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Coisas do Amor

Cheguei como um posseiro
Grilando sentimentos.

S6 que sendo verdadeiro
N&o tive em pensamentos.
Estava perdido em nevoeiro.

Contar fatos passados

Permite-nos revelar

A realidade distorcida.

Deixando o medo pros lados

Abro o meu particular

Trazendo a realidade ndo conhecida.

De guerreiro confiante

Fui peito aberto a langas.
Com o desconhecido adiante
Entrei na melhor das dancas.
Tentei ser comandante

Mas caiu-me ser raso soldado
E no baile o par guiado.

Talvez no uso capido
Eu é que fui tomado!

Jodo Farias

Dedico este poema ao amor pela ciéncia e a seducdo que os mistérios do desconhecido
exercem sobre o ser humano. Quando contamos uma histéria de hipdteses que deram certo,
deixamos de expor a versao daquelas que ficaram pelo caminho. Através do surgimento de
idéias que véem ao acaso, aparecem novas hipdteses que sdo submetidas a uma selecédo
naturalmente experimental. Aquelas que se adaptam melhor aos modelos vigentes perpetuam-
se até que o universo do saber ao seu redor se transforme.

O bom mesmo é trabalhar com o que gostamos num jogo de seducdo em que o dominar e ser
dominado é separado por uma linha ténue chamada razdo. De certo, uma coisa eu aprendi:
“a 1déia mais perigosa ¢ aquela que gostamos mais”.

“Nao faz mal que seja pouco,

O que importa € que o0 avanco de hoje

Seja maior que o de ontem.

Que nossos passos de amanha

Sejam mais largos que os de hoje.”
Daisaku lkeda
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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania
transmitidos pela picada de flebotomineos infectados. Os atuais métodos de combate a estas
moléstias tém se mostrado ineficazes e maiores conhecimentos sobre a interacdo Leishmania-
flebotomineos sdo necessarios 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 laboratério um cDNA codificante para uma quitinase intestino-
especifica de Lutzomyia longipalpis, nomeada LIChitlA. Foi visto que este produto do gene
LIChitl possui altos niveis de transcricdo em fémeas adultas 3 dias apds a alimentacdo
sanguinea, indicando um possivel papel na degradacdo da matriz peritréfica (MP).

Neste trabalho, um fragmento do LIChitlA foi usado para sondar uma biblioteca
genémica de L. longipalpis, possibilitando o isolamento de um clone contendo o gene
codificador desta enzima, que recebeu o nome LIChitlG. A amplificacdo por PCR e
sequenciamento deste gene revelaram a presenca de 4 introns que interrompem a sequéncia
codificante para a LIChit1A. Foi visto por RT-PCR que o gene LIChitl também esté ativo em
larvas, transcrevendo mais duas novas formas de splicing, nomeadas LIChitlB e LIChitlC.
Estes dois novos transcritos possuem codons de parada, introduzidos a partir do quarto intron,
que interrompem a traducdo do dominio de ligacdo a quitina codificado pelo ultimo éxon. As
possiveis novas enzimas codificadas devem atuar na digestdo de alimentos ricos em quitina de
maneira similar ao proposto para outras quitinases de inseto sem este dominio funcional.

A regido flanqueadora 5’ (RF5’) do clone gendmico também foi amplificada por PCR
e sequenciada, evidenciando um possivel promotor minimo. Curiosamente, um gene ortélogo
de Phlebotomus papatasi contém o comeco da sequéncia UTR 5° idéntica ao comecgo do
RNAmM da quitinase de L. longipalpis. 1sso pode ser um indicio de um possivel sistema
promotor conservado em flebotomineos e com possivel atuacdo na regulacdo da espessura da
MP. Através da técnica de PCR invertido foi amplificada e seqilienciada uma regido a
montante do gene, ndo presente no LIChitlG. Andlises de bioinforméatica indicaram a
presenca de um possivel envolvimento de ecdisona no controle deste promotor.

Através da anotacdo de ESTs codificantes para a seqiiéncia completa ou parcial de
proteinas similares a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi foi possivel identificar
possiveis ortdlogos de glicosideohidrolases da familia 18. As sequéncias primarias
correspondentes ao dominio catalitilico encontrado nesta familia foram comparadas por
filogenia a seqiiéncias ja 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 LIChitlA, was previously identified in
our laboratory using differential display RT-PCR (DDRT-PCR). It was found that the LIChitl
gene had high transcription levels 3 days after blood meal, which indicated a putative role on
peritrophic matrix (PM) degradation.

A LIChitlA fragment, was used for screening a L. longipalpis genomic library, which
led to the isolation of a clone called LIChitlG, containing the chitinase gene. The PCR
amplification and sequencing of this gene revealed 4 introns which interrupt the LIChitlA
cDNA sequence. RT-PCR showed that the LIChitl gene is also expressed in larvae where it
transcribed two new forms of splicing, called LIChit1B and LIChitlC. 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- INTRODUCAO

1.1- Doencas negligenciadas e transmitidas por vetores

O grupo de doengas negligenciadas é constituido pelas enfermidades infecciosas
tropicais, incluindo infec¢bes por protozoarios, helmintos e doencas tais como a lepra e o
tracoma. Todas ocorrem predominantemente nas populagdes de regides menos desenvolvidas
(&reas remotas, areas rurais, favelas urbanas ou zonas de conflito). As doencas negligenciadas
causadas por protozodrios sdo transmitidas por insetos vetores e incluem a maléria, a
leishmaniose, a doenca de Chagas e a tripanossomiase africana (Hotez et al., 2006).

As doencas negligenciadas sdo fardos de populacGes esquecidas pelo modelo de
desenvolvimento econdmico excludente - doencas que afligem os mais pobres dos pobres - e
geralmente ndo afetam paises desenvolvidos. Desta forma, estas moléestias acabam sendo
ignoradas pela maior parte das ciéncias médicas e a falta de investimentos certamente
contribui para sua propagacédo (Beyrer et al., 2007). Devido a baixa voz politica das pessoas
atingidas, estas doencas também assumem uma posi¢do de pequena importancia dentro das
prioridades de saude publica. Entretanto, mais de 1 bilhdo de pessoas, um sexto da populacéo
do planeta, sofre de uma ou mais doencas negligenciadas. A distribuicdo global das mortes
causadas por doencas negligenciadas transmitidas por vetores é mostrada na figura 1.1 (OMS,
2009a).

VBD Deaths/million
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[ ]20-50
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Figura 1.1) Distribuicdo das mortes por doengas transmitidas por vetores no mundo (OMS,
2009a).
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1.2- Controle alternativo para doencas transmitidas por vetores

A luta contra as doencas transmitidas por insetos compartilha muitos desafios, e o
controle integrado de vetores tem sido uma das abordagens mais promissoras. Nos Gltimos 15
anos duas novas abordagens alternativas tém ganhado destaque no &mbito da pesquisa. Estas
sdo a producdo de vacinas contra proteinas que bloqueiem a transmissdo da doenca e a

manipulacdo genética de insetos vetores tornando-os refratarios aos parasitos.

1.2.1- Vacinas contra artropodes para blogueio de transmisséo

Doengas transmitidas por artropodes como a leishmaniose e a malaria possuem
peculiaridades que dificultam a producdo de vacinas contra o parasito como, por exemplo, a
multiplicidade de formas do protozoario. Nestas doencas, o agente etioldgico 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 mamifero (Carter et al., 2000). Esses
aspectos das doencas transmitidas por vetores estdo sendo considerados na busca por uma
vacina eficaz que bloqueie o desenvolvimento de mais de uma forma do parasito. Vacinas que
geram imunizagdo contra as formas infectivas para o vetor sdo chamadas de vacinas para
blogueio de transmissdo (Carter et al., 2000). No entanto, estdo sendo estudadas estratégias
que permitam a imuniza¢do do hospedeiro vertebrado contra moléculas do inseto que se
alimenta em um individuo doente. Estas Ultimas sdo vacinas contra artropodes que na ultima
década também passaram a ser chamadas de vacinas para bloqueio de transmissdo baseadas
no vetor (Kay e Kemp, 1994; Lavazec e Bourgouin, 2008). Estas vacinas visam bloquear
proteinas do vetor que permitem ou facilitam a transmissdo da doenca ou mesmo impedir 0s
processos fisiologicos envolvidos na alimentacdo sanguinea necessarios para sobrevivéncia do
inseto e/ou agente etioldgico apds a alimentacdo sanguinea. Recentemente, a imunizacdo de
camundongos através do emprego de uma proteina especifica da saliva de Lutzomyia
longipalpis conferiu a estes animais resisténcia contra a infecgdo por Leishmania infantum
chagasi (Gomes et al., 2008).

Apesar de muitos laborat6rios ao redor do mundo terem conseguido demonstrar que
moléculas do vetor e do parasito podem ser usadas para construcao de vacinas que impedem a
passagem do parasito para o vetor e com isso bloqueiam a transmissdo de doencas, ainda
existe uma grande duvida a respeito de quem financiaria a producdo deste tipo de vacina
(Carter et al., 2000).
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1.2.2 - Mosquitos transgénicos como uma abordagem no controle de
doengas transmitidas por vetores

Os grandes investimentos em pesquisas sobre malaria tém impulsionado o
desenvolvimento de novas abordagens para o controle desta doenca, que incluem o desenho
racional de novos farmacos melhores e mais baratos, a procura por vacinas comprovadamente
eficazes e o desenvolvimento de mosquitos geneticamente modificados (MGM) desenhados
para reduzir o tamanho das populagdes de vetores ou espalhar por populagdes selvagens genes
que confiram resisténcia do inseto ao parasito (Ridley, 2002; Todryk e Hill, 2007; Marshall e
Taylor, 2009).

Diversos métodos para projetar mosquitos refratarios estdo sendo estudados e mostram
resultados promissores para o controle da malaria. O genoma de mosquitos ja foi alterado
possibilitando a criacdo de MGM incapazes de transmitir a malaria de roedores (Ito et al.,
2002). A manipulacdo genética desses insetos foi resultado de longos anos de pesquisa que
possibilitaram inicialmente a identificacdo dos sitios receptores necessarios para a passagem
do parasito pelo epitélio do tubo digestivo do vetor. Em seguida foram descobertas pequenas
proteinas que podiam saturar esses receptores e bloquear o processo de infeccdo do inseto. Os
préximos passos destes estudos focam a otimizacdo de genes refratarios para efetivamente
conferirem resisténcia a malaria humana (Marshall e Taylor, 2009).

Para obter sucesso neste tipo de estudo, sdo fundamentais conhecimentos especificos
sobre sequéncias reguladoras do genoma que hospedara o gene de resisténcia. Na tentativa de
intervir na infeccdo do vetor pelo plasmoédio foi muito importante conhecer a biologia do
inseto algumas horas apds a alimentacdo sanguinea. Neste momento, o plasmadio precisa
atravessar a borda epitelial do intestino médio do vetor para continuar seu ciclo de vida. O
conhecimento sobre uma sequéncia promotora do mosquito que induz a expressao génica no
seu tubo digestivo no primeiro dia apos a alimentacdo sanguinea foi imprescindivel para a
construcdo de um inseto refratario.

Estudos de promotores de genes como o da carboxipeptidase A permitiram a
expressao heterologa direcionada para momentos criticos da infecgdo do vetor por parasitos.
A mesma sequéncia foi comprovadamente eficaz para a manipulacdo genética de mais de um
género de mosquito vetor de doengas humanas, no caso Aedes e Anopheles (Moreira et al.,
2000). Em 2006 a sequéncia promotora do gene codificante para a carboxipeptidase A foi
utilizada na construcdo de mosquitos Aedes aegypti resistentes ao virus da dengue, pois as
células epiteliais do intestino médio deste mosquito eram capazes de transcrever, apds a

alimentacdo com sangue, um RNA de interferéncia contra uma proteina do capsideo viral
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(Franz et al., 2006). A caracterizacdo, durante a década de 90, de genes diferencialmente
expressos apos a alimentacdo sanguinea (Edwards et al., 1997) possibilitou a criacdo das
primeiras linhagens transgénicas com capacidade vetorial reduzida no comeco do século 21.

Atualmente, outros mecanismos para conferir refratariedade contra o parasito da
malaria envolvem o uso de anticorpos que matam o agente etioldgico dentro do mosquito e a
descoberta de genes importantes para resisténcia de populagdes naturais (de Lara Capurro et
al., 2000; Riehle et al., 2006). O grande volume de contribui¢es sobre o sistema imune de
insetos tem levado pesquisadores da area a acreditarem que um possivel construto de genes
capaz de reduzir a competéncia vetorial de mosquitos transmissores de malaria ndo esta
distante (Waterhouse et al., 2007). Como a infec¢do tem um custo para o vetor, oS insetos
refratarios deveriam apresentar vantagem adaptativa sobre o0s insetos susceptiveis e
transmissores do patogeno (Marrelli et al., 2007).

Apesar dos avangos tecnoldgicos e cientificos que possibilitam a producdo de
mosquitos transgénicos refratarios a agentes etioldgicos de doencas, o0s riscos da manipulacéo
genética destes animais precisam ser mais bem estudados (Alphey et al., 2002; Marshall e
Taylor, 2009).

1.3- Leishmanioses

Leishmanioses sdo doencas transmitidas pela picada de insetos flebotomineos
infectados por protozoarios do género Leishmania. Sua transmissdo é dependente da presenca
de espécies especificas do vetor e ocorre em 88 paises de regibes tropicais, subtropicais e
temperadas (OMS, 2009b).

Pecas ceramicas de povos pré-colombianos (figura 1.2) indicam a presenca da
leishmaniose muco-cutdnea nas Ameéricas antes do inicio da colonizacdo européia. Esse
indicio da existéncia da doenca no Novo Mundo ha mais de 500 anos é refor¢ado por crénicas
do século XVI que relatam a presenca de lesdes deformantes no nariz e boca, parecidas com
um dos quadros clinicos produzidos pela doenga, em indios sul-americanos. Tal como nos
mostra o trabalho de Altamirano-Enciso et al. (2003), podemos ver na citacdo do espanhol
Pedro Pizarro o cenario encontrado em 1.533:

...1os que entran en los Andes les da un mal en las narices a manera
de Sancto Antdn, 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 aun 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 reflexdo interessante ao
mencionar que “a ampla gama de nomes populares que a moléstia possui no mundo
demonstra a sua profunda historia associada a atividades sociais, como por exemplo, a guerra
entre india e Inglaterra; econdmicas, como a exploragio da borracha no Brasil; agricolas, no
Peru; e climéticas, como a seca do Nordeste brasileiro, de 1880 e 1883, entre outras”.

A leishmaniose possui quatro sindromes clinicas distintas que dependem da espécie do
parasita e da resposta imune do hospedeiro, sendo elas: cutdnea, mucocutanea, visceral
(também conhecida como calazar) e dérmica-pos-calazar (figura 1.3). A leishmaniose cutanea
é caracterizada por lesbes na pele que geralmente abrem-se em feridas com bordas elevadas,
podendo, em alguns casos, evoluir para a formacdo de nddulos que ndo fazem ulceracdes. A
leishmaniose mucocutanea (também conhecida como tegumentar americana) é caracterizada
por lesGes nas mucosas oral, nasal, com possivel evolucdo para as mucosas da laringe e
faringe. S&o lesbes que evoluem lentamente e podem gerar deformacdes fisiondmicas ao
atingirem os demais tecidos que compdem a estrutura da cavidade bucal e nasal. Ao contrario
da leishmaniose cutanea, que pode ser causada por uma grande variedade de espécies de
parasita, a leishmaniose mucocutanea é ocasionada na maioria das vezes pela Leishmania
braziliensis. Estas duas formas da doenga ndo acarretam a morte, mas podem levar a quadros
clinicos gravissimos que limitam muito a vida do paciente (Chappuis et al., 2007).

A leishmaniose visceral (LV) é caracterizada por episodios descontinuos de febre,
perda acentuada de peso, anemia e hepatoesplenomegalia. Esta forma da doenca € 100% fatal
e pode levar ao 6bito em até 2 anos se ndo tratada. No leste da Africa e India subcontinental a
LV é causada por parasitos do complexo Leishmania donovani e na Europa, Norte da Africa e
América Latina pela Leishmania infantum. A LV nestes continentes ocorre majoritariamente
em 6 paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o (figura 1.4) (Mauricio et al.,
2000; Lukes et al., 2007).

A leishmaniose dérmica-pds-calazar (LDPC) é caracterizada por lesdes maculares,
maculo-papulares ou nodulares com prurido (figura 1.5). A LDPC é uma complicacéo da LV
mais frequentemente observada apds o tratamento de pacientes do Suddo, mas tambem
registrada em outros paises do leste da Africa e india subcontinental (Zijlstra et al., 2003). A
ocorréncia deste quadro clinico também ja foi observada em pacientes imunosuprimidos de
regibes endémicas de L. infantum (Chappuis et al., 2007). As lesGes nodulares possuem
grande quantidade de parasitos, sendo altamente contagiosas (Addy et al., 1992), e ha autores
que acreditam que poderiam ser reservatorios entre surtos LV (Chappuis et al., 2007).
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Figura 1.2) Escultura em ceramica de
povo pré-colombiano que representa
uma pessoa com lesbes 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).

Forma
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Figura 1.3) Formas de leishmaniose. As imagens A, B e C foram reproduzidas do sitio da
OMS (2009c) e a imagem D de Chappuis et al. ( 2007).
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B Endemic areas

Figura 1.4) Distribuicdo da leishmaniose visceral pelo mundo (Chappuis et al., 2007).

Forma dérmica-pos-calazar

(A) Q)

Figura 1.5) Manifestacdes clinicas da leishmaniose dérmica-pds-calazar: (A) lesdes
nodulares; (B) lesdes papulares; (C) lesGes maculares. Adaptado de Zijlstra et al. (2003).
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1.4- Leishmanias

Existem aproximadamente 20 espécies de Leishmania patogénicas para humanos
(Pearson e Sousa, 1996) que na maioria das vezes sdo hospedeiros acidentais. Estes parasitos
heteroxénicos possuem duas fases no ciclo de vida, uma no hospedeiro vertebrado, que pode
ser humanos, cachorros, cavalos, marsupiais, roedores, preguicas, e outra fase no hospedeiro
invertebrado, o flebotomineo (figura 1.6).

As leishmanias sdo ingeridas pelos flebotomineos na forma amastigota junto com o
sangue do hospedeiro vertebrado. A infec¢do do vetor pode ser dividida em trés periodos, dos
quais o primeiro é caracterizado pela presenca do bolo alimentar envolto pela matriz
peritrofica (figura 1.7A), o segundo pela presenca de leishmanias aderidas ao epitélio do
intestino médio abdominal do inseto (figura 1.7B) e o terceiro pela colonizacdo do intestino
anterior do vetor (figura 1.7C) (Sacks e Kamhawi, 2001).

Nas primeiras horas apds a ingestdo, 0s parasitos passam pelo primeiro processo de
diferenciacdo se transformando em promastigotas prociclicos que tem capacidade de se
multiplicar e se aglomerar no meio do bolo alimentar formando rosetas com os flagelos
voltados para seu interior. Apos 30 horas da alimentacdo sanglinea, ja € possivel encontrar o
parasito na sua forma seguinte denominada de nectomonas. Esta forma apresenta um corpo
mais alongado e alta mobilidade. Com o inicio da ruptura da matriz peritrofica, cerca de 72
horas ap0ds a alimentacdo, as nectomonas podem deixar o bolo alimentar e se aderirem ao
glicocalice do epitélio do intestino médio. Parasitos ndo aderidos sdo excretados junto com o
residuo alimentar e até hoje ndo foi demonstrado nenhuma importéncia destes para 0 processo
de transmissdo da doenca. Com aproximadamente uma semana do inicio da infeccdo, as
leishmanias comecam a migrar massivamente e colonizar a regido anterior do tubo digestivo
correspondente a porcdo toraxica do intestino médio e a valvula estomodeal. Durante este
processo, ocorre a transformagdo das nectomonas em haptomonas que sdo formas com
capacidade de se dividir e que se aderem intimamente ao epitélio cuticular da valvula
estomodeal via hemidesmossomos e umas as outras por meio de um material gelatinoso
secretado. Ao mesmo tempo ocorre a metaciclogénese de um grande contingente dos parasitos
que véo para a porcao anterior do tubo digestivo. Estes passam a forma metaciclica que é
infectiva para o hospedeiro vertebrado e migram além da valvula estomodeal chegando ao
esdfago, faringe e prosbocide (Sacks e Kamhawi, 2001). Os parasitos secretam uma quitinase,
acarretando a deformacdo da valvula estomodeal do inseto (Rogers et al., 2008). A
descaracterizacdo estrutural deste 6rgéo 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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transmissdo do ciclo de vida da leishmania. O material gelatinoso secretado pelas formas
haptomonas também contribui para a obstru¢do do trato digestivo. Este fenbmeno parece
induzir um comportamento diferenciado em fémeas infectas que procuram mais vezes 0
hospedeiro vertebrado para se alimentar, aumentando assim a chance de transmissao da

doenca (Rogers et al., 2004).

Sandfly Stages Human Stages

Sandfly takes a blood meal

{injects promastigote stage P"D‘“B'STIQQIE'S are

nhagocwzed by

info the skin) A
Divide in midgut and /ﬁ W | a # macropiiages
~

migrate to proboscis

v~y

Arnastigotes transform into
o promastigote stage in midgut

Promastigotes transform
into amastgotes inside
macrophages A

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of

g : h various tissues ﬂ
e Ingesnc:-n of :.ir'.g.‘
parasitized cell [
Sandfly takes a blood meal

{ingests macrophages infected
with amastigotes)

A= Infective Stage
Ep Diagnostic Stage
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Figura 1.6) Ciclo de vida da Leishmania: 1- vetor infectado inocula parasitas em um novo
hospedeiro vertebrado durante o repasto sangliineo; 2 — formas promastigotas do parasita
sdo fagocitadas por macréfagos; 3, 4- parasitas se transformam em amastigotas e infectam
celulas do sistema do sistema imune mononuclear; 5, 6- flebotomineo 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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meédio toracico

\‘ ~" _ Intestino
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Valvula
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Figura 1.7) Esquema mostrando o desenvolvimento da Leishmania dentro do tubo digestivo
de flebotomineos, adaptado de Sacks e Kamhawi (2001). O periodo de cada fase é indicado
em dias e acima é mostrado um esquema das formas morfologicas do parasito.
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1.5- Flebotomineos

1.5.1- Importancia médico veterinaria

Flebotomineos sdo transmissores de patdgenos para 0 homem e animais, 0 que
constitui o principal motivo de sua importancia médico veterinaria. Até onde se tem
conhecimento, os vetores naturais de todas as espécies de Leishmania pertencem a subfamilia
Phlebotominae da familia Psychodidae (Sacks e Kamhawi, 2001). Em regides de grande
ocorréncia destes insetos é possivel verificar casos em que a propria picada e sua reacao
alérgica caracteristica provocam quadros criticos. Ha ocorréncia de pessoas que chegam a
apresentar um aspecto ‘“‘sarampento” devido ao grande numero de picadas. Apds as
colonizacdes de flebotomineos em laboratdrios, mesmo com muitas dificuldades, estes insetos
passaram a ser objeto de estudo para varias pesquisas no campo da genética, bioquimica e
biologia molecular, elevando ainda mais a sua importancia (Sherlocck, 2003).

Flebotomineos sdo os Unicos vetores de leishmaniose e outras doencas em areas
tropicais e subtropicais. Apenas o leste da Asia e a Africa Sub-Saariana sdo relativamente
livres de leishmaniose apesar de apresentarem espécies com capacidade vetorial
(Munstermann, 2004). Das aproximadamente 400 espécies de flebotomineos, apenas 50 s&o
implicadas como vetores de leishmaniose (Sharma e Singh, 2008). Além da leishmania, ja foi
reportado que estes insetos também transmitem outros tripanossomatideos para animais,
dentre os quais podemos citar Trypanosoma phyllotis, Trypanosoma leonidasdeanei e
Trypanosoma tetradactyli (Herrer, 1942; Christensen e Teoford, 1972; Williams, 1976). Os
flebotomineos sdo também transmissores de arboviroses causadas, na maioria das vezes, por
virus pertencentes ao género Phlebovirus (familia Bunyaviridae). Em humanos, a infec¢édo
geralmente acarreta sintomas parecidos com os da influenza e os pacientes apresentam febre,
dor retroorbital, erupcdo cutanea, mialgia e astenia (Sherlocck, 2003). Estes vetores também
sdo responsaveis pela transmissdo da Bartonelose que € outra doenga de alta gravidade para
humanos (Bass et al., 1997).

A transmissdo da leishmaniose no Novo Mundo (América Central e do Sul) esta
associada a espécies do género Lutzomyia e, no Velho Mundo, a espécies do género
Phlebotomus. Morfologicamente ambos 0s géneros sao bastante parecidos. Nas figura 1.8A e
1.8B s@o mostradas fotos de um Phlebotomus ao lado de um Lutzomyia. De modo geral, as
espécies no Velho Mundo habitam regBes desérticas e semi-aridas enquanto que as espécies

do Novo Mundo preferem regides de floresta. Na tabela 1.1 sdo relacionadas as espécies de
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Leishmania transmitidas por flebotomineos destes dois géneros com as regides de ocorréncia
do parasito. (Sharma e Singh, 2008)

As espeécies transmisoras sdo oportunistas, sendo o hospedeiro preferido aquele que
estd mais prontamente disponivel. Esta tendéncia oportunista faz do homem um hospedeiro
auxiliar para flebotomineos que desenvolveram a capacidade de viver em ambientes peri-
domeésticos ou urbanos. A falta de especificidade no hospedeiro dificulta o desenvolvimento
de sistemas modelos para a relacdo vetor-parasito. Uma Unica espécie causadora de
leishmaniose cutanea pode ter uma duzia ou mais de espécies incriminadas ou suspeitas de
atuarem como vetor. Desta forma, modelos epidemioldgicos apropriados para um par de

espécies vetor-parasito podem ser irrelevante para outros.

(B)

Phlebotomus argentipes Lutzomyia longipalpis

Figura 1.8) Imagens de flebotomineos dos géneros 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 género
Leishmania. Os locais de ocorréncia do parasito também sdo indicados (Sacks e Kamhawi,

2001).
Vetores comprovados ou
Parasito Distribuicdo geogréfica suspeitos
L. L. donovani China, P. alexandri

india, Nepal,
Bangladesh, Africa Oriental

P. argentipes

P. martini, P. orientalis

L. L. infantum chagasi

Sul da Europa,

P. ariasi, P. perniciosus

Leste do Mediterraneo, P. perniciosus, P. langeroni
China, P. chinensis, P. major
América Central e do Sul L. longipalpis
L. L. major Oriente Médio, P. papatasi
Sudoeste Asia, P. papatasi
Africa P. papatasi, P. duboscqi
L. L. tropica Oriente Médio, P. sergenti
Sudoeste Asia, Africa P. sergenti, P. saevus
L. L. aethiopica Africa 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 flebotomineos pertencem ao Filo Artropoda; Classe Insecta; Ordem Diptera;
Familia Psychodidae. S&o insetos relativamente pequenos possuindo de 2,5 a 3,5 mm nas
aproximadamente 1.000 espécies ja descritas. O seu tamanho reduzido é um dos fatores que
fazem com que muitos aspectos da sua biologia ainda ndo tenham sido explorados com a
profundidade vista para outros vetores (Munstermann, 2004). Na figura 1.9 é mostrado um
flebotomineo ao lado de um mosquito para representar a diferenca de tamanho geralmente
encontrada entre estes animais. A dificuldade em capturar os insetos no campo e a sua
complicada manutencdo em col6nias também contribuem para o desanimo de pesquisadores
em adotar os flebotomineos como um organismo modelo (Munstermann, 2004).

Os estagios bésicos do ciclo de vida dos flebotomineos sdo tipicos de insetos da
subordem Nematocera. Na figura 1.10 sdo mostradas as fases de desenvolvimento tipicas de
flebotomineos usando a espécie L. longipalpis como exemplo. Depois do acasalamento e
alimentacdo com sangue, as fémeas adultas desenvolvem os ovos e ovipdem separadamente
em um substrato com fendas. Depois de quatro a dez dias os ovos eclodem e as larvas
crescem passando por quatro estadios dentro de um periodo de quatro a oito semanas. Ap6s 0
quarto estadio larval os insetos empupam e permanecem nesta forma por quatro a seis dias até
se tornarem adultos. Este Gltimo estagio é relativamente curto, raramente ultrapassando trés
semanas, durante as quais ocorrem o acasalamento, a procura pelo hospedeiro, para a fémea, a
alimentagcdo com sangue, procura por substrato para oviposicéo e oviposi¢do de fato. Somente
a fémea necessita da alimentacdo sanguinea para producdo dos ovos e, por conseguinte é a
responsavel pela transmissao de patégenos (Munstermann, 2004). Para servir como vetor de
bactérias, virus e protozodrios, as fémeas devem viver tempo suficiente para conseguirem
uma segunda alimentacdo sanguinea e transmitirem o patdégeno para um novo hospedeiro
(Sherlock, 2003).
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Figura 1.9) Comparacdo do tamanho de um mosquito Aedes aegypti com um flebotomineo
Lutzomyia longipalpis.
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Figura 1.10) Estagios do ciclo de vida de L. longipalpis.

Os estagios imaturos de ovo, larva e pupa sdo descritos inteiramente por observac6es
de insetos mantidos em col6nias. E possivel notar que as formas imaturas parecem preferir
solos relativamente secos e ricos em matéria organica. Na tentativa de localizar onde
emergem os adultos através de armadilhas para insetos emergentes sé se tem obtido algum
sucesso para espécies adaptadas a viver no peri-domicilio como L. longipalpis (Munstermann,
2004).

Devido ao seu habitat terrestre, particularmente em zonas aridas, a cuticula larval é
grossa e esclerosada para prevenir a perda de agua e desidratacdo (Fausto et al., 1999). Os
nutrientes para o crescimento da larva podem ser deduzidos apenas a partir de criacGes de
laboratorio. O sucesso da ragdo contendo fezes de coelho indica que pelo menos algumas
espécies preferem solos com grande quantidade de matéria organica em decomposicdo (Tesh
e Guzman, 1996).
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1.6- Compartimentalizacdo da digestdo em insetos

A maior parte do alimento de insetos, que requer digestdo, consiste em moléculas
poliméricas como amido, celulose, hemicelulose e proteinas. Em insetos holometabolos, a
compartimentalizagdo do local de atuacdo das enzimas digestivas e dos fluidos do intestino
médio é de grande importancia para o processamento e absorcdo deste alimento de forma
eficiente. Uma estrutura chamada de matriz peritrofica cria dois ambientes de
compartimentalizagdo da digestdo: endo e exoperitrofico. 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 enzimatico do alimento, polimero hidrolases, como
amilases, celulases, hemicelulases e tripsinas, atuam na reducdo do peso molecular dos
polimeros gerando oligdbmeros. Esta etapa da digestdo parece ocorrer no espaco
endoperitréfico (Terra e Ferreira, 1994).

Na fase intermediaria da digestdo, oligdmeros sdo processados por polimero hidrolases
(p. ex. amilase) ou digeridos por oligdmero hidrolases (p. ex. aminopeptidases que atuam
sobre fragmentos de proteina). Esta etapa da digestdo parece ocorrer no espaco exoperitréfico
e gera dimeros ou pequenos oligbmeros como maltose, celobiose e dipeptideos (Terra e
Ferreira, 1994).

Na fase final do processo digestivo, os dimeros sdo processados em mondmeros pelas
dimero 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 Ultima unidade compartimentalizadora da digestao (Terra e Ferreira, 1994).

Acredita-se que a compartimentalizacdo pode evitar a ligacdo ndo especifica de
moléculas ndo digeridas em sitios localizados em enzimas e transportadores celulares (Terra,
1990). Esta adaptagdo do trato digestivo também deve diminuir a autodigestdo das proteinas
do préprio inseto e com isso gerar uma economia energética que aumenta a eficiéncia do

processo digestivo.

16



INTRODUCAO

1.7- Metabolismo de quitina em insetos

1.7.1- Quitina

Quitina ¢ um dos biopolimeros mais importantes na natureza, sendo produzida
principalmente por fungos, artrépodes e nematoides (Merzendorfer e Zimoch, 2003). Em
insetos, este polissacarideo de N-acetil-p-D-glucosamina funciona como arcaboucgo para
formacdo de importantes estruturas como exoesqueleto, matriz peritréfica (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 morfogénese dos insetos dependem estritamente da sua capacidade de
remodelar estruturas quitinosas, sendo de grande importancia a producdo repetida e em
diferentes tecidos de enzimas para sintese e degradacdo deste polissacarideo. Quitina é um
dos componentes majoritarios da cuticula de insetos podendo chegar a 40% da massa seca de
sua carapaca (Kramer et al., 1995). Os filamentos de quitina funcionam como um leve e forte
arcabouco que sustenta as proteinas e estas determinam as propriedades quimicas e mecanicas

da cuticula (Merzendorfer e Zimoch, 2003).

1.7.2- Composicdo e funcédo da matriz peritrofica

A matriz peritréfica é também conhecida como membrana peritrofica, que foi um
termo primeiramente usado por Balbiani em 1890 quando a descreveu como um Ssaco
membranoso que envolve o bolo alimentar dentro do intestino de centopéias (Cryptops spp.)
(Balbiani, 1890). Entretanto, a observacdo de um envoltério que separava o bolo alimentar ja
havia sido reportada anteriormente por Lyonet (1762). O termo peritréfico vem das palavras
gregas peri, ao redor, e tréfico, alimentar. Como a MP invariavelmente envolve o bolo
alimentar, este termo nunca foi criticado. Entretanto, hoje em dia a palavra membrana faz
mencéo a estruturas com uma bicamada lipidica o que nédo se verifica na MP. O termo matriz
¢ adotado nesse trabalho justamente por ndo descrever uma estrutura membranosa, todavia,
existem outros termos menos polémicos como envoltorio (Peters, 1992).

A matriz peritréfica geralmente é formada por 3 a 13% (p/v) de quitina (Peters, 1992).
A quantidade deste polissacarideo na MP pode variar bastante de espécie para espécie como,
por exemplo, j& foi reportada a presenca de 40% (p/v) de quitina na MP de Manduca sexta

(Kramer et al., 1995). Somada a quitina estd uma complexa mistura de glicoproteinas e
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proteoglicanos. Os microfilamentos de quitina sdo secretados juntamente com a massa super
hidratada de proteoglicanos. Os demais componentes da MP, como as peritrofinas, séo
secretados durante o processo de gelificacdo da matriz. As peritrofinas ligam-se ao arcabouco
de quitina por seus multiplos dominios de ligacdo ao polissacarideo e podem mediar a
interacdo de glicoproteinas a MP, contribuindo para o potencial elastico dessa estrutura
(Lehane, 1997).

A primeira proposic¢édo de que a MP poderia desempenhar um papel na digestédo foi
feita por Waterhouse (1957) e a partir dai as fungdes atribuidas a essa estrutura foram
aumentando com o passar dos anos. A MP compartimentaliza a digestdo aumentando sua
eficiéncia e protege a borda em escova desse epitélio de injdrias mecénicas e ataques de
patdgenos e toxinas (Tellam, 1996).

Em insetos hematofagos, a MP tem um importante papel na protecdo contra a
intoxicacdo por metabolitos da digestdo, como o heme, que € um grupamento prostético
liberado durante a protedlise do sangue. O heme possui grande atividade pro-oxidante e a
quantidade ingerida por estes insetos seria suficiente para produzir um estresse radicalar fatal.
Os insetos hematofagos desenvolveram ao longo da evolugdo a capacidade de degradar o
heme e produzir agentes anti-oxidantes. Associado a este processo de protecdo estd a
capacidade da MP em ligar-se intimamente a estas moléculas formando heme-agregados
(Graga-Souza, 2006).

A MP de insetos pode ser classificada em dois tipos de acordo com sua forma de
secrec¢do: 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,
composicdo e, em algumas espécies, funcdo. A maior parte dos insetos secreta MP, entretanto
ela geralmente é ausente em Hemiptera, Thysanoptera e Lepidopteras 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 dipteras hematdfagos 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 hematdéfagos
(Wigglesworth, 1930; Peters, 1992).

Alguns insetos, principalmente hemipteras, produzem uma estrutura nomeada por
Walter Terra em 1988 apud Hegedus et al. (2009) como membrana perimicrovilar. Essa
espécie de involucro do lumen intestinal deve ter funcdo analoga a MP e € originada por
vesiculas derivadas do complexo de golgi (Silva et al., 2004).
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Figura 1.11) Esquema mostrando a formagdo da MP1 e MP2, adaptado de Devenport e
Jacobs-Lorena (2004). A MP1 aparece envolvendo sangue e a MP2 ao redor de particulas
de comida.

1.7.3- Matriz peritrofica do tipo 1 (MP1)

MP1 é o tipo de MP mais comum em insetos hemat6fagos adultos, como mosquitos,
simulideos e flebotomineos. Existem algumas exce¢des notaveis como a mosca tsétsé e
Stomoxys calcitrans que secretam MP2.

Em insetos ndo hematofagos 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
apos a alimentacdo sanguinea. A MP1 é secretada majoritariamente por células epiteliais do
intestino médio que sofrem mudancas morfoldgicas drasticas com a ingestdo do alimento
(figura 1.12). As celulas colunares se tornam esticadas e planas, sofrendo uma redugédo de
numero 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 situacdo morfoldgica, a juncdo entre as células intestinais € mantida por
suas fortes conexdes laterais (tais como juncdes comunicantes, juncbes septadas e
desmossomos), permitindo o armazenamento de uma quantidade de alimento muitas vezes
maior que o volume do intestino médio vazio. A distensdo do tubo digestivo parece ser um
dos sinais para secrecdo da MP, uma vez que injecOes de ar pelo &nus pode estimular a

secrecdo da matriz de mosquito (Devenport e Jacobs-Lorena, 2004). Entretanto, 0 mecanismo
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de sinalizacéo intracelular envolvido nesse processo ainda esta pouco esclarecido (Hegedus et
al., 2009).

Foi demonstrado que a secrecdo em pulsos da MP1 em Locusta migratdria,
Periplaneta americana e Diabrotica undecimpunctada produz camadas concéntricas
sucessivas (Lehane, 1997; Peters, 1992; Ryerse, 1994). Por microscopia eletrénica verificou-
se que o0 arcabouco de quitina da MP1 geralmente toma a forma de uma estrutura ortogonal
altamente requisitada por proteinas (Binnington et al., 1998; Harper e Hopkins, 1997)

Antes da alimentagdo sangiiinea

Microvilosidade apical

Vesicula secretora —4 w5 * *|* = 5 |+ 2% °| Jungao celular
! . I ! i
RER
Nucleo
Labirinto basal

Depois da alimentagdo sangiiinea

Matriz Peritrofica

/7

Figura 1.12) Esquema mostrando estiramento das células epiteliais e secrecdo da MP1,
adaptado de Devenport e Jacobs-Lorena (2004).

1.7.4- Matriz peritrofica 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, € 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 trés camadas que
crescem no mesmo sentido da passagem do alimento, recobrindo-o a medida que vai sendo
formada (Peters, 1992).

A MP2 ¢ secretada de forma constitutiva e ndo necessita do estimulo do alimento para
iniciar sua secre¢do. A MP2 é produzida exclusivamente por células especializadas da regido
da cardia que fica entre o es6fago e a parte anterior do intestino médio. A cardia é formada
por uma invaginacdo do epitélio do tubo digestivo criando uma bolsa protegida da qual é

secretada a MP2. Este 6rgdo é variavel e caracteristico de cada espécie. Em alguns insetos
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existe uma especializacdo tecidual nesta regido permitindo a identificacdo por microscopia de
diferentes tipos celulares. Cada camada da MP2 parece ser formada por uma regido diferente
da cérdia, indicando que cada tipo celular é responsdvel pela secrecdo de diferentes

componentes (Devenport e Jacobs-Lorena, 2004).

1.8- Fisiologia do tubo digestivo de L. longipalpis

1.8.1- Matriz peritrofica

Dois dias ap6s ingestdo de sangue, o tubo digestivo de fémeas adultas de L.
longipalpis estd com aproximadamente a metade do tamanho que possuia 30 min. apds a
alimentacdo. Com 3 dias ap6s a ingestdo este 6rgdo ja possui quase 0 mesmo tamanho do
intestino de um inseto ndo alimentado. Nas primeiras horas apds a ingestdo sanguinea as
celulas colunares estdo bastante estiradas e as chamadas de células negras (Secundino et al.,
2005) parecem secretar componentes da MP1. Esta secrecdo comeca logo apds a ingestao
sanguinea, sendo detectada com até uma hora apés a alimentacdo. Quitina € um componente
estrutural fundamental para a organizacdo da MP1 (Pimenta et al., 1997) e a alimenta¢do com

latex também pode induzir a secre¢do da MP (Secundino et al., 2005).

1.8.2- Controle do pH do tubo digestivo

O pH do intestino médio de fémeas adultas de L. longipalpis ndo alimentadas é
ligeiramente &cido (pH 6), podendo variar no periodo pds-prandial controlado por um
mecanismo que parece envolver a volatilizacdo de CO, e outro ainda desconhecido. Apds a
ingestdo do sangue, o pH é modulado para levemente alcalino podendo chegar até 8,5 ap6s 10
horas da alimentacdo. Com o decorrer da digestdo sanguinea a concentragio 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 regido 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 posi¢des internas do polimero de quitina diferentemente de N-
acetilhexosaminidases que atuam sobre os quitooligosacarideos produzidos pela a¢do das
primeiras. Algumas quitinases, porém ndo todas, exibem atividade tipo lisozima e podem
quebrar um constituinte da parede celular composto pelos dimeros de N-acetil-glicosamina e
acido N-acetil-muramico, porém quitina € o substrato preferencial. As quitinases de insetos
pertencem todas a familia 18 das glicosideo hidrolases e sdo comumente chamadas de
quitinases 18. As quitinases destes artrépodes clivam preferencialmente ligacGes glicosidicas
beta-1,4 internas do polimero de quitina em detrimento das ligacbes beta-anémero das
extremidades redutoras (Arakane e Muthukrishan, 2009). Outras glicosideo hidrolases que
apresentam atividade quitinolitica sdo as da familia 19, quitinases comumente encontradas em
plantas, e da familia 23, que sdo conhecidas como lisozimas (Fukamizo, 2000). As glicosideo
hidrolases da familia 20 possuem um papel intimamente ligado a acdo das quitinases, pois
fazem a degradacdo das extremidades dos seus produtos de digestdo. A acdo conjunta das
glicosideo hidrolases das familias 18 e 20 é responsavel pela despolimerizacédo dos filamentos

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

1.9.1- Quitinases de insetos

Enzimas com atividade quitinolitica sdo de extrema importancia para a biologia de
insetos, uma vez que sdo0 cruciais para 0s processos de muda e renovacdo das estruturas
quitinisadas (Merzendorfer e Zimoch, 2003).

As quitinases de insetos possuem 0s seguintes dominios conservados: peptideo sinal,
regido transmembranar, dominio catalitico, dominio de ligac&o a quitina (chitin biding domain
- CBD) e regido de ligacao rica em serina/treonina (Zhu et al., 2008a). O dominio catalitico de
quitinases da familia 18, Unico que esta sempre presente nestas enzimas em insetos, apresenta
uma estrutura em barril com 8 fitas beta e 8 fitas alfa (Fukamizo, 2000). A regido de ligacéo
rica em residuos de serina e treonina possui diversos sitios de O-glicosilacdo 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 cisteinas
amplamente conservadas entre moléculas que possuem a capacidade de ligacdo a quitina
polimérica (Suetake et al., 2000). Na figura 1.13 s&o evidenciadas as cisteinas conservadas do

CBD da peritrofina A e mucina de Mamestra configurata. Também sdo mostradas a estrutura
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e posicdo das cisteinas conservadas de uma proteina antimicrobiana de Tachypleus

tridentatus.

:) )

[ 1 I —

McPM1 QANYDNDDVLIAHE GKPVAY PNNLR 'DPFSE WEDSV.
McIIM [EKEECNVAPWAHAE- - GDEFRVI. EGLHI'NPSTL FICNA
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Figura 1.13) Estrutura do dominio de ligacdo a quitina (CBD) (Hegedus et al., 2009). (A)
comparacdo da estrutura primaria e secundaria do CBD da peritrofina, McPM1, e da mucina
intestinal de invertebrado, MclIM, de Mamestra configurata. As 6 cisteinas conservadas na
cadeia primaria estdo em destaque pelas barras pretas e possiveis pontes dissulfeto séo
representadas pelas linhas pretas. A estrutura secundaria predita para este dominio é
esquematizada logo acima do alinhamento. Barras brancas/al¢a vermelha: possiveis loopings;
barra amarela: fita beta; barra vermelha: fita alfa. (B) Representacéo tridimencional do CBD
de uma proteina antimicrobiana de Tachypleus tridentatus. As cisteinas conservadas
presentes no CBD de peritrofina-A com suas possiveis pontes dissulfeto sdo representadas
em azul.

Recentemente, com o advento dos genomas completos de Drosophila melanogaster,
Tribolium castaneum e Anopheles gambiae, foi possivel ver que estes artrépodes possuem
mais de 10 genes codificantes para proteinas da familia das quitinases (Arakane e
Muthukrishnan, 2009). Um estudo filogenético baseado na seqiiéncia de aminoacidos do
dominio catalitico destas proteinas possibilitou sua classificacdo em 5 grupos (Zhu et al.,
2008a). Estas proteinas evoluiram de forma que, além das similaridades nas sequéncias do
dominio catalitico, possuem também uma arquitetura de dominios conservados comum a cada
grupo. Na figura 1.14 é mostrado um esquema com a arquitetura de dominio de 19 proteinas
codificadas pelo genoma de T. castaneum que estdo divididas entre estes 5 grupos (Arakane e
Muthukrishnan, 2009).
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Figura 1.14) Arquitetura de dominio de possiveis quitinases e proteinas de T. castaneum
similares a quitinase (Arakane e Muthukrishnan, 2009). Azul: peptideo sinal; vermelho:
dominio transmembranar; roxo: dominio catalitico; Verde: dominio de ligacdo a quitina.

As quitinases pertencentes ao grupo | (CHT5s) provavelmente desempenham papel no
processo de muda, uma vez que muitas proteinas deste grupo foram obtidas a partir de fluidos
de muda e/ou tegumento. Todos 0s genes deste grupo sdo muito expressos na epiderme. A
arquitetura de dominios destas proteinas apresenta sempre um peptideo sinal, um dominio
catalitico, uma regido de ligacéo rica em serina/treonina e um dominio de ligacdo a quitina na
porcdo C-terminal (Zhu et al., 2008a).

As quitinases do grupo Il (CHT10s) séo proteinas extremamente grandes com mais de
2.000 aminoécidos, quatro a cinco dominios cataliticos e quatro a sete dominios de ligacdo a
quitina (Arakane e Muthukrishnan, 2009). Um possivel 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 1l (CHT7s) apresentam dois dominios cataliticos e um sitio de
ligacdo a quitina na porcdo C-terminal (Zhu et al., 2008a). Algumas quitinases deste grupo
apresentam também um dominio transmembranar. A quitinase TcCHT7 possui atividade
estando ancorada a membrana da célula (dado ndo publicado, mas mencionado em Arakane e
Muthukrishnan, 2009). Por interferéncia de RNA foi visto que estas enzimas desempenham
funcdo no processo de muda (Zhu et al., 2008b). Algumas quitinases deste grupo néo
possuem peptideo sinal (Zhu et al., 2008a).

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

ligagdo a quitina. Estas possuem apenas um dominio catalitico e sdo 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, ndo sendo possivel
detectar sua transcricdo em pupa e pre-pupa (Zhu et al., 2008Db).

O grupo V é formado por proteinas que perderam a atividade catalitica, mas que ainda
apresentam uma alta similaridade as glicosidio hidrolase da familia 18 (Zhu et al., 2008b).
Estas proteinas sdo conhecidas como IDGF (Imaginal Disk Growth Factor). S&o moléculas
que ndo possuem o dominio de ligacdo a quitina, mas que podem ligar-se a este polissacarideo
pela regido correspondente ao sitio catalitico e possivelmente assumem um papel na
sinalizacdo celular. A Unica proteina de inseto pertencente a familia 18 com estrutura
determinada por cristalografia ¢ a DmIGDF2, que ndo possui atividade catalitica. Entretanto,
ela confirma que o dominio catalitico desta familia nestes artropodes possui a estrutura em
barril (Lu et al., 2002).

1.9.2- Quitinases de flebotomineos

O controle da espessura da MP1 em dipteras parece ser o efeito da acdo coordenada
entre a sintese e degradacdo de quitina (Shao et al., 2001; Filho et al., 2002). Em
flebotomineos, a acdo de quitinases sobre espessura da MP1 parece ter influéncia sobre a
infeccdo do vetor por Leishmania. Pimenta el al. (1997) demonstram que a alimentacédo
artificial de P. papatasi contendo alosamidina, um inibidor especifico de quitinases, promove
a formacdo de uma MP1 mais espessa que a normal e os parasitos ficam presos no espaco
endoperitréfico. Por outro lado, a alimentacdo artificial contendo quitinase impede a formacao
da estrutura convencional da matriz e os parasitos entram em contato com as enzimas
proteoliticas da digestdo ainda na forma amastigota sendo eliminados.

Duas quitinases de flebotomineos ja foram descritas, uma em L. longipalpis (LIChitl)
e outra em P. papatasi (PpChitl) (Ramalho-Ortigdo e Traub-Csekd, 2003; Ramalho-Ortigdo
et al., 2005). Ambas s@o codificadas por genes induzidos pela alimentacdo sanguinea e
possuem um padrdo de transcricdo bastante semelhante, mas ndo igual. Na figura 1.15 ¢
mostrado um experimento de RT-PCR no qual é possivel notar que a transcricdo do gene
LIChitl é méxima 72 horas apds a alimentagdo sanguinea decaindo rapidamente. O gene
PpChitl possui um periodo de atividade mais duradouro que vai de 72 a 120 horas apos a
ingestdo do sangue. Em experimentos que comparavam a transcri¢cdo destes genes em carcaca
e tubo digestivo, foi demonstrado que ambos sdo intestino especificos (Ramalho-Ortigdo et
al., 2005).
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A atividade quitinolitica no tubo digestivo foi ensaiada em amostras destas duas
espécies dissecadas de 24 a 72 horas ap6s a alimentacdo com sangue. O pico de atividade foi
detectado na amostra dissecada 48 horas ap6s a ingestdo do sangue e nenhuma atividade foi
vista em tubos digestivos de fémeas ndo alimentadas. Frente a um gradiente de pH, a
atividade endoquitinolitica destas duas espécies parece diminuir com o aumento do pH acima
de 8,5 (Ramalho-Ortigé&o et al., 2005).

Experimentos de Southern blot sugeriram que o gene PpChitl era cOpia simples
(Ramalho-Ortigdo et al., 2005) e que o gene LIChitl possuia multiplas copias (Ramalho-
Ortigao e Traub-Csekd, 2003).

L. longipalpis P. papatasi
12 24 g0 B 5 9B 45 14 12 24 30 48 70 96 5144
420 bp‘._ 362 bp--“
LIChit1 PpChit1
h bp“_ 614bp..m
S6RNA Tub

Figura 1.15) RT-PCR mostrando perfil de transcricdo dos genes LIChitl e PpChitl em
fémeas adultas horas ap6s a alimentacdo sanguinea (Ramalho-Ortigdo et al., 2005).
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2.1- Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo do gene de quitinase de L.
longipalpis LIChitl que codifica a quitinase com possivel papel na degradagdo da matriz

peritrofica do tipo 1 em fémeas adultas.

2.2- Objetivos especificos

1 - Isolar e sequenciar um clone gendmico contendo o gene LIChitl, com énfase na procura
por possiveis regides a montante do gene e identificacdo de seqiiéncias que interrompam a
porcdo codificante do cDNA LIChit1A.

2 - Busca por possivel sequéncia promotora deste gene: aplicar técnicas de biologia molecular
e computacional para sequenciar e identificar possiveis regides do DNA de L. longipalpis

envolvidas na expressdo génica ap0s a alimentacao sanglinea.
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 LIChit1A.
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3.1- Tampodes e solucdes

3.1.1- TE 1X (Tris - EDTA)

Tris-HCI (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
Acido acético 20 mM
EDTA 1mM

(Sambrook e Russel, 2001)

3.1.3- PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 132 mM
KCI 3mM

Na;HPO, 8 mM
KH,PO, 1,5mM

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

3.1.4- Solugdo SM

NaCl 100 mM
MgS0O,4.H,O 15 mM
Tris-HCI 50 mM (pH7,5)
Gelatina 0,01% (p/v)

Esterilizado por autoclave & 15 psi (1,05 Kg/cm?) por 20 min. (Sambrook e Russel,
2001).
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3.1.5- Reagentes adicionados ao meio de selecao de transformantes
usados para fazer as placas de transformac¢ao

- IPTG (Isopropil-R-D-tiogalactopiranosideo) 0,5 M em &gua milli-Q.
- X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoilil-3-D-galactopiranosideo) 250 mg/mL em dimetil-

formamida.
3.1.6- Ampicilina

A solucdo estoque de ampicilina foi feita na concentracdo de 50 mg/mL em &gua milli-Q,
esterilizada por filtracdo e armazenada em aliquotas de 1 mL a -20°C (Sambrook e Russel,
2001). A concentracdo de trabalho com o antibiético foi de 100 pg/mL.

3.1.7- Marcadores de peso molecular

a) Lambda-Hind 111 (New England BioLabs, EUA)

Este marcador de peso molecular é constituido por DNA de fago Lambda digerido
com a enzima de restricdo Hind I1l. Tamanhos dos fragmentos: 23.130; 9.419; 6.557; 4.371;
2.322; 2.028; 564 e 125 pb.

b) 2X174 RF/Hae 111 (New England BioLabs)

Este marcador de peso molecular é constituido por DNA de fago X174 digerido com
a enzima de restricdo Hae Ill. 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 € constituido por 15 fragmentos de finais nédo
coesivos e tamanhos multiplos 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 constituido por 10 fragmentos de finais nédo

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

3.1.8- STET (Solugdo TRIS-NaCI-EDTA-Triton® X-100)

NaCl 0,1M

Tris-HCI 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 solucdo estoque de 50 mg/mL em &gua milli-Q e armazenada a -20°C
(Sambrook e Russel, 2001).

3.1.10- Solucéo de desnaturacao de DNA

NaCl 15M
NaOH 05M
(Sambrook e Russel, 2001)

3.1.11- Solucgéo de neutralizagdo de membranas

NaCl 15M
Tris-HCI (pH 7,4) 0,5M
(Sambrook e Russel, 2001)
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3.1.12- SSC 20X

NaCl 3M
Citrato de sodio 0,3M
Ajustar para pH 7,0 com HCI (Sambrook e Russel, 2001).

3.1.13- Tampédo de diélise

NaCl 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM
MgCl, 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 59/L
NaCl 10 g/L

O pH foi ajustado a 7,2 - 7,4 e 0 meio esterilizado a 121°C por 15 min (Sambrook e
Russel, 2001).

3.2.2- Meio LB-agar e LB-agar semi-solido

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 59/L
NaCl 10 g/L
Agar 15 g/L (sélido) 7,0 g/L (semi-solido)

O meio foi esterilizado a 121°C por 15 min a 20 min, apos ter o pH ajustado a 7,2 - 7,4
(adaptado de Sambrook e Russel, 2001). Ampicilina foi adicionada a uma concentracgéo final
de 100 pg/mL no meio LB-agar usado em plagueamentos de bactérias transformadas. Apds a

solidificagdo do meio, as placas de transformacdo usadas em selecdo por expressdo de [3-

galactosidase recebiam 23 pL de x-Gal 2% (p/v) e 10 pL de IPTG 40 mM.
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3.2.3- Meio NZY
NZ amina 10 g/L
NaCl 59/L
Extrato de levedura 59/L

O meio foi esterilizado a 121°C por 15 a 20 min, apds 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 56°C 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 sddio 5009/L
Fosfato disodico 2,59/L

3.3- Organismos utilizados

3.3.1- Insetos

Os flebotomineos 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 laboratorio e apenas as primeiras geracdes nascidas em coldnia foram

usadas para 0s 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-agar conforme recomendagdo da empresa
Stratagene. Células competentes tratadas com CaCl, foram produzidas a partir da cepa de E.

coli DH50. (Invitrogen®) e armazenadas a -80°C.

3.3.3- Células em cultura de Lutzomyia longipalpis (LL5)

Para extracdo de DNA gendmico foi utilizada a linhagem de células embrionarias de
L. longipalpis LL5 (Tesh e Modi, 1983). As mesmas foram mantidas a 30° C em meio de
cultura L-15 suplementado. Um estoque de células foi preservado a -70° C no mesmo meio
contendo DMSO a 10% (v/v).

3.3.4- Bacteridfagos

As bibliotecas genémicas foram feitas anteriormente em fago EMBL3 (Stratagene)
(Ramalho-Ortigéo, 2001) com DNA de células LL5 e estocadas em solugdo SM e cloroférmio
a 4° C. Clones isolados da biblioteca foram mantidos da mesma forma.

3.4- Alimentacdo sanguinea de insetos

Fémeas 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 0s animais que possuiam sinais claros de terem
ingerido sangue foram usados nos experimentos de RT-PCR. Todos os insetos nascidos na

coldnia, fémeas e machos, receberam alimentacdo acucarada a 10% (p/v).
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3.5- Extrac&o de Acidos nucléicos de L. longipalpis

3.5.1- Extragdo de RNA

3.5.1.1- Preparo de material livre de RNases

Todo o material utilizado para o trabalhno com RNA, como vidraria e solugdes, foi
previamente tratado por 24 h com 0,1% (v/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, EUA),
seguido de autoclavagcdo. A agua 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 utilizacdo em experimentos envolvendo RNA.

3.5.1.2- Extracgédo de RNA total

Vinte insetos foram macerados em 500 pL de TRIzol® (Invitrogen®) dentro de tubos
de microcentrifuga de 1,5 mL e o RNA foi extraido pela seguinte metodologia adaptada do
protocolo do fabricante. Logo apds a maceragdo foram adicionados mais 500 pL de TRIzol® e
foi feita uma incubagdo de 5 min a temperatura ambiente. Em seguida as amostras receberam
1 mL de cloroférmio, foram agitadas vigorosamente por inversdo, incubadas por 3 min a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 FCR (Forca Centrifuga Relativa — unidade
equivalente a Gravidade) por 15 min a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para
um novo tubo evitando o carreamento de DNA gendmico que se encontra na interfase
aquosa/organica. Ao material do novo tubo foi adicionado 1 volume de isopropanol, 0 RNA
foi precipitado por 3 min a temperatura ambiente e a decantacdo destes acidos nucléicos foi
feita por centrifugacdo a 12.000 FCR por 15 min a 4°C. O precipitado foi lavado trés vezes
com EtOH 75% (v/v) previamente gelado a -20°C. A cada lavagem o material foi agitado com
auxilio de um vortex e centrifugado a 7.500 FCR por 5 min a 4°C. Ao final, o material foi
seco a temperatura ambiente por aproximadamente 15 min e redissolvido em um volume de
agua que variou de 20 a 50 pL, dependendo da massa aparente do precipitado. A
concentracdo de acidos nucléicos foi medida em espectrofotdmetro e os tubos com RNA

foram armazenados a -70°C.
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3.5.2- Extracdo de DNA gendmico de células LL5

DNA gendmico de células LL5 de L. longipalpis foi extraido com o kit “illustra tissue
and cells genomicPrep Mini Spin Kit” (GE Healthcare), de acordo com recomendacdes do

fabricante.

3.6- Rastreamento molecular de biblioteca genémica

3.6.1- Plagueamento de populacéo de bacteriéfagos

Bactérias XL1-Blue foram cultivadas em 50 mL de LB suplementado com 0,2% (p/v)
de maltose e 10 mM de MgSO, por cerca de 16 h a 30°C. As células foram centrifugadas por
8 min a 1.000 FCR, suspensas em MgSO, 10 mM estéril e sua concentragdo ajustada para
uma DOggo de 0,5. Diferentes diluicbes dos sobrenadantes dos fagos foram adsorvidas a 200
uL de bactéria por 15 min a 37°C e plaqueadas com 3 mL de meio LB semi-sélido sobre
placas de LB agar previamente preparadas. Placas de lise cresceram durante 16 h a 37°C. Para
fins de titulagdo a contagem foi feita nas placas que tinham de 30 a 300 unidades formadoras
de placa (UFP). Os plagueamentos usados para sondagem da biblioteca gendmica foram feitos

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

3.6.2- Transferéncia e fixacdo de DNA recombinante de fagos a 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 orientacdo. Em
seguida, as mesmas foram banhadas uma vez durante 1 min em solucdo de desnaturacéo e 2
vezes durante 5 min em solucdo de neutralizacdo. O DNA viral foi fixado ao suporte sélido
por uma exposicao a 120 mJ de luz ultravioleta em um forno Stratalinker UV - Crosslinker
(Stratagene) (Ramalho-Ortigdo, 2001).

36



MATERIAIS E METODOS

3.6.3- Hibridaces

Um fragmento de aproximadamente 420 pb foi amplificado por PCR a partir de um
clone que continha a regido 3° do cDNA LlchitlA (Ramalho-Ortigdo, 2001). Os
oligonucleotideos empregados foram Quit His F e Quit His R (se¢do 3.12). O fragmento
amplificado foi marcado com o*’P-dATP através do emprego de oligonucleotideos
randémicos (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 solucdo de hibridagdo (Ramalho-Ortigdo, 2001).

As membranas contendo DNA recombinante dos fagos foram bloqueadas a 55°C com
a solucdo de QuickHyb (Stratagene) por 1 h e a hibridagéo foi feita com a mesma solugéo e
temperatura por 1,5 h. Ao final da hibridagdo as membranas foram lavadas 1 vez com SSC 1X
— SDS 0,5% (p/v) a temperatura ambiente por 10 min, 3 vezes com a mesma solucdo a
temperatura de 55°C por 30 min e exposta a filme radiografico (X-OMAT XAR-5, Kodak) a
-70°C (Ramalho-Ortigéo, 2001).

3.6.4- Isolamento de clones positivos

Clones reconhecidos pela sonda de quitinase marcaram o filme radiografico 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 pL) de cloroférmio

(Ramalho-Ortigdo, 2001). Este material foi replagueado e re-isolado.

3.7- Amplificacdo da populacédo de bacteriofagos

Para amplificar as populacdes de fagos foram feitos plaqueamentos com um grande
namero de placas confluentes que permitiam somente a visualizacdo de pequenas ilhas de
bactérias remanescentes. Neste caso as placas de Petri foram colocadas a 37°C por 16 h na
posicdo invertida (com a tampa para cima). Apds 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 populagdo de virus foi transferido para um tubo conico de 50 mL de
polietileno e 0,1 mL de cloroformio por placa inicial foi adicionado. Este material foi
brevemente agitado em um vortex e centrifugado a 4.000 FCR, por 10 min e 4°C para a

retirada do debris celular. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo c6nico de 50 mL
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de polietileno, recebeu 1 gota de cloroférmio (aproximadamente 50 pL) por placa inicial e foi
armazenado a 4°C. As amplificacbes feitas por este método geralmente ficam com
concentracdes entre 10° e 10'° UFP/mL. As novas populacdes virais foram tituladas para

determinacéo exata da concentracdo de UFP (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

3.8- Preparacdo de DNA de bacteridéfago em larga escala

3.8.1- Infecgdo com alta taxa de rendimento

Uma colonia de XL1-blue foi inoculada em 5 mL de meio de cultura NZY sob a
agitacdo de 200 RPM a 37°C, 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 37°C.
Este material foi mantido com agitacdo constante a 37°C por aproximadamente 3,5 h até que a
DOgyo de 0,5 fosse atingida. Neste momento foram adicionados 10*° UFP & cultura, que em
seguida foi mantida sob agitacdo a 37°C até aparecer debris celular, cerca de 3-5 h apés a
infeccdo. Por Gltimo foram adicionados 5 mL de cloroférmio para promover a lise das
bactérias remanescentes (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

3.8.2- Purificacdo de bacteriéfagos por Cloreto de Ceésio

A cultura lisada durante a infeccdo com alta taxa de rendimento (item 3.8.1) foi
incubada & temperatura ambiente por 30 min com DNAse 1 e RNAse A em uma concentragdo
final de 1 pg/mL de cada. Apos precipitacdo por 1 h no gelo com NaCl na concentracdo de 1
M, o material foi centrifugado por 10 min a 11.000 FCR e 4°C. Ao sobrenadante foi
adicionado PEG 8.000 para a concentracdo final de 10% (p/v). Apds outra precipitacdo de 1 h
em agua com gelo, o material foi centrifugado por mais 10 min a 11.000 FCR e 4°C. O novo
sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo os fagos foi ressuspenso em 4 mL de
SM e transferido para um tubo conico de 15 mL de polietileno. Uma aliquota de 2,5 mL de
cloroférmio foi adicionada ao material que foi entdo 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 concentracdes 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).
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3.8.3- Extracdo de DNA de bacteriofago

O CsClI foi removido por dialise feita através de duas lavagens por 1 h a temperatura
ambiente com 1 L de tampdo em cada. O capsidio do fago foi rompido através de uma
incubacdo por 1 h a 56°C com 0,5% (p/v) de SDS, 20 mM de EDTA e 50 pg/mL de
proteinase K. O DNA foi purificado por uma extracdo fenol/cloroférmio feita em 3 etapas.
Apbs a incubacgdo a 56°C 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/cloroférmio (1:1) e centrifugada a 3.000 FCR por 5 min. A fase aquosa foi novamente
separada e submetida a centrifugacdo de 3.000 FCR por 5 min na presenca de 1 volume de
cloroférmio. Por ultimo o DNA foi precipitado da fase aquosa obtida na Gltima centrifugacao
por adicdo de NaAc numa concentracdo final de 0,3 M e 2 volumes de etanol. Este material
foi entdo centrifugado a 12.000 FCR por 10 min e o precipitado obtido foi lavado com etanol
70% (v/v). Apbs ser seco a temperatura ambiente, o DNA foi dissolvido em 500 pL de
tampéo TE pH 7,6 (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

3.9- PCR a partir do clone genémico de quitinase

O DNA do clone genémico de quitinase em EMBL3 foi preparado de acordo com o
protocolo de extracdo de DNA do bacteriéfago (secdo 3.8.3) e 0,3 uL foi usado como DNA
molde para amplificagdes por PCR com Kits da Invitrogen®, Promega ou Stratagene. As
condicdes de temperatura foram dadas em 35 ciclos nos quais a desnaturacéo era feita a 94°C
por 30 segundos, o anelamento dos oligonucleotideos a 55°C por 30 segundos e a extensdo
das moléculas a 72°C por 1 minuto. Antes do inicio dos ciclos, foi feita uma desnaturacédo
inicial a 94°C por 3 minutos e, ao término das rea¢des, uma extensdo prolongada de 7 minutos
a 72°C. Na secdo 3.12 sdo abordados os detalhes sobre a posicdo e sequéncia dos

oligonucleotideos usados.

3.9.1- PCR para amplificacdo da regido entre os extremos codificantes do
gene de quitinase LIChitl

As reacdes para amplificar a regido entre os extremos codificantes do gene LChitl
foram realizadas com o oligonucleotideo Quit N F pareado com o oligonucleotideo Quit His
R (figura 3.1). O primeiro se anela a regido imediatamente apds o codon de iniciacdo (ATG) e

0 segundo se anela a regido imediatamente anterior ao cédon de parada (TGA). Estas reacfes
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foram realizadas seguindo recomendagdes do fabricante do kit de PCR empregado e
continham tampao para Taq polimerase sem magnésio a 1X, MgCl, a 1,5 mM, dNTP a 0,2
mM, oligonucleotideos a 0,5 UM, 2,5 unidades de enzima e agua milli-Q em uma quantidade
suficiente para 25 pL.

3.9.2- PCR para amplificacao da regido flanqueadora 5’ do gene LIChitl a
partir do clone genémico

As reagOes para amplificar a regido flanqueadora 5° presente no clone genomico foram
feitas com o oligonucleotideo EMBL3 F, desenhado a partir do braco esquerdo do vetor
EMBL3, pareado com o oligonucleotideo Quit G R, que se anela no inicio do primeiro éxon
do gene LIChitl (figura 3.1).

As concentracdes de quase todos 0s reagentes, assim como o volume reacional, foram
0s mesmos descritos na secdo 3.9.1. A Unica variacdo foi que a concentracdo de MgCl, foi

alterada para 4 mM.

3.9.3- PCR para amplificacéo das regides internas do gene de LIChitl e
subclona-lo fragmentado em vetor plasmidial

Quatro reacdes para amplificar regides internas do gene LIChitl foram feitas com 0s
seguintes pares de oligonucleotideos: 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 reacdes foram
realizadas com oligonucleotideos na concentracéo de 0,2 uM, tampdo a 1X contendo 1,5 mM
de Magnésio, dNTP a 0,5 uM, 1,25 unidades de Tag DNA polimerase e agua milli-Q em uma
guantidade suficiente para 50 pL. Os produtos foram purificados e clonados em vetor

plasmidial (item 3.1).

3.10- PCR apos transcriptase reversa (RT-PCR)

3.10.1- Sintese de cDNA

A primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada com o emprego do Kit
SuperScript® 111 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®), de acordo com
recomendacdes do fabricante. A massa de RNA total utilizada por reagdo foi 1 pg e os
iniciadores empregados foram oligonucleotideos poli-T (oligo d-T). Os tubos contendo cDNA

foram estocados a -20°C.
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3.10.2- RT-PCR para amplificacdo dos produtos do gene LIChitl

As reacgdes foram feitas com 0,4 uM de cada oligonucleotideo, 2,5 mM de MgCl,, 0,2
a1 mM de dNTP, 1 uL do cDNA diluido 10 vezes, 2 U de enzima GoTaq® DNA Polimerase
(Promega), tampdo reacional na concentracdo de 1 X e agua milli-Q suficiente para atingir um
volume reacional de 25 pL. Para amplificar a regido 3’ dos produtos do gene LIChitl foi
utilizado o par de oligonucleotideos Quit His F e Quit His R. Para amplificar o quadro aberto
de leitura (ORF — open reading frame) completo dos produtos do gene LIChitl foi utilizado o
oligonucleotideo senso Quit N F pareado com o antisenso Quit His R (figura 3.1). As
amplificacdes foram feitas em um termociclador programado para desnaturar a dupla fita de
DNA por 45 seg a 94°C, permitir o anelamento dos oligonucleotideos por 45 seg a 55°C e
estabilizar a temperatura por 2 min a 72°C para extensdo das novas fitas. Este ciclo foi
repetido por 35 vezes apds um aquecimento prévio de 5 min a 94°C para ativar a enzima. Em
algumas reagdes para amplificar a regido 3’ dos produtos do gene LIChitl, foi utilizado um
tempo de extensdo 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® Tag DNA
Polymerase High Fidelity-PCR (Invitrogen®) foi empregada nas reacdes feitas com o intuito
de amplificar o ORF completo para posterior clonagem.

Reacdes controles para amplificar o cDNA codificante para histona foram feitas em
paralelo as reacdes para amplificar os produtos do gene LIChitl.

3.10.3- RT-PCR para testar atividade promotora

Com o intuito de determinar o sitio de origem de transcri¢cdo dos produtos do gene
LIChitl, foram feitas reacdes com os oligonucleotideos sensos Quit prom 1 e Quit N F
pareados com o oligonucleotideo antisenso Quit cat R (figura 3.1). As condi¢des reacionais

ensaiadas foram as mesmas descritas na se¢do 3.10.2.

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

A fim de confirmar o padréo de splicing dos produtos do gene LIChitl, foram feitas
reacOes para amplificar a regido 5’e 3’ dos clones. A tentativa de amplificacdo da regido 5’ foi
feita com os oligonucleotideos senso Quit N F pareado com os oligonucleotideos antisensos

Quit RNA R2 e Quit int 6 R (figura 3.1). Para a amplificacdo da regido 3’ dos clones, as
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reacOes foram feitas com o par de oligonucleotideo Quit His F e Quit His R. As condigdes

reacionais ensaiadas foram as mesmas descritas na se¢ao 3.10.2.

3.12- Oligonucleotideos

A posicao aproximada de anelamento de 15 oligonucleotideos é mostrada na figura 3.1
e a sequéncia dos mesmos é exposta nas tabelas 3.1 e 3.2.

O nome Chitl.2 R foi utilizado para o oligonucleotideo que antes havia sido intitulado
de Chit2 R (Ramalho-Ortigdo, 2001). O obejtivo foi diferencid-lo do oligonucleotideo anti-
senso desenhado a partir do gene LIChit2.

Os 2 oligonucleotideos utilizados na metodologia de PCR invertida e os 8 usados na
PCR a partir de DNA genomico de células LL5 para amplificar seqliéncias codificantes para
possiveis quitinases e proteinas similares a quitinases sdo abordados nas se¢des 3.22 e 3.25,
respectivamente.

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

sdo mostrados na tabela 3.3.

+—2 +—4 —6 48 10 — 12 14 +— 16
| =P 3=—p 5—Pp 7= 9=p1l=—p 13—p
m——— Z 7 ) /7 R
Clone Genomico de Quitinase
Oligonucleotideo senso Oligonucleotideo antisenso — Regido Flanqueadora (RF) do gene LIChit]
1= EMBL3F 42 QuitGR [l Braco esquerdo do vetor EMBL3
3—» PromlF 4— 4 QuitcatR intron do gene LIChit]
5= QuitNF 4— 6 Quitint6R [] Exon do gene LIChitl
7=p Quitint5F 4— 8 Quit RNAR2
9= Quit His F 4— 10 Chitl 2R
11==p RT Chitl R 4— 12 Quitint 3R
|13==p Quitint2 F 4— 14 RT Chitl R
4— 16 Quit His R

Figura 3.1) Esquema mostrando a posi¢do aproximada de anelamento dos oligonucleotideos
sobre a sequiéncia do clone gendmico.
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Tabela 3.1 — Oligonucleotideos senso (a numeracdo refere-se a legenda da figura 3.1)

Nome Seqiiéncia (5°-3”)

1. EMBL3 F CGT GAA AGG TAG GCG G

3.Prom1F TGT TCT CTC ACT GGG GG

5 QuitNF ATG AAG ACG TTG GTG TTT CTG
7.Quitint5F CCG CTG ATG CCA CTG C

9. Quit His F ACA AAG AAC GAT CAG T

11. RT Chitl F TTG TGT GGT CCA TTG AAA CAG ATG A
13. Quitint 2 F CTA CGA AAG CAG GAA G

Tabela 3.2 — Oligonucleotideos anti-senso (a numeracéo refere-se a legenda da figura 3.1)

Nome Seqiiéncia (5°-3°)

2. QUitGR AAG GCG ACA CAC AGA AAC AC

4. QuitcatR CGT TGT GCT GGA TAC TC

6. Quitint6 R ATC CGT GTA AAT CGT A

8. Quit RNA R2 CTC GAG CAT GAT CCG TGT AAA T
10. Chitl.2 R ACT CCA CAA AGA ACG ATC

12. Quitint 3R TCG CTA AAT CCC CTA A

14. RT Chitl R CGC AAA GTG GTT TTA TTT TCC GTA
16. Quit His R TCA GCA TTG CAC TAT ATG GGG CCA

Tabela 3.3 — Oligonucleotideos senso e anti-senso para Histona

Nome Seqiiéncia (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- Purificacdo de produtos de PCR para posterior clonagem em vetor
plasmidial ou seqtienciamento direto

As extracdes foram realizadas com o emprego do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega), conforme recomendagdes do fabricante. Aproximadamente 10 a 40%
do volume reacional de cada PCR foi corrido em eletroforese para uma visualizagdo inicial. O
volume restante das reacdes que amplificaram produtos inesperados foi corrido em
eletroforese e os fragmentos foram extraidos separadamente a partir de pedacos cortados do
gel de agarose. O volume restante das reacBes que amplificaram produtos Unicos foi
diretamente purificado sem ser aplicado em gel. Quando possivel, a purifica¢do direto da PCR
foi preferencialmente feita para evitar exposicdo do DNA amplificado a luz ultravioleta do
transiluminador. Apos a purificacdo, um décimo do volume final das amostras purificadas foi

corrido em eletroforese e 0 DNA foi quantificado por densitometria.

3.14- Ligacéao de produtos de PCR a vetor plasmidial

Ap0s visualizacdo 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
reacOes de ligacdo foram feitas de acordo com recomendacgdes do fabricante em um volume

reacional de 10 pL.
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Figura. 3.2) Mapa do plasmideo pGEM®-T Easy (Promega).

44



MATERIAIS E METODOS
3.15- Transformacao de células competentes

Aliquotas de 2 e 8 pL das reacdes de ligagdo foram incubadas com ceélulas
competentes DH5a por 30 min no gelo. Imediatamente apds esta incubagdo, foi feito um
choque térmico em banho-maria a 42°C por 1 min. Em seguida as bactérias receberam 250 pL
de meio de cultura LB e foram agitadas a 200 RPM por 1 h a 37°C. Por altimo, o material foi

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

3.16- Preparacao de DNA plasmidial por fervura

Cada colbnia branca das placas de transformacdo foi transferida para um tubo de
cultura com 3 mL de meio LB com 100 pg/mL de ampicilina e incubada com agitacéo de 200
RPM a 37°C por uma noite. A cultura foi centrifugada a 14.000 RPM por 1 min em
microcentrifuga e ressuspensa com auxilio de um Vortex em 400 pL da mistura de STET,
lisozima a 1 mg/mL e RNase A a 2,5 pg/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 pL de isopropanol a temperatura
ambiente. Depois de centrifugado a 14.000 RPM por 15 min, o novo sobrenadante foi
descartado e 0 DNA foi lavado com etanol 70%, seco por aproximadamente 15 min a 37°C e
ressuspenso em 35 pL de agua milli-Q.

3.17- Digestdo com enzimas de restricdo para confirmar a ligacéo dos
produtos de PCR ao vetor plasmidial

Aliquotas de 2 pL dos plasmidios preparados por fervura (se¢do 3.16) foram
submetidas a uma digestdo com 4 U da enzima Eco Rl (BioLab e Fermentas) por 1-2 h a
37°C, de acordo com recomendacfes 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 pg/mL de brometo de etidio (C,1H,OBrN3), em tampdo TAE 1X a 50

mA. Apos a corrida, 0s géis foram visualizados em transiluminador de luz UV e fotografados
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com uma camera digital. Os fragmentos de DNA foram comparados a marcadores de peso
molecular 6X, A-Hind 111 e 100 pb DNA Ladder (Life Technology®e Fermentas). Sempre que
necessario, as imagens dos géis foram utilizadas para uma quantificacdo relativa do DNA por
densitometria utilizando o programa Image Processing and Analysis in Java (Imageld)
disponivel no sitio do “National Institutes of Health” (NIH — EUA) (http://rsbweb.nih.gov/ij/)

3.19- Sequenciamentos

Fragmentos amplificados por PCR e clonados em plasmidio foram seqtienciados com
o0s oligonucleotideos T13 senso e antisenso que se anelam neste vetor. Fragmentos maiores
que 800 pb também foram seqlienciados com oligonucleotideos internos que se anelam
diretamente na regido amplificada por PCR.

Para iniciar o seqiiencimento do gene LIChitl, foram preparadas reacdes diretamente a
partir do DNA do clone genémico e a partir do produto amplificado por PCR como descrito
na secdo 3.9.1. Nestas reacGes de sequenciamento foram utilizados os oligonucleotideos Quit
N F, Quit int 5 F, Quit His F, Quit int 2 F, Quit int 6 R, Chitl.2 R, Quit int 3 R e Quit His R.
Posteriormente, fragmentos amplificados como descrito na secdo 3.9.3 foram clonados e
seqlienciados com oligonucleotideos que se anelam no vetor plasmidial.

Os sequenciamentos foram realizados na Plataforma de Sequienciamento
PDTIS/FIOCRUZ, em um seqiienciador “3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems®).

3.20- Analise de sequéncias

3.20.1- Analises preliminares dos resultados do seqlienciamento

As sequéncias foram inicialmente analisadas com o emprego dos programas PHRED e
VecScreen disponibilizados através dos recursos da Plataforma de Sequenciamento
PDTIS/FIOCRUZ. Apds retirada das regides de baixa qualidade ou correspondentes ao vetor
usado nas clonagens, as seqiiéncias contiguas foram montadas com o auxilio do programa
CAP3 (Huang e Madan, 1999).
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3.20.2- Anélises de sequiéncias do gene LIChitl: identificacdo das regides de
splicing e possiveis sequiéncias regulatorias do promotor

A identificacdo de introns e éxons do gene LIChitl foi feita com o emprego do
programa BlastN (McGinnis e Madden, 2004) para comparar sequéncias de cDNA com a
seqliéncia do clone genébmico e possiveis sinais de splicing foram identificados manualmente.

A andlise de possiveis promotores minimos nas regifes flanqueadoras do gene LIChitl
foi feita com o emprego do programa 1999 Neural Network Promoter Prediction (NNPP)
versdo 2.2, disponivel no sitio do Berkeley Drosophila Genome Project
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). A identificagdo de possiveis elementos
reconhecidos por fatores de transcri¢do foi feita através da comparacédo das sequiéncias obtidas
com o banco de dados TransFAC (Wingender et al. 1996) (Wingender, 2008).

3.20.3- Analises das sequiéncias de aminoacidos

A traducdo das seqliéncias obtidas a partir do gene LIChitl codificantes para proteina
foi feita com o programa Translate Tool disponivel no sitio do EXPASy Proteomics Server
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html). A analise de dominios conservados foi feita com o0s
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 seqiiéncias
de proteina foram feitos com o programa ClustalW2 (Larkin et al., 2007).

3.21- Southern blot e PCR com DNA do clone genémico para confirmar
namero de copias do gene LIChitl

O DNA do clone gendmico foi digerido com as enzimas Bgl Il, Eco RI, Hind 111, Pvu
Il, Pst | e Sal I. Os fragmentos obtidos com a digestdo foram resolvidos por eletroforese em
gel 1% e submetidos a uma transferéncia por capilaridade com tamp&o SSC 10X durante 16 h
(adaptado de Sambrook e Russel, 2001). Durante esta etapa o0 DNA foi passado a uma
membrana de “nylon” (Hybond-N) e a fixacdo do mesmo a este suporte solido foi feita como
descrito na se¢do 3.6.2. A hibridacao foi feita como descrito na sec¢ao 3.6.3.

Duas PCRs foram feitas com emprego dos oligonucleotideos RT Chitl F e R (figura
3.1), utilizando DNA do clone gendmico e de células LL5 como molde. As condic¢des de
temperatura foram dadas em 35 ciclos, onde a desnaturagéo foi feita a 94°C por 45 seg, 0

anelamento dos oligonucleotideos foi feito 60°C por 45 seg e a extensdo das novas fitas foi
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feita a 72°C por 2 min. Antes do comeco da reacdo foi realizado um aquecimento a 94°C por 5
min e ao termino a 72°C por 15 min. As reacOes foram feitas com 0,4 puM de cada
oligonucleotideo, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 2 U de enzima GoTaq® DNA
Polimerase (Promega), tampé&o reacional na concentracdo de 1 X e agua milli-Q suficiente

para atingir um volume reacional de 25 pL.

3.22- PCR invertida

Apobs o seqlienciamento da regido do clone gendmico correspondente ao gene de
quitinase e regido flanqueadora 5°, foi empregada a metodologia de PCR invertida (Takagi et
al., 1992) para amplificar regides a montante do gene LIChitl ndo clonadas (figura 3.2). Uma
amostra de DNA gendmico preparada a partir de células LL5 foi digerida com 4 unidades de
EcoRlI por aproximadamente 4 horas a 37°C. O DNA digerido foi empregado em uma reagéo
de ligagéo na qual a sua concentracao estava de acordo com a proporc¢édo de 25 ng para 100 pL
de volume reacional. Nesta condicdo de concentracdo é favorecida a auto-ligacdo de
fragmentos gerados pela digestdo formando circulos de DNA em detrimento da formacéo de
concatameros. A ligagéo foi feita com 3 U de T4 DNA ligase a 16°C por cerca de 16 horas.
Um pL da reacdo de ligacdo foi utilizado em uma PCR com os oligonucleotideos 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 oligonucleotideos foram desenhados a
montante de um sitio de Eco RI revelado a partir de sequéncias do clone genémico (figura
3.2). As condigdes de temperatura foram dadas em 35 ciclos nos quais a separacgdo de fitas foi
feita a 94°C por 45 seg, o anelamento dos iniciadores foi realizado a 55°C pelo mesmo
intervalo de tempo e a dupla fita foi estendida a 72°C por 2 min. Foi empregada a enzima
Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity-PCR (Invitrogen®) em um meio reacional que
continha 0,4 uM de cada oligonucleotideo, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 mM dNTP, tampéao
apropriado a 1 X e agua milli-Q suficiente para atingir um volume final de 25 pL. Produtos

amplificados foram clonados e seqtienciados.
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DNA genOmico 18
15—
{ | A .
I Digestao com Eco RI
18
15—»
[

l igacao

[] Sitio de Eco RI
%, B Regido gendmica presente
no clone gendmico
Produto de PCR esperado
: . == UTR 5’ desconhecida ausente
PCR invertida no clone gendmico
4—18 InvCHTR
15 18
7"..............'........'..............t 154 PCht476F

Figura. 3.3) Esquema mostrando estratégia de PCR invertida baseada em sitio de Eco RI
seqiienciado a partir do extremo 5’ do clone gendmico.
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3.23- Busca por sequéncias de genes ortélogos de quitinase em banco de
dados de EST de L. longipalpis e P. papatasi

Seqiiéncias de cDNA de L. longipalpis e P. papatasi depositadas no GenBank (NCBI)
foram baixadas e posteriormente agrupadas com o programa CAP3. Os grupos de sequéncias
contiguas e os ‘“singlets” foram traduzidos com o programa transeq (EMBOSS) nas 6
possibilidades de janela de leitura, produzindo dois bancos de dados de seqiiéncias de
aminoacidos, um para cada espécie. Estes ultimos 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 familias de proteina 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 dominios conservados em familias
de proteina (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

Sequiéncias primarias de possiveis quitinases e a proteinas similares a quitinases de
insetos foram extraidas 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
sequéncias sdo mostrados no anexo I. Seqiiéncias de possiveis quitinases e proteinas similares
a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi anotadas a partir de EST depositadas no GenBank
foram adicionadas as analises.

Através da utilizacdo do programa SMART foram selecionadas regides destas
sequéncias correspondentes ao dominio catalitico de quitinases. Alinhamentos multiplos com
as sequéncias correspondentes aos dominios cataliticos foram feitos com o emprego do
programa ClustalW2. Arvores 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 genémico de células LL5 para amplificar
seqiiéncias codificantes para possiveis quitinases e proteinas similares
a quitinases

Quatro PCRs a partir de DNA gendmico extraido de células LL5 foram feitas com
oligonucleotideos desenhados com base nas sequéncias de EST de L. longipalpis codificantes
para possiveis quitinases e proteinas similares a quitinases. A sequéncia destes
oligonucleotideos € mostrada na tabela 3.4. Estas reacdes foram feitas com 2 U de enzima
GoTaq® DNA Polimerase (Promega), 0,4 UM de cada oligonucleotideo, 2,5 mM de MgCl,,
0,2 mM de dNTP, tampéo apropriado a 1 X e 4gua milli-Q suficiente para atingir um volume
final de 25 pL. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarore 1% (p/v).

Tabela 3.4 — Oligonucleotideos desenhados com base nas sequéncias de EST de L.

longipalpis codificantes para proteinas similares a quitinases.

Nome do gene Nome do Oligonucleotideo Seqiiéncia (5°-37)

LIChit2 Cht2F CCC CGA AGA ACG GAA GAT
Chit2R GCA GCC TTC CCT TGA CAT A

LIChit3 Cht3F AGG GTG GCT GGA CTA CTG T
Chit3R CGG GCA TAT CCG GTC TTT

LIIGDF IGDFF CGA GGA GCA CAA GGA GGA A
IGDFR CCC AGT GAT GCC CGA AT

LIChit10 Chtl10F CAC GGG CAT TGG GAT AA
Chitl0R TTC CTG CGG ACT TCA CTC A
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4.1- Isolamento e sequenciamento de um clone gendmico contendo o gene
codificante para quitinase

Com o intuito de estudar sequéncias envolvidas no mecanismo de controle génico que
regula a expressdo da quitinase em fémeas adultas apds a alimentacdo sanguinea, foi
inicialmente feita uma sondagem de uma biblioteca gendmica de L. longipalpis. Esta
biblioteca foi feita anteriormente com DNA de células LL5 durante a tese de doutorado de
Ramalho-Ortigdo (2001). Um fragmento de PCR com aproximadamente 430 pb,
correspondente ao extremo 3’ do cDNA de quitinase LIChitlA, codificante para a quitinase
encontrada em fémeas adultas alimentadas com sangue (Ramalho-Ortigdo e Traub-Csekd et
al. 2003), foi marcado radioativamente e utilizado como sonda. Isso possibilitou o isolamento
do clone BGLI 5.1.3 que continha o gene de interesse. Esse clone, posteriormente renomeado
para LIChitlG, foi re-isolado trés vezes até que todos os “plaques” transferidos para a

membrana de nitro-celulose foram reconhecidos pela sonda usada na hibridacéao (figura 4.1).

Figura. 4.1) Auto-radiografia do experimento de hibridagdo que possibilitou o isolamento do
clone gendmico de quitinase — LIChit1G.
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4.2- Amplificacdo por PCR e seqtienciamento do gene contido no clone
gendmico LlchitlG

Um fragmento de 3.867 bp foi amplificado a partir do clone LIChitlG usando
oligonucleotideos que se anelam nos cddons de iniciacdo 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 LIChitlG.
Comparando o tamanho deste fragmento com os 1.422 pb do cDNA LIChitlA, foi possivel
prever a existéncia de introns antes de se iniciarem o0s seqlienciamentos (figura 4.2).
Aproximadamente, 75% da regido entre os extremos codificantes foram seqlenciados a partir
deste fragmento amplificado por PCR. Todas as tentativas de sequenciamento com reacoes

feitas diretamente a partir do DNA do clone genémico nao foram bem sucedidas.

PCR para amplificar todo o gene LIChitl
M PCR

4361 pb
2322 pb

~3,9Kb

M= lambda hind III

Figura 4.2) Amplificacdo por PCR do gene de quitinase a partir do clone gendmico
LIChitlG.

Para finalizar os sequenciamentos, quatro regibes do gene de quitinase foram
amplificadas por PCR a partir do clone LIChitlG (figura 4.3), sub-clonadas em vetor pGEM
T-easy e sequenciadas com oligonucleotideos que se anelam no plasmidio. Com a seqliéncia
completa do gene (figura 4.3) foi possivel identificar 4 introns que interrompem a regido
codificante do cDNA LIChitlA. A regido flanqueadora 5’ presente no clone gendémico foi
amplificada utilizando-se oligonucleotideos que se anelam no vetor da biblioteca genémica e
no primeiro éxon do gene (figura 4.4). Esta reacdo amplificou um fragmento de 550 pb que
também foi clonado e sequenciado, indicando a existéncia de regifes reguladoras logo a
montante do primeiro exon (item 4.3). Este fragmento contém 499 pb correspondentes a

regido flanqueadora 5’ e 51 pb a jusante do codon de iniciagdo do gene.
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PCR 2
........O.g
7= +“— 10

......3...
I—> 2 9 —p «— 12
N ) R R —

Clone Genomico de Quitinase - LlchitlG

— Regido Flanqueadora (RF) do gene de quitinase =9 Oligonucleotideos intron do gene de chitinase

B Vetor EMBL3 [¢] Regides do clone gendmico amplificadas por PCR  [] Exon do gene de chitinase

Figura 4.3) Esquema mostrando os fragmentos amplificados por PCR para subclonar em
vetor plasmidial o gene de quitinase LIChitl e sua regido flanqueadora 5°. A numera¢do dos
oligonucleotideos corresponde a usada na figura 3.1.

Na figura 4.4 é mostrada a sequiéncia dos 5 éxons que codificam a cadeia priméria de
aminoacidos do LIChitlA e os 4 respectivos introns. No inicio e final de cada intron foram
encontrados os dois pares de nucleotideos que sdo amplamente conservados na sinalizacdo de
splicing: GT no sitio doador e AG no sitio aceptor.

O primeiro éxon do gene de quitinase codifica para uma seqiiéncia de 20 aminoacidos
que, de acordo com o programa sinalP 3,0, possui uma probabilidade de 0,998 de ser um
peptideo sinal. Conforme andlises feitas com o mesmo programa, a ligacdo entre o0s
aminoéacidos 19 e 20 tem uma probabilidade de 0,618 de ser um sitio de clivagem permitindo
a retirada do peptideo sinal da proteina madura.

Como evidenciado na figura 4.4, o dominio catalitico da familia 18 de glicosidio
hidrolases, caracteristico das quitinases de insetos, € codificado pelos éxons 2, 3 e 4. Essa
familia de proteinas possui um nucleo catalitico definido por 9 aminoacidos (PROSITE
acesso PS01095) que correspondem ao padrdo: [LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]-[DN]-
[LIVMF]-[DN]-x-E (onde x corresponde a qualquer um dos 20 amino&cidos naturais). No
gene LIChitl este nlcleo catalitico é representado pelos aminoacidos F, N, G, L, D, V,D,We
E (posigdo 138 a 146) codificados pelo terceiro éxon.

O quinto e ultimo éxon do gene de quitinase codifica para a sequéncia da proteina
correspondente ao dominio de ligacdo a quitina (figura 4.4). Essa regido é separada da porgédo
codificante para o dominio catalitico de glicosidio hidrolase pelo maior dos quatro introns,
gue possui 1464 pb. Na sequéncia de aminoacidos codificada por este éxon podemos
identificar 6 cisteinas conservadas pertencentes ao dominio de ligacdo a quitina. A analise

destes residuos conservados é abordada no item 4.6.
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M K T L v *F L ¢ 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 QO G 36
121 ttttacgtatAGaaaaaattgtctgctatcacggtacgtggtcctactaccggcagggaa

N G K F GV A Q I D P F L C T H L V Y T 56
181 atggaaaattcggagtagcacaaattgatccattcctctgtacgcatttggtttatacgt

F F G I s s D GG 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 VvV T F S Q 115
361 tgaagacaatcgccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcagGTca
421 gtgaaacagatctcacgatttttaagaagatttcattttgagactttttcctctattAGg

v v N D P R K R 0O N F V K N S L E F L K 135
481 tcgtcaatgatccacgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaa

K v NLE N G 1. D v D W E|lY P A Q R G G N 155
541 aatacaattttaatggtcttgacgttgactgggagtatccagcacaacgtggagggaatc

¢ b K DK EAY T L L L K E L S E F L H 175
601 aggataaggataaggaagcctacactctcctcctcaaggaactctcggaattcctacatce

P K G Y s LS A A V A S A E F S A K I S 195
661 ctaaaggctacagcctctccgctgcectgtagcatcagecggaattttcagectaagatctett

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 tccttttgaaaatcaattttttgtgctgcaaatacttccagctcttcttatctttcectca
1441 agttcaagattaatatcaagagtctttggggattgtcttgtctgcaaaatatgactgaag

Yy 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 ¢ L N Vv D A A I K Y W L S N G G A 258
1621 cttgagaagcaattaaatgttgacgccgctataaagtactggctcagcaatggaggtgcec

P E K L L L GV P L Y G R G F R M V N G 278
1681 cctgagaagctcctcctgggcgttccactgtacggtecgtggectteccgecatggttaatggt

Q S K P G $ V H G G P C Q A G P Y T Q T 298
1741 cagagtaaaccaggatccgttcacggagggccttgtcaggctgggccctacactcaaact

P G M M G F NE L CE K R RN E K W I D 318
1801 cccggcatgatgggcttcaatgagctctgcgagaagecgtcggaatgaaaaatggattgat

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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1981

2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

3541

3601

3661

3721

3781

v 1 v Ww S I E T D D F R G F C G R G T F
gtgattgtgtggtccattgaaacggatgattttagaggattctgcggaagaggaacttte

378

P L L K E L N A s L L G N N
ccactactcaaggagctcaatgcatcccteccttggtaacaatGTgagtacctccaatgaa
acagatcccgagatcatgtccctectttccgecggagaggaagaaaacagcagcattgaag

392

aaattcattcatgatttcttcttcaagaccttccagccaaagtatcagaaactcattcag

ttcaatttactcaaagaaaaatatttttccgaaagcttcaccgaactctacggtacatac

gttcaaatgctctcagacacatacaagagtgaaaatgatttataagcaggaattaagttt

attttttctatacttaaccctttagcgtccaacgtgaaacactaaaacattgaaacatgce

gctcttttatcgcgatttttattctatgaatttttttagaggacttttctcaatcagaac

gtcttctttgaccccttatgecgtgaattggatgcatttgtaacatggaaaaacaattaca

ttcttaaataattgaaaaaataaaatgtttcacgtttgggtcagcgtatgacccaaaaaa

cgttaaaagggttaatttttgtgttttttttttattgagaaataagtatttatagtctct

aatggattaatggtcataaatatacacttacttaatgcaatttacggaaaataaaatcac

tttgcgcggatttcaagtgatttagcacttgagggcattcttcattggctgaaagggtgce

aagctttgtttttttgctgcacttccggatatctacgaaagcaggaagagttaagtagag

ttcaatttatcaatgcaaaaacaatatttaacgtaaattgcatgttttgcaactaatcgc

atgacttataacaatcgctaaatcccctaaatggttctttttttaagatttaaataaaaa

acttcgagctttgaaaacgcgagcataattgttaactgttgaaaagtttctctttaaget

tttataagctgctttacacaacgctttatacctaaactgcaataaactctgagcctactg

tcaaatcgggttacttttaaatatgaggggtcgattctctccaaaaatttcttttattct

tttcttgtagactcgaaagggttaaaatgcacaaaacattcacactaatgctttgcgatg

attttttttcacaaataatataattttatgcttcatccattaaaagagacaaaaaataca

acagtgacgtcattgcttgtatttttaagcaaatatttgccggecttttgcatgctgattt

ctagtagaaaaatttggggagtttcttaggcaatttctaatacttaatcaatcacatttt

tttctatattgttctttcaaagattttgctcgaatcagaagttccccaatacaaaaatga

ataaacttctttaatttaacgtttgaacacgaatcaaagaatctcattgtacaaaatttc

acaatttatttattcttacaattaatttttgtattaaattaacatttaatccttttggtyg

ttgtAGcacacctggacacctccatcaacatcaaccaccgaatggaatcccaatccaacg

H T w T™ P P S T S T T E W N P N P T 410

s T T K p P P I L P S P E((C)T E D G Y F
tccacaacgaaacctccaccaatcctcccaagtcccgaatgtaccgaagatggttacttt

R D P N D((€)s I F H Q((€)I N G T Q Y T F
agggatccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatataccttce

F(C)P H G L V F D P A I I A((C)N W P H I
ttctgcccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagecttgcaattggeccccatata

v 0 (C) -

gtgcaatgctga

430

450

470

473

Figura 4.4) Gene de quitinase LIChitl sequenciado a partir do clone gendmico. Numeros do
lado esquerdo indicam a posicdo dos nucleotideos e nimeros do lado direito indicam a
posicdo dos aminoacidos codificados pelo RNA LlchitlA. *: possivel sitio de clivagem do
peptideo sinal. Caracteres sublinhados: introns. Caracteres em maidscula: dois nucleotideos
potencialmente implicados em splicing. Aminoacidos em vermelho: dominio catalitico
conservado em glicosideo hidrolases da familia 18. Retangulo: nlcleo catalitico deste
dominio. Aminodacidos sublinhados: sitio de ligagdo a quitina. Parénteses: seis cisteinas

conservadas.
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4.3- Possiveis sequéncias reguladoras encontradas a montante do gene
LIChitl

A metodologia de PCR invertida possibilitou a amplificacdo de um fragmento com
1.134 pb que foi clonado e seqiienciado. Através deste procedimento foram revelados 771 pb
a montante dos 499 pb da regido flanqueadora 5’ presente no clone gendmico LIChitlG. Ao
todo foram sequenciados 1.270 pb que antecedem o cddon de iniciacdo do gene LIChitl.

Por andlise com o programa NNPP 2.2 foram encontrados 3 possiveis promotores
minimos que antecedem este gene. O termo “promotor minimo” é empregado para mencionar
a regido que poderia servir de ancoradouro para a RNA polimerase comecar a transcrigéo,
pois possui elementos como TATA-box, GC-box, CAAT-box e sitio de inicio de transcricao.
Para averiguar quais promotores minimos eram ativos, foram feitos experimentos de RT-PCR
com 2 oligonucleotideos senso (figura 4.5, nimeros 3 e 5), pareados com um Unico
oligonucleotideo antisenso (figura 4.5, nimero 4). Os oligonucleotideos 3 e 5 se anelam logo
apos o sitio de inicio de transcricdo do segundo e terceiro promotores, respectivamente. O
oligonucleotideo 4 se anela dentro do nucleo catalitico da enzima, justamente a regido com
menor probabilidade de ser retirada do RNAm durante um splicing alternativo. Apenas a RT-
PCR com o oligonucleotideo senso que se anela apds sitio de inicio de transcricdo do
promotor 3 gerou produto, indicando a possivel auséncia de transcritos iniciados a partir dos
promotores minimos 1 e 2 em larvas do estadio L3 e fémeas adultas 48 e 72 horas apos a
alimentacdo sanguinea (figura 4.5). A sequiéncia e posi¢do destes promotores dentro da regido
flanqueadora 5’ seqiienciada sdo expostas na figura 4.6.

Por comparacdo da sequéncia desta regido flanqueadora com o banco de dados
TransFAC, foram identificados 8 possiveis elementos de transcri¢do (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 a sinalizagdo por
ecdisona. Os seis demais apresentaram similaridade ao elemento reconhecido pelo fator Kr
(Stanojevic et al., 1989), também descrito em D. melanogaster.

Na figura 4.7 é mostrada uma regido de 53 pares de bases imediatamente a jusante do
promotor minimo 3 que é consenso no inicio da UTR 5° do RNA LichitlA ¢ do RNA
codificante para uma quitinase ortdloga em Phlebotomus papatasi (Ppchitl) (Ramalho-
Ortigéo et al., 2005).
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RF &’ Gene de Quitinase - Llchitl
o o o o e e e A A A A A A,

Nao houve
amplificacao

RT-PCR 1 | Oligos: 3=p ¢—4

Posicio de anelamento dos oligos
3=—p 5=—p 44
) W 7

& & &
Prom.1 Prom.2 Prom.3

-

RT-PCR 2 | Oligos: 5—p 4—4

Unico produto de PCR amplificado

5—p +—4
fesd Produto de PCR —— RF 5° do gene de quitinase | | Codon de iniciagdo
. Possiveis promotores minimos === Oligonucleotideos Gene LIChitl

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 ndo ha
transcritos iniciados nos promotores 1 e 2. A numeragdo dos oligonucleotideos corresponde a

figura 3.1.
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Kr
1 gaattcttcgtacaagattttgtaagaagatttagattaaagcctttcaaagttcatcga

61 actattctgctttgtagttttatttatacaataaagtttagaaagagatgaaagcagcaa
121 agttctgcgggctaaattgcagatagatgatatcagactttgtgattcacattgectttg
181 aatgacgccaaagctcttatcaaagtagagttccttcgtgcattttgcaagactctcegtce
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 gttattaaa

Figura 4.6) Seqiiéncia da regido flanqueadora 5° do gene LIChitl.

Caracteres em maiuscula: possiveis promotores minimos com sitios de inicio de transcrigdo
destacados com *; Caracteres sublinhados: elementos de transcricéo; . codon de
iniciacao.
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RF 5’ do gene de quitinase LIChitl

A

Possivel Promotor Minimo 3
Clone Gendmico 384 gggaaggcCTATAAaagctagcgaggaagctcgggtacgAatcagtgtcAATTGCTCCG 442
Llchitl 3 GAATCAGTGTCAATTGCTCCG 51
Ppchitl 1 AGTGTCAATTGTTCTG 16

Clone Gendmico 443 TTGCGTGATTTTGTGGATTAA 463
Llchitl 52 TTGCGTGATTTTGTGGATTAA 72
Ppchitl 17 TTGCGTGATTTTGTGAATTAA 37

s Regidio Flanqueadora (RF) do gene LIChitl Primeiro exon do gene de quitinase [] Possivel promotor minimo

Figura 4.7) Esquema mostrando sequéncia imediatamente a jusante do promotor 3
conservada em gene ortélogo de P. papatasi (Ppchitl). Letras mindsculas: seqiiéncia do
promotor minimo; letras maiusculas sublinhadas: TATA-BOX e sitio de inicio de transcrigéo.

4.4- RT-PCR a partir de RNA extraido de formas imaturas do inseto: indicio
da ocorréncia de splicing alternativo a partir do gene LIChitl

Através de um experimento de RT-PCR com RNA extraido de larvas de L. longiplapis
nos estadios L1 e L4 e pupa, foi amplificada uma banda de aproximadamente 420 pb
correspondente a regido 3’ do RNA LIChitl e outras duas bandas nao esperadas de 620 e 867
pb (figura 4.8). Como os oligonucleotideos usados nas reacdes se anelam ao redor do quarto
intron do gene de quitinase, este resultado indicou uma possivel ocorréncia de processamento
alternativo da por¢do 3’ do gene. A banda de aproximadamente 900 pb, que pode ser
visualizada no gel exposto na figura 4.8, foi extraida, clonada e seqlienciada, provando a

ocorréncia de splicing alternativo.
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RT-PCR

L1 L4 PUPA

(A)

HISTONA W S S — 500pb

[ ] 900 pb
QUITINASE 1y
g | *

. e W00

(B)

Posicao que os oligonucleotideos usados se anelam no gene Lichitl

99— 4+—16
| A W Wzl 000 zzzzzzzzzzzz[a 0]

Regiao 3’do gene de quitinase (~1,9 Kb)

[JExon do gene de chitinase
intron do gene de chitinase
— Oligonucleotideos

Figura 4.8) RT-PCR a partir de RNA extraido de formas imaturas do inseto: indicio de
processamento alternativo da regido 3’ do gene LIChitl. (A) Géis de agarose 1,5% com
produtos amplificados. (B) Esquema mostrando a posi¢cdo em que os oligonucleotideos para
quitinase se anelam no gene LIChitl. A numeracdo dos oligonucleotideos corresponde a
figura 3.1.

4.5- Clonagem e seqiienciamento das formas de splicing do gene LIChit1

Foram amplificadas duas bandas com aproximadamente 1,5 e 2 kb a partir de cDNA
feito com RNA extraido de larvas L4. Estas reacbes foram feitas com o emprego de
oligonucleotideos que se anelam no codon de iniciacdo e de parada do gene de quitinase
Llchitl (figura 4.9). Estas bandas foram extraidas do gel de agarose, clonadas em vetor TA e
sequenciadas com oligonucleotideos que se anelam no plasmidio e no gene de quitinase.
Através do sequenciamento de mais de um clone de cada uma das bandas, foi visto que a
menor, que possuia cerca de 1,5 kb, correspondia a dois fragmentos distintos ndo resolvidos
no gel e que a maior, que possuia cerca de 2 kb, correspondia a um Unico fragmento. Cada um
destes 3 fragmentos correspondia a uma forma diferente de splicing do gene LIChitl.
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Para confirmar esses resultados e verificar quantos clones de cada forma de splicing
possuiamos, foram realizadas rea¢des para amplificar a regido 5° e 3’ dos insertos. A
amplificacdo por PCR da regido que vai do codon de iniciacdo até o quarto éxon confirmou a
ocorréncia de um padrdo comum de processamento para regido 5’ do gene (figura 4.10). O
perfil de amplificagdo por PCR da regido 3’ dos clones correspondeu aos resultados do
sequenciamento que indicavam a existéncia de 3 formas de splicing (figura 4.11).

Todas as alteragOes entre estas formas de processamento do gene estavam dentro da
regido considerada até entdo como intron 4. Uma delas corresponde ao RNA LIChitlA,
também encontrado em fémeas adultas apds a alimentacdo sanguinea. As duas novas
moléculas de RNA foram nomeadas de Lichit1B e LlchitlC. Ao total foram obtidos 7 clones
da LlchitlA, 4 clones da LlchitlB e 6 clones da LlchitlC, dos quais 4 clones de cada uma
foram usados nos sequenciamentos (figura 4.1).

As seqliéncias das formas de splicing A, B e C sdo mostradas nas figuras 4.12, 4.13 e
4.14. Todas as formas de RNA encontradas codificam igualmente para o dominio catalitico,
entretanto somente a LIChit1A possui dominio de ligacdo a quitina. Nas formas de splicing B
e C, sdo introduzidos codons de parada recentes que impedem a traducdo da regido
codificante para o dominio de ligacdo a quitina. Nas figuras 4.13 e 4.14 ¢ evidenciado a regido
seqiienciada destas duas moléculas que ndo ¢é traduzida fazendo parte da UTR 3. O ultimo
éxon do gene LIChitl continua presente, mas os cdédons de parada recentes fazem com que ele
faca parte da UTR.

Na figura 4.15 é mostrado a porcdo correspondente a regido C-terminal de 12
quitinases alinhadas com o emprego do programa ClustalW. Todas as enzimas que possuem o
dominio de ligagdo a quitina apresentam 6 cisteinas conservadas. No caso das quitinases
possivelmente codificadas pelo gene LIChitl, estas cisteinas s6 sdo verificadas na possivel
proteina LIChit1A.
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(A)

M1=100 pb fermentas
M2=Iom‘bdo hind Il

Gel de agarose 1%

Posicao que os oligonucleotideos se anelam no gene Llchitl

N
Gene de quitinase (~3,9 Kb)

[JExon do gene de chitinase PZintron do gene de chitinase —p Oligonucleotideos

Figura 4.9) RT-PCR para amplificar toda a extensdo dos produtos do gene LIChitl presentes
em larvas L4. (A) Gel de agarose com bandas que foram clonadas. (B) Esquema mostrando a
posicdo em que os oligonucleotideos utilizados se anelam no gene LIChitl. A numeracdo dos
oligonucleotideos corresponde a figura 3.1.

< m O < m )
= = = = = =
= = = = = =
© © © © S ©
— — — — — —

Oligonucleotideos 5 e 10 Oligonucleotideos 5 e 8

Posiciao que os oligonucleotideos se anelam no gene Lilchitl

5—p 4—8 10
(B) [ A A Lz | ]

[JExon do gene de chitinase P intron do gene de chitinase —p Oligonucleotideos

Figura 4.10) Amplificacdo por PCR do extremo 5’ das formas de splicing clonadas. (A)
Produtos amplificados com dois pares de oligonucleotideos e um clone de cada forma de
splicing. (B) Esquema mostrando a posicdo em que os oligonucleotideos utilizados se anelam
no gene LIChitl. A numeracdo dos oligonucleotideos corresponde a figura 3.1.
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Llchitl A Llchitl B Llchit1C

900 pt

600 p
500 pt

Figura 4.11) Amplificacdo por PCR do extremo 3’ das formas de splicing clonadas. Foram
utilizados dois clones de cada forma de splicing. A posicdo que estes oligonucleotideos se
anelam no gene LIChitl é mostrada na figura 4.8 (B).

Tabela 4.1) Clones das formas de splicing do gene Llchitl

Total de clones de cada | Total de clones seqlienciados | Tamanho do
forma de splicing de cada forma de splicing inserto
LlchitlA 7 4 1.422pb
Lichit1B 4 4 1.513pb
Lichit1C 6 4 1.866 pb
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M K T L v F L ¢ 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 QQ I D P F L C T H L V Y T F F G I 60
121 ggagtagcacaaattgatccctttctctgtacgcatttggtttatacgtttttcgggatt

s S E G 6 I R I L D P Y L DL D E N Y G 80
181 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacggce

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 WNE G S V T F s Q V Vv 8 D P 120
301 gccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcecgtcagtgatcca

R K R 9 N F Vv K N S L E F L K K Y N F N 140
361 cgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat

G L DV 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 gaagcctacacgctccttctcaaggaactctcggaattcctacatcecctaaaggctacagt

L S A AV A S A E F S A K I S Y N I A E 200
541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagectaaaatctcttacaacatcgetgag

v s K Yy . b ¥ I GV 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 QO T E L E 240
661 ccaaagattgggaataatgcgccattgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag

K o L N V DA A I K Y W L S N S G A P E 260
721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcctgag

K L L L GV 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 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggceccctacactcaaactcccgge

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

FE K $S I K F K §$ 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 NN 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 tcaaccaccgaatggaatcccaatccaacgtccacaacgaaacctccaccaatcctcecca

s P E C T E D G Y F R D P N D C S I F H 440
1261 agtcccgaatgtaccgaagatggttactttagggatccaaatgactgcagtatcttccac

Q ¢ 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 VvV Q C - 473
1381 gccatcatagcttgcaattggccccatatagtgcaatgctga

Figura 4.12) Sequéncia da forma de splicing LIChit1A. Ndmeros do lado esquerdo indicam
a posicdo dos nucleotideos e numeros do lado direito indicam a posi¢do dos aminoacidos.
Caracteres vermelhos: dominio catalitico. Caracteres sublinhados: sitio de ligacéo a quitina.
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M K T L v ¥F L ¢ VvV 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 ¢ I D P F L C T H L V Y T F F G I 60
121 ggagtagcacaaattgatccctttctctgtacgcatttggtttatacgtttttcgggatt

s s E G 6 I R I L D P Y L D L D E N Y G 80
181 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacgge

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 WNE G S V T F S Q V V N D P 120
301 gccggtgttgggggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcgttaacgatcca

R K R 9 N F Vv K N S L E F L K K Y N F N 140
361 cgcaagaggcagaattttgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat

G L DV 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 AV A S A E F S A K I S Y N I A E 200
541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagectaaaatctcttacaacatcgetgag

v s K Yy . b ¥ I GV 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 QO T E L E 240
661 ccaaagattgggaataatgcgcctttgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag

K o L N V DA A I K Y W L S N S G A P E 260
721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcctgag

K L L L GV 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 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggccctacactcaaactcecccgge

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

FE K $S I K F K §$ 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 ctcaaggagctcaatgcatccctccttggtaacaattgatttagcacttgagggecattct
1201 tcattggctgagagggtgcgagctttgttttctgctgcactteccggatatctacgaaage
1261 aggaagacacacctggacacctccatcaacatcaaccaccgaatggaatcccaatccaac
1321 gtccacaacgaaacctccaccaatcttcccaagtcccgaatgtaccgaagatggttactt
1381 tagggatccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatatatatt
1441 cttctgcccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagecttgcaattggecccatat
1501 agtgcaatgctga

Figura 4.13) Sequéncia da forma de splicing Llchit1B. Numeros do lado esquerdo indicam a
posicdo dos nucleotideos e nimeros do lado direito indicam a posi¢cdo dos aminoacidos.
Caracteres vermelhos: dominio catalitico. Nucleotideos sem respectiva seqiéncia de
proteina: UTR 3’ seqiienciada.
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M K T L VvV F L ¢ 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 vV A @ I D P F L C T H UL VY 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 tcttccgagggtgggattagaattctcgatccttacttggatctcgatgagaactacggce
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 GG W N E G S V T F S Q V V s D P 120
301 gccggtgttggaggatggaatgaaggaagtgttacattttctcaggtcecgtcagtgatcca
R K R 9 N F v K N S L E F L K K Y N F N 140
361 cgcaagaggcagaatttcgtgaagaattcgttggaatttttgaaaaaatacaattttaat
G L DV 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 AV A S A E F S A K I s Y N I A E 200
541 ctctccgctgctgtagcatcagcggaattttcagectaaaatctcttacaacatcgetgag
v s K Yy L b F I GV 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 QO T E L E 240
661 ccaaagattgggaataatgcgcctttgtatgcgggatcgtgggagcaaacggagcttgag
K ¢ L NV DA ATI K Y W L S N S G A P E 260
721 aagcaattaaatgttgacgctgctataaagtactggctcagcaatagcggggctcecctgag
K . L.L 6V P L Y G R G F R M V N G QO s 280
781 aagctcctcctgggcgttccactgtacggtcgtggecttccgecatggttaatggtcagagt
K p G S V. H G G P C QO A G P Y T O T P G 300
841 aaaccaggatccgttcatggaggtccttgtcaggctgggccctacactcaaactcccgge
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 KN 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 cccgagatcatgtccctectttccgcggagaagaagaaaacagcagcattgaagaaattc
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 ccaaatgactgcagtatcttccaccaatgcatcaatgggactcaatatacattcttctge
1801 ccacatggtcttgtcttcgatccagccatcatagcttgcaattggecccatatagtgecaa
1861 tgctga

Figura 4.14) Sequéncia da forma de splicing LIChit1C. Numeros do lado esquerdo indicam a
posicdo dos nucleotideos e nimeros do lado direito indicam a posi¢cdo dos aminoacidos.
Caracteres vermelhos: dominio catalitico. Nucleotideos sem respectiva sequéncia de
proteina: UTR 3’ seqiienciada.
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. . * - * * koo kko *
DmCHTS8 PYAYRQR---—=-~ QWVGYEDPRSLALKAQYVMDNHLGGIMIWSLESDDFRGTCGQQPYP 391
A.gambiae PYAVRNN------- QWVGYDDLRSVQLKVKYLLDQGLGGAMVWSLETDDFLGVCGGGRYP 390
L1ChitlA PYSTKND------~ QWIGFDDEKSIKFKSNYVNSHNLGGVIVWSIETDDFRGFCGRGTFP 379
L1ChitlB PYSTKND------~ QWIGFDDEKSIKFKSNYVNSHNLGGVIVWSIETDDFRGFCGRGTFP 379
L1ChitlC PYSTKND------~ QWIGFDDEKSIKFKSNYVNSHNLGGVIVWSIETDDFRGFCGRGTFP 379
DmCHT4 PYAFQGD------- QWIGYDNPESIQLKMQLVESRNLGGAMMWS IETDDFRGLCG-ESYP 362
DmCHT9 PYAYSGD------~ QWVSFDNVLSVQYKMDFALSKGLAGAMIWSLETDDYRGQCG-ETYP 357
G.morsitans PYKYKND----~-~ QWIGYDDERSIALKIDLLKSLNLAGAMLWSIEMDDFRGICG-MKYP 375
T.molitor PYKYDGS------- NWVSYDDAESIGLKTKFAVDNGLAGVAVWSIDTDDFLSTCG-VHDP 356
DmCHT2 VLAKSERNVEFTQEINVVTYDSSRSIANKVLFAMSKRLAGVMVWSVDTDDFLGNCKLDEDT 401
M.Sexta PYAYKGT------~ QWVGYEDPRSVE IKMNWIKQKGYLGAMTWAIDMDDFQGLCG-EKNP 386
A.gambiae PYTYKGT------- QFVGYEDERSLOHKMDWIKQKGYAGAMTWAIDMDDFHGLCG-PENA 366
DmCHT8 LLHEINRVLFGGN === === === == e e e e e e e e e e e 404
A.gambiae LMHEIRSLVNGGTPSTTTMPPSV - = === === == == m = m oo oo e o e 413
L1ChitlA LLKELNASLLGNN= == === == = = == o e e e e e e e e e e e e e e e e 392
L1ChitlB LLKELNASLLGNN- == === === = = o e e e e e e e e e e e e e e e e e 392
LlChitlC LLKELNASLLGNN = = = = = = = = = = e e e e e e e e e e e e e e e 392
DmCHT4 LLKTMNRALGREVSGGSG== === == === === = e e e e e e e e e 380
DmCHT9 LLKTINRKLRW- === = == = == e e e e e e e e e e e e e e e e 368
G.morsitans LLSTINSKLGKDIN- === === === e e 389
T.molitor LLQATKDNLSA- === = === = = = = e e e e e e e e e e e e e e e 367
DmCHT2 YEDFQRVTAAPKR- == === === = = = = e e e e e e e e e e e e e e e e 414
M.Sexta LIKILHKHMSSYTVPPPHTENTT-~==============—————- PTPEWARPPSTPSDP 424
A.gambiae LMKVLYDGMKDYVVPEPTVTTTPRVSVRKREPKTSPFQNGIFHLFPPAGMNRPPSTMSSD 426
DMCHT8 = mmmmm e TPS----GLTTESNRESP-------- 418
A.gambige = = = ==-sseemeoeeeccceaa- APTTSTVAPGTTTTTPTGANPGTTQPPTSDAPNHTTTSTT 453
LIChitlA = = =  ==ememeeme oo HTWTPPSTSTTEWNPNPTST 412
LIChitlB = —rmmeemmeem e e e e
LIChitlC = mm e VSTS----NETDPEIMSLLS 408
DmCHT4 = = = ==eeemeemeeemeeemeeeemmeeeeeeeeee GGGGGGGEGSVTPAPTAAPTSSPTPAP 407
DMCHT9 = =emee e e e e e
G.morsitans = = m=mmm e QLPSNPIQTSTVSPSLR- 406
TiMolitor === === e i o o o o o o e o o o, e
DmCHT2 = = ==eemeee e e e e SSONYPLLRTINEATMLA 432
M.Sexta SE---GDPIPTTTTAKPASTTKTTVKTTTTTTAKPPQSVIDEENDINVRPEPKPEPQPEP 481
A.gambiae GEQTTARPATTTTTYKPRPTT-TVAPTTRTTTAR--RTTTTRKPTTILPPDTDSEEDREE 483
DmCHT8 SEGFSCPADAPAG---=------~ YIRDPDNCBKFYYCSGGKT-HNFDCPSGLNFDLDTKS 467
A.gambiae TEGNPGTTRPPSGDGP@\GGRYGFVPHPNTEERXX ICLTADTYYEFTCPPGTLFDPALHI 513
L1ChitlA TKPPPILPSPECTED------ GYFR-DP IFHQCINGTQ-YTFECPHGLVFDPAIIA 464
LIChitlB = mm e e e e e
L1ChitlC AEKKKTAALKKFIHD------ FFFKTFQPKYQKLIQFNLLKE-KYFSESFTELYGTYVQM 461
DmCHT4 TPGGGSGGNECAQDG-------~ FFVLESDCNKFYQCVGGVR-YDFQCGAGLCFNTITLN 458
DMCHT9 = mmm e e e e e e e
G.morsitans = ——-m=---- CPSDG-~-~-~~-~ LYANPKDCSRFYQCLKGVR-FDFTCPPGLLYDAKNAL 448
T-molitor  ~o——rcmre s e i e e i e e e e S e e e
DmCHT2 VDELAVPEPQPDDSE----—----- NEIPHGSIADRKNAGASMVSLGLGVTAVFMLLHRL 482
M.Sexta EVEVPPTENEVDGSEI-CNSDQDYIPDKKHCDK GEA-MQFSCRHGTVFNVELNV 539
A.gambiae PAMPPAAPEREDESEIDZEGYKDFVPS—v CITKYYRCVHGQP-VEFVICKPGTVFHTALNV 541
DmCHT8 CNYSGSVHC|---===========um 476
A.gambiae CNWADQ PNE-=====——————— 525
L1ChitlA CNWPHIVQC---============ 474
L1ChitlA CNWPHIVQCH === ======—————— 473
LIChitlB = = ==eeemeeeeeeeemeeeeeeeeee
LlChitlC LSDTYKSENDI---=========== 472
DmCHT4 pWp-—- - 462
DmCHT9 = = =  —=memeeemmeeeeeeeeeeeeee
G.morsitans PQTVI@WV ————————————— 460

T.molitor

DmCHT2 AQ-———m e 484
M.Sexta wpsmu- R :)o QP-————m—m 554
A.gambiae CDWPENADRPECRTKAKLIESPTAY 566

Figura 4.15) Alinhamento da porgdo C-terminal de diversas quitinases de inseto. No topo séo
apontados os ultimos aminoacidos conservados do dominio catalitico. As 6 cisteinas
conservadas comuns ao sitio de ligacdo a quitina estdo destacadas por retangulos.
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4.6- RT-PCR a partir de RNA extraido de larvas, fémeas adultas e células LL5

O RT-PCR com RNA extraido de larvas do estadio L4, fémeas adultas 72 horas ap6s a
alimentacdo sanguinea e células LL5 indicou que o promotor da quitinase esta ativo em
células de cultura e que o processamento alternativo do gene LIChitl ndo ocorre em insetos
adultos (figura 4.16). As moléculas de 1.422 e 1.513 pb, correspondentes as formas de
splicing LIChit1A e B, ndo foram resolvidas no gel de agarose 1,5% e formaram uma banda
unica com aproximadamente 1,5 Kb.

(A) RT-PCR
L4 72h L4 72h LL-5
~1,9 Kb
~1,5 Kb
~0,9 Kb
~0,5 Kb
~0,4 Kb
CDNA completo Regido 3’ do cDNA
oligonucleotideos 5 e 16 oligonucleotideos 9 e 16

(B) Posicio que os oligonucleotideos se anelam no gene Lilchitl

5—p 16
I 2z 9772777727222/

Gene de quitinase (~3,9 Kb)

+—16

9—>
[ V7272 7727272727777

Regiao 3’do gene de quitinase (~1,9 Kb)

— Oligonucleotideos [JExon do gene de chitinase 4 Intron do gene de chitinase

Figura 4.16) RT-PCR a partir de RNA extraido de larvas estadios L4, fémeas adultas 72
horas apds a alimentacdo sanguinea e células LL5. (A) Géis de agarose com produtos
amplificados. (B) Posicdo de anelamento dos oligonucleotideos utilizados no gene LIChitl. A
numeracao dos oligonucleotideos corresponde a figura 3.1.
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4.7- Analise do namero de copias do gene LIChitl

A digestdo do clone genémico LIChitlG com as enzimas Bgl 11 (Bg), Eco RI (R),
Hind 111 (H), Pvu Il (Pv), Pst I (Ps) e Sal | (S) gerou um padrdo de bandas semelhante ao
encontrado anteriormente com o Southern blot usando DNA genémico de células LL5
(Ramalho-Ortigdo e Traub-Csekd, 2003), sugerindo que o gene LIChitl era copia simples
(figura 4.17).

Para verificar se havia alguma diferenca entre os alelos do gene Llchitl que pudesse
estar relacionada com as formas de splicing clonadas, a regido do intron 4 que é
diferencialmente processada foi amplificada por PCR a partir de DNA genémico de células
LL5 e a partir do DNA do clone gendmico. A amplificacdo dessa regido a partir de DNA
gendmico originou um fragmento Unico e de mesmo tamanho que a amplificacdo a partir do
clone LIChitlG (figura 4.18). A clonagem e sequienciamento do fragmento amplificado a
partir do DNA de células comprovaram que sua sequiéncia era igual a do clone gendmico.
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6,5kb--

4,3kb--

2,3kb--

i §® ™ S
el @ S,

Southern blot com DNA Southern blot com DNA do

genomico de células LL-5 clone genomico LIChit1G
(Ramalho-Ortigdo e Traub-Cseko, 2003)

Figura 4.17) Comparacdo dos padrdes eletroforéticos obtidos por Southern blot feito com
DNA genbmico de células LL5 (Ramalho-Ortigdo e Traub-Csekd, 2003) e com DNA do
clone LlchitlG. As digestdes foram feitas com as enzimas Bgl Il (Bg), Eco RI (R), Hind IlI
(H), Pvu Il (Pv), Pst I (Ps) e Sal I (S).

DNA Clone
Gendmico LIChit1G

PCR "R W — -720b

Gene LIChit1 “«—16
H _H :— L1 ]
intron 4

E Fragmento amplificado por PCR a partir de DNA gendmico e do clone LIChit1G
[ ] Exon presente em todas as formas de splicing [JJExon alternativamente processado

= [ntron do gene de quitinase — Oligonucleotideos

Figura 4.18) PCR para amplificar a regido que é alternativamente processada a partir de DNA
gendémico de células LL5 e do clone gendmico. A numeracdo dos oligonucleotideos
corresponde a figura 3.1.
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4.8- Busca por sequéncias de genes ortélogos de quitinase em banco de dados
de EST de L. longipalpis e P. papatasi

Um total de 33.123 seqiiéncias de EST de L. logipalpis foram baixadas do GenBank
por intermédio do explorador taxonomico (“taxonomy browser”) e agrupadas através do
emprego do programa CAP3 resultando em 3.595 contiguos de seqliéncias (contigs) e 14.640
sequéncias ndo agrupadas (singlets). Todos os contigs e singlets foram traduzidos nas 6
possibilidades de leitura formando um banco de dados de sequéncias de aminoacidos. Este foi
sondado com um Pfam correspondente ao dominio catalitico de quitinases, permitindo a
identificacdo de 5 fragmentos de cDNA diferentes codificantes para possiveis quitinases e
proteinas similar a quitinase (figura 4.2). Um deles é codificado pelo gene LIChitl e outros 4
por genes ainda ndo descritos. Dois destes ultimos foram nomeados aleatoriamente de LIChit2
e LIChit3. Um deles foi nomeado de LIIGDF 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 proteinas tipo IGDF. O ultimo foi intitulado de LIChit10
com base nas andlises filogenéticas.

A sequiéncia de nucleotideo dos quatro novos cDNAs foi utilizada em uma busca com
0 programa BlastN para identificar ESTs que flanqueassem a regido identificada com o
HMMER. Todas as ESTs encontradas foram novamente agrupadas com o programa CAP3,
sendo que em alguns casos foi necessario retirar trechos das extremidades destas sequéncias
que provavelmente impediam a sobreposicdo das EST pela baixa qualidade dos
seqlienciamentos. Os novos contigs e singlets foram traduzidos na moldura correspondente a
proteina de interesse e possiveis erros na moldura de leitura foram manualmente corrigidos.
Como base para identificacdo 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 seqliéncia de aminoacido correspondentes ao dominio catalitico, ou
equivalente, foram extraidos com o emprego do programa SMART e usados para fazer
estudos filogenéticos. O tamanho em aminoacidos destes fragmentos esta indicado na tabela
4.2. De acordo com analises feitas com o programa CDD, nao foi possivel obter a sequiéncia
completa do dominio catalitico dos genes LIChit3 e LIChit10.

Um total de 42.778 sequiéncias 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
localizag@o de 6 cDNAs codificantes para possiveis quitinases e 1 para uma possivel proteina

similar a quitinase. Estas seqiéncias foram nomeadas com base nos estudos filogenéticos.
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Dois dos cDNAs codificantes para possiveis quitinases parecem ser provenientes de um
ortdlogo dos genes Chitl0 e podem corresponder a dominios cataliticos diferentes de um
mesmo gene. Estes cDNAs foram chamados de PpChitl0C e PpChitl0D. Um dos cDNAs
encontrados corresponde ao gene PpChitl ja descrito na literatura e os demais ainda nao
foram publicados. O nome dado ao gene, tamanho da seqiiéncia de aminoacido
corresposdente ao dominio catalitico, cobertura sobre este dominio e identificador das

sequéncias no GeneBank sdo mostrados na tabela 4.1.

4.9- Estudos filogenéticos de possiveis quitinases e proteinas similares a
quitinases de L. longipalpis e P. papatasi

Seqliéncias de possiveis quitinases e proteinas similares a quitinases de insetos foram
baixadas do GenBank e as porcdes referentes aos dominios cataliticos foram extraidas com o
programa SMART. A regido das sequéncias correspondentes a este dominio foram alinhadas
através do programa ClustalW as seqliéncias correspondentes de L. longipalpis e Phlebotomus
papatasi. Este alinhamento foi utilizado para construir arvores filogenéticas com o programa
MEGA. Para o gene LIChitl, foram usadas as sequliéncias obtidas no laboratério a partir do
cDNA clonado e seqiienciado LIChitlA. A seqliéncia de quitinases com mais de um dominio
catalitico sdo identificadas por uma letra ap6s o nome do gene, indo de A a E de acordo com
sua posicdo na sequiéncia da proteina.

Como ja reportado anteriormente (Zhu et al., 2008a), as quitinases de insetos podem
ser divididas em 5 grupos filogenéticos com base no modelo de evolugdo minima (Nei e Nei,
1992). Na figura 4.19 é mostrada uma arvore filogenética consenso inferida através de uma
analise de bootstrap com 5.000 replicatas. A distancia evolutiva foi computada pelo método
correcdo de Poisson (Zuckerkandl e Pauling, 1965). Ampliacdes de ramificacdes desta arvore

séo expostas nas figuras 4.19, 4.20 e 4.21.
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Tabela 4.2) ESTs de L. longipalpis codificantes para possiveis quitinases e proteinas

similares a quitinases

Tamanho da sequéncia

Nome do encontrada Cobertura Identificador (GenBank) das
gene correspondente ao do dominio | seqliéncias correspondentes ao cDNA
dominio catalitico (Aa) | conservado analisado
LIChitl - - AMO091076; EW990674
LIChit2 308 completa | AM102064; AM102065; AM102066
LIChit3 217 incompleta | AM094382
AM108551; AM108549; AM108552;
LIIGDF 395 completa | AM108547; AM108554; AM108550;
AM108553; EW994976; AM108546;
EX210729; AM108555
LIChit10 269 incompleta | AM094513

Tabela 4.3) ESTs de P. papatasi codificantes para possiveis quitinases e proteinas similares a

quitinases
Tamanho da sequéncia
Nome do encontrada Cobertura Identificador (GenBank) das
gene correspondente ao do dominio sequéncias correspondentes ao
dominio catalitico (Aa) | conservado dominio conservado
ES347593; ES347753; ES347987;
PpChitl 309 incompleto | ES347416; ES347565; FK812001;
EX474506; FG112344
PpChit2 345 completo | FG108464; FK813792; FG107314;
PpChit5 228 incompleto | FG109512; EY?211327; EY217847
PpChit7 206 incompleto | EY204135
PpChit10C 132 incompleto | FG109449
PpChit10D 196 incompleto | FG113094; FG111300; FG113165
EY?215515; EY204608; EY207035;
EY?213084; EY213813; EY208814;
EY?219037; EY215322; EY213787;
FK815431; FG113539; EY202851;
FG111798; EY214541; FG117251;
PpIGDF 395 completo | 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) Analise filogenética usando
sequéncias dos dominios cataliticos de
possiveis quitinases e proteinas similares a

quitinases. Uma analise de 5.000
replicatas foi realizada em éarvores
inferidas pelo método de evolucdo
minima.
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Figura 4.20) Ramificacdo da correspondente aos grupos I, Il e 11l. Seqliéncias das possiveis
quitinases de flebotomineos estdo destacadas.

De acordo com a ramificacdo exposta na figura 4.20, a possivel proteina codificada

pelo gene PpChit5 deve pertencer ao grupo I. As seqliéncias nomeadas de PpChitl0C e

PpChitl0D devem fazer parte do grupo Il e provavelmente sdo provenientes de um unico

gene. O LIChitl0 parece ser ortdlogo do PpChitl0, codificando para proteinas seqiiéncia
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protéica que também é classificada como integrante do grupo Il. Pelo método utilizado néo foi
possivel prever com confiabilidade o grupo que a possivel quitinase LIChit2 pertence.

Na figura 4.21 é mostrada a ramificacdo corresponde ao grupo IV que parece
compreender as possiveis quitinases LIChit3, PpChitl, LIChitl e PpChit2.

Na figura 4.22 é mostrada a ramificacdo composta por proteinas similares a quitinases,
conhecidas como IGDFs. Nas ESTs de L. longipalpis e P. papatasi foram encontradas

diversas sequiéncias provenientes de dois possiveis genes deste grupo, o LIIGDF e PpIGDF.
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Grupo |V

Figura 4.21) Ramificacdo correspondente ao grupos IV. Seqliéncias das possiveis quitinases

de flebotomineos estdo destacadas.
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80
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Figura 4.22) Ramificacdo correspondente ao grupos IV. Sequéncias das possiveis proteinas
similar a quitinase de flebotomineos estdo destacadas.

4.10- Amplificacéo por PCR de fragmentos génicos possivelmente codificantes
para quitinases e proteinas similares a quitinases de L. longipalpis

Com oliginucleotideos desenhados a partir de ESTs codificantes para possiveis
quitinases e proteinas similares a quitinases de L. longipalpis, foram amplificados fragmentos

dos tamanhos esperados usando DNA de células LL5 como molde (figura 4.23).

Lilchit2 Llchit3  LIIGDF Llchitl0
503pb  4llpb  373pb  392pb

500 pb

300 pb

Figura 4.23) Amplificacdo por PCR de fragmentos génicos possivelmente codificantes para
quitinases de L. longipalpis
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5.1- Promotor do gene de quitinase LIChitl

Ainda ndo foi reportada transgenia em flebotomineos. Entretanto, quando esta
tecnologia for dominada, ferramentas que permitam controlar a expressao heterdloga nestes
insetos serdo imprescindiveis. O promotor do gene Llchitl ¢ um candidato interessante para
induzir a expressdo de genes de resisténcia em flebotomineos, pois esta ativo em um momento
critico 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 medio.

O promotor do gene da carboxipeptidase A de A. gambiae induz a expressao
heter6loga em A. aegypti, mostrando-se uma poderosa ferramenta para expressao de genes de
resisténcia em mais de um género de mosquito (Moreira et al. 2000). Curiosamente, um gene
ortélogo de Phlebotomus papatasi (Ppchitl) (Ramalho-Ortigdo et al., 2005) contém o comego
da sequéncia UTR 5" idéntico ao comeco do RNA da quitinase de L. longipalpis (LIchit1A), o
que pode ser um indicio de um possivel sistema regulador conservado entre flebotomineos. A
expressao de genes que blogueiem a motilidade ou liga¢do do parasito no momento em que o
gene LIChitl estd 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 LIChitl é ativo em
células LL-5, o que faz desta linhagem um excelente modelo para estudo. Devido a grande
dificuldade em se obter insetos L. longipalpis suficientes para experimentos envolvendo
interacdo proteina DNA, a possibilidade de usar células em cultura para caracterizacdo

bioquimica do promotor desta quitinase € bastante promissora.

5.2- Possivel mecanismo de regulacédo do gene LIChitl

O clone genémico LIChitlG parcialmente sequenciado continha uma regido
flanqueadora 5° pequena, com aproximadamente 500 pb, mas que possibilitou o desenho
experimental da PCR invertida com sucesso.

A regido seqienciada & montante do gene LIChitl possui informacfes que sugerem a
participacdo de um controle hormonal por ecdisona na regulacdo do promotor desta quitinase
atraveés de elementos de possivel reconhecimento por E74A (Urness e Thummel, 1990). Este
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tipo de controle hormonal envolvendo E74 ja foi descrito para a inducdo da expressdo de
outros genes especificos do periodo pés-prandial em insetos hematdfagos.

O controle de expressdo do gene codificante para a enzima glucosamina:frutose-6-
fosfato aminotransferase (GFAT) de A. aegypti parece ser um exemplo deste tipo de
regulacdo. GFAT catalisa a etapa lenta da rota biossintética de UDP-N-acetil-glicosamina que
é o precursor ativo de inimeras macromoléculas contendo aminoagucares em artrépodes 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 regido flanqueadora 5’ ¢ ¢
regulado positivamente ap0s a ingestdo de sangue por uma via aparentemente induzida por
20-hidroxi-ecdisona (Kato et al., 2002). A producdo de quitina nestes insetos também ¢é
regulada por retro-alimentacdo negativa por UDP-N-acetil-glicosamina sobre GFAT e
mediante o controle de expressdo da quitina-sintase que catalisa a Ultima etapa desta via
biossintética (Kato et al., 2006). A secrecdo da MP de mosquitos parece ser regulada por um
complexo mecanismo que sofre indugédo por ecdisona.

Curiosamente, o gene Llchitl de L. longipalpis, que deve degradar a MP em fémeas
adultas, parece sofrer um processo de regulacdo também envolvendo ecdisteroides. Ainda ndo
foi demonstrada a participacdo destes horménios na regulacdo da expressdo de quitinases
digestivas (grupo 1V). O estudo da via de sinalizagdo que controla a expressdao do gene
LIChitl pode ser um exemplo bastante esclarecedor de como ocorre a regulagdo dos genes
envolvidos na fisiologia da digestdo em flebotomineos e talvez até sirva como modelo para o
trabalho com insetos. Aparentemente, a sinaliza¢do por ecdisona parece regular a expressao
de genes envolvidos na sintese e degradacdo da MP o que leva a suposi¢cdo da existéncia de
mensageiros intracelulares diferenciados que participam da transducdo do sinal hormonal,

possibilitando respostas fisioldgicas antagénicas.

5.3- Processamento alternativo do gene de quitinase LIChitl

O sequenciamento dos introns do gene de quitinase foi de grande importancia para
interpretacdo dos dados de RT-PCR que indicavam a presenca de splicing alternativo em
formas imaturas do inseto. Encontrar um padrdo de amplificacdo de mdaltiplas bandas com
oligonucleotideos que se anelam ao redor de um intron de 1464 pb foi um forte indicativo de
processamento alternativo que se confirmou com clonagem e sequenciamento das mesmas. O
sequenciamento do clone gendmico possibilitou uma abordagem interpretativa diferenciada

na era pré-gendmica em que se encontra o estudo do vetor L. longipalpis.
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Os trés introns presentes na por¢do 5’ do gene de quitinase sdo retirados igualmente
durante o processamento de todas as formas de splicing encontradas. O processamentos
alternado ocorre somente na regido considerada como intron 4 por comparagdo a forma de
splicing LIChitlA encontrada em fémeas adultas. Na figura 5.1 € exibido um esquema
mostrando o padrdo de splicing comum na regido 5’ e os trés padrdes diferentes de
processamento da por¢do 3’ do gene LIChitl.

Nas duas novas formas de splicing encontradas, acontece um processo de antecipacdo
do término da traducdo por introducdo de codons de parada alternativos. Desta forma, a regido
final do RNA, justamente a que codifica o dominio de ligacdo a quitina, ndo € decodificada
em proteina e dois tipos diferentes de quitinases sem este dominio sdo produzidos. Na figura
5.2 s8o mostrados um esquema das 3 moléculas de RNA produzidas a partir do gene LIChitl
em larvas e a eletroforese da RT-PCR que originou a suspeita de processamento alternativo
em formas imaturas.

Este tipo de processamento alternativo com introducdo de cdédons de parada recentes ja
é candnico na literatura e um dos exemplos mais cléssicos é o da diferenciacdo sexual em D.
melanogaster (Schutt e Néthiger, 2000). Neste, a introducdo de um codon de parada a partir
do primeiro intron do gene transformer blogueia a expressdo da forma ativa da proteina e €
iniciada uma cascata de eventos que leva a formacdo no fen6tipo masculino (Sanchez, 2008).
As possiveis proteinas traduzidas pelas moléculas de RNA alternativamente processadas a
partir do gene LIChitl possuem o dominio catalitico completo e provavelmente apresentam
atividade enzimatica. Entretanto, a perda do dominio de ligacdo a quitina deve reduzir a
afinidade da proteina pelo substrato insoltvel. LIchitlC, apesar de possuir uma seqliéncia
peptidica que alinha com a regido correspondente ao CBD de outras quitinases, ndo possui as
6 cisteinas caracteristicas do dominio de ligacdo a quitina presente em peritrofinas. Estas
cisteinas sdo caracterizadas pelo padrdo correspondente ao carbohydrate-binding module 14
(CBM14 family; http://lwww.cazy.org/fam/CBM14.html): CX11-24CX5-6CX9-19CX10-
17CX4-14C. Como evidenciado na figura 4.15, a forma de splicing LIChit1C ndo dispde de
nenhuma das cisteinas conservadas. Esta forma de splicing assemelha-se por arquitetura de
dominios a DmCHT2 que também parece ndo ter CBD. LichitlB assemelha-se por arquitetura
de dominios a DmCHTY, que ja foi analisada por expressao heteréloga e apresenta baixissima
afinidade a quitina coloidal (Zhu Q et al. 2008 B). LIChit1A possui tanto dominio catalitico
como CBD, assemelhando-se por arquitetura de dominio a DmCHT4. Na figura 5.3 ¢
apresentado um esquema comparativo dos dominios dessas possiveis proteinas de L.
longipalpis e suas equivalentes estruturais em D. melanogaster. O identificador no GenBank

destas sequiéncias de D. melanogaster é mostrado no anexo 1.
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LIChitl A splicing

LI1Chitl B splicing

I

—1  Weo—bB ®

LIChitl C splicing
@) ® © Coddons de parada

Figura 5.1) Esquema mostrando o padrdo de splicing comum na regido 5’ e os trés padroes
diferentes na por¢do 3’ do gene LIChitl. Cada uma das trés formas de splicing possui um
cddon de terminacdo diferente.

~620 bp——— S

~420 bp—— S

— « Oligonucleotideos usados na RT-PCR

LIChit] C RNA - [ ]

CBD
LIChit] B RNA - ® | <)
CBD
LIChitl ARNA - ‘_®
Peptideo Dominio CBD
Sinal Catalitico (A B (© Codons de parada

Figura 5.2) Esquema mostrando as trés formas de RNA codificadas pelo gene de quitinase.
As formas de splicing B e C codificam proteinas sem o dominio de ligacdo a quitina (CBD),
pois possuem codons de parada antecipados que impedem a traducao do Gltimo éxon.

DmCHT4
DmCHT9
DmCHT2

LIChit1 A
LIChit1 B

LIChit1 C
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Peptideo sinal — Regido sem dominio definido

Figura 5.3) Arquitetura de dominios de possiveis quitinases. Esquema das quitinases de D.
melanogaster que mais se assemelham por arquitetura de dominios as formas de splicing do
gene LIChitl de L. longipalpis.
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O processamento alternativo de genes de quitinase de outras espécies ja foi descrito,
mas a arquitetura de dominio das formas de splicing permanece constante (Abdel-Banat e
Koga, 2002). Um gene de quitinase de Bombyx mori origina quatro diferentes transcritos que
apresentam dominio catalitico e dominio de ligacdo a quitina. Todas foram expressas em

sistemas heterdlogos e apresentaram atividade catalitica.

5.4- Possivel funcéo das quitinases digestivas com ou sem sitio de ligacéo a
quitina

O gene LIChitl codifica proteinas que, por andlise filogenética, sdo classificadas como
pertencentes ao grupo IV, composto por varias quitinases encontradas em tubo digestivo de
diversos insetos. As enzimas deste grupo provavelmente participam do controle da espessura
da MP e do processo de digestdo de alimentos ricos em quitina. Larvas precisam digerir a
quitina presente no alimento para poder usar N-acetil-glicosamina na sintese de um novo
exoesqueleto durante a muda. O gene LIChitl de L. longipalpis parece ter caracteristicas
peculiares em relacdo ao que ja foi descrito sobre genes codificantes para quitinases e
proteinas similar a quitinase.

Como jéa reportado anteriormente (Ramalho-Ortigdo e Traub-Csekd 2003), o transcrito
LIChitlA possui dominio catalitico e dominio de ligacdo a quitina e esta presente no tubo
digestivo de fémeas adultas 72 horas apés a alimentacdo sanguinea. Este é justamente o
momento em que a MP esta 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
importantissimo da MP, ela ndo é majoritaria e encontra-se altamente recrutada por proteinas
contendo dominio de ligacdo a quitina e por glicoproteinas. O acesso da quitinase até os
polimeros de seu substrato pode ser um fator limitante para a acdo enzimatica. A baixa
disponibilidade da quitina na MP talvez torne necessaria a presenga do dominio de ligacdo a
quitina para uma ac¢do hidrolitica eficaz e determinante para a degradacdo da matriz.

Insetos como L. longipalpis, que se alimentam de matéria organica em decomposicéo
enquanto formas imaturas, tém uma dieta extremamente rica em fungos. Estes
microorganismos possuem alta concentracdo 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 bioquimico ter que digerir a quitina do alimento sem danificar a MP2 que
possui papel fundamental na compartimentalizacdo da digestdo. Quitinases sem o sitio de
ligagdo a 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 sitio de ligacdo a
quitina e que talvez tenham papel similar ao discutido por Genta et al. (2006) para a quitinase
sem este dominio em Tenebrio molitor.

Concomitantemente, 0 RNA codificante para a LIChit1A, que possui sitio de ligacéo a
quitina, é produzido em formas imaturas. Talvez em larvas, esta possivel quitinase atue no
controle da espessura e degradagdo da MP2 diminuindo a perda de quitina excretada junto

com o residuo da digestéo.

5.5- Possivel mecanismo de regulacéo de atividade quitinolitica em L.
longipalpis

A quitinase DmCHT4, que possui a mesma arquitetura de dominio da possivel
proteina LIChit1A, apresenta maior atividade enzimatica em pH 6, diminuindo bastante a sua
atividade em valores de pH iguais ou superiores a 8 (Zhu et al., 2009c). A atividade
quitinolitica de extrato de tubo digestivo de L. longipalpis 48 horas apds a alimentacdo com
sangue parece ser maxima frente a um pH em torno de 6,5 com redugdo significativa em pH
9. Como demonstrado por Fazito do Vale et al. (2007) para o0 modelo L. longipalpis, um fino
controle da acidez no intestino médio de larvas garante um gradiente de pH que vai de 9 na
porcdo anterior a 6,5 na porcao posterior. Ja em insetos adultos desta espécie, o pH do tubo
digestivo de fémeas ap0s a alimentacdo sangliinea tende a diminuir com o passar das horas
(Santos et al., 2008). Seria compativel com estes modelos supor que a possivel enzima
LIChit1lA tivesse um perfil de atividade enzimatica parecido com o da DmCHT4, o que
condiz com a acidificacdo do lumen intestinal com a progressdo da digestdo sanguinea e
diminuicdo do pH na regido posterior do tubo digestivo da larva. Estes sdo justamente 0s
momentos e locais onde a MP1 (Secundino et al., 2005) e MP2 de L. longipalpis parece ser
degradada. A caracterizacdo da degradacdo da MP2 em larvas desta espécie ndo foi
explicitamente reportada, sendo somente descrito que ndo ha indicios da sua presenca no
intestino posterior de larvas. Com base no modelo descrito por Fazito do Vale et al. (2007)
podemos crer que a degradacdo da matriz antes da regido suposta como secretora de dgua em
tubo digestivo de larvas, que fica na porcdo terminal do intestino medio, seria catastrofica
para o processo digestivo. Caso isso acontecesse, 0 espaco ectoperitrofico seria desfeito,
impedindo o transporte de enzimas e produtos da digestdo que devem seguir em contrafluxo
ao alimento que progride pela luz do espago endoperitrofico. Caso a possivel proteina
LIChitlA tenha um perfil de catalise parecido com o encontrado para a DmCHT4 a baixa
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concentracdo de prétons da regido anterior do intestino medio da larva pode ter um papel
protetor sobre a MP2.

A andlise do padrdo de expressdo do gene LIChitl ao longo do tubo digestivo de
larvas, bem como a caracterizacdo da atividade enzimatica dos produtos deste gene em
adultos e formas imaturas, podem elucidar importantes aspectos da fisiologia digestiva de L.
longipalpis. Talvez a regulagdo da atividade quitinolitica desempenhada pelo gene LIChitl
possa estar relacionada com a determinagdo do seu padrdo de processamento e expressao,
como também pela atividade enzimatica dos seus produtos frente as diferentes condicOes de

pH presentes no tubo digestivo de larvas e adultos da espécie L. longipalpis.

5.6- Evolucédo dos genes codificantes para quitinases com ou sem sitio de
ligacdo a quitina

Em outros insetos ainda ndo foi descrito um gene que sofra splicing alternativo
codificando a0 mesmo tempo enzimas com ou sem dominio de ligacdo a quitina. Um
mecanismo de evolugdo diferenciado pode ter ocorrido em L. longipalpis, no qual a
multiplicagdo génica foi substituida pela ocorréncia de processamento alternativo. Este tipo de
analise para 0 nosso modelo é bastante limitado pela auséncia de dados disponiveis do projeto
genbémico em andamento. Nos proximos anos, ja com genomas de flebotomineos
seqlienciados, serd possivel elucidar estes questionamentos por genémica comparativa

associada a analise de transcricdo para verificar a ocorréncia de processamento alternativo.

5.7- Anélise do nimero de copias do gene de quitinase LIChitl

O sequenciamento do clone genémico de quitinase permitiu uma re-analise de
resultados anteriores que sugeriam a multiplicidade de copias do gene Llchitl no genoma de
L. longipalpis (Ramalho-Ortigéo e Traub-Csekd 2003). Os resultados dos experimentos de
Southern blot e PCR obtidos com DNA do clone LIChitlG, comparados com os obtidos com
DNA genémico de células LL-5, sugerem que este gene € de coOpia simples. Isto esta de
acordo com as analises de genes de quitinase presentes em diferentes espécies com genoma ja
seqiienciado. Estas demonstram a ocorréncia de diversos genes codificantes para proteinas
similares a quitinases, mas todos séo copia simples. A re-analise de experimentos de Southern
blot, apds o seqlienciamento de genomas, também ja foi reportada (Zhu et al., 2008 a). No
caso do gene LIChitl, a re-interpretacdo dos dados foi gerada pela descoberta de um intron de

1464 pb interrompendo a regido codificante para a sonda. Este intron possuia sitios de
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clivagem pelas enzimas empregadas no experimento de Southern blot com DNA genémico. A
obtengdo de um perfil eletroforético semelhante, usando DNA do clone LIChit1lG digerido

com as mesmas enzimas, confirmou a suposicao feita com base nas seqtiéncias genémicas.

5.8- Analise filogenética de possiveis genes codificantes para quitinases e
proteinas similares a quitinases de L. longipalpis e P. papatasi

O trabalho publicado por Zhu et al. (2008 a) demonstra que proteinas similar a
quitinase codificadas por genomas j& seqiienciados de insetos podem ser divididas em 5
grupos filogenéticos com base no modelo matematico evolugdo minima. Em outubro de 2009,
Aracane e Muthukrishnam (2009) apresentaram a anotacdo de novos genes de quitinase
possibilitando a distingdo de mais trés grupos filogéticos utilizando o modelo matematico
UPGMA. Estes ultimos grupos foram identificados pelos numeros VI, VII e VIII,
compreendendo as quitinases com nome CHT6, CHT2 e CHT11, respectivamente. Os grupos
I, I, 111, IV e V permanecem os mesmos descritos em 2008.

Pelas analises feitas com o emprego do método de evolucdo minima, foi visto que a
metodologia empregada na busca por ortélogos de quitinase em flebotomineos permitiu a
identificacdo de pelo menos uma possivel proteina integrante de cada um dos 5 grupos
propostos por Zhu et al. (2008a). A proteina codificada pelo gene PpChit5 pertence ao grupo |
e apresenta grande similaridade a DmChit5. Cada espécie de inseto parece ter apenas um gene
codificante para proteinas do grupo I, 1l e 111.

O gene LIChit10 deve pertencer ao grupo Il que possui quitinases com 4 a 5 dominios
cataliticos (Zhu et al., 2008a). Dois cDNAs que codificam para dominios parecidos com 0s
deste grupo foram encontrados nas ESTs de P papatasi. Eles apresentam grande similaridade
com o terceiro e quarto dominio da CHT10 de D. melanogaster. Um cDNA codificante para
para um dominio deste grupo foi encontrado nas ESTs de L. longipalpis e este apresenta
grande similaridade ao PpChit10D e ao DmCHT10D. Talvez, os genes LIChit10 e PpChit10
posuam uma arquitetura de dominio igual a do DmChitl0 com 4 dominios de ligacdo a
quitina e 4 dominios cataliticos. Esta arquitetura para proteinas deste grupo também é vista
em outro diptera, A. gambiae.

O cDNA nomeado de PpChit7 codifica para uma proteina do grupo Ill, que possui
intgrantes com dois dominios cataliticos. O dominio encontrado nas ESTs de P. papatasi
apresentou alta similaridade com o segundo dominio da AgCHT7, TcCHT7 e DmCHT7,
tendo grandes chances de corresponder ao dominio C-terminal codificado pelo gene PpChit7.

Nas quitinases deste grupo existe uma semelhanca maior entre dominios de espécies
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diferentes do que entre dominios de uma mesma proteina, sugerindo uma especializacdo
destas regides da molécula (Aracane e Muthukrishnam, 2009).

O gene LIChit3 pode codificar para uma quitinase que deve pertencer ao grupo IV
assim como os produtos do gene LIChitl. Entretanto, os valores de bootstrap da arvore
construida ndo estdo evidenciando um similaridade muito grande deste gene LIChit3 com
outras quitinases deste grupo, como acontece para o LIChitl. O fato de ter sido usado nas
analises uma sequéncia parcial do dominio catalitico do LIChit3 pode estar sendo
determinante para os baixos valores de bootstrap. Entretanto, em 53% das arvores construidas
o dominio encontrado para o gene LIChit3 aparece em um agrupamento com uma quitinase de
mosquito AgCHT9. As posiveis quitinases de P. papatasi PpChitl e PpChit2 estdo muito
proximas filogeneticamente da LIChit1.

Os genes LIIDGF e PpIDGF parecem pertencer ao grupo V composto por proteinas
similar a quitinase que apresentam habilidade de ligacdo a quitina, mas que ndo possuem
atividade catalitica (Zhu et al., 2008b). Pelo numero de sequéncias encontradas codificantes
para estas proteinas, estes genes parecem ser 0s mais ativos dentre os demais genes da familia
de quitinase encontrados no GeneBank.

Amplificacbes por PCR de fragmentos dos genes encontrados nas EST foram
realizadas para confirmar que as sequéncias utilizadas nas analises sdo provenientes do
genoma da espécie L. longipalpis. O tamanho dos fragmentos amplificados a partir de DNA
genémico de células LL-5 estava de acordo ao esperado com base na sequéncia de cDNA, o
gue € um indicio da auséncia de introns interrompendo a regido codificante para as sequéncias

encontradas no GenBank.
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- O sequenciamento do clone gendomico LIChitlG contendo um gene de quitinase de L.
longipalpis, revelou 4 regides intrénicas que interrompem as porc¢des codificantes do RNA
LIChit1A. A seqliéncia a montante do gene LIChitl evidenciou um possivel promotor minimo
ativo em fémeas adultas ap6s a alimentacdo sangiinea e elementos compativeis com uma via

de sinalizagéo envolvendo ecdisona.

- A clonagem e sequienciamento de fragmentos amplificados por RT-PCR demonstraram que
0 gene LIChitl sofre processamento alternativo em formas imaturas de L. longipalpis e pode
codificar possiveis quitinases com e sem dominio de ligacdo a quitina e com funcGes

potencialmente distintas.

- Por analises computacionais de seqliéncias de EST, foi visto que a familia 18 de glicosideo
hidrolases de flebotomineos parece ser multigénica como descrito para outros insetos. As
andlises filigenéticas indicaram que a sequéncia do dominio catalitico codificada pelo gene

Llchitl possui maior similaridade com a sequéncia de quitinases tidas como digestivas.
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VI1I- ANEXO I

Identificador no GeneBank das sequéncias de insetos utilizadas nas analises
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
AgCHTS8 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 AABA47538
BmIDGF Bombyx mori BAF73623
CfCHT Choristoneura fumiferana AAM43792
CICHT Spodoptera litura BAB12678
CtCHT Chironomus tentans CAAT73685
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
DmCHTS 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
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DmIDGF5 Drosophila melanogaster NP_611321
GmCHT Glossina morsitans AAL65401
HaCHT Helicoverpa armigera AAQ91786
HcCHT Hyphantria cunea AAB47539
MsCHT Manduca sexta P36362

PcCHT Phaedon cochleariae CAAT77014
SICHT Spodoptera litura BAB12678
TcCHT2 Tribolium castaneum NP_001034516
TcCHT4 Tribolium castaneum NP_001073567
TcCHT5 Tribolium castaneum AAVT74190
TcCHT6 Tribolium castaneum AY873916
TcCHT7 Tribolium castaneum NP_001036035
TcCHTS 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 AAWG7571
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