ºC por 15 a 20 min, após ter o pH ajustado a 7,2 - 7,4 

(adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.2.4- Meio L-15 suplementado 

 

Meio comercial L-15                     1X 

Streptomicina                                100 U/mL 

Penicilina                                       100 g/mL 

Hepes                                             10 mM 

Meio Triptose fosfato                    10% 

Soro fetal bovino inativado           10% 

O soro fetal bovino foi inativado por aquecimento a 56ºC durante 1 hora (Pitaluga et 

al., 2008) 

 

3.2.5- Meio Triptose fosfato 

 

Triptose                                         20,0 g/L 

Dextrose                                        2,0 g/L 

Cloreto de sódio                            5,0 g/L 

Fosfato disódico                            2,5 g/L 

 

3.3- Organismos utilizados 

 

 3.3.1- Insetos 

 

 Os flebotomíneos da espécie L. longipalpis utilizados para este estudo foram obtidos 

por captura realizada na Gruta da Lapinha, Sete Lagoas, MG. Os insetos trazidos do campo 
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foram mantidos no laboratório e apenas as primeiras gerações nascidas em colônia foram 

usadas para os experimentos. 

 

 3.3.2- Bactérias 

 

 Neste trabalho foi utilizada a cepa de Escherichia coli XL1 Blue MRA (P2) 

(Stratagene), que foi mantida em placas de meio LB-ágar conforme recomendação da empresa 

Stratagene. Células competentes tratadas com CaCl2 foram produzidas a partir da cepa de E. 

coli DH5α (Invitrogen
®

) e armazenadas a -80ºC. 

 

3.3.3- Células em cultura de Lutzomyia longipalpis (LL5) 

 

 Para extração de DNA genômico foi utilizada a linhagem de células embrionárias de 

L. longipalpis LL5 (Tesh e Modi, 1983). As mesmas foram mantidas a 30º C em meio de 

cultura L-15 suplementado. Um estoque de células foi preservado a -70º C no mesmo meio 

contendo DMSO a 10% (v/v). 

 

 3.3.4- Bacteriófagos 

 

 As bibliotecas genômicas foram feitas anteriormente em fago EMBL3 (Stratagene) 

(Ramalho-Ortigão, 2001) com DNA de células LL5 e estocadas em solução SM e clorofórmio 

a 4º C. Clones isolados da biblioteca foram mantidos da mesma forma. 

 

3.4- Alimentação sangüínea de insetos 

 

 Fêmeas de L. longipalpis foram colocadas em gaiolas com hamsters sadios 

anestesiados com 4 a 6 mg de cloridrato de cetamina (Ketalar
®
, Parke Davis) para se 

alimentarem durante 1 a 2 h. Somente os animais que possuíam sinais claros de terem 

ingerido sangue foram usados nos experimentos de RT-PCR. Todos os insetos nascidos na 

colônia, fêmeas e machos, receberam alimentação açucarada a 10% (p/v). 
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3.5- Extração de Ácidos nucléicos de L. longipalpis 

 

3.5.1- Extração de RNA 

 

3.5.1.1- Preparo de material livre de RNases 

 

 Todo o material utilizado para o trabalho com RNA, como vidraria e soluções, foi 

previamente tratado por 24 h com 0,1% (v/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, EUA), 

seguido de autoclavação. A água milli-Q com 0,1% de DEPC, usada no tratamento de 

vidrarias e ponteiras, foi autoclavada e armazenada em frascos livres de RNases para  

posterior utilização em experimentos envolvendo RNA. 

 

3.5.1.2- Extração de RNA total 

 

Vinte insetos foram macerados em 500 µL de TRIzol
®
 (Invitrogen

®
) dentro de tubos 

de microcentrífuga de 1,5 mL e o RNA foi extraído pela seguinte metodologia adaptada do 

protocolo do fabricante. Logo após a maceração foram adicionados mais 500 µL de TRIzol
®
 e 

foi feita uma incubação de 5 min à temperatura ambiente. Em seguida as amostras receberam 

1 mL de clorofórmio, foram agitadas vigorosamente por inversão, incubadas por 3 min à 

temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 FCR (Força Centrífuga Relativa – unidade 

equivalente a Gravidade) por 15 min a 4ºC. A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para 

um novo tubo evitando o carreamento de DNA genômico que se encontra na interfase 

aquosa/orgânica. Ao material do novo tubo foi adicionado 1 volume de isopropanol, o RNA 

foi precipitado por 3 min à temperatura ambiente e a decantação destes ácidos nucléicos  foi 

feita por centrifugação a 12.000 FCR por 15 min a 4ºC. O precipitado foi lavado três vezes 

com EtOH 75% (v/v) previamente gelado a -20ºC. A cada lavagem o material foi agitado com 

auxílio de um vortex e centrifugado a 7.500 FCR por 5 min a 4ºC. Ao final, o material foi 

seco à temperatura ambiente por aproximadamente 15 min e redissolvido em um volume de 

água que variou de 20 a 50 µL, dependendo da massa aparente do precipitado. A 

concentração de ácidos nucléicos foi medida em espectrofotômetro e os tubos com RNA 

foram armazenados a -70ºC. 
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3.5.2- Extração de DNA genômico de células LL5 

 

DNA genômico de células LL5 de L. longipalpis foi extraído com o kit ―illustra tissue 

and cells genomicPrep Mini Spin Kit‖ (GE Healthcare), de acordo com recomendações do 

fabricante. 

 

3.6- Rastreamento molecular de biblioteca genômica 

 

3.6.1- Plaqueamento de população de bacteriófagos  

 

Bactérias XL1-Blue foram cultivadas em 50 mL de LB suplementado com 0,2% (p/v) 

de maltose e 10 mM de MgSO4 por cerca de 16 h a 30ºC. As células foram centrifugadas por 

8 min a 1.000 FCR, suspensas em MgSO4 10 mM estéril e sua concentração ajustada para 

uma DO600 de 0,5. Diferentes diluições dos sobrenadantes dos fagos foram adsorvidas a 200 

µL de bactéria por 15 min a 37ºC e plaqueadas com 3 mL de meio LB semi-sólido sobre 

placas de LB ágar previamente preparadas. Placas de lise cresceram durante 16 h a 37ºC. Para 

fins de titulação a contagem foi feita nas placas que tinham de 30 a 300 unidades formadoras 

de placa (UFP). Os plaqueamentos usados para sondagem da biblioteca genômica foram feitos 

com cerca de 1.000 UFP por placa de Petri (adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.6.2- Transferência e fixação de DNA recombinante de fagos à membrana 

de nitrocelulose 

 

 Membranas de nitrocelulose umedecidas foram colocadas sobre as placas por 1 a 2 

min e perfuradas assimetricamente com agulha para permitir posterior orientação. Em 

seguida, as mesmas foram banhadas uma vez durante 1 min em solução de desnaturação e 2 

vezes durante 5 min em solução de neutralização. O DNA viral foi fixado ao suporte sólido 

por uma exposição a 120 mJ de luz ultravioleta em um forno Stratalinker UV - Crosslinker 

(Stratagene) (Ramalho-Ortigão, 2001). 
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3.6.3- Hibridações 

 

 Um fragmento de aproximadamente 420 pb foi amplificado por PCR a partir de um 

clone que continha a região 3´ do cDNA Llchit1A (Ramalho-Ortigão, 2001). Os 

oligonucleotídeos empregados foram Quit His F e Quit His R (seção 3.12). O fragmento 

amplificado foi marcado com α
32

P-dATP através do emprego de oligonucleotídeos 

randômicos (Kit Megaprime
®

 DNA Labelling Systems – Amersham LifeScience). 

Imediatamente antes do uso, as sondas foram fervidas por 5 min e colocadas rapidamente no 

gelo até serem transferidas para a solução de hibridação (Ramalho-Ortigão, 2001). 

 As membranas contendo DNA recombinante dos fagos foram bloqueadas a 55ºC com 

a solução de QuickHyb (Stratagene) por 1 h e a hibridação foi feita com a mesma solução e 

temperatura por 1,5 h. Ao final da hibridação as membranas foram lavadas 1 vez com SSC 1X 

– SDS 0,5% (p/v) à temperatura ambiente por 10 min, 3 vezes com a mesma solução à 

temperatura de 55ºC por 30 min e exposta a filme radiográfico (X-OMAT XAR-5, Kodak) a  

-70ºC (Ramalho-Ortigão, 2001). 

 

3.6.4- Isolamento de clones positivos 

 

Clones reconhecidos pela sonda de quitinase marcaram o filme radiográfico e as 

respectivas placas de lise foram transferidas com uma pipeta Pasteur da placa de Petri para um 

tubo de 1,5 mL contendo 1 mL de SM e 1 gota (aproximadamente 50 µL) de clorofórmio 

(Ramalho-Ortigão, 2001). Este material foi replaqueado e re-isolado. 

 

3.7- Amplificação da população de bacteriófagos 

 

Para amplificar as populações de fagos foram feitos plaqueamentos com um grande 

número de placas confluentes que permitiam somente a visualização de pequenas ilhas de 

bactérias remanescentes. Neste caso as placas de Petri foram colocadas a 37ºC por 16 h na 

posição invertida (com a tampa para cima). Após o crescimento as mesmas receberam 5 mL 

de SM e foram postas em um agitador orbital por 4 h a 50 RPM na temperatura ambiente. O 

SM contendo a população de vírus foi transferido para um tubo cônico de 50 mL de 

polietileno e 0,1 mL de clorofórmio por placa inicial foi adicionado. Este material foi 

brevemente agitado em um vortex e centrifugado a 4.000 FCR, por 10 min e 4ºC para a 

retirada do debris celular. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cônico de 50 mL 
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de polietileno, recebeu 1 gota de clorofórmio (aproximadamente 50 µL) por placa inicial e foi 

armazenado a 4ºC. As amplificações feitas por este método geralmente ficam com 

concentrações entre 10
9
 e 10

10
 UFP/mL. As novas populações virais foram tituladas para 

determinação exata da concentração de UFP (adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.8- Preparação de DNA de bacteriófago em larga escala 

 

 3.8.1- Infecção com alta taxa de rendimento 

 

Uma colônia de XL1-blue foi inoculada em 5 mL de meio de cultura NZY sob a 

agitação de 200 RPM a 37ºC, durante 16 h. Um mL da cultura foi transferido para um 

Erlenmeyer de 1 L contendo 250 mL de meio de cultura NZY previamente aquecido a 37ºC. 

Este material foi mantido com agitação constante a 37ºC por aproximadamente 3,5 h até que a 

DO600 de 0,5 fosse atingida. Neste momento foram adicionados 10
10 

UFP à cultura, que em 

seguida foi mantida sob agitação a 37ºC até aparecer debris celular, cerca de 3-5 h após a 

infecção. Por último foram adicionados 5 mL de clorofórmio para promover a lise das 

bactérias remanescentes (adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.8.2- Purificação de bacteriófagos por Cloreto de Césio 

 

A cultura lisada durante a infecção com alta taxa de rendimento (item 3.8.1) foi 

incubada à temperatura ambiente por 30 min com DNAse 1 e RNAse A em uma concentração 

final de 1 µg/mL de cada. Após precipitação por 1 h no gelo com NaCl na concentração de 1 

M, o material foi centrifugado por 10 min a 11.000 FCR e 4ºC. Ao sobrenadante foi 

adicionado PEG 8.000 para a concentração final de 10% (p/v). Após outra precipitação de 1 h 

em água com gelo, o material foi centrifugado por mais 10 min a 11.000 FCR e 4ºC. O novo 

sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo os fagos foi ressuspenso em 4 mL de 

SM e transferido para um tubo cônico de 15 mL de polietileno. Uma alíquota de 2,5 mL de 

clorofórmio foi adicionada ao material que foi então centrifugado a 3.000 FCR. A fase aquosa 

foi separada e colocada sobre um gradiente de CsCl previamente preparado em um tubo de 

polipropileno Beckman SW 41 nas concentrações de 1,45 g/mL, 1,50 g/mL e 1,70 g/mL. O 

material foi centrifugado a 22.000 RPM por 2 h no rotor Beckman SW 41 e os fagos foram 

coletados na interface 1,45 g/mL e 1,5 g/mL (adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 



MATERIAIS E MÉTODOS 

 39 

3.8.3- Extração de DNA de bacteriófago 

 

O CsCl foi removido por diálise feita através de duas lavagens por 1 h à temperatura 

ambiente com 1 L de tampão em cada. O capsídio do fago foi rompido através de uma 

incubação por 1 h a 56ºC com 0,5% (p/v) de SDS, 20 mM de EDTA e 50 g/mL de 

proteinase K. O DNA foi purificado por uma extração fenol/clorofórmio feita em 3 etapas. 

Após a incubação a 56ºC o material recebeu 1 volume de fenol equilibrado e foi centrifugado 

por 5 min a 3.000 FCR. A fase aquosa foi separada, acrescida de 1 volume de 

fenol/clorofórmio (1:1) e centrifugada a 3.000 FCR por 5 min. A fase aquosa foi novamente 

separada e submetida à centrifugação de 3.000 FCR por 5 min na presença de 1 volume de 

clorofórmio. Por último o DNA foi precipitado da fase aquosa obtida na última centrifugação 

por adição de NaAc numa concentração final de 0,3 M e 2 volumes de etanol. Este material 

foi então centrifugado a 12.000 FCR por 10 min e o precipitado obtido foi lavado com etanol 

70% (v/v). Após ser seco a temperatura ambiente, o DNA foi dissolvido em 500 L de 

tampão TE pH 7,6 (adaptado de Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.9- PCR a partir do clone genômico de quitinase 

 

 O DNA do clone genômico de quitinase em EMBL3 foi preparado de acordo com o 

protocolo de extração de DNA do bacteriófago (seção 3.8.3) e 0,3 µL foi usado como DNA 

molde para amplificações por PCR com Kits da Invitrogen
®
, Promega ou Stratagene. As 

condições de temperatura foram dadas em 35 ciclos nos quais a desnaturação era feita a 94ºC 

por 30 segundos, o anelamento dos oligonucleotídeos a 55ºC por 30 segundos e a extensão 

das moléculas a 72ºC por 1 minuto. Antes do início dos ciclos, foi feita uma desnaturação 

inicial a 94ºC por 3 minutos e, ao término das reações, uma extensão prolongada de 7 minutos 

a 72ºC. Na seção 3.12 são abordados os detalhes sobre a posição e seqüência dos 

oligonucleotídeos usados.  

 

3.9.1- PCR para amplificação da região entre os extremos codificantes do 

gene de quitinase LlChit1 

 

 As reações para amplificar a região entre os extremos codificantes do gene LChit1 

foram realizadas com o oligonucleotídeo Quit N F pareado com o oligonucleotídeo Quit His 

R (figura 3.1). O primeiro se anela à região imediatamente após o códon de iniciação (ATG) e 

o segundo se anela à região imediatamente anterior ao códon de parada (TGA). Estas reações 
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foram realizadas seguindo recomendações do fabricante do kit de PCR empregado e 

continham tampão para Taq polimerase sem magnésio a 1X, MgCl2 a 1,5 mM, dNTP a 0,2 

mM, oligonucleotídeos a 0,5 µM, 2,5 unidades de enzima e água milli-Q em uma quantidade 

suficiente para 25 µL. 

 

3.9.2- PCR para amplificação da região flanqueadora 5’ do gene LlChit1 a 

partir do clone genômico 

 

 As reações para amplificar a região flanqueadora 5’ presente no clone genômico foram 

feitas com o oligonucleotídeo EMBL3 F, desenhado a partir do braço esquerdo do vetor 

EMBL3, pareado com o oligonucleotídeo Quit G R, que se anela no início do primeiro éxon 

do gene LlChit1 (figura 3.1). 

As concentrações de quase todos os reagentes, assim como o volume reacional, foram 

os mesmos descritos na seção 3.9.1. A única variação foi que a concentração de MgCl2 foi 

alterada para 4 mM. 

 

3.9.3- PCR para amplificação das regiões internas do gene de LlChit1 e 

subcloná-lo fragmentado em vetor plasmidial 

 

 Quatro reações para amplificar regiões internas do gene LlChit1 foram feitas com os 

seguintes pares de oligonucleotídeos: 1- Quit N F e Quit int 6 R; 2- Quit int 5 F e Chit 2 R; 3- 

Quit His F e Quit int 3 R; 4- Quit int 2 F e Quit His R (figura 3.1). Estas reações foram 

realizadas com oligonucleotídeos na concentração de 0,2 µM, tampão a 1X contendo 1,5 mM 

de Magnésio, dNTP a 0,5 µM, 1,25 unidades de Taq DNA polimerase e água milli-Q em uma 

quantidade suficiente para 50 µL. Os produtos foram purificados e clonados em vetor 

plasmidial (item 3.1). 

 

3.10- PCR após transcriptase reversa (RT-PCR) 

3.10.1- Síntese de cDNA 

 

A primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada com o emprego do kit 

SuperScript
®
 III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen

®
), de acordo com 

recomendações do fabricante. A massa de RNA total utilizada por reação foi 1 µg e os 

iniciadores empregados foram oligonucleotídeos poli-T (oligo d-T). Os tubos contendo cDNA 

foram estocados a -20ºC. 
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3.10.2- RT-PCR para amplificação dos produtos do gene LlChit1 

 

As reações foram feitas com 0,4 µM de cada oligonucleotídeo, 2,5 mM de MgCl2, 0,2 

a 1 mM de dNTP, 1 µL do cDNA diluído 10 vezes, 2 U de enzima GoTaq
®
 DNA Polimerase 

(Promega), tampão reacional na concentração de 1 X e água milli-Q suficiente para atingir um 

volume reacional de 25 µL. Para amplificar a região 3’ dos produtos do gene LlChit1 foi 

utilizado o par de oligonucleotídeos Quit His F e Quit His R. Para amplificar o quadro aberto 

de leitura (ORF – open reading frame) completo dos produtos do gene LlChit1 foi utilizado o 

oligonucleotídeo senso Quit N F pareado com o antisenso Quit His R (figura 3.1). As 

amplificações foram feitas em um termociclador programado para desnaturar a dupla fita de 

DNA por 45 seg a 94ºC, permitir o anelamento dos oligonucleotídeos por 45 seg a 55ºC e 

estabilizar a temperatura por 2 min a 72ºC para extensão das novas fitas. Este ciclo foi 

repetido por 35 vezes após um aquecimento prévio de 5 min a 94ºC para ativar a enzima. Em 

algumas reações para amplificar a região 3’ dos produtos do gene LlChit1, foi utilizado um 

tempo de extensão reduzido de 45 seg. Os produtos amplificados foram visualizados em géis 

com um percentual de agarose que variou de 1 a 2%. A enzima Platinum
®
 Taq DNA 

Polymerase High Fidelity-PCR (Invitrogen
®
) foi empregada nas reações feitas com o intuito 

de amplificar o ORF completo para posterior clonagem. 

Reações controles para amplificar o cDNA codificante para histona foram feitas em 

paralelo às reações para amplificar os produtos do gene LlChit1. 

 

3.10.3- RT-PCR para testar atividade promotora 

 

 Com o intuito de determinar o sítio de origem de transcrição dos produtos do gene 

LlChit1, foram feitas reações com os oligonucleotídeos sensos Quit prom 1 e Quit N F 

pareados com o oligonucleotídeo antisenso Quit cat R (figura 3.1). As condições reacionais 

ensaiadas foram as mesmas descritas na seção 3.10.2. 

 

3.11- PCR a partir de cDNA de formas de splicing clonadas 

 

A fim de confirmar o padrão de splicing dos produtos do gene LlChit1, foram feitas 

reações para amplificar a região 5’e 3’ dos clones. A tentativa de amplificação da região 5’ foi 

feita com os oligonucleotideos senso Quit N F pareado com os oligonucleotídeos antisensos 

Quit RNA R2 e Quit int 6 R (figura 3.1). Para a amplificação da região 3’ dos clones, as 
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reações foram feitas com o par de oligonucleotídeo Quit His F e Quit His R. As condições 

reacionais ensaiadas foram as mesmas descritas na seção 3.10.2. 

 

3.12- Oligonucleotídeos 

 

A posição aproximada de anelamento de 15 oligonucleotídeos é mostrada na figura 3.1 

e a seqüência dos mesmos é exposta nas tabelas 3.1 e 3.2. 

O nome Chit1.2 R foi utilizado para o oligonucleotídeo que antes havia sido intitulado 

de Chit2 R (Ramalho-Ortigão, 2001). O obejtivo foi diferenciá-lo do oligonucleotideo anti-

senso desenhado a partir do gene LlChit2. 

Os 2 oligonucleotídeos utilizados na metodologia de PCR invertida e os 8 usados na 

PCR a partir de DNA genômico de células LL5 para amplificar seqüências codificantes para 

possíveis quitinases e proteínas similares a quitinases são abordados nas seções 3.22 e 3.25, 

respectivamente. 

Os oligonucleotídeos desenhados para amplificar o cDNA de histona (Telleria, 2007) 

são mostrados na tabela 3.3. 

 

 

 

Figura 3.1) Esquema mostrando a posição aproximada de anelamento dos oligonucleotídeos 

sobre a seqüência do clone genômico. 
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Tabela 3.1 – Oligonucleotídeos senso (a numeração refere-se à legenda da figura 3.1) 

Nome  Seqüência (5’-3’) 

 1. EMBL3 F CGT GAA AGG TAG GCG G 

 3. Prom 1 F TGT TCT CTC ACT GGG GG 

 5. Quit N F ATG AAG ACG TTG GTG TTT CTG 

 7. Quit int 5 F CCG CTG ATG CCA CTG C 

 9. Quit His F ACA AAG AAC GAT CAG T 

11. RT Chit1 F TTG TGT GGT CCA TTG AAA CAG ATG A 

13. Quit int 2 F CTA CGA AAG CAG GAA G 

 

 

Tabela 3.2 – Oligonucleotídeos anti-senso (a numeração refere-se à legenda da figura 3.1) 

Nome  Seqüência (5’-3’) 

 2. Quit G R AAG GCG ACA CAC AGA AAC AC 

 4. Quit cat R CGT TGT GCT GGA TAC TC 

 6. Quit int 6 R ATC CGT GTA AAT CGT A 

 8. Quit RNA R2 CTC GAG CAT GAT CCG TGT AAA T 

10. Chit1.2 R ACT CCA CAA AGA ACG ATC 

12. Quit int 3 R TCG CTA AAT CCC CTA A 

14. RT Chit1 R CGC AAA GTG GTT TTA TTT TCC GTA 

16. Quit His R TCA GCA TTG CAC TAT ATG GGG CCA 

Tabela 3.3 – Oligonucleotídeos senso e anti-senso para Histona 

Nome  Seqüência (5’-3’) 

His F GAA AAG CAG GCA AAG ACT CC 

His R GAA GGA TGG GTG GAA AGA AG 
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3.13- Purificação de produtos de PCR para posterior clonagem em vetor 

plasmidial ou seqüenciamento direto 

 

As extrações foram realizadas com o emprego do kit Wizard
®
 SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega), conforme recomendações do fabricante. Aproximadamente 10 a 40% 

do volume reacional de cada PCR foi corrido em eletroforese para uma visualização inicial. O 

volume restante das reações que amplificaram produtos inesperados foi corrido em 

eletroforese e os fragmentos foram extraídos separadamente a partir de pedaços cortados do 

gel de agarose. O volume restante das reações que amplificaram produtos únicos foi 

diretamente purificado sem ser aplicado em gel. Quando possível, a purificação direto da PCR 

foi preferencialmente feita para evitar exposição do DNA amplificado à luz ultravioleta do 

transiluminador. Após a purificação, um décimo do volume final das amostras purificadas foi 

corrido em eletroforese e o DNA foi quantificado por densitometria. 

 

3.14- Ligação de produtos de PCR a vetor plasmidial 

 

Após visualização em gel de agarose, os fragmentos amplificados por PCR que seriam 

clonados foram purificados e ligados ao vetor pGEM
®
-T Easy (Promega) (figura 3.2). As 

reações de ligação foram feitas de acordo com recomendações do fabricante em um volume 

reacional de 10 µL. 

 

 

Figura. 3.2) Mapa do plasmídeo pGEM
®
-T Easy (Promega). 
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3.15- Transformação de células competentes 

 

 Alíquotas de 2 e 8 µL das reações de ligação foram incubadas com células 

competentes DH5α por 30 min no gelo. Imediatamente após esta incubação, foi feito um 

choque térmico em banho-maria a 42ºC por 1 min. Em seguida as bactérias receberam 250 µL 

de meio de cultura LB e foram agitadas a 200 RPM por 1 h a 37ºC. Por último, o material foi 

plaqueado sobre placas de LB ágar contendo ampicilina, X-gal e IPTG. 

 

3.16- Preparação de DNA plasmidial por fervura 

 

 Cada colônia branca das placas de transformação foi transferida para um tubo de 

cultura com 3 mL de meio LB com 100 µg/mL de ampicilina e incubada com agitação de 200 

RPM a 37ºC por uma noite. A cultura foi centrifugada a 14.000 RPM por 1 min em 

microcentrífuga e ressuspensa com auxílio de um Vortex em 400 µL da mistura de STET, 

lisozima a 1 mg/mL e RNase A a 2,5 µg/mL. O material foi fervido por 2-3 min e 

centrifugado a 14.000 RPM por 15 min imediatamente. O precipitado foi removido com um 

palito e o sobrenadante foi incubado por 2 min com 400 µL de isopropanol à temperatura 

ambiente. Depois de centrifugado a 14.000 RPM por 15 min, o novo sobrenadante foi 

descartado e o DNA foi lavado com etanol 70%, seco por aproximadamente 15 min a 37ºC e 

ressuspenso em 35 µL de água milli-Q. 

 

3.17- Digestão com enzimas de restrição para confirmar a ligação dos 

produtos de PCR ao vetor plasmidial 

 

 Alíquotas de 2 µL dos plasmídios preparados por fervura (seção 3.16) foram 

submetidas a uma digestão com 4 U da enzima Eco RI (BioLab e Fermentas) por 1-2 h a 

37ºC, de acordo com recomendações do fabricante. O inserto foi visualizado através de 

eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). 

 

3.18- Eletroforese em gel de agarose 

 

 A maior parte das eletroforeses foram realizadas em gel de 11x14 cm, com 1 a 2% 

(p/v) de agarose e 0,5 µgmL de brometo de etídio (C21H2OBrN3), em tampão TAE 1X a 50 

mA. Após a corrida, os géis foram visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados 
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com uma câmera digital. Os fragmentos de DNA foram comparados a marcadores de peso 

molecular X, -Hind III e 100 pb DNA Ladder (Life Technology
® 

e Fermentas). Sempre que 

necessário, as imagens dos géis foram utilizadas para uma quantificação relativa do DNA por 

densitometria utilizando o programa Image Processing and Analysis in Java (ImageJ) 

disponível no sítio do ―National Institutes of Health‖ (NIH – EUA) (http://rsbweb.nih.gov/ij/) 

 

3.19- Seqüenciamentos 

 

Fragmentos amplificados por PCR e clonados em plasmídio foram seqüenciados com 

os oligonucleotídeos T13 senso e antisenso que se anelam neste vetor. Fragmentos maiores 

que 800 pb também foram seqüenciados com oligonucleotídeos internos que se anelam 

diretamente na região amplificada por PCR. 

Para iniciar o seqüencimento do gene LlChit1, foram preparadas reações diretamente a 

partir do DNA do clone genômico e a partir do produto amplificado por PCR como descrito 

na seção 3.9.1. Nestas reações de seqüenciamento foram utilizados os oligonucleotídeos Quit 

N F, Quit int 5 F, Quit His F, Quit int 2 F, Quit int 6 R, Chit1.2 R, Quit int 3 R e Quit His R. 

Posteriormente, fragmentos amplificados como descrito na seção 3.9.3 foram clonados e 

seqüenciados com oligonucleotídeos que se anelam no vetor plasmidial. 

 Os seqüenciamentos foram realizados na Plataforma de Seqüenciamento 

PDTIS/FIOCRUZ, em um seqüenciador ―3730 DNA Analyzer‖ (Applied Biosystems
®
). 

 

3.20- Análise de seqüências 

 

3.20.1- Análises preliminares dos resultados do seqüenciamento 

 

 As seqüências foram inicialmente analisadas com o emprego dos programas PHRED e 

VecScreen disponibilizados através dos recursos da Plataforma de Seqüenciamento 

PDTIS/FIOCRUZ. Após retirada das regiões de baixa qualidade ou correspondentes ao vetor 

usado nas clonagens, as seqüências contíguas foram montadas com o auxilio do programa 

CAP3 (Huang e Madan, 1999). 
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3.20.2- Análises de seqüências do gene LlChit1: identificação das regiões de 

splicing e possíveis seqüências regulatórias do promotor 

 

A identificação de íntrons e éxons do gene LlChit1 foi feita com o emprego do 

programa BlastN (McGinnis e Madden, 2004) para comparar seqüências de cDNA com a 

seqüência do clone genômico e possíveis sinais de splicing foram identificados manualmente. 

A análise de possíveis promotores mínimos nas regiões flanqueadoras do gene LlChit1 

foi feita com o emprego do programa 1999 Neural Network Promoter Prediction (NNPP) 

versão 2.2, disponível no sítio do Berkeley Drosophila Genome Project 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). A identificação de possíveis elementos 

reconhecidos por fatores de transcrição foi feita através da comparação das seqüências obtidas 

com o banco de dados TransFAC (Wingender et al. 1996) (Wingender, 2008). 

 

3.20.3- Análises das seqüências de aminoácidos 

 

A tradução das seqüências obtidas a partir do gene LlChit1 codificantes para proteína 

foi feita com o programa Translate Tool disponível no sítio do ExPASy Proteomics Server 

(http://www.expasy.ch/tools/dna.html). A análise de domínios conservados foi feita com os 

programas SMART (Letunic et al., 2009), InterPROscan (Hunter et al., 2009), sinalP 3,0 

(Olof et al.,  2007) e CDD (Marchler-Bauer et al., 2009). Alinhamentos globais de seqüências 

de proteína foram feitos com o programa ClustalW2 (Larkin et al., 2007). 

 

3.21- Southern blot e PCR com DNA do clone genômico para confirmar 

número de cópias do gene LlChit1 

 

 O DNA do clone genômico foi digerido com as enzimas Bgl II, Eco RI, Hind III, Pvu 

II, Pst I e Sal I. Os fragmentos obtidos com a digestão foram resolvidos por eletroforese em 

gel 1% e submetidos à uma transferência por capilaridade com tampão SSC 10X durante 16 h 

(adaptado de Sambrook e Russel, 2001). Durante esta etapa o DNA foi passado a uma 

membrana de ―nylon‖ (Hybond-N) e a fixação do mesmo a este suporte sólido foi feita como 

descrito na seção 3.6.2. A hibridação foi feita como descrito na seção 3.6.3. 

 Duas PCRs foram feitas com emprego dos oligonucleotídeos RT Chit1 F e R (figura 

3.1), utilizando DNA do clone genômico e de células LL5 como molde. As condições de 

temperatura foram dadas em 35 ciclos, onde a desnaturação foi feita a 94ºC por 45 seg, o 

anelamento dos oligonucleotídeos foi feito 60ºC por 45 seg e a extensão das novas fitas foi 
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feita a 72ºC por 2 min. Antes do começo da reação foi realizado um aquecimento a 94ºC por 5 

min e ao termino a 72ºC por 15 min. As reações foram feitas com 0,4 µM de cada 

oligonucleotídeo, 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 2 U de enzima GoTaq
®
 DNA 

Polimerase (Promega), tampão reacional na concentração de 1 X e água milli-Q suficiente 

para atingir um volume reacional de 25 µL. 

 

3.22- PCR invertida 

 

 Após o seqüenciamento da região do clone genômico correspondente ao gene de 

quitinase e região flanqueadora 5’, foi empregada a metodologia de PCR invertida (Takagi et 

al., 1992) para amplificar regiões a montante do gene LlChit1 não clonadas (figura 3.2). Uma 

amostra de DNA genômico preparada a partir de células LL5 foi digerida com 4 unidades de 

EcoRI por aproximadamente 4 horas a 37ºC. O DNA digerido foi empregado em uma reação 

de ligação na qual a sua concentração estava de acordo com a proporção de 25 ng para 100 µL 

de volume reacional. Nesta condição de concentração é favorecida a auto-ligação de 

fragmentos gerados pela digestão formando círculos de DNA em detrimento da formação de 

concatameros. A ligação foi feita com 3 U de T4 DNA ligase a 16ºC por cerca de 16 horas. 

Um µL da reação de ligação foi utilizado em uma PCR com os oligonucleotídeos invCHTR 

(5’ TTC.TAT.TGG.GTT.GTC.CTA.CAA.TG 3’) e PCht476F (5’ CAG.ACT.CGA.GCC. 

AAT.AGA.ATT.TAT.CCA.ATG.AC 3’). Estes oligonucleotídeos foram desenhados a 

montante de um sítio de Eco RI revelado a partir de seqüências do clone genômico (figura 

3.2). As condições de temperatura foram dadas em 35 ciclos nos quais a separação de fitas foi 

feita a 94ºC por 45 seg, o anelamento dos iniciadores foi realizado a 55ºC pelo mesmo 

intervalo de tempo e a dupla fita foi estendida a 72ºC por 2 min. Foi empregada a enzima 

Platinum
®
 Taq DNA Polymerase High Fidelity-PCR (Invitrogen

®
) em um meio reacional que 

continha 0,4 µM de cada oligonucleotídeo, 2,5 mM de MgCl2, 0,4 mM dNTP, tampão 

apropriado a 1 X e água milli-Q suficiente para atingir um volume final de 25 µL. Produtos 

amplificados foram clonados e seqüenciados. 
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Figura. 3.3) Esquema mostrando estratégia de PCR invertida baseada em sítio de Eco RI 

seqüenciado a partir do extremo 5’ do clone genômico. 
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3.23- Busca por seqüências de genes ortólogos de quitinase em banco de 

dados de EST de L. longipalpis e P. papatasi 

 

 Seqüências de cDNA de L. longipalpis e P. papatasi depositadas no GenBank (NCBI) 

foram baixadas e posteriormente agrupadas com o programa CAP3. Os grupos de seqüências 

contíguas e os ―singlets‖ foram traduzidos com o programa transeq (EMBOSS) nas 6 

possibilidades de janela de leitura, produzindo dois bancos de dados de seqüências de 

aminoácidos, um para cada espécie. Estes últimos foram sondados com o emprego do 

programa HMMER 2.3.2 (Durbin et. al., 1998) e o arquivo HMM-Pfam Glyco_hydro_18 

(identificador PF00704) coletado do banco de dados de famílias de proteína do ―Wellcome 

Trust Sanger Institute‖ (Finn et al., 2008). Pfam é um banco de dados de alinhamentos 

multiplos e ―modelos escondidos de Markov‖ (HMM) de domínios conservados em famílias 

de proteína (Bateman et al., 1999). Neste trabalho o termo Pfam também é utilizado para 

mencionar o arquivo HMM baixado deste banco de dados. 

 

3.24- Filogenia de genes de quitinase 

 

Seqüências primárias de possíveis quitinases e a proteínas similares a quitinases de 

insetos foram extraídas do GenBank com base nos estudos filogenéticos feitos por Zhu et al. 

(2008a). O nome, espécie de origem e identificar no GenBank referentes a cada uma destas 

seqüências são mostrados no anexo I. Seqüências de possíveis quitinases e proteínas similares 

a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi anotadas a partir de EST depositadas no GenBank 

foram adicionadas às análises. 

Através da utilização do programa SMART foram selecionadas regiões destas 

seqüências correspondentes ao domínio catalítico de quitinases. Alinhamentos múltiplos com 

as seqüências correspondentes aos domínios catalíticos foram feitos com o emprego do 

programa ClustalW2. Árvores filogenéticas foram montadas com o emprego do programa 

MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007). 
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3.25- PCR a partir de DNA genômico de células LL5 para amplificar 
seqüências codificantes para possíveis quitinases e proteínas similares 
a quitinases 
 

 Quatro PCRs a partir de DNA genômico extraído de células LL5 foram feitas com 

oligonucleotídeos desenhados com base nas seqüências de EST de L. longipalpis codificantes 

para possíveis quitinases e proteínas similares a quitinases. A seqüência destes 

oligonucleotídeos é mostrada na tabela 3.4. Estas reações foram feitas com 2 U de enzima 

GoTaq
®
 DNA Polimerase (Promega), 0,4 µM de cada oligonucleotídeo, 2,5 mM de MgCl2, 

0,2 mM de dNTP, tampão apropriado a 1 X e água milli-Q suficiente para atingir um volume 

final de 25 µL. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarore 1% (p/v). 

 

 

 

Tabela 3.4 – Oligonucleotídeos desenhados com base nas seqüências de EST de L. 

longipalpis codificantes para proteínas similares a quitinases. 

Nome do gene Nome do Oligonucleotídeo Seqüência (5’-3’) 

LlChit2 

 

Cht2F CCC CGA AGA ACG GAA GAT 

Chit2R GCA GCC TTC CCT TGA CAT A 

LlChit3 

 

Cht3F AGG GTG GCT GGA CTA CTG T 

Chit3R CGG GCA TAT CCG GTC TTT 

LlIGDF 

 

IGDFF CGA GGA GCA CAA GGA GGA A 

IGDFR CCC AGT GAT GCC CGA AT 

LlChit10 

 

Cht10F CAC GGG CAT TGG GAT AA 

Chit10R TTC CTG CGG ACT TCA CTC A 
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IV- RESULTADOS 
 

4.1- Isolamento e seqüenciamento de um clone genômico contendo o gene 

codificante para quitinase 

 

 Com o intuito de estudar seqüências envolvidas no mecanismo de controle gênico que 

regula a expressão da quitinase em fêmeas adultas após a alimentação sanguínea, foi 

inicialmente feita uma sondagem de uma biblioteca genômica de L. longipalpis. Esta 

biblioteca foi feita anteriormente com DNA de células LL5 durante a tese de doutorado de 

Ramalho-Ortigão (2001). Um fragmento de PCR com aproximadamente 430 pb, 

correspondente ao extremo 3’ do cDNA de quitinase LlChit1A, codificante para a quitinase 

encontrada em fêmeas adultas alimentadas com sangue (Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö et 

al. 2003), foi marcado radioativamente e utilizado como sonda. Isso possibilitou o isolamento 

do clone BGLl 5.1.3 que continha o gene de interesse. Esse clone, posteriormente renomeado 

para LlChit1G, foi re-isolado três vezes até que todos os ―plaques‖ transferidos para a 

membrana de nitro-celulose foram reconhecidos pela sonda usada na hibridação (figura 4.1). 

 

 

 

Figura. 4.1) Auto-radiografia do experimento de hibridação que possibilitou o isolamento do 

clone genômico de quitinase – LlChit1G. 
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4.2- Amplificação por PCR e seqüenciamento do gene contido no clone 

genômico Llchit1G 

 

Um fragmento de 3.867 bp foi amplificado a partir do clone LlChit1G usando 

oligonucleotídeos que se anelam nos códons de iniciação e de parada do cDNA. Na figura 4.2 

é mostrado um gel de agarose 1% (p/v) com o produto amplificado a partir do LlChit1G. 

Comparando o tamanho deste fragmento com os 1.422 pb do cDNA LlChit1A, foi possível 

prever a existência de íntrons antes de se iniciarem os seqüenciamentos (figura 4.2). 

Aproximadamente, 75% da região entre os extremos codificantes foram seqüenciados a partir 

deste fragmento amplificado por PCR. Todas as tentativas de seqüenciamento com reações 

feitas diretamente a partir do DNA do clone genômico não foram bem sucedidas. 

 

 

Figura 4.2) Amplificação por PCR do gene de quitinase a partir do clone genômico 

LlChit1G. 

 

Para finalizar os sequenciamentos, quatro regiões do gene de quitinase foram 

amplificadas por PCR a partir do clone LlChit1G (figura 4.3), sub-clonadas em vetor pGEM 

T-easy e seqüenciadas com oligonucleotídeos que se anelam no plasmídio. Com a seqüência 

completa do gene (figura 4.3) foi possível identificar 4 íntrons que interrompem a região 

codificante do cDNA LlChit1A. A região flanqueadora 5’ presente no clone genômico foi 

amplificada utilizando-se oligonucleotídeos que se anelam no vetor da biblioteca genômica e 

no primeiro éxon do gene (figura 4.4). Esta reação amplificou um fragmento de 550 pb que 

também foi clonado e seqüenciado, indicando a existência de regiões reguladoras logo a 

montante do primeiro éxon (item 4.3). Este fragmento contém 499 pb correspondentes a 

região flanqueadora 5’ e 51 pb a jusante do códon de iniciação do gene. 
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Figura 4.3) Esquema mostrando os fragmentos amplificados por PCR para subclonar em 

vetor plasmidial o gene de quitinase LlChit1 e sua região flanqueadora 5’. A numeração dos 

oligonucleotídeos corresponde à usada na figura 3.1. 

 

Na figura 4.4 é mostrada a seqüência dos 5 éxons que codificam a cadeia primária de 

aminoácidos do LlChit1A e os 4  respectivos íntrons. No início e final de cada íntron foram 

encontrados os dois pares de nucleotídeos que são amplamente conservados na sinalização de 

splicing: GT no sítio doador e AG no sítio aceptor. 

O primeiro éxon do gene de quitinase codifica para uma seqüência de 20 aminoácidos 

que, de acordo com o programa sinalP 3,0, possui uma probabilidade de 0,998 de ser um 

peptídeo sinal. Conforme análises feitas com o mesmo programa, a ligação entre os 

aminoácidos 19 e 20 tem uma probabilidade de 0,618 de ser um sítio de clivagem permitindo 

a retirada do peptídeo sinal da proteína madura. 

Como evidenciado na figura 4.4, o domínio catalítico da família 18 de glicosídio 

hidrolases, característico das quitinases de insetos, é codificado pelos éxons 2, 3 e 4. Essa 

família de proteínas possui um núcleo catalítico definido por 9 aminoácidos (PROSITE 

acesso PS01095) que correspondem ao padrão: [LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]-[DN]-

[LIVMF]-[DN]-x-E (onde x corresponde a qualquer um dos 20 aminoácidos naturais). No 

gene LlChit1 este núcleo catalítico é representado pelos aminoácidos F, N, G, L, D, V, D, W e 

E (posição 138 a 146) codificados pelo terceiro éxon. 

 O quinto e último éxon do gene de quitinase codifica para a seqüência da proteína 

correspondente ao domínio de ligação à quitina (figura 4.4). Essa região é separada da porção 

codificante para o domínio catalítico de glicosídio hidrolase pelo maior dos quatro íntrons, 

que possui 1464 pb. Na seqüência de aminoácidos codificada por este éxon podemos 

identificar 6 cisteínas conservadas pertencentes ao domínio de ligação à quitina. A análise 

destes resíduos conservados é abordada no item 4.6. 
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       M  K  T  L  V  F  L  C  V  A  L  S  I  L  G  L  A  V  T* E  20 

    1 atgaagacgttggtgtttctgtgtgtcgccttatcaattttgggcttggcagtaactgaa 

   61 aGTgagagtgtttttttttcttcgtgtgatatataattttgtgacgcaaattcttcattt 

                  K  K  I  V  C  Y  H  G  T  W  S  Y  Y  R  Q  G   36 

  121 ttttacgtatAGaaaaaattgtctgctatcacggtacgtggtcctactaccggcagggaa 

      N  G  K  F  G  V  A  Q  I  D  P  F  L  C  T  H  L  V  Y  T   56 

  181 atggaaaattcggagtagcacaaattgatccattcctctgtacgcatttggtttatacgt 

      F  F  G  I  S  S  D  G  G  I  R  N  L  D  P  Y  L  D  L  D   76 

  241 ttttcgggatttcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatg 

      E  N  Y  G  L  G  N  I  R  K  F  N  E  L  K  K  V  N  P  K   96 

  301 agaactacggccttgggaatataagaaaattcaatgaactcaagaaagttaatcccaaat 

      L  K  T  I  A  G  V  G  G  W  N  E  G  S  V  T  F  S  Q      115 

  361 tgaagacaatcgccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcagGTca 

  421 gtgaaacagatctcacgatttttaagaagatttcattttgagactttttcctctattAGg 

      V  V  N  D  P  R  K  R  Q  N  F  V  K  N  S  L  E  F  L  K   135 

  481 tcgtcaatgatccacgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaa 

      K  Y  N  F  N  G  L  D  V  D  W  E  Y  P  A  Q  R  G  G  N   155 

  541 aatacaattttaatggtcttgacgttgactgggagtatccagcacaacgtggagggaatc 

      Q  D  K  D  K  E  A  Y  T  L  L  L  K  E  L  S  E  F  L  H   175 

  601 aggataaggataaggaagcctacactctcctcctcaaggaactctcggaattcctacatc 

      P  K  G  Y  S  L  S  A  A  V  A  S  A  E  F  S  A  K  I  S   195 

  661 ctaaaggctacagcctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagctaagatctctt 

      Y  N  I  A  E  V  S  K                                       203 

  721 acaacatcgctgaggtttcaaaGTaagttcaaaggaattttttagggaagattgggctaa 

  781 agctattcaaatgagtatgaaaaaatggaaaattaattaaaatttgctttaaaaacattt 

  841 tttgcaaggtttgagaacagtttttgttcaaaaatttaagatctaaagaccgtaaaaaat 

  901 caaaatcccaataattaataaatttgggaaagtaatttattcataaaaacttaattttac 

  961 actcaaagctttcttaaataattcattttttcccttaattttttttccaacttcaaacat 

 1021 tgaaaaggacgcgttcgcaattttttcacaaagatttgtttccacaaattttaaattttc 

 1081 cggttatattgaaagctaaaattatcaatactaaaacttacttttcctatgtgttttgag 

 1141 agttaataggtcaggcacaaaaactcttcactgataatgaaaattccctttaatccaatg 

 1201 ccaacaatgctaagtcaagtggtcaccatcttattgaacttgacacaaatttaaatcaaa 

 1261 tattacacaaagggggcgctaattgtaccaaagcgcaaatggattgaattttaaaaagaa 

 1321 acgaataattataacgcccaaagtacaagaacagaaactttctcaagaatttcccgaatt 

 1381 tccttttgaaaatcaattttttgtgctgcaaatacttccagctcttcttatctttcctca 

 1441 agttcaagattaatatcaagagtctttggggattgtcttgtctgcaaaatatgactgaag 

                      Y  L  D  F  I  G  V  M  T  Y  D  L  H  G  S  218 

 1501 cacctctcttgcAGatatctggatttcattggggtaatgacgtatgatttacacggatca 

       W  D  P  K  I  G  N  N  A  P  L  Y  A  G  S  W  E  Q  T  E  238 

 1561 tgggatccaaagattgggaataatgcgccattgtatgcaggatcgtgggaacaaacggag 

       L  E  K  Q  L  N  V  D  A  A  I  K  Y  W  L  S  N  G  G  A  258 

 1621 cttgagaagcaattaaatgttgacgccgctataaagtactggctcagcaatggaggtgcc 

       P  E  K  L  L  L  G  V  P  L  Y  G  R  G  F  R  M  V  N  G  278 

 1681 cctgagaagctcctcctgggcgttccactgtacggtcgtggcttccgcatggttaatggt 

       Q  S  K  P  G  S  V  H  G  G  P  C  Q  A  G  P  Y  T  Q  T  298 

 1741 cagagtaaaccaggatccgttcacggagggccttgtcaggctgggccctacactcaaact 

       P  G  M  M  G  F  N  E  L  C  E  K  R  R  N  E  K  W  I  D  318 

 1801 cccggcatgatgggcttcaatgagctctgcgagaagcgtcggaatgaaaaatggattgat 

       F  W  D  D  E  Q  F  V  P  Y  S  T  K  N  D  Q  W  I  G  F  338 

 1861 ttctgggatgatgagcaatttgttccgtactccacaaagaacgatcagtggattggattt 

       D  D  E  K  S  I  K  F  K  S  N  Y  V  N  S  H  N  L  G  G  358 

 1921 gatgatgagaagagtataaaattcaaatcaaactacgtcaacagccacaatcttggtggg 
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       V  I  V  W  S  I  E  T  D  D  F  R  G  F  C  G  R  G  T  F  378 

 1981 gtgattgtgtggtccattgaaacggatgattttagaggattctgcggaagaggaactttc 

       P  L  L  K  E  L  N  A  S  L  L  G  N  N                    392 

 2041 ccactactcaaggagctcaatgcatccctccttggtaacaatGTgagtacctccaatgaa 

 2101 acagatcccgagatcatgtccctcctttccgcggagaggaagaaaacagcagcattgaag 

 2161 aaattcattcatgatttcttcttcaagaccttccagccaaagtatcagaaactcattcag 

 2221 ttcaatttactcaaagaaaaatatttttccgaaagcttcaccgaactctacggtacatac 

 2281 gttcaaatgctctcagacacatacaagagtgaaaatgatttataagcaggaattaagttt 

 2341 attttttctatacttaaccctttagcgtccaacgtgaaacactaaaacattgaaacatgc 

 2401 gctcttttatcgcgatttttattctatgaatttttttagaggacttttctcaatcagaac 

 2461 gtcttctttgaccccttatgcgtgaattggatgcatttgtaacatggaaaaacaattaca 

 2521 ttcttaaataattgaaaaaataaaatgtttcacgtttgggtcagcgtatgacccaaaaaa 

 2581 cgttaaaagggttaatttttgtgttttttttttattgagaaataagtatttatagtctct 

 2641 aatggattaatggtcataaatatacacttacttaatgcaatttacggaaaataaaatcac 

 2701 tttgcgcggatttcaagtgatttagcacttgagggcattcttcattggctgaaagggtgc 

 2761 aagctttgtttttttgctgcacttccggatatctacgaaagcaggaagagttaagtagag 

 2821 ttcaatttatcaatgcaaaaacaatatttaacgtaaattgcatgttttgcaactaatcgc 

 2881 atgacttataacaatcgctaaatcccctaaatggttctttttttaagatttaaataaaaa 

 2941 acttcgagctttgaaaacgcgagcataattgttaactgttgaaaagtttctctttaagct 

 3001 tttataagctgctttacacaacgctttatacctaaactgcaataaactctgagcctactg 

 3061 tcaaatcgggttacttttaaatatgaggggtcgattctctccaaaaatttcttttattct 

 3121 tttcttgtagactcgaaagggttaaaatgcacaaaacattcacactaatgctttgcgatg 

 3181 attttttttcacaaataatataattttatgcttcatccattaaaagagacaaaaaataca 

 3241 acagtgacgtcattgcttgtatttttaagcaaatatttgccggcttttgcatgctgattt 

 3301 ctagtagaaaaatttggggagtttcttaggcaatttctaatacttaatcaatcacatttt 

 3361 tttctatattgttctttcaaagattttgctcgaatcagaagttccccaatacaaaaatga 

 3421 ataaacttctttaatttaacgtttgaacacgaatcaaagaatctcattgtacaaaatttc 

 3481 acaatttatttattcttacaattaatttttgtattaaattaacatttaatccttttggtg 

             H  T  W  T  P  P  S  T  S  T  T  E  W  N  P  N  P  T  410 

 3541 ttgtAGcacacctggacacctccatcaacatcaaccaccgaatggaatcccaatccaacg 

       S  T  T  K  P  P  P  I  L  P  S  P  E (C) T  E  D  G  Y  F  430 

 3601 tccacaacgaaacctccaccaatcctcccaagtcccgaatgtaccgaagatggttacttt 

       R  D  P  N  D (C) S  I  F  H  Q (C) I  N  G  T  Q  Y  T  F  450 

 3661 agggatccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatataccttc 

       F (C) P  H  G  L  V  F  D  P  A  I  I  A (C) N  W  P  H  I  470 

 3721 ttctgcccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagcttgcaattggccccatata 

       V  Q (C) -                                                  473 

 3781 gtgcaatgctga 

  

 

 

Figura 4.4) Gene de quitinase LlChit1 seqüenciado a partir do clone genômico. Números do 

lado esquerdo indicam a posição dos nucleotídeos e números do lado direito indicam a 

posição dos aminoácidos codificados pelo RNA Llchit1A. *: possível sítio de clivagem do 

peptídeo sinal. Caracteres sublinhados: íntrons. Caracteres em maiúscula: dois nucleotídeos 

potencialmente implicados em splicing. Aminoácidos em vermelho: domínio catalítico 

conservado em glicosídeo hidrolases da família 18. Retângulo: núcleo catalítico deste 

domínio. Aminoácidos sublinhados: sítio de ligação à quitina. Parênteses: seis cisteínas 

conservadas. 
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4.3- Possíveis seqüências reguladoras encontradas a montante do gene 

LlChit1 

 

A metodologia de PCR invertida possibilitou a amplificação de um fragmento com 

1.134 pb que foi clonado e seqüenciado. Através deste procedimento foram revelados 771 pb 

à montante dos 499 pb da região flanqueadora 5’ presente no clone genômico LlChit1G. Ao 

todo foram seqüenciados 1.270 pb que antecedem o códon de iniciação do gene LlChit1. 

Por análise com o programa NNPP 2.2 foram encontrados 3 possíveis promotores 

mínimos que antecedem este gene. O termo ―promotor mínimo‖ é empregado para mencionar 

a região que poderia servir de ancoradouro para a RNA polimerase começar a transcrição, 

pois possui elementos como TATA-box, GC-box, CAAT-box e sítio de início de transcrição. 

Para averiguar quais promotores mínimos eram ativos, foram feitos experimentos de RT-PCR 

com 2 oligonucleotídeos senso (figura 4.5, números 3 e 5), pareados com um único 

oligonucleotídeo antisenso (figura 4.5, número 4). Os oligonucleotídeos 3 e 5 se anelam logo 

após o sítio de início de transcrição do segundo e terceiro promotores, respectivamente. O 

oligonucleotídeo 4 se anela dentro do núcleo catalítico da enzima, justamente a região com 

menor probabilidade de ser retirada do RNAm durante um splicing alternativo. Apenas a RT-

PCR com o oligonucleotídeo senso que se anela após sítio de início de transcrição do 

promotor 3 gerou produto, indicando a possível ausência de transcritos iniciados a partir dos 

promotores mínimos 1 e 2 em larvas do estádio L3 e fêmeas adultas 48 e 72 horas após a 

alimentação sanguínea (figura 4.5). A seqüência e posição destes promotores dentro da região 

flanqueadora 5’ seqüenciada são expostas na figura 4.6. 

Por comparação da seqüência desta região flanqueadora com o banco de dados 

TransFAC, foram identificados 8 possíveis elementos de transcrição (figura 4.6). Dois deles 

apresentam similaridade ao elemento reconhecido pelo fator E74 em Drosophila 

melanogaster (Urness e Thummel, 1990), que é induzido pela resposta à sinalização por 

ecdisona. Os seis demais apresentaram similaridade ao elemento reconhecido pelo fator Kr 

(Stanojević et al., 1989), também descrito em D. melanogaster.  

Na figura 4.7 é mostrada uma região de 53 pares de bases imediatamente a jusante do 

promotor mínimo 3 que é consenso no início da UTR 5’ do RNA Llchit1A e do RNA 

codificante para uma quitinase ortóloga em Phlebotomus papatasi (Ppchit1) (Ramalho-

Ortigão et al., 2005). 
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Figura 4.5) Esquema mostrando o resultado das duas RT-PCR utilizadas para checar 

atividade dos promotores. Apenas a RT-PCR 2 gerou produto, demonstrando que não há 

transcritos iniciados nos promotores 1 e 2. A numeração dos oligonucleotídeos corresponde à 

figura 3.1. 
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                                              Kr 

   1 gaattcttcgtacaagattttgtaagaagatttagattaaagcctttcaaagttcatcga 

  61 actattctgctttgtagttttatttatacaataaagtttagaaagagatgaaagcagcaa 

 121 agttctgcgggctaaattgcagatagatgatatcagactttgtgattcacattgcctttg 

 181 aatgacgccaaagctcttatcaaagtagagttccttcgtgcattttgcaagactctcgtc 

 241 tctctttctctttattgtgactgagaagatgaattactctgccaaaaggagtttattcat 

                                                        E74 

 301 tttaacggaaaattgtttgggaagcatttaatagatttaaaagaaaattaggaaagtcat 

 361 aaaacattttttttaaatcaaagagaagttttatgttcgttacctgggacaaactttgaa 

 421 ctttttaaaattgtttttaaaaaatttaatattttcatttatcaagtaaaaataaattca 

 481 aaacccgaaaatatgaaatttcattgaatatttgacctcttaatgagaaaacaagaaaaa 

                              Kr                          Prom. 1 

 541 ttctacatttttttgttcaaaattggctttcaaatcactaaaaagaaaaaaaaTCCATAA 

                 Kr                   * 

 601 TTTTTTAAATATCCCCTATTTCGCATCCTGAACAGAATCGATTgaagcatatgcttctta 

 661 aaatttgtggaaaaaatctaactatacaaaccttaaattatcttccttgatctataaata 

 721 aattcaatttaactttactaacaagattttttgatctttaatatgagaaaagatctttaa 

                   Kr 

 781 cattgtaggacaacccaatagaatttatccaatgacatcacaacaatagtatcaaaatga 

 841 ataaactccttttcattttcttcttcagatatataacgaatgatttcattcaaagcaaaa 

                   Kr 

 901 gacttttcaaagcggattttgtacagaattagagaaaataaaaaaaaataatttgggaat 

                                                              E74 

 961 ttttgcggatggtgtgataagactaaatttagaagatttttttaaagaaatttctctgga 

1021 agtttgcacagtttagaggcattaatattggctctctatgagtggactaaaactaaatat 

         Prom. 2                                 *     Kr 

1081 ttacTCAGATTGCCAATAAAAGCGCGATTTGATAAGAAAATCACTGAATTCCCTcatttc 

                      Prom. 3                                 * 

1141 ttattgttctctcactgGGGGAAGGCCTATAAAAGCTAGCGAGGAAGCTCGGGTACGAAT 

1201 CAGTGTcaattgctccgttgcgtgattttgtggattaaaagaaatttgcaaagtgtggga 

1261 gttattaaagatg 

 

 

Figura 4.6) Seqüência da região flanqueadora 5’ do gene LlChit1.  

Caracteres em maiúscula: possíveis promotores mínimos com sítios de início de transcrição 

destacados com *; Caracteres sublinhados: elementos de transcrição; atg : códon de 

iniciação. 
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Figura 4.7) Esquema mostrando seqüência imediatamente a jusante do promotor 3 

conservada em gene ortólogo de P. papatasi (Ppchit1). Letras minúsculas: seqüência do 

promotor mínimo; letras maiúsculas sublinhadas: TATA-BOX e sítio de início de transcrição. 

 

4.4- RT-PCR a partir de RNA extraído de formas imaturas do inseto: indício 

da ocorrência de splicing alternativo a partir do gene LlChit1 

 

 Através de um experimento de RT-PCR com RNA extraído de larvas de L. longiplapis 

nos estádios L1 e L4 e pupa, foi amplificada uma banda de aproximadamente 420 pb 

correspondente a região 3’ do RNA LlChit1 e outras duas bandas não esperadas de 620 e 867 

pb (figura 4.8). Como os oligonucleotídeos usados nas reações se anelam ao redor do quarto 

íntron do gene de quitinase, este resultado indicou uma possível ocorrência de processamento 

alternativo da porção 3’ do gene. A banda de aproximadamente 900 pb, que pode ser 

visualizada no gel exposto na figura 4.8, foi extraída, clonada e seqüenciada, provando a 

ocorrência de splicing alternativo. 
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Figura 4.8) RT-PCR a partir de RNA extraído de formas imaturas do inseto: indício de 

processamento alternativo da região 3’ do gene LlChit1. (A) Géis de agarose 1,5% com 

produtos amplificados. (B) Esquema mostrando a posição em que os oligonucleotídeos para 

quitinase se anelam no gene LlChit1. A numeração dos oligonucleotídeos corresponde à 

figura 3.1. 

 

4.5- Clonagem e seqüenciamento das formas de splicing do gene LlChit1 
 

 Foram amplificadas duas bandas com aproximadamente 1,5 e 2 kb a partir de cDNA 

feito com RNA extraído de larvas L4. Estas reações foram feitas com o emprego de 

oligonucleotídeos que se anelam no códon de iniciação e de parada do gene de quitinase  

Llchit1 (figura 4.9). Estas bandas foram extraídas do gel de agarose, clonadas em vetor TA e 

seqüenciadas com oligonucleotídeos que se anelam no plasmídio e no gene de quitinase. 

Através do seqüenciamento de mais de um clone de cada uma das bandas, foi visto que a 

menor, que possuía cerca de 1,5 kb, correspondia a dois fragmentos distintos não resolvidos 

no gel e que a maior, que possuía cerca de 2 kb, correspondia a um único fragmento. Cada um 

destes 3 fragmentos correspondia a uma forma diferente de splicing do gene LlChit1. 
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Para confirmar esses resultados e verificar quantos clones de cada forma de splicing 

possuíamos, foram realizadas reações para amplificar a região 5’ e 3’ dos insertos. A 

amplificação por PCR da região que vai do códon de iniciação até o quarto éxon confirmou a 

ocorrência de um padrão comum de processamento para região 5’ do gene (figura 4.10). O 

perfil de amplificação por PCR da região 3’ dos clones correspondeu aos resultados do 

seqüenciamento que indicavam a existência de 3 formas de splicing (figura 4.11). 

Todas as alterações entre estas formas de processamento do gene estavam dentro da 

região considerada até então como íntron 4. Uma delas corresponde ao RNA LlChit1A, 

também encontrado em fêmeas adultas após a alimentação sanguínea. As duas novas 

moléculas de RNA foram nomeadas de Llchit1B e Llchit1C. Ao total foram obtidos 7 clones 

da Llchit1A, 4 clones da Llchit1B e 6 clones da Llchit1C, dos quais 4 clones de cada uma 

foram usados nos seqüenciamentos (figura 4.1). 

As seqüências das formas de splicing A, B e C são mostradas nas figuras 4.12, 4.13 e 

4.14. Todas as formas de RNA encontradas codificam igualmente para o domínio catalítico, 

entretanto somente a LlChit1A possui domínio de ligação à quitina. Nas formas de splicing B 

e C, são introduzidos códons de parada recentes que impedem a tradução da região 

codificante para o domínio de ligação à quitina. Nas figuras 4.13 e 4.14 é evidenciado a região 

seqüenciada destas duas moléculas que não é traduzida fazendo parte da UTR 3’. O último 

éxon do gene LlChit1 continua presente, mas os códons de parada recentes fazem com que ele 

faça parte da UTR. 

Na figura 4.15 é mostrado a porção correspondente à região C-terminal de 12 

quitinases alinhadas com o emprego do programa ClustalW. Todas as enzimas que possuem o 

domínio de ligação à quitina apresentam 6 cisteínas conservadas. No caso das quitinases 

possivelmente codificadas pelo gene LlChit1, estas cisteínas só são verificadas na possível 

proteína LlChit1A. 
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Figura 4.9) RT-PCR para amplificar toda a extensão dos produtos do gene LlChit1 presentes 

em larvas L4. (A) Gel de agarose com bandas que foram clonadas. (B) Esquema mostrando a 

posição em que os oligonucleotídeos utilizados se anelam no gene LlChit1. A numeração dos 

oligonucleotídeos corresponde à figura 3.1. 

 

 

 

Figura 4.10) Amplificação por PCR do extremo 5’ das formas de splicing clonadas. (A) 

Produtos amplificados com dois pares de oligonucleotídeos e um clone de cada forma de 

splicing. (B) Esquema mostrando a posição em que os oligonucleotídeos utilizados se anelam 

no gene LlChit1. A numeração dos oligonucleotídeos corresponde à figura 3.1. 
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Figura 4.11) Amplificação por PCR do extremo 3’ das formas de splicing clonadas. Foram 

utilizados dois clones de cada forma de splicing. A posição que estes oligonucleotídeos se 

anelam no gene LlChit1 é mostrada na figura 4.8 (B). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4.1) Clones das formas de splicing do gene Llchit1 

 Total de clones de cada 

forma de splicing 

Total de clones seqüenciados 

de cada forma de splicing 

Tamanho do 

inserto 

Llchit1A 7 4 1.422pb 

Llchit1B 4 4 1.513pb 

Llchit1C 6 4 1.866 pb 
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       M  K  T  L  V  F  L  C  V  A  L  S  I  L  G  L  A  V  T  E   20 

    1 atgaagacgttggtgtttctgtgtgtcgccttatcaattttgggcttggcagtaactgaa 

       K  K  I  V  C  Y  H  G  T  W  S  Y  Y  R  Q  G  N  G  K  F   40 

   61 aaaaaaattgtctgctatcacggtacgtggtcctactaccggcagggaaatggaaaattc 

       G  V  A  Q  I  D  P  F  L  C  T  H  L  V  Y  T  F  F  G  I   60 

  121 ggagtagcacaaattgatccctttctctgtacgcatttggtttatacgtttttcgggatt 

       S  S  E  G  G  I  R  I  L  D  P  Y  L  D  L  D  E  N  Y  G   80 

  181 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacggc 

       L  G  N  I  R  K  F  N  E  L  K  K  V  N  P  K  L  K  T  I  100 

  241 cttgggaatataagaaaattcaatgaactcaagaaagttaatccaaaattgaagacaatc 

       A  G  V  G  G  W  N  E  G  S  V  T  F  S  Q  V  V  S  D  P  120 

  301 gccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcgtcagtgatcca 

       R  K  R  Q  N  F  V  K  N  S  L  E  F  L  K  K  Y  N  F  N  140 

  361 cgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat 

       G  L  D  V  D  W  E  Y  P  A  Q  R  G  G  N  Q  D  K  D  K  160 

  421 ggtcttgacgttgactgggagtatccagcacaacgcggagggaatcaggataaggataaa 

       E  A  Y  T  L  L  L  K  E  L  S  E  F  L  H  P  K  G  Y  S  180 

  481 gaagcctacacgctccttctcaaggaactctcggaattcctacatcctaaaggctacagt 

       L  S  A  A  V  A  S  A  E  F  S  A  K  I  S  Y  N  I  A  E  200 

  541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagctaaaatctcttacaacatcgctgag 

       V  S  K  Y  L  D  F  I  G  V  M  T  Y  D  L  H  G  S  W  D  220 

  601 gtttcaaaatatctggatttcattggggtaatgacgtacgatttacacggatcatgggat 

       P  K  I  G  N  N  A  P  L  Y  A  G  S  W  E  Q  T  E  L  E  240 

  661 ccaaagattgggaataatgcgccattgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag 

       K  Q  L  N  V  D  A  A  I  K  Y  W  L  S  N  S  G  A  P  E  260 

  721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcctgag 

       K  L  L  L  G  V  P  L  Y  G  R  G  F  R  M  V  N  G  Q  S  280 

  781 aagctcctcctgggcgttccactgtacggtcgtggcttccgcatggttaatggtcagagt 

       K  P  G  S  V  H  G  G  P  C  Q  A  G  P  Y  T  Q  T  P  G  300 

  841 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggccctacactcaaactcccggc 

       M  M  G  F  N  E  L  C  E  K  R  Q  N  E  K  W  I  D  F  W  320 

  901 atgatgggcttcaatgagctctgcgagaagcgtcagaatgaaaaatggattgatttctgg 

       D  D  E  Q  F  V  P  Y  S  T  K  N  D  Q  W  I  G  F  D  D  340 

  961 gatgatgagcaatttgttccctactccacaaagaacgatcagtggattggatttgatgat 

       E  K  S  I  K  F  K  S  N  Y  V  N  S  H  N  L  G  G  V  I  360 

 1021 gagaagagtataaaattcaaatcaaattacgtcaacagccacaatcttggtggtgtgatt 

       V  W  S  I  E  T  D  D  F  R  G  F  C  G  R  G  T  F  P  L  380 

 1081 gtgtggtccattgaaacagatgattttagaggattctgcggaagaggaaccttcccactt 

       L  K  E  L  N  A  S  L  L  G  N  N  H  T  W  T  P  P  S  T  400 

 1141 ctcaaggagctcaatgcatccctccttggtaacaatcacacctggacacctccatcaaca 

       S  T  T  E  W  N  P  N  P  T  S  T  T  K  P  P  P  I  L  P  420 

 1201 tcaaccaccgaatggaatcccaatccaacgtccacaacgaaacctccaccaatcctccca 

       S  P  E  C  T  E  D  G  Y  F  R  D  P  N  D  C  S  I  F  H  440 

 1261 agtcccgaatgtaccgaagatggttactttagggatccaaatgactgcagtatcttccac 

       Q  C  I  N  G  T  Q  Y  T  F  F  C  P  H  G  L  V  F  D  P  460 

 1321 caatgcatcaatgggactcaatatacattcttctgcccacatggtcttgtcttcgatcca 

       A  I  I  A  C  N  W  P  H  I  V  Q  C  -                    473 

 1381 gccatcatagcttgcaattggccccatatagtgcaatgctga 

 

 

Figura 4.12) Seqüência da forma de splicing LlChit1A. Números do lado esquerdo indicam 

a posição dos nucleotídeos e números do lado direito indicam a posição dos aminoácidos. 

Caracteres vermelhos: domínio catalítico. Caracteres sublinhados: sítio de ligação à quitina. 
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       M  K  T  L  V  F  L  C  V  A  L  S  I  L  G  L  A  V  T  E  20 

    1 atgaagacgttggtgtttctgtgtgtcgccttatcaattttgggcttggcagtaactgaa 

       K  K  I  V  C  Y  H  G  T  W  S  Y  Y  R  Q  G  N  G  K  F  40 

   61 aaaaaaattgtctgctatcacggtacgtggtcctactaccggcagggaaatggaaaattc 

       G  V  A  Q  I  D  P  F  L  C  T  H  L  V  Y  T  F  F  G  I  60 

  121 ggagtagcacaaattgatccctttctctgtacgcatttggtttatacgtttttcgggatt 

       S  S  E  G  G  I  R  I  L  D  P  Y  L  D  L  D  E  N  Y  G  80 

  181 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacggc 

       L  G  N  I  R  K  F  N  E  L  K  K  V  N  P  K  L  K  T  I  100 

  241 cttgggaatataagaaaattcaatgaactcaagaaagttaatcccaaattgaagacaatc 

       A  G  V  G  G  W  N  E  G  S  V  T  F  S  Q  V  V  N  D  P  120 

  301 gccggtgttgggggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcgttaacgatcca 

       R  K  R  Q  N  F  V  K  N  S  L  E  F  L  K  K  Y  N  F  N  140 

  361 cgcaagaggcagaattttgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat 

       G  L  D  V  D  W  E  Y  P  A  Q  R  G  G  N  Q  D  K  D  K  160 

  421 ggtcttgacgttgactgggagtatccagcacaacgtggagggaatcaggataaggataaa 

       E  A  Y  T  L  L  L  K  E  L  S  E  F  L  H  P  K  G  Y  T  180 

  481 gaagcctacacgctccttctcaaggaactctcggaattcctacatcctaaaggctacact 

       L  S  A  A  V  A  S  A  E  F  S  A  K  I  S  Y  N  I  A  E  200 

  541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagctaaaatctcttacaacatcgctgag 

       V  S  K  Y  L  D  F  I  G  V  M  T  Y  D  L  H  G  S  W  D  220 

  601 gtttcaaaatatctggatttcattggggtaatgacgtatgatttacacggatcatgggat 

       P  K  I  G  N  N  A  P  L  Y  A  G  S  W  E  Q  T  E  L  E  240 

  661 ccaaagattgggaataatgcgcctttgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag 

       K  Q  L  N  V  D  A  A  I  K  Y  W  L  S  N  S  G  A  P  E  260 

  721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcctgag 

       K  L  L  L  G  V  P  L  Y  G  R  G  F  R  M  V  N  G  Q  S  280 

  781 aagctcctcctgggcgttccactgtacggtcgtggcttccgcatggttaatggtcagagt 

       K  P  G  S  V  H  G  G  P  C  Q  A  G  P  Y  T  Q  T  P  G  300 

  841 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggccctacactcaaactcccggc 

       M  M  G  F  N  E  L  C  E  K  R  Q  N  E  K  W  I  D  F  W  320 

  901 atgatgggcttcaatgagctctgcgagaagcgtcagaatgaaaaatggattgatttctgg 

       D  D  E  Q  F  V  P  Y  S  T  K  N  D  Q  W  I  G  F  D  D  340 

  961 gatgatgagcaatttgttccgtactccacaaagaacgatcagtggattggatttgatgat 

       E  K  S  I  K  F  K  S  N  Y  V  N  S  H  N  L  G  G  V  I  360 

 1021 gagaagagtataaaattcaaatcaaattacgtcaacagccacaatcttggtggtgtgatt 

       V  W  S  I  E  T  D  D  F  R  G  F  C  G  R  G  T  F  P  L  380 

 1081 gtgtggtccattgaaacagatgattttagaggattctgcggaagaggaaccttcccactt 

       L  K  E  L  N  A  S  L  L  G  N  N  -                       392 

 1141 ctcaaggagctcaatgcatccctccttggtaacaattgatttagcacttgagggcattct 

 1201 tcattggctgagagggtgcgagctttgttttctgctgcacttccggatatctacgaaagc 

 1261 aggaagacacacctggacacctccatcaacatcaaccaccgaatggaatcccaatccaac 

 1321 gtccacaacgaaacctccaccaatcttcccaagtcccgaatgtaccgaagatggttactt 

 1381 tagggatccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatatatatt 

 1441 cttctgcccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagcttgcaattggccccatat 

 1501 agtgcaatgctga 

 

 

 

Figura 4.13) Seqüência da forma de splicing Llchit1B. Números do lado esquerdo indicam a 

posição dos nucleotídeos e números do lado direito indicam a posição dos aminoácidos. 

Caracteres vermelhos: domínio catalítico. Nucleotídeos sem respectiva seqüência de 

proteína: UTR 3’ seqüenciada. 
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       M  K  T  L  V  F  L  C  V  A  L  S  I  L  G  L  A  V  T  E   20 

    1 atgaagacgttggtgtttctgtgtgtcgccttatcaattttgggcttggcagtaactgaa 

       K  K  I  V  C  Y  H  G  T  W  S  Y  Y  R  Q  G  N  G  K  F   40 

   61 aaaaaaattgtctgctatcacggtacgtggtcctactaccggcagggaaatggaaaattc 

       G  V  A  Q  I  D  P  F  L  C  T  H  L  V  Y  T  F  F  G  I   60 

  121 ggagtagcacaaattgatccctttctctgcacgcatttggtttatacgtttttcgggatt 

       S  S  E  G  G  I  R  I  L  D  P  Y  L  D  L  D  E  N  Y  G   80 

  181 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacggc 

       L  G  N  I  R  K  F  N  E  L  K  K  V  N  P  K  L  K  T  I  100 

  241 cttgggaatataagaaaattcaatgaactcaagaaagttaatccaaaattgaagacaatc 

       A  G  V  G  G  W  N  E  G  S  V  T  F  S  Q  V  V  S  D  P  120 

  301 gccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcgtcagtgatcca 

       R  K  R  Q  N  F  V  K  N  S  L  E  F  L  K  K  Y  N  F  N  140 

  361 cgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat 

       G  L  D  V  D  W  E  Y  P  A  Q  R  G  G  N  Q  D  E  D  K  160 

  421 ggtcttgacgttgactgggagtatccagcacaacgtggagggaatcaggatgaggataaa 

       E  A  Y  T  L  L  L  K  E  L  S  E  F  L  H  P  K  G  Y  T  180 

  481 gaagcctacacgctccttctcaaggaactctcggaattcctacatcctaaaggctacact 

       L  S  A  A  V  A  S  A  E  F  S  A  K  I  S  Y  N  I  A  E  200 

  541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagctaaaatctcttacaacatcgctgag 

       V  S  K  Y  L  D  F  I  G  V  M  T  Y  D  L  H  G  S  W  D  220 

  601 gtttcaaaatatctggatttcattggggtaatgacgtatgatttacacggatcatgggat 

       P  K  I  G  N  N  A  P  L  Y  A  G  S  W  E  Q  T  E  L  E  240 

  661 ccaaagattgggaataatgcgcctttgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag 

       K  Q  L  N  V  D  A  A  I  K  Y  W  L  S  N  S  G  A  P  E  260 

  721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcctgag 

       K  L  L  L  G  V  P  L  Y  G  R  G  F  R  M  V  N  G  Q  S  280 

  781 aagctcctcctgggcgttccactgtacggtcgtggcttccgcatggttaatggtcagagt 

       K  P  G  S  V  H  G  G  P  C  Q  A  G  P  Y  T  Q  T  P  G  300 

  841 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggccctacactcaaactcccggc 

       M  M  G  F  N  E  L  C  E  K  R  Q  N  E  K  W  I  D  F  W  320 

  901 atgatgggcttcaatgagctctgcgagaagcgtcagaatgaaaaatggattgatttctgg 

       D  D  E  Q  F  V  P  Y  S  T  K  N  D  Q  W  I  G  F  D  D  340 

  961 gatgatgagcaatttgttccctactccacaaagaacgatcagtggattggatttgatgat 

       E  K  S  I  K  F  K  S  N  Y  V  N  S  H  N  L  G  G  V  I  360 

 1021 gagaagagtataaaattcaaatcaaattacgtcaacagccacaatcttggtggtgtgatt 

       V  W  S  I  E  T  D  D  F  R  G  F  C  G  R  G  T  F  P  L  380 

 1081 gtgtggtccattgaaacagatgattttagaggattctgcggaagaggaaccttcccactt 

       L  K  E  L  N  A  S  L  L  G  N  N  V  S  T  S  N  E  T  D  400 

 1141 ctcaaggagctcaatgcatccctccttggtaacaatgtgagtacctccaatgaaacagac 

       P  E  I  M  S  L  L  S  A  E  K  K  K  T  A  A  L  K  K  F  420 

 1201 cccgagatcatgtccctcctttccgcggagaagaagaaaacagcagcattgaagaaattc 

       I  H  D  F  F  F  K  T  F  Q  P  K  Y  Q  K  L  I  Q  F  N  440 

 1261 attcatgatttcttcttcaagaccttccagccaaagtatcagaaactcattcagttcaat 

       L  L  K  E  K  Y  F  S  E  S  F  T  E  L  Y  G  T  Y  V  Q  460 

 1321 ttactcaaagaaaaatatttttctgaaagcttcaccgaactctacggtacatacgttcaa 

       M  L  S  D  T  Y  K  S  E  N  D  I  -                       472 

 1381 atgctctcagacacatacaagagtgaaaatgatatataagcaggaattaagtttattttc 

 1441 tcttaatttttgtgttttttttttattgagaaataataagtatttaatgcaatttacgga 

 1501 aaataaaaccactttgcgcggatttcaagtgatttagcacttgagggcattcttcattgg 

 1561 ctgagagggtgcgagctttgttttctgctgcacttccggatatctacgaaagcaggaaga 

 1621 cacacctggacacctccatcaacatcaaccaccgaatggaatcccaatccaacgtccaca 

 1681 acgaaaccaccaccaatcctcccaagtcctgaatgtactgaagatggttactttagggat 

 1741 ccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatatacattcttctgc 

 1801 ccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagcttgcaattggccccatatagtgcaa 

 1861 tgctga 

 

 

 

Figura 4.14) Seqüência da forma de splicing LlChit1C. Números do lado esquerdo indicam a 

posição dos nucleotídeos e números do lado direito indicam a posição dos aminoácidos. 

Caracteres vermelhos: domínio catalítico. Nucleotídeos sem respectiva seqüência de 

proteína: UTR 3’ seqüenciada. 
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Figura 4.15) Alinhamento da porção C-terminal de diversas quitinases de inseto. No topo são 

apontados os últimos aminoácidos conservados do domínio catalítico. As 6 cisteínas 

conservadas comuns ao sítio de ligação à quitina estão destacadas por retângulos. 
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4.6- RT-PCR a partir de RNA extraído de larvas, fêmeas adultas e células LL5 

 

 O RT-PCR com RNA extraído de larvas do estádio L4, fêmeas adultas 72 horas após a 

alimentação sangüínea e células LL5 indicou que o promotor da quitinase está ativo em 

células de cultura e que o processamento alternativo do gene LlChit1 não ocorre em insetos 

adultos (figura 4.16). As moléculas de 1.422 e 1.513 pb, correspondentes às formas de 

splicing LlChit1A e B, não foram resolvidas no gel de agarose 1,5% e formaram uma banda 

única com aproximadamente 1,5 Kb. 

 

 

 

 

 

Figura 4.16) RT-PCR a partir de RNA extraído de larvas estádios L4, fêmeas adultas 72 

horas após a alimentação sanguínea e células LL5. (A) Géis de agarose com produtos 

amplificados. (B) Posição de anelamento dos oligonucleotídeos utilizados no gene LlChit1. A 

numeração dos oligonucleotídeos corresponde à figura 3.1. 
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4.7- Análise do número de cópias do gene LlChit1 

 

A digestão do clone genômico LlChit1G com as enzimas Bgl II (Bg), Eco RI (R), 

Hind III (H), Pvu II (Pv), Pst I (Ps) e Sal I (S) gerou um padrão de bandas semelhante ao 

encontrado anteriormente com o Southern blot usando DNA genômico de células LL5 

(Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö, 2003), sugerindo que o gene LlChit1 era cópia simples 

(figura 4.17). 

Para verificar se havia alguma diferença entre os alelos do gene Llchit1 que pudesse 

estar relacionada com as formas de splicing clonadas, a região do íntron 4 que é 

diferencialmente processada foi amplificada por PCR a partir de DNA genômico de células 

LL5 e a partir do DNA do clone genômico. A amplificação dessa região a partir de DNA 

genômico originou um fragmento único e de mesmo tamanho que a amplificação a partir do 

clone LlChit1G (figura 4.18). A clonagem e seqüenciamento do fragmento amplificado a 

partir do DNA de células comprovaram que sua seqüência era igual a do clone genômico. 
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Figura 4.17) Comparação dos padrões eletroforéticos obtidos por Southern blot feito com 

DNA genômico de células LL5 (Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö, 2003) e com DNA do 

clone Llchit1G. As digestões foram feitas com as enzimas Bgl II (Bg), Eco RI (R), Hind III 

(H), Pvu II (Pv), Pst I (Ps) e Sal I (S).  

 

 

 

Figura 4.18) PCR para amplificar a região que é alternativamente processada a partir de DNA 

genômico de células LL5 e do clone genômico. A numeração dos oligonucleotídeos 

corresponde à figura 3.1. 
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4.8- Busca por seqüências de genes ortólogos de quitinase em banco de dados 

de EST de L. longipalpis e P. papatasi 

 

Um total de 33.123 seqüências de EST de L. logipalpis foram baixadas do GenBank 

por intermédio do explorador taxonômico (―taxonomy browser‖) e agrupadas através do 

emprego do programa CAP3 resultando em 3.595 contíguos de seqüências (contigs) e 14.640 

seqüências não agrupadas (singlets). Todos os contigs e singlets foram traduzidos nas 6 

possibilidades de leitura formando um banco de dados de seqüências de aminoácidos. Este foi 

sondado com um Pfam correspondente ao domínio catalítico de quitinases, permitindo a 

identificação de 5 fragmentos de cDNA diferentes codificantes para possíveis quitinases e 

proteínas similar a quitinase (figura 4.2). Um deles é codificado pelo gene LlChit1 e outros 4 

por genes ainda não descritos. Dois destes últimos foram nomeados aleatoriamente de LlChit2 

e LlChit3. Um deles foi nomeado de LlIGDF por apresentar alta similaridade com um HMM 

do banco de dados PHANTER (identificador: PTHR11177:SF25) (Thomas PD et al. 2003) 

correspondente a um alinhamento de proteínas tipo IGDF. O último foi intitulado de LlChit10 

com base nas análises filogenéticas. 

 A seqüência de nucleotídeo dos quatro novos cDNAs foi utilizada em uma busca com 

o programa BlastN para identificar ESTs que flanqueassem a região identificada com o 

HMMER. Todas as ESTs encontradas foram novamente agrupadas com o programa CAP3, 

sendo que em alguns casos foi necessário retirar trechos das extremidades destas seqüências 

que provavelmente impediam a sobreposição das EST pela baixa qualidade dos 

seqüenciamentos. Os novos contigs e singlets foram traduzidos na moldura correspondente à 

proteína de interesse e possíveis erros na moldura de leitura foram manualmente corrigidos. 

Como base para identificação do quadro de leitura correto foi utilizado o alinhamento de 

buscas no GenBank com o emprego do programa BlastX (McGinnis e Madden, 2004). 

Fragmentos da seqüência de aminoácido correspondentes ao domínio catalítico, ou 

equivalente, foram extraídos com o emprego do programa SMART e usados para fazer 

estudos filogenéticos. O tamanho em aminoácidos destes fragmentos está indicado na tabela 

4.2. De acordo com análises feitas com o programa CDD, não foi possível obter a seqüência 

completa do domínio catalítico dos genes LlChit3 e LlChit10. 

Um total de 42.778 seqüências de EST de P. papatasi foram baixadas do GenBank e 

agrupadas com o programa CAP3 resultando em 4.847 contigs e 4.790 singlets. A sondagem 

utilizando o programa HMMER e o arquivo Pfam Glyco_hydro_18 (PF00704) possibilitou a 

localização de 6 cDNAs codificantes para possíveis quitinases e 1 para uma possível proteína 

similar a quitinase. Estas seqüências foram nomeadas com base nos estudos filogenéticos. 
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Dois dos cDNAs codificantes para possíveis quitinases parecem ser provenientes de um 

ortólogo dos genes Chit10 e podem corresponder a domínios catalíticos diferentes de um 

mesmo gene. Estes cDNAs foram chamados de PpChit10C e PpChit10D. Um dos cDNAs 

encontrados corresponde ao gene PpChit1 já descrito na literatura e os demais ainda não 

foram publicados. O nome dado ao gene, tamanho da seqüência de aminoácido 

corresposdente ao domínio catalítico, cobertura sobre este domínio e identificador das 

seqüências no GeneBank são mostrados na tabela 4.1.  

 

4.9- Estudos filogenéticos de possíveis quitinases e proteínas similares a 

quitinases de L. longipalpis e P. papatasi 

 

Seqüências de possíveis quitinases e proteínas similares a quitinases de insetos foram 

baixadas do GenBank e as porções referentes aos domínios catalíticos foram extraídas com o 

programa SMART. A região das seqüências correspondentes a este domínio foram alinhadas 

através do programa ClustalW às seqüências correspondentes de L. longipalpis e Phlebotomus 

papatasi. Este alinhamento foi utilizado para construir árvores filogenéticas com o programa 

MEGA. Para o gene LlChit1, foram usadas as seqüências obtidas no laboratório a partir do 

cDNA clonado e seqüenciado LlChit1A. A seqüência de quitinases com mais de um domínio 

catalítico são identificadas por uma letra após o nome do gene, indo de A a E de acordo com 

sua posição na seqüência da proteína. 

 Como já reportado anteriormente (Zhu et al., 2008a), as quitinases de insetos podem 

ser divididas em 5 grupos filogenéticos com base no modelo de evolução mínima (Nei e Nei, 

1992). Na figura 4.19 é mostrada uma arvore filogenética consenso inferida através de uma 

análise de bootstrap com 5.000 replicatas. A distância evolutiva foi computada pelo método 

correção de Poisson (Zuckerkandl e Pauling, 1965). Ampliações de ramificações desta árvore 

são expostas nas figuras 4.19, 4.20 e 4.21. 
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Tabela 4.2) ESTs de L. longipalpis codificantes para possíveis quitinases e proteínas 

similares a quitinases  

 

Nome do 

gene 

Tamanho da seqüência 

encontrada 

correspondente ao 

domínio catalítico (Aa)  

 

Cobertura 

do domínio 

conservado 

 

Identificador (GenBank) das 

seqüências correspondentes ao cDNA 

analisado 

LlChit1 - - AM091076; EW990674 

LlChit2 308 completa AM102064; AM102065; AM102066 

LlChit3 217  incompleta AM094382 

 

LlIGDF 

 

395  

 

completa 

AM108551; AM108549; AM108552; 

AM108547; AM108554; AM108550; 

AM108553; EW994976; AM108546; 

EX210729; AM108555 

LlChit10 269  incompleta AM094513 

 

Tabela 4.3) ESTs de P. papatasi codificantes para possíveis quitinases e proteínas similares a 

quitinases 

 

Nome do 

gene 

Tamanho da seqüência 

encontrada 

correspondente ao 

domínio catalítico (Aa)  

 

Cobertura 

do domínio 

conservado 

 

Identificador (GenBank) das 

seqüências correspondentes ao 

domínio conservado  

 

PpChit1 

 

309 

 

incompleto 

ES347593; ES347753; ES347987; 

ES347416; ES347565; FK812001; 

EX474506; FG112344 

PpChit2 345 completo FG108464; FK813792; FG107314; 

PpChit5 228 incompleto FG109512; EY211327; EY217847 

PpChit7 206 incompleto EY204135 

PpChit10C 132 incompleto FG109449 

PpChit10D 196 incompleto FG113094; FG111300; FG113165 

 

 

 

 

 

PpIGDF 

 

 

 

 

 

395 

 

 

 

 

 

completo 

EY215515; EY204608; EY207035; 

EY213084; EY213813; EY208814; 

EY219037; EY215322; EY213787; 

FK815431; FG113539; EY202851; 

FG111798; EY214541; FG117251; 

FG110754; EY213009; FG109999; 

FG117423; FG119151; FG118317; 

FG109071; FG116242; FG115382; 

EY210625; EY218455; EY212784; 

EY206638; FG114845; FG114085; 

EX474349; EY210790; FG116689; 

EY208210; EY217436; FG112832; 

FG115215; EY214839; FG116027; 

EX473708; EY210634; EY218529; 

FG114974; EY209408; FG110267; 

FG118857; EY210965; FG107881; 

EY210154; EY214230 
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Figura 4.19) Análise filogenética usando 

seqüências dos domínios catalíticos de 

possíveis quitinases e proteínas similares a 

quitinases. Uma análise de 5.000 

replicatas foi realizada em árvores 

inferidas pelo método de evolução 

mínima. 
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Figura 4.20) Ramificação da correspondente aos grupos I, II e III. Seqüências das possíveis 

quitinases de flebotomíneos estão destacadas. 

 

De acordo com a ramificação exposta na figura 4.20, a possível proteína codificada 

pelo gene PpChit5 deve pertencer ao grupo I. As seqüências nomeadas de PpChit10C e 

PpChit10D devem fazer parte do grupo II e provavelmente são provenientes de um único 

gene. O LlChit10 parece ser ortólogo do PpChit10, codificando para proteínas seqüência 
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protéica que também é classificada como integrante do grupo II. Pelo método utilizado não foi 

possível prever com confiabilidade o grupo que a possível quitinase LlChit2 pertence. 

Na figura 4.21 é mostrada a ramificação corresponde ao grupo IV que parece 

compreender as possíveis quitinases LlChit3, PpChit1, LlChit1 e PpChit2. 

Na figura 4.22 é mostrada a ramificação composta por proteínas similares a quitinases, 

conhecidas como IGDFs. Nas ESTs de L. longipalpis e P. papatasi foram encontradas 

diversas seqüências provenientes de dois possíveis genes deste grupo, o LlIGDF e PpIGDF. 
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Figura 4.21) Ramificação correspondente ao grupos IV. Seqüências das possíveis quitinases 

de flebotomíneos estão destacadas. 
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Figura 4.22) Ramificação correspondente ao grupos IV. Seqüências das possíveis proteínas 

similar a quitinase de flebotomíneos estão destacadas. 

 

 

4.10- Amplificação por PCR de fragmentos gênicos possivelmente codificantes 

para quitinases e proteínas similares a quitinases de L. longipalpis 

 

Com oliginucleotídeos desenhados a partir de ESTs codificantes para possíveis 

quitinases e proteínas similares a quitinases de L. longipalpis, foram amplificados fragmentos 

dos tamanhos esperados usando DNA de células LL5 como molde (figura 4.23). 

 

 

 

Figura 4.23) Amplificação por PCR de fragmentos gênicos possivelmente codificantes para 

quitinases de L. longipalpis 
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V- DISCUSSÃO 
 

5.1- Promotor do gene de quitinase LlChit1 

 

Ainda não foi reportada transgenia em flebotomíneos. Entretanto, quando esta 

tecnologia for dominada, ferramentas que permitam controlar a expressão heteróloga nestes 

insetos serão imprescindíveis. O promotor do gene Llchit1 é um candidato interessante para 

induzir a expressão de genes de resistência em flebotomíneos, pois está ativo em um momento 

crítico da vida do parasito dentro do vetor, exatamente quando a MP se desfaz e as 

leishmanias escapam do bolo alimentar e se aderem ao epitélio do intestino médio. 

O promotor do gene da carboxipeptidase A de A. gambiae induz a expressão 

heteróloga em A. aegypti, mostrando-se uma poderosa ferramenta para expressão de genes de 

resistência em mais de um gênero de mosquito (Moreira et al. 2000). Curiosamente, um gene 

ortólogo de Phlebotomus papatasi (Ppchit1) (Ramalho-Ortigão et al., 2005) contém o começo 

da seqüência UTR 5` idêntico ao começo do RNA da quitinase de L. longipalpis (Llchit1A), o 

que pode ser um indício de um possível sistema regulador conservado entre flebotomíneos. A 

expressão de genes que bloqueiem a motilidade ou ligação do parasito no momento em que o 

gene LlChit1 está ativo talvez possa conferir refratariedade de espécies vetoras de 

leishmaniose visceral como L. longipalpis e P. papatasi.  

Por experimentos de RT-PCR foi visto que o promotor do gene LlChit1 é ativo em 

células LL-5, o que faz desta linhagem um excelente modelo para estudo. Devido à grande 

dificuldade em se obter insetos L. longipalpis suficientes para experimentos envolvendo 

interação proteína DNA, a possibilidade de usar células em cultura para caracterização 

bioquímica do promotor desta quitinase é bastante promissora. 

 

5.2- Possível mecanismo de regulação do gene LlChit1 

 

O clone genômico LlChit1G parcialmente seqüenciado continha uma região 

flanqueadora 5´ pequena, com aproximadamente 500 pb, mas que possibilitou o desenho 

experimental da PCR invertida com sucesso. 

A região seqüenciada à montante do gene LlChit1 possui informações que sugerem a 

participação de um controle hormonal por ecdisona na regulação do promotor desta quitinase 

através de elementos de possível reconhecimento por E74A (Urness e Thummel, 1990). Este 
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tipo de controle hormonal envolvendo E74 já foi descrito para a indução da expressão de 

outros genes específicos do período pós-prandial em insetos hematófagos.  

O controle de expressão do gene codificante para a enzima glucosamina:frutose-6-

fosfato aminotransferase (GFAT) de A. aegypti parece ser um exemplo deste tipo de 

regulação. GFAT catalisa a etapa lenta da rota biossintética de UDP-N-acetil-glicosamina que 

é o precursor ativo de inúmeras macromoléculas contendo aminoaçúcares em artrópodes e 

fungos como, por exemplo, quitina. O gene codificante para GFAT de mosquito possui 

elementos responsivos a E74 e Br-C (Broad-Complex) na sua região flanqueadora 5’ e é 

regulado positivamente após a ingestão de sangue por uma via aparentemente induzida por 

20-hidroxi-ecdisona (Kato et al., 2002). A produção de quitina nestes insetos também é 

regulada por retro-alimentação negativa por UDP-N-acetil-glicosamina sobre GFAT e 

mediante o controle de expressão da quitina-sintase que catalisa a última etapa desta via 

biossintética (Kato et al., 2006). A secreção da MP de mosquitos parece ser regulada por um 

complexo mecanismo que sofre indução por ecdisona. 

Curiosamente, o gene Llchit1 de L. longipalpis, que deve degradar a MP em fêmeas 

adultas, parece sofrer um processo de regulação também envolvendo ecdisteróides. Ainda não 

foi demonstrada a participação destes hormônios na regulação da expressão de quitinases 

digestivas (grupo IV). O estudo da via de sinalização que controla a expressão do gene 

LlChit1 pode ser um exemplo bastante esclarecedor de como ocorre a regulação dos genes 

envolvidos na fisiologia da digestão em flebotomíneos e talvez até sirva como modelo para o 

trabalho com insetos. Aparentemente, a sinalização por ecdisona parece regular a expressão 

de genes envolvidos na síntese e degradação da MP o que leva a suposição da existência de 

mensageiros intracelulares diferenciados que participam da transdução do sinal hormonal, 

possibilitando respostas fisiológicas antagônicas. 

 

5.3- Processamento alternativo do gene de quitinase LlChit1 

 

O seqüenciamento dos íntrons do gene de quitinase foi de grande importância para 

interpretação dos dados de RT-PCR que indicavam a presença de splicing alternativo em 

formas imaturas do inseto. Encontrar um padrão de amplificação de múltiplas bandas com 

oligonucleotídeos que se anelam ao redor de um íntron de 1464 pb foi um forte indicativo de 

processamento alternativo que se confirmou com clonagem e seqüenciamento das mesmas. O 

seqüenciamento do clone genômico possibilitou uma abordagem interpretativa diferenciada 

na era pré-genômica em que se encontra o estudo do vetor L. longipalpis. 
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Os três íntrons presentes na porção 5’ do gene de quitinase são retirados igualmente 

durante o processamento de todas as formas de splicing encontradas. O processamentos 

alternado ocorre somente na região considerada como íntron 4 por comparação à forma de 

splicing LlChit1A encontrada em fêmeas adultas. Na figura 5.1 é exibido um esquema 

mostrando o padrão de splicing comum na região 5’ e os três padrões diferentes de 

processamento da porção 3’ do gene LlChit1. 

 Nas duas novas formas de splicing encontradas, acontece um processo de antecipação 

do término da tradução por introdução de códons de parada alternativos. Desta forma, a região 

final do RNA, justamente a que codifica o domínio de ligação à quitina, não é decodificada 

em proteína e dois tipos diferentes de quitinases sem este domínio são produzidos. Na figura 

5.2 são mostrados um esquema das 3 moléculas de RNA produzidas a partir do gene LlChit1 

em larvas e a eletroforese da RT-PCR que originou a suspeita de processamento alternativo 

em formas imaturas.  

Este tipo de processamento alternativo com introdução de códons de parada recentes já 

é canônico na literatura e um dos exemplos mais clássicos é o da diferenciação sexual em D. 

melanogaster (Schütt e Nöthiger, 2000). Neste, a introdução de um códon de parada a partir 

do primeiro intron do gene transformer bloqueia a expressão da forma ativa da proteína e é 

iniciada uma cascata de eventos que leva à formação no fenótipo masculino (Sánchez, 2008). 

As possíveis proteínas traduzidas pelas moléculas de RNA alternativamente processadas a 

partir do gene LlChit1 possuem o domínio catalítico completo e provavelmente apresentam 

atividade enzimática. Entretanto, a perda do domínio de ligação à quitina deve reduzir a 

afinidade da proteína pelo substrato insolúvel. Llchit1C, apesar de possuir uma seqüência 

peptídica que alinha com a região correspondente ao CBD de outras quitinases, não possui as 

6 cisteínas características do domínio de ligação à quitina presente em peritrofinas. Estas 

cisteínas são caracterizadas pelo padrão correspondente ao carbohydrate-binding module 14 

(CBM14 family; http://www.cazy.org/fam/CBM14.html): CX11–24CX5–6CX9–19CX10–

17CX4–14C. Como evidenciado na figura 4.15, a forma de splicing LlChit1C não dispõe de 

nenhuma das cisteínas conservadas. Esta forma de splicing assemelha-se por arquitetura de 

domínios a DmCHT2 que também parece não ter CBD. Llchit1B assemelha-se por arquitetura 

de domínios a DmCHT9, que já foi analisada por expressão heteróloga e apresenta baixíssima 

afinidade à quitina coloidal (Zhu Q et al. 2008 B). LlChit1A possui tanto domínio catalítico 

como CBD, assemelhando-se por arquitetura de domínio a DmCHT4. Na figura 5.3 é 

apresentado um esquema comparativo dos domínios dessas possíveis proteínas de L. 

longipalpis e suas equivalentes estruturais em D. melanogaster. O identificador no GenBank 

destas seqüências de D. melanogaster é mostrado no anexo I. 
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Figura 5.1) Esquema mostrando o padrão de splicing comum na região 5’ e os três padrões 

diferentes na porção 3’ do gene LlChit1. Cada uma das três formas de splicing possui um 

códon de terminação diferente. 

 

 

 

Figura 5.2) Esquema mostrando as três formas de RNA codificadas pelo gene de quitinase. 

As formas de splicing B e C codificam proteínas sem o domínio de ligação à quitina (CBD), 

pois possuem códons de parada antecipados que impedem a tradução do último éxon. 

 

 

 

Figura 5.3) Arquitetura de domínios de possíveis quitinases. Esquema das quitinases de D. 

melanogaster que mais se assemelham por arquitetura de domínios às formas de splicing do 

gene LlChit1 de L. longipalpis. 
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O processamento alternativo de genes de quitinase de outras espécies já foi descrito, 

mas a arquitetura de domínio das formas de splicing permanece constante (Abdel-Banat e 

Koga, 2002). Um gene de quitinase de Bombyx mori origina quatro diferentes transcritos que 

apresentam domínio catalítico e domínio de ligação à quitina. Todas foram expressas em 

sistemas heterólogos e apresentaram atividade catalítica.  

 

5.4- Possível função das quitinases digestivas com ou sem sítio de ligação à 

quitina 

 

O gene LlChit1 codifica proteínas que, por análise filogenética, são classificadas como 

pertencentes ao grupo IV, composto por várias quitinases encontradas em tubo digestivo de 

diversos insetos. As enzimas deste grupo provavelmente participam do controle da espessura 

da MP e do processo de digestão de alimentos ricos em quitina. Larvas precisam digerir a 

quitina presente no alimento para poder usar N-acetil-glicosamina na síntese de um novo 

exoesqueleto durante a muda. O gene LlChit1 de L. longipalpis parece ter características 

peculiares em relação ao que já foi descrito sobre genes codificantes para quitinases e 

proteínas similar a quitinase. 

Como já reportado anteriormente (Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö 2003), o transcrito 

LlChit1A possui domínio catalítico e domínio de ligação à quitina e está presente no tubo 

digestivo de fêmeas adultas 72 horas após a alimentação sanguínea. Este é justamente o 

momento em que a MP está sendo degradada, o que sugere que esta forma de splicing é capaz 

de quebrar os filamentos de quitina da matriz. Apesar da quitina ser um componente estrutural 

importantíssimo da MP, ela não é majoritária e encontra-se altamente recrutada por proteínas 

contendo domínio de ligação à quitina e por glicoproteínas. O acesso da quitinase até os 

polímeros de seu substrato pode ser um fator limitante para a ação enzimática. A baixa 

disponibilidade da quitina na MP talvez torne necessária a presença do domínio de ligação à 

quitina para uma ação hidrolítica eficaz e determinante para a degradação da matriz. 

Insetos como L. longipalpis, que se alimentam de matéria orgânica em decomposição 

enquanto formas imaturas, têm uma dieta extremamente rica em fungos. Estes 

microorganismos possuem alta concentração de quitina na sua parede celular e podem 

fornecer grande quantidade de N-acetil-glicosamina para a larva em crescimento. No entanto, 

é um grande desafio bioquímico ter que digerir a quitina do alimento sem danificar a MP2 que 

possui papel fundamental na compartimentalização da digestão. Quitinases sem o sítio de 

ligação à quitina poderiam atender a este fino trabalho de digerir a quitina prontamente 

disposta da parede celular de microorganismos presentes na dieta sem destruir a estrutura 
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compartimentalizadora, que é fundamental para a fisiologia digestiva. De fato existem duas 

formas de RNA em larvas de L. longipalpis que codificam enzimas sem o sítio de ligação à 

quitina e que talvez tenham papel similar ao discutido por Genta et al. (2006) para a quitinase 

sem este domínio em Tenebrio molitor. 

Concomitantemente, o RNA codificante para a LlChit1A, que possui sítio de ligação à 

quitina, é produzido em formas imaturas. Talvez em larvas, esta possível quitinase atue no 

controle da espessura e degradação da MP2 diminuindo a perda de quitina excretada junto 

com o resíduo da digestão. 

 

5.5- Possível mecanismo de regulação de atividade quitinolítica em L. 

longipalpis 

 

A quitinase DmCHT4, que possui a mesma arquitetura de domínio da possível 

proteína LlChit1A, apresenta maior atividade enzimática em pH 6, diminuindo bastante a sua 

atividade em valores de pH iguais ou superiores a 8 (Zhu et al., 2009c). A atividade 

quitinolítica de extrato de tubo digestivo de L. longipalpis 48 horas após a alimentação com 

sangue parece ser máxima frente a um pH em torno de 6,5 com redução significativa em pH 

9. Como demonstrado por Fazito do Vale et al. (2007) para o modelo L. longipalpis, um fino 

controle da acidez no intestino médio de larvas garante um gradiente de pH que vai de 9 na 

porção anterior a 6,5 na porção posterior. Já em insetos adultos desta espécie, o pH do tubo 

digestivo de fêmeas após a alimentação sangüínea tende a diminuir com o passar das horas 

(Santos et al., 2008). Seria compatível com estes modelos supor que a possível enzima 

LlChit1A tivesse um perfil de atividade enzimática parecido com o da DmCHT4, o que 

condiz com a acidificação do lúmen intestinal com a progressão da digestão sanguínea e 

diminuição do pH na região posterior do tubo digestivo da larva. Estes são justamente os 

momentos e locais onde a MP1 (Secundino et al., 2005) e MP2 de L. longipalpis parece ser 

degradada. A caracterização da degradação da MP2 em larvas desta espécie não foi 

explicitamente reportada, sendo somente descrito que não há indícios da sua presença no 

intestino posterior de larvas. Com base no modelo descrito por Fazito do Vale et al. (2007) 

podemos crer que a degradação da matriz antes da região suposta como secretora de água em 

tubo digestivo de larvas, que fica na porção terminal do intestino médio, seria catastrófica 

para o processo digestivo. Caso isso acontecesse, o espaço ectoperitrófico seria desfeito, 

impedindo o transporte de enzimas e produtos da digestão que devem seguir em contrafluxo 

ao alimento que progride pela luz do espaço endoperitrófico. Caso a possível proteína 

LlChit1A tenha um perfil de catálise parecido com o encontrado para a DmCHT4 a baixa 
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concentração de prótons da região anterior do intestino médio da larva pode ter um papel 

protetor sobre a MP2. 

A análise do padrão de expressão do gene LlChit1 ao longo do tubo digestivo de 

larvas, bem como a caracterização da atividade enzimática dos produtos deste gene em 

adultos e formas imaturas, podem elucidar importantes aspectos da fisiologia digestiva de L. 

longipalpis. Talvez a regulação da atividade quitinolítica desempenhada pelo gene LlChit1 

possa estar relacionada com a determinação do seu padrão de processamento e expressão, 

como também pela atividade enzimática dos seus produtos frente às diferentes condições de 

pH presentes no tubo digestivo de larvas e adultos da espécie L. longipalpis. 

 

5.6- Evolução dos genes codificantes para quitinases com ou sem sítio de 

ligação à quitina 

 

Em outros insetos ainda não foi descrito um gene que sofra splicing alternativo 

codificando ao mesmo tempo enzimas com ou sem domínio de ligação à quitina. Um 

mecanismo de evolução diferenciado pode ter ocorrido em L. longipalpis, no qual a 

multiplicação gênica foi substituída pela ocorrência de processamento alternativo. Este tipo de 

análise para o nosso modelo é bastante limitado pela ausência de dados disponíveis do projeto 

genômico em andamento. Nos próximos anos, já com genomas de flebotomíneos 

seqüenciados, será possível elucidar estes questionamentos por genômica comparativa 

associada à análise de transcrição para verificar a ocorrência de processamento alternativo. 

 

5.7- Análise do número de cópias do gene de quitinase LlChit1 

 

O seqüenciamento do clone genômico de quitinase permitiu uma re-análise de 

resultados anteriores que sugeriam a multiplicidade de cópias do gene Llchit1 no genoma de 

L. longipalpis (Ramalho-Ortigão e Traub-Csekö 2003). Os resultados dos experimentos de 

Southern blot e PCR obtidos com DNA do clone LlChit1G, comparados com os obtidos com 

DNA genômico de células LL-5, sugerem que este gene é de cópia simples. Isto está de 

acordo com as análises de genes de quitinase presentes em diferentes espécies com genoma já 

seqüenciado. Estas demonstram a ocorrência de diversos genes codificantes para proteínas 

similares a quitinases, mas todos são cópia simples. A re-análise de experimentos de Southern 

blot, após o seqüenciamento de genomas, também já foi reportada (Zhu et al., 2008 a). No 

caso do gene LlChit1, a re-interpretação dos dados foi gerada pela descoberta de um íntron de 

1464 pb interrompendo a região codificante para a sonda. Este intron possuia sítios de 
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clivagem pelas enzimas empregadas no experimento de Southern blot com DNA genômico. A 

obtenção de um perfil eletroforético semelhante, usando DNA do clone LlChit1G digerido 

com as mesmas enzimas, confirmou a suposição feita com base nas seqüências genômicas. 

 

5.8- Análise filogenética de possíveis genes codificantes para quitinases e 

proteínas similares a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi 

 

O trabalho publicado por Zhu et al. (2008 a) demonstra que proteínas similar a 

quitinase codificadas por genomas já seqüenciados de insetos podem ser divididas em 5 

grupos filogenéticos com base no modelo matemático evolução mínima. Em outubro de 2009, 

Aracane e Muthukrishnam (2009) apresentaram a anotação de novos genes de quitinase 

possibilitando a distinção de mais três grupos filogéticos utilizando o modelo matemático 

UPGMA. Estes últimos grupos foram identificados pelos números VI, VII e VIII, 

compreendendo as quitinases com nome CHT6, CHT2 e CHT11, respectivamente. Os grupos 

I, II, III, IV e V permanecem os mesmos descritos em 2008. 

Pelas análises feitas com o emprego do método de evolução mínima, foi visto que a 

metodologia empregada na busca por ortólogos de quitinase em flebotomíneos permitiu a 

identificação de pelo menos uma possível proteína integrante de cada um dos 5 grupos 

propostos por Zhu et al. (2008a). A proteína codificada pelo gene PpChit5 pertence ao grupo I 

e apresenta grande similaridade a DmChit5. Cada espécie de inseto parece ter apenas um gene 

codificante para proteínas do grupo I, II e III. 

O gene LlChit10 deve pertencer ao grupo II que possui quitinases com 4 a 5 domínios 

catalíticos (Zhu et al., 2008a). Dois cDNAs que codificam para domínios parecidos com os 

deste grupo foram encontrados nas ESTs de P papatasi. Eles apresentam grande similaridade 

com o terceiro e quarto domínio da CHT10 de D. melanogaster. Um cDNA codificante para 

para um domínio deste grupo foi encontrado nas ESTs de L. longipalpis e este apresenta 

grande similaridade ao PpChit10D e ao DmCHT10D. Talvez, os genes LlChit10 e PpChit10 

posuam uma arquitetura de domínio igual a do DmChit10 com 4 domínios de ligação à 

quitina e 4 domínios catalíticos. Esta arquitetura para proteínas deste grupo também é vista 

em outro díptera, A. gambiae. 

O cDNA nomeado de PpChit7 codifica para uma proteína do grupo III, que possui 

intgrantes com dois domínios catalíticos. O domínio encontrado nas ESTs de P. papatasi 

apresentou alta similaridade com o segundo domínio da AgCHT7, TcCHT7 e DmCHT7, 

tendo grandes chances de corresponder ao domínio C-terminal codificado pelo gene PpChit7. 

Nas quitinases deste grupo existe uma semelhança maior entre domínios de espécies 
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diferentes do que entre domínios de uma mesma proteína, sugerindo uma especialização 

destas regiões da molécula (Aracane e Muthukrishnam, 2009). 

O gene LlChit3 pode codificar para uma quitinase que deve pertencer ao grupo IV 

assim como os produtos do gene LlChit1. Entretanto, os valores de bootstrap da árvore 

construída não estão evidenciando um similaridade muito grande deste gene LlChit3 com 

outras quitinases deste grupo, como acontece para o LlChit1. O fato de ter sido usado nas 

análises uma seqüência parcial do domínio catalítico do LlChit3 pode estar sendo 

determinante para os baixos valores de bootstrap. Entretanto, em 53% das árvores construídas 

o domínio encontrado para o gene LlChit3 aparece em um agrupamento com uma quitinase de 

mosquito AgCHT9. As posíveis quitinases de P. papatasi PpChit1 e PpChit2 estão muito 

próximas filogeneticamente da LlChit1. 

Os genes LlIDGF e PpIDGF parecem pertencer ao grupo V composto por proteínas 

similar a quitinase que apresentam habilidade de ligação à quitina, mas que não possuem 

atividade catalítica (Zhu et al., 2008b). Pelo número de seqüências encontradas codificantes 

para estas proteínas, estes genes parecem ser os mais ativos dentre os demais genes da família 

de quitinase encontrados no GeneBank. 

 Amplificações por PCR de fragmentos dos genes encontrados nas EST foram 

realizadas para confirmar que as seqüências utilizadas nas análises são provenientes do 

genoma da espécie L. longipalpis. O tamanho dos fragmentos amplificados a partir de DNA 

genômico de células LL-5 estava de acordo ao esperado com base na seqüência de cDNA, o 

que é um indício da ausência de íntrons interrompendo a região codificante para as seqüências 

encontradas no GenBank. 
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VI- CONCLUSÃO 
 

 

- O seqüenciamento do clone genômico LlChit1G contendo um gene de quitinase de L. 

longipalpis, revelou 4 regiões intrônicas que interrompem as porções codificantes do RNA 

LlChit1A. A seqüência à montante do gene LlChit1 evidenciou um possível promotor mínimo 

ativo em fêmeas adultas após a alimentação sangüínea e elementos compatíveis com uma via 

de sinalização envolvendo ecdisona. 

 

- A clonagem e seqüenciamento de fragmentos amplificados por RT-PCR demonstraram que 

o gene LlChit1 sofre processamento alternativo em formas imaturas de L. longipalpis e pode 

codificar possíveis quitinases com e sem domínio de ligação à quitina e com funções 

potencialmente distintas.  

 

- Por análises computacionais de seqüências de EST, foi visto que a família 18 de glicosídeo 

hidrolases de flebotomíneos parece ser multigênica como descrito para outros insetos. As 

análises filigenéticas indicaram que a seqüência do domínio catalítico codificada pelo gene 

Llchit1 possui maior similaridade com a seqüência de quitinases tidas como digestivas.  
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VII- ANEXO I 
 

Identificador no GeneBank das seqüências de insetos utilizadas nas análises 

filogenéticas. 

 

Nome Espécie Identificador 

AaCHT Aedes aegypti AAB81849 

AgCHI-1 Anopheles gambiae AAB87764 

AgCHT2 Anopheles gambiae XP_315650 

AgCHT4 Anopheles gambiae XP_315351 

AgCHT5 Anopheles gambiae AGAP002457 

AgCHT6 Anopheles gambiae XP_310937 

AgCHT7 Anopheles gambiae XP_308858 

AgCHT8 Anopheles gambiae XP_316448 

AgCHT9 Anopheles gambiae XP_307732 

AgCHT10 Anopheles gambiae XP_001238192 

AgCHT11 Anopheles gambiae XP_001237469 

AgCHT12 Anopheles gambiae XP_316142 

AgCHT13 Anopheles gambiae XP_314312 

AgCHT16 Anopheles gambiae XP_319801 

AgIDGF4 Anopheles gambiae XP_317398 

BmCHT Bombyx mori AAB47538 

BmIDGF Bombyx mori BAF73623 

CfCHT Choristoneura fumiferana AAM43792 

ClCHT Spodoptera litura BAB12678 

CtCHT Chironomus tentans CAA73685 

DmCHT2 Drosophila melanogaster NP_477298 

DmCHT4 Drosophila melanogaster NP_524962 

DmCHT5 Drosophila melanogaster NP_650314 

DmCHT6 Drosophila melanogaster NP_572598 

DmCHT7 Drosophila melanogaster NP_647768 

DmCHT8 Drosophila melanogaster NP_611542 

DmCHT9 Drosophila melanogaster NP_611543 

DmCHT10 Drosophila melanogaster NP_001036422 

DmCHT11 Drosophila melanogaster NP_572361 

DmCHT12 Drosophila melanogaster NP_726022 

DmDS47 Drosophila melanogaster NP_477081 

DmIDGF1 Drosophila melanogaster NP_477258 

DmIDGF2 Drosophila melanogaster NP_477257 

DmIDGF3 Drosophila melanogaster NP_477256 

DmIDGF4 Drosophila melanogaster NP_511101 



ANEXO 1 

 

 91 

DmIDGF5 Drosophila melanogaster NP_611321 

GmCHT Glossina morsitans AAL65401 

HaCHT Helicoverpa armigera AAQ91786 

HcCHT Hyphantria cunea AAB47539 

MsCHT Manduca sexta P36362 

PcCHT Phaedon cochleariae CAA77014 

SlCHT Spodoptera litura BAB12678 

TcCHT2 Tribolium castaneum NP_001034516 

TcCHT4 Tribolium castaneum NP_001073567 

TcCHT5 Tribolium castaneum AAV74190 

TcCHT6 Tribolium castaneum AY873916 

TcCHT7 Tribolium castaneum NP_001036035 

TcCHT8 Tribolium castaneum NP_001038094 

TcCHT9 Tribolium castaneum XP_307732 

TcCHT10 Tribolium castaneum NP_001036067 

TcCHT11 Tribolium castaneum NP_001038095 

TcCHT12 Tribolium castaneum XP_972802 

TcCHT13 Tribolium castaneum NP_001036034 

TcCHT14 Tribolium castaneum XP_973005 

TcCHT15 Tribolium castaneum XP_973077 

TcCHT16 Tribolium castaneum AAW67571 
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