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RESUMO

O bicudo da cana-de-agucar, Sphenophorus levis, € um inseto que na fase
larval se alimenta do rizoma da cana-de-agucar cavando galerias que causam danos
e levam a morte das plantas. Os métodos convencionais de controle disponiveis ndo
tem sido eficientes contra esse inseto. O objetivo desse estudo foi gerar
conhecimento sobre a biologia desse inseto em nivel molecular utilizando uma
abordagem transcriptdbmica para a identificagdo de possiveis genes alvo, visando
futuros estudos para desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao ataque
deste inseto. Apds o processamento e montagem das sequéncias utilizando o
programa dCAS, 3804 sequéncias foram agrupadas em 201 contigs e 1363 singlets,
os quais foram manualmente anotados. Foram identificados diversos genes de
degradacao de parede celular, incluindo pectinases e celulases. Pela primeira vez
um contig contendo uma sequéncia que codifica uma invertase foi identificado em
um coledptero. As provaveis enzimas digestivas totalizam 19,3% e os genes
desconhecidos representam 28,8% do total de sequéncias expressas. Considerando
a predominancia de catepsinas L dentre as enzimas digestivas identificadas no
transcriptoma (54,3%) e a sua importancia para a hidrélise de proteinas nos
processos digestivos, um clone de cDNA codificando uma catepsina L, denominado
SI-CathL, foi escolhido para a expressao recombinante em células de Pichia
pastoris, caracterizacado e inibi¢gao in vitro utilizando a cistatina da cana-de-agucar
CaneCPIl-4 (Ki = 0,196 nM). Os ensaios de imunolocalizagdo evidenciaram a
producdo da S/-CathL no epitélio do intestino médio e a secrecdo de vesiculas,
contendo a enzima, no lumen do intestino. Larvas do inseto S. levis também
apresentaram sensibilidade para disparar a maquinaria de RNA de interferéncia
induzida por injecbes de dsRNA na cavidade corpdérea e o silenciamento génico
especifico foi confirmado por qRT-PCR. As larvas que receberam injecbes com
dsRNA da V-ATPase E morreram dentro de trés semanas, enquanto as larvas que
tiveram a serpina 1 silenciada exibiram atraso no desenvolvimento, aprisionamento
na fase pupal, ou morreram como adultos farados. Desse modo, concluimos neste
trabalho iniciado a partir da analise do transcriptoma, que a inibicdo da principal
enzima digestiva pela Cane-CPl-4 e o silenciamento génico via RNAi sé&o
alternativas promissoras para o estabelecimento de plantas resistentes ao inseto e
podem ser aplicadas no desenvolvimento de plantas de cana-de-agucar
transgénicas com o objetivo de aumentar sua resisténcia ao Sphenophorus levis.

Palavras chave: Sphenophorus levis, controle de insetos, catepsina L,
cistatina, digestao, RNA..



ABSTRACT

The sugarcane weevil, Sphenophorus levis, is an insect that feeds on the
rhizome of sugarcane in its larval stage, boring channels that cause damage and
death to the plant. Conventional methods of insect control have not been efficient.
The aim of the present study was to generate knowledge on the biology of this insect
on the molecular level using a transcriptomic approach to determine potential targets
genes for the engineering of insect-resistant plants. After sequence processing and
assembly using the dCAS program, 3804 sequences were grouped into 201 contigs
and 1363 singlets, which were manually annotated. Several plant cell wall degrading
enzymes were identified, including pectinases and cellulases. An invertase-
containing contig was identified for the first time in a coleopteran. Total probable
digestive enzymes accounted for 19.3% and unknown genes accounted for 28.8% of
the total number of expressed sequence tags. Considering the predominance of
cathepsin L enzymes among the digestive enzymes found in the transcriptome
(54.3%) and their importance to the breakdown of proteins in the insect digestive
process, a cDNA clone encoding a cathepsin L enzyme, denominated S/-CathL, was
chosen for recombinant expression in Pichia pastoris cells, characterization and in
vitro inhibition by the sugarcane cystatin CaneCPl-4 (Ki = 0.196 nM).
Immunolocalization assays demonstrated the production of S/-CathL in the midgut
epithelium and secretion into the gut lumen from vesicles containing the enzyme. S.
levis demonstrated sensitivity in triggering RNA interference machinery induced by
dsRNA injections in the body cavity and gene-specific knockdown was confirmed by
gRT-PCR. Larvae injected with V-ATPase E dsRNA died within three weeks after
injection and serpin 1-silenced larvae either exhibited delayed development, arresting
in the pupal stage, or died as pharate adults. In conclusion, transcriptome analyses,
together with the inhibition of the main digestive enzyme by Cane-CPI-4 and gene
silencing using RNAI, are promising procedures for the development of transgenic
sugarcane plants to enhance resistance to Sphenophorus levis.

Keywords: Sphenophorus levis, insect control, cathepsin L, cystatin,
digestion, RNAI.
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FIGURA 2.8: SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA SL-CATHL (FJ467290). O PROVAVEL PEPTIDEO SINAL DE 16 AMINOACIDOS ESTA
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SE ESTENDE ATE A POSICAO 113. O MOTIVO INIBITORIO CONSERVADO DA PRO-REGIAO E42R46F50N Nelé ESTA DESTACADO

EM CAIXAS BRANCAS NA PRO-REGIAO. OS RESIDUOS CONSERVADOS DA TRIADE CATALITICA: Cys™, His>"2,

AsN**EsTARO
DESTACADOS EM CAIXAS ESCURAS, ENQUANTO O RESIDUO DE GLUTAMINA (GLN'*?), TAMBEM ENVOLVIDO NA CATALISE, £
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| INTRODUGAO
.1 A cana-de-agucar e o contexto produtivo

O alcool gerado por meio do processamento da cana-de-agucar coloca o
Brasil em destaque no cenario de producdo bioenergética mundial. Considerando
que o pais possui a melhor tecnologia de produgao de alcool a partir da cana-de-
acgucar, as maiores barreiras para o desenvolvimento estdo na logistica produtiva e,
fundamentalmente, nas perdas causadas pela infestagdo das lavouras por pragas
(Centro de Tecnologia Canavieira - CTC, 2007).

De acordo com o ultimo levantamento da safra de cana-de-agucar realizado
pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a produgao nacional
de cana-de-agucar em 2011 foi de 571,471 milhdes de toneladas, o que representa
uma queda de 8,4% em relagdo a safra 2010/2011. Os fatores climaticos foram os
principais responsaveis por essa diminuicdo da producido no setor que consiste em
um dos alicerces da economia brasileira. Estima-se que as perdas na produgao de
cana-de-agucar causadas por ataques de pragas em geral atinjam 20% (D'Agostini
et al., 2011). Entre as principais pragas que causam prejuizos para a cana-de-
acgucar esta a larva do besouro Sphenophorus levis, popularmente conhecido como
“bicudo da cana”. O aumento da disseminacgao e ocorréncia deste inseto reforgca sua
importancia, principalmente devido as dificuldades encontradas para seu controle.
As larvas desse inseto alimentam-se do rizoma da cana, gerando grandes prejuizos
refletidos na diminuicdo da produtividade, morte das plantas e reducdo da
longevidade do canavial (Almeida, 2005). Os prejuizos causados pelas larvas de S.
levis atingem cerca de 20 a 30 toneladas/ha/ano nas areas infestadas das culturas
(Leite et al., 2005), o que equivale a uma perda de até 32% da produgéo de cana-

de-agucar nos focos de ataque do inseto.

1.2 A espécie Sphenophorus levis

Os besouros pertencentes a familia Curculionidae (Coleoptera) possuem a
cabeca prolongada em um rostro de comprimento variavel, antenas em forma de
clave e articuladas, que constituem sinapomorfias da familia (Kuschel, 1995). Larvas
e adultos de uma mesma espécie podem apresentar habitos alimentares muito

diferentes e, em geral, as larvas possuem habitos alimentares mais restritos que os



adultos. Geralmente as fémeas utilizam o rostro para perfurar o substrato,

preparando um orificio onde depositam os ovos (Vanin, 1990).

Incluido nessa familia, o besouro Sphenophorus levis varia em tamanho e
mede cerca de 8 a 14 mm, sendo as fémeas geralmente maiores que os machos.
Esse inseto tem habitos noturnos, apresenta pouca agilidade e simula-se de morto
quando atacado (Vaurie, 1978). As fémeas perfuram o rizoma ou a base de brotos
realizando a deposicdo de ovos dos quais eclodem as larvas responsaveis pelos
danos. As larvas sédo brancas, apodas, de habitos subterraneos e alta sensibilidade
ao calor e a desidratagao. Elas escavam galerias durante a alimentagao e danificam
os tecidos no interior das bases, o que provoca a morte das plantas e falhas nas

brota¢des durante os proximos cortes (Almeida, 2005) (Figura 1).

Figura 1: Infestagdo de Sphenophorus levis nos canaviais da Usina da Pedra (Ribeirdo Preto-SP). A e
B: sintomas das plantas nas areas infetadas: morte das plantas e falhas no brotamento. C e D: larvas
do besouro alimentando-se do rizoma. As galerias cavadas causam a morte das plantas. Fotografado
por Fonseca, F. P. P. em outubro de 2011.

No Brasil, o S. levis somente foi encontrado em 1977 (Vaurie, 1978) e a

expansdo das culturas de cana-de-agucar para outras regides aumentou sua



ocorréncia por todo o centro canavieiro do estado de Sdo Paulo. Atualmente, a
ocorréncia do inseto tem aumentado significativamente. Em 2009, segundo Almeida,
o S. levis era encontrado em mais de 30 municipios proximos a regido de
Piracicaba, além de 23 municipios mais distantes. Na ultima atualizacdo de focos
realizada pelo CTC (2010), a praga foi identificada em 131 municipios, atingindo
quatro cidades, além do estado de Sao Paulo: 3 em Minas Gerais, 1 no Parana e 1

no Mato Grosso do Sul.

A disseminagcdo da praga por meio do transito de mudas infestadas é a
hipdétese mais provavel para explicar a rapida expansdo da area infestada,
considerando que o inseto possui uma restrita capacidade de véo, locomocgao lenta,
e tem uma baixissima taxa de dispersdo (Leite et al., 2005). As mudas de cana
podem transportar insetos tanto no interior dos colmos, uma vez que as galerias
podem atingir os primeiros internds basais, como entre os colmos depositados no
solo apds o corte, visto que os insetos adultos frequentemente se alojam entre os

colmos, atraidos pela exsudagéo de agucares (Dinardo-Miranda, 2005).

As larvas eclodem entre 7 a 12 dias apds a postura dos ovos, e se alimentam
da parte basal da cana-de-agucar durante 30 a 60 dias, até cessarem a alimentacao
para o empupamento. Os adultos emergem das pupas apés duas semanas e podem
viver até 220 dias (Figura 2) (Almeida 2005; Precetti e Arrigoni, 1990). O numero de

instares para a fase larval do inseto ainda nao foi determinado.

DEPQSICAO DOS OVOS




Figura 2: Ciclo de vida do Sphenophorus levis. Imagens fotografadas no LBM/UFSCar (A/B/C/E) e
Usina da Pedra (Ribeirdo Preto-SP) (D). A: fémea adulta; B: ovos; C e D: larvas se alimentando da
cana no laboratério e no campo, respectivamente; E: pupa. Apos a postura dos ovos, os insetos
levam aproximadamente 60 a 75 dias para atingir fase adulta.

O pico populacional dos adultos ocorre nos meses de fevereiro a margo e
também em outubro, menos intenso. As larvas sdo mais frequentes em dezembro e

principalmente entre junho e julho (Precetti e Arrigoni, 1990).

1.3 O controle da praga Sphenophorus levis

A utilizacdo de inseticidas sintéticos para o controle de S. levis tem eficiéncia
limitada devido ao habito de vida subterréaneo no estagio larval, onde o alcance e a
acao dos inseticidas sao reduzidos (Cerda et al., 1999). O controle bioldgico pela
utilizacdo de fungo entomopatogénico Beauveria bassiana tem apresentado uma
eficiéncia consideravel contra S. levis. No entanto, o uso de armadilhas patogénicas
feitas com toletes de cana (Badilla e Alves, 1989) ou a aplicagdo dos fungos nas

culturas despendem cuidados, o que torna a aplicagao extensiva muito cara.

O aumento da importancia dessa praga nas culturas de cana levou Zarbin e
colaboradores (2003) a investigar a viabilidade de um sistema de controle utilizando
um composto sintético muito préximo do feromonio de agregacéo, mas este método
também nao mostrou eficiéncia. Lopes (2002) construiu uma linhagem transgénica
de cana-de-agucar expressando inibidores de cisteino peptidases (chagasina).
Contudo, as larvas de S. levis alimentadas com as plantas transformadas com o
gene da chagasina ndo morreram ou sofreram atraso no desenvolvimento,

provavelmente devido a baixa expresséo dos inibidores na planta.

Outros estudos também foram realizados no sentido de identificar alternativas
para o controle desse inseto incluindo o isolamento de cepas altamente patogénicas
de Bacillus thuringiensis (Polanczyk et al., 2004; Cicero et al., 2009) que produzem
proteinas (cry) toxicas quando ingeridas pelo inseto. No entanto, nenhum método de
entrega efetivo e de baixo custo foi desenvolvido e, até atualmente, o método mais
recomendado para o controle da praga € o cultural, que consiste na destruicdo das
soqueiras nas areas infestadas e o plantio alternado de outras culturas (Almeida,
2005).



Nesse contexto, a utilizagdo de engenharia genética vegetal surge como
alternativa para aumentar a resisténcia das plantas a este inseto. Considerando que
a alimentagdo e o desenvolvimento das larvas de S. levis sao diretamente
dependentes da protedlise digestiva no intestino, a producdo de inibidores das
enzimas digestivas do inseto em plantas transgénicas pode constituir uma
alternativa no combate a praga. Para que a estratégia de inibicdo seja bem sucedida
€ preciso que os inibidores sejam eficientes contra as peptidases digestivas das

larvas e suficientemente produzidos durante o momento do ataque do inseto.

O conhecimento do perfil de expressao das enzimas digestivas de S. levis
pela abordagem transcriptdmica descrita no primeiro capitulo é fundamental para o
delineamento experimental de estratégias de controle robustas utilizando inibidores
contra a principal enzima digestiva do inseto. Essa abordagem foi utilizada com
inibidores de peptidase da propria cana-de-acucar e é descrita em detalhes no
capitulo 2. Os dados gerados no transcriptoma também foram importantes para a
identificacdo dos genes selecionados para outra estratégia de controle, envolvendo
o silenciamento génico via RNA de interferéncia (Capitulo 3), assim como para a

prospecc¢ao de genes que codificam enzimas com potencial aplicagao industrial.



Il JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS GERAIS

A falta de um mecanismo eficiente e adequado para o controle desse inseto
junto a completa falta de informacéo genémica reforgam a necessidade de estudos
genéticos da espécie Sphenophorus levis, a qual vem causando prejuizos
significativos para a cana-de-agucar, uma das principais culturas da economia

brasileira.

Dessa maneira, os objetivos gerais deste estudo foram a construgdo de uma
biblioteca de cDNA de larvas de S. levis e 0 sequenciamento de milhares de clones,
visando a identificagdo das enzimas digestivas, principalmente peptidases, como
alvos para a inibicao de sua atividade via alimentacdo. A produgdo recombinante,
caracterizagdo e ensaios de inibigdo in vitro da principal enzima digestiva também
integram o foco do trabalho. Paralelamente, foi verificada a sensibilidade das larvas
de S. levis para o disparo do silenciamento génico induzido pela inje¢cao de dsRNAs
especificos, também voltada para o desenvolvimento de estratégias alternativas

para o controle do inseto.

Apesar da importancia da praga, ndo existem sequéncias de DNA deste
inseto depositadas em bancos de dados. Este estudo contribuiu ndo apenas para
obtencdo de sequéncias génicas de enzimas digestivas, mas também de outros
transcritos que possam servir para o estudo deste organismo. Nesse sentido, o
conhecimento gerado a nivel molecular podera contribuir para estudos futuros
voltados para o desenvolvimento de plantas de cana-de-agucar resistentes as larvas

de S. levis.
Para tanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:
- Construir uma biblioteca de cDNA de larvas de S. levis;

- Sequenciar milhares de ESTs, estabelecendo o primeiro banco de dados de

sequéncias para este organismo;

- Identificar o perfil metabdlico e digestivo das larvas do inseto pela anotagao

e classificagcao das sequéncias obtidas;

- Verificar o padrdao de expressao dos genes selecionados durante o

desenvolvimento do inseto e nos tecidos das larvas;



- Clonar e produzir de forma recombinante ao menos uma peptidase intestinal

de S. levis;

- Comprovar a producédo dessa enzima no intestino do inseto por RT-PCR

quantitativo ou, alternativamente, por imunohibridizagdo no epitélio intestinal.

- Realizar ensaios de inibicdo de atividade enzimatica utilizando inibidores
cistatinicos da cana-de-agucar estudados em nosso laboratério e identificar, dentre

esses, o melhor inibidor para a peptidase digestiva recombinante.

- Identificar genes alvo alternativos para o controle do inseto utilizando

silenciamento génico;
- Verificar a resposta das larvas dessa espécie a injegao de dsRNAs;

- Analisar a ocorréncia de silenciamento génico especifico via qRT-PCR.



CAPITULO 1: TRANSCRIPTOMA DAS LARVAS DE Sphenophorus levis:
CONHECENDO O INSETO.

Resumo

Uma biblioteca de cDNA das larvas de Sphenophorus levis foi construida com
0 objetivo de acessar o perfil de transcricdo génica do inseto. Apds o processamento
e montagem das sequéncias utilizando o programa dCAS, 3804 sequéncias foram
agrupadas em 201 contigs e 1163 singlets. O perfil de expressédo das larvas de S.
levis indicou que as provaveis enzimas digestivas representam 19,32% de todas as
sequéncias analisadas, 51,87% dos ESTs codificam genes housekeeping e o
restante dos transcritos (28,81%) foram classificados como desconhecidos.
Considerando as provaveis enzimas digestivas, 67,35% delas estdo relacionadas a
digestdo de proteinas, que se concentra na atividade das variantes de cisteino
peptidases do tipo catepsinas L (54,29%) e catepsinas B (6,12%), além das serino
peptidases (4,49%). As principais enzimas tiveram o perfil de transcricdo analisados
por qRT-PCR ao longo do desenvolvimento e em diferentes tecidos, comprovando a
sintese das mesmas no intestino médio das larvas, com excegao da serino
peptidase que foi identificada exclusivamente no intestino posterior. Foram
identificadas mais de 32 variantes da S/-CathL, agrupadas em 3 grandes grupos,
que refletem a plasticidade do sistema digestivo deste inseto. Um arsenal de
enzimas de degradacdo de parede celular (PCWDE) foi identificado, incluindo
pectinases e celulases e, pela primeira vez, foi relatada a identificagdo de uma
sequéncia génica que codifica uma invertase de coledptero. Duas variantes de uma
proteina desconhecida, abundantes na biblioteca, Fat 1 (3,89%) e Fat 2 (2,76%)
foram identificadas transcritas essencialmente no corpo gorduroso e o padrao de
expressao indica a possivel atuagdo como proteina de reserva. Os dados gerados
sobre os transcritos de S. levis possibilitaram estudos relacionados a inibigdo da sua
principal enzima digestiva e também o silenciamento génico especifico via RNAI,

abordados nos proximos capitulos.

Palavras chave: Transcriptoma, enzimas digestivas, catepsinas L, PCWDE,

invertase.



1.1 Introdugao

Durante a ultima década, o numero de estudos genéticos conduzidos com
insetos tem aumentado significativamente e estes sdo cada vez mais penetrantes
em consequéncia do desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento,
rapidas e de custo cada vez mais reduzido. O surgimento ou disseminagao de novos
insetos praga, bem como a geragao de resisténcia aos inseticidas impulsionaram os
estudos genéticos com o objetivo de conhecer a base genética das proteinas e

enzimas que sustentam bioquimicamente a fisiologia desses insetos.

Nesse periodo, as pesquisas na area da transcriptbmica evoluiram das
analises de poucos genes a partir de bibliotecas de cDNAs para a comparagao de
dados massivos que permitem o conhecimento do perfil de expressdo de milhares
de genes. A manipulacédo genética vegetal possibilitou a evolugéo dos inseticidas de
organoclorados toxicos e cumulativos para a engenharia genética de plantas
resistentes, capazes de produzir toxinas ou inibidores de enzimas digestivas de

insetos.

A variedade de insetos existentes reflete a sua diversidade de nichos e
capacidade de se adaptar as mudangas ambientais. Na era da gendmica e
transcriptbmica, tal plasticidade é sustentada pela rapida evolugdo dos seus
genomas, inclusive pela transferéncia horizontal de genes, especialmente de micro-
organismos (Pauchet et al., 2010b). O conhecimento genémico e transcriptdmico de
plantas e insetos fitbfagos evidenciou a existéncia de uma longa e harmoniosa
batalha bioquimica ao longo do processo evolutivo (Lawrence e Koundal, 2002).
Além disso, em muitos genes de insetos estdo informagdes necessarias para a

producao de proteinas de interesse biotecnoldgico.

A revolugao da genbmica possibilita 0 sequenciamento massivo, rapido e de
baixo custo para centenas ou milhares de espécies de insetos, fazendo-se carente
da bioinformatica, uma ciéncia consolidada e promissora. Os biologos, bioquimicos e
agora os biotecndlogos, fazem a prospeccgao racional e dirigida das informacdes
contidas nas sequéncias génicas, de acordo com as necessidades da ciéncia
aplicada. Mais do que isso, os estudos funcionais das proteinas codificadas pelos
genes desses insetos sdo a chave para o entendimento de seus processos

biolégicos e permitem a exploragdo das informagdes nunca antes observadas,
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contidas em novos genes identificados, ou naqueles que codificam proteinas de

baixa abundéancia ou indetectaveis bioquimicamente.

Os coledpteros compreendem a ordem de organismos mais diversa, com
mais de 350.000 espécies catalogadas, o que corresponde a uma espécie de
besouro para cada trés ou quatro espécies de organismos eucariotos conhecidos
(Grimaldi e Engel, 2006). A notavel diversidade e capacidade de adaptacado desses
insetos refletem na disseminagao de pragas agricolas devastadoras que pertencem
principalmente as superfamilias mais diversas, Curculionoidea e Chrysomeloidea,
assim como a superfamilia Tenebrionoidea. Devido a sua importancia econémica,
por se tratarem de pragas agricolas de dificil controle, diversos coledpteros tém sido
profundamente estudados (Gomez-Zurita e Galian, 2005). Desde que a primeira
sequéncia de DNA proveniente de um coledptero foi publicada por Trewitt e
colaboradores (1990) para o gene de protamina do besouro Anthonomus grandis,
dezoito anos se passaram até a conclusao do primeiro genoma de um coleoptero, o

besouro Tribolium castaneum (Richards et al., 2008).

Nesse sentido, os transcriptomas de coledpteros tém sido estudados com
diferentes profundidades, mas de uma maneira geral, a maioria desses estudos tem
como foco o intestino, visando ampliar o conhecimento da interface digestiva desses
organismos com as culturas por eles infestadas. O intestino dos insetos consiste na
sua interface direta com o meio ambiente e tem sido objeto de estudo porque o
entendimento de diversos processos fisioldégicos nesse micro ambiente € necessario
para o desenvolvimento de estratégias adequadas para o controle de insetos praga

(Terra e Ferreira, 2011).

Um dos primeiros transcriptomas do intestino de coledpteros foi realizado com
0 besouro esculpidor de Pinus, Ips pini (Eigenheer et al., 2003). Posteriormente,
diversos outros estudos com carater semelhante foram conduzidos incluindo
transcriptomas do intestino das larvas do besouro das pastagens, Costelytra
zealandica (Marshall et al., 2008) e também para as larvas do besouro da folha do
alamo, Chrysomela tremulae (Pauchet et al., 2009), todos visando a compreensao

da interface digestiva e a identificacao de alvos para o controle.

A maioria dos estudos das enzimas digestivas em diversas espécies de
coledpteros tem carater bioquimico e a analise dessas proteinas, purificadas a partir

do conteudo do intestino, datam de muito antes da ampla utilizagado do sistema de
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produgdo recombinante dessas enzimas em sistemas de expressao heterdlogos
utilizando as sequéncias génicas especificas. Somadas, essas duas abordagens
ganham forga para aumentar o entendimento dos processos digestivos e revelam
uma heterogeneidade nas abundéncias e também no padrdo das classes de
enzimas digestivas secretadas por insetos da familia Curculionidae, na qual o

Sphenophorus levis é incluido.

Mesmo com o0s avangos nas tecnologias de sequenciamento, até
recentemente, o unico genoma completo publicado de um coleéptero ainda é o de T.
castaneum, que consiste em uma importante praga, a qual ataca diversos graos
dentre outros alimentos estocados. Varios genes identificados foram considerados
candidatos como alvos para o controle deste inseto, incluindo peptidases digestivas
e neurohorménios. Dentre as singularidades que chamaram a atengdo no genoma
de T. castaneum esta a auséncia dos genes homodlogos aqueles que integram a
maquinaria de amplificacdo do sinal de RNA de interferéncia (RNAi) do verme
Caenorhabditis elegans. Entretanto, este besouro possui uma robusta resposta ao
RNAI, o que indica a existéncia de outra via molecular para o disparo sistémico do
RNA..

Nesse capitulo, € apresentado um panorama dos transcritos identificados no
transcriptoma, com o foco voltado para o sistema digestivo de larvas de
Sphenophorus levis. As enzimas digestivas, especialmente as peptidases sao
abordadas mais profundamente, considerando a caracterizacdo dessas enzimas
como potenciais alvos para o controle de S. levis. A diversidade de variantes das
catepsinas L e a identificagdo de diversas enzimas relacionadas a degradacgao de
parede celular sdo marcantes no transcriptoma das larvas do inseto. Em conjunto,
essas enzimas digestivas podem ser determinantes para a capacidade destrutiva

das larvas de S. levis sobre a cana-de-agucar.

Além disso, a caracterizagdao de uma sequéncia que codifica uma invertase
reforga a idéia de que a aquisicdo de genes provenientes de micro-organismos, via
transferéncia horizontal, podem ser eventos nao tao raros ao longo da evolugao dos
genomas de coledpteros. A idéia de que a cooptagdao de genes da familia das
PCWDE pode ter sido um fator fundamental durante a irradiagdo dos coledpteros,
garantindo a capacidade adaptativa desses insetos a diversos nichos (Pauchet et al.,

2010b), pode ser expandida para a invertase.
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As informacdes geradas a partir da analise do transcriptoma de S. levis foram
imprescindiveis para a obtencdo das sequéncias génicas utilizadas nas abordagens
de inibicdo da protedlise digestiva e silenciamento génico via RNAI, descritas no
capitulo 2 e 3 respectivamente, voltadas a identificagcdo de alvos para combate a
esse inseto. As analises de qRT-PCR ofereceram suporte para a compreensao do
papel fisioldgico dos genes selecionados, a partir do perfil de expressao identificado

ao longo do desenvolvimento e em tecidos especificos.

Outros estudos estdo sendo realizados em nosso laboratério com genes
identificados na biblioteca e incluem a producdo recombinante de proteinas com
potencial aplicagdo industrial como as pectinases, uma celulase e também uma

invertase.

1.2 Materiais e métodos
1.2.1 Animais

As larvas de Sphenophorus levis utilizadas para a constru¢ao de RNA foram
cedidas pelo Laboratério de entomologia do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira,
Piracicaba, SP) onde foram cultivadas em meio de dieta artificial (Degaspari et al.,
1987) e mantidas em camaras climatizadas com 70% de umidade relativa a 26 °C e
fotoperiodismo de 12 horas. Para as analises do efeito da dieta na expressédo das
catepsinas L, as larvas de insetos coletadas no campo (Fazenda Santo Anténio,
Piracicaba, SP) foram mantidas em toletes de cana, na mesma temperatura e

fotoperiodismo descritos anteriormente, até a extragao do RNA.

1.2.2 Extragcdo do RNA para a construgado da biblioteca das larvas de S.

levis

Apos a remogao das larvas do meio de cultura, elas foram mantidas em gelo
por 10 minutos para a imobilizagdo e dissecadas na prépria hemolinfa. Para a
construgédo da biblioteca foram utilizadas 30 larvas com 30 dias de vida, pesando
cerca de 200 - 300 mg cada. Elas tiveram o conteudo interno separado da epiderme
e cabeca, desse modo a biblioteca de cDNA foi construida com o tubo intestinal

completo, corpo gorduroso e hemolinfa.
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Para a obtencdao de um RNA total de boa qualidade foi utilizado o método de
ultracentrifugacdo com cloreto de césio, baseado em um protocolo modificado de
Chirgwin e colaboradores (1979). As amostras foram congeladas em nitrogénio
liguido e maceradas em cadinho de porcelana. Aos tecidos macerados foram
adicionados 3 volumes da solugao de lise autoclavada (tiocianato de guanidina 4 M;
citrato de sodio 25 mM pH 7,0) e a mistura foi homogeneizada até a digestao
completa do tecido. O lisado foi centrifugado por 2 minutos a 10.000 rpm para a
precipitacdo do debris e o0 sobrenadante utilizado para a extracdo do RNA. O
homogenato (sobrenadante) foi cuidadosamente dispensado com pipeta Pasteur na
parede dos tubos de ultracentrifuga contendo 2 ml da solugédo de cloreto de césio
(cloreto de césio 5,7 M; acetato de sodio 25 mM pH 5,0) autoclavada. Os tubos
foram centrifugados em rotor basculante SW 50.1 em ultracentrifuga L8-80M
Beckman-US a 37.000 rpm (222.000 g) durante 21 horas a 15 °C. Utilizando pipetas
Pasteur o sobrenadante contendo DNA e proteinas foi cuidadosamente removido e
dispensado. Os tubos foram invertidos sobre lengos de papel estéreis e secados a
temperatura ambiente. O pellet de RNA foi ressuspendido em 150 pl de agua DEPC

autoclavada, e estocado a -80 °C.

O RNA extraido foi quantificado em espectrometro Ultrospec 2100pro e
também analisado em gel de agarose 1% para a verificagdo de sua integridade.
Trezentos pg deste RNA foram utilizados para o isolamento do RNA mensageiro
utilizando o kit PolyATtract System 1000 (PROMEGA). O RNA mensageiro (RNAm)
foi quantificado em espectrémetro NanoDrop ND-1000 e sua integridade foi

verificada em gel de agarose 1%.

1.2.3 Construcao da biblioteca de cDNA das larvas de S. levis e

sequenciamento

A biblioteca de cDNA das larvas foi construida utilizando o kit CloneMiner
cDNA Library (Invitrogen) baseado no sistema de recombinagao sitio especifica em
substituicdo a enzimas de clivagem e ligagao. O vetor pDONR222 foi recombinado
com os cDNAs contendo os adaptadores e transformados em células competentes
de E. coli DH10B por eletroporagédo. Os clones transformados foram selecionados

em placas contendo kanamicina (25 pg/ml).
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O DNA plasmidial foi extraido seguindo o protocolo descrito por Vettore e
colaboradores (2001). As reacdes de sequenciamento foram preparadas utilizando
250 ng de DNA, 5 pmol do primer universal M13-Forward e 4 ul do pré-mix
DYEnamic ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare) em um volume total de 10 pl. As
amostras foram aplicadas em sequenciador MegaBACE 1000 Flexyble, de 48
capilares (GE Healthcare) durante 60 segundos a 2 kV e as leituras foram realizadas

durante 120 minutos a 9 kV.

1.2.4 Analise do transcriptoma de S. levis
1.2.4.1 Processamento das sequéncias

Todo o trabalho de processamento, que inclui a excisdo de sequéncias do
vetor e regides de sequéncias com baixa qualidade (trimming), montagem e
comparacgao dos clusters com diversos bancos de dados foi realizado na plataforma
dCAS (Guo et al.,, 2009 ) em um processo automatizado. Os arquivos brutos de
sequéncia (*ESDs) foram analisados e processados com os parametros padroes de
entrada no programa e para o primeiro round das analises foi utilizado indice Phred
> 8. Em seguida, as amostras foram clusterizadas, por Blastx com parametro de
tamanho de palavra (-W) igual a 48 e apds a separagdo das sequéncias com
sobreposigao, os contigs foram gerados no programa CAP 3 (Huang e Madan, 1999)

com parametro padrao de 80% de identidade para a montagem.

Apos a anotagao, todos os clusters (singlets / contigs) gerados que foram
classificados como desconhecidos e que apresentavam indice médio de qualidade
inferior a 15 (Phred < 15) foram excluidos das anadlises. Posteriormente, as
sequéncias que formaram os clusters de catepsina L (S/-CathLs) foram reanalisadas
sem a prévia clusterizacdo com o "blast", e as variantes das enzimas foram

separadas manualmente.

1.2.4.2 Analises de similaridade, identificagdao dos clusters e anotagao

Na plataforma dCAS, apdés a montagem dos clusters, os singlets e contigs
foram automaticamente comparados com sequéncias depositadas em diferentes

bancos de dados publicos: GenBank (NCBI) - National Center for Biotechnology
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Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), Swiss-Prot
(http://expasy.org/sprot/), GO - Gene Ontology database (www.geneontology.org),
CDD - The Conserved Domain Database (NCBI), KOG - Eukaryotic Clusters of
Orthologous Groups of proteins (NCBI), SMART - Simple Modular Architecture
Research Tool (smart.embl-heidelberg.de) e PFAM - Protein Family
(pfam.sanger.ac.uk). As analises finais foram realizadas em novembro de 2011, os
resultados compilados e exportados para uma planilha hyperlinkada com os
respectivos alinhamentos, e-values e porcentagem de similaridade, que facilitaram a

analise e interpretacdo dos resultados.

Os clusters gerados pelo programa foram anotados manualmente com o
auxilio da ferramenta Classifier, desenvolvida pelo Prof. Dr. José Marcos C. Ribeiro
(Laboratory of Malaria and Vector Research-NAID-USA), a qual importa os
resultados que apresentam as maiores similaridades dos clusters analisados contra
as sequéncias depositadas nos bancos de dados. Para a classificacdo foram
considerados e-values menores que e ’°, indices de similaridades maiores que 30%
ou cobertura de, ao menos, 80% de um dominio de proteina conhecido. Quando as
analises nao satisfizeram nenhuma dessas condigdes ou em caso de ambiguidade,

a sequéncia foi anotada como desconhecida.

Apos a identificacdo dos clusters, eles foram classificados em diversas
categorias que associam os transcritos anotados de acordo com a provavel fungéo a
nivel celular e metabdlico, considerando os processos fisiolégicos do inseto no

estagio de desenvolvimento estudado.

1.2.5 Analise de expressao génica relativa por qRT-PCR
1.2.5.1 Desenho dos primers e calculo de eficiéncia da reagao

Os primers utilizados para as analises de gRT-PCR foram desenhados
utiizando o programa Primer 3 versao 4.0 (www.frodo.wi.mit.edu/primer3), com
parametros especificos para qRT-PCR: conteudo de GC de 45 a 55%, T, variando
de 58 a 61 °C, nao complementariedade entre os primers, temperatura de
hibridizagdo proxima para o par de primers e de modo que amplificassem um

fragmento de aproximadamente 100 pb (Giulietti et al., 2001).
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Para a padronizacédo de cada par de primer, a eficiéncia foi testada utilizado
diluicbes seriadas do cDNA: 1x, 0,5x, 0,25x e 0,125x variando o tempo e a
temperatura de hibridizacdo. Os parametros de selecdo foram: eficiéncia maior que
95%; slope -3,0<3,6 e R®>>95%. As sequéncias dos primers utilizados para as
analises de RT PCR quantitativo (QRT-PCR) sao indicadas na tabela 1.0:

Tabela 1.0: Sequéncia dos primers utilizados nas analises de Real-Time PCR, indicando o tamanho
dos amplicons.

Gene alvo A”Eg'tif)’on Primer F (5'-3") Primer R (5"-3")
Catepsina L 143 CCTTCTTAAAGAGGATGGTGTC TATATTCAGCATTGTGAGCTTCAATT
Endoglucanase 112 AGTTCAGGCATGTGCTGCT GACAGCCCAAGGTTGTTGA
Catepsina B 103 CGCTATTGTTCTGGTGTTGG CGATTGTTTGGCGTTGATTT
Catepsina D 98 ACCTGTCCACCGATACTCTTAC GGCAGCGACGAAAGTTAG
Serino peptidase 99 AGGTCTCGGTTCCTTCCAA ATCGTCCTGGTGGTGATGA
Invertase 167 CAAAAGGTTGGATGAATGACC TGGAGACAGTGCTATGGGAAG
Esterase 70 GACAGATTGACAGCAGCAGA CAGGAGGTTTAGCGTATGGAA
V-ATPase E 73 CAAGGCTTGTACCAGATCTTCG GACTTCAAGAGGTCTCTGTCT
Serpina 1 95 AAGAGTTCACCACCGCCTTA GTCCGTGTTTGAGCGAAGT
Fat 1 89 CGACGAACACAACGAAGAAG GGATGAACCCTTGGAGATGA
Fat 2 120 AGTCGTTCCCGGTTTTGAT ACGTGATGCACCCAATGTC
GAPDH 104 CAACTGGCGTTTTTACCACA AACATACATTGGGGCGTCA

1.2.5.2 Extracao dos RNAs, sintese dos cDNAs e reagoes de Real-Time

PCR quantitativo

A analise do transcriptoma permitiu a identificacdo de ORFs completas que

codificam diferentes produtos génicos, muitos desses provavelmente envolvidos no
processo de digestdo das larvas de S. levis. No sentido de confirmar a atuacao das
provaveis enzimas digestivas no intestino médio, bem como identificar em quais

estagios de desenvolvimento elas s&o sintetizadas, a expressdo dos genes
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selecionados foi monitorada por PCR quantitativo em tempo real. Também séao
reportadas, para fins comparativos, as analises da expressao génica de dois novos
transcritos abundantes, Fat 1 e Fat 2, assim como dos dois genes estudados no

ultimo capitulo, a V-ATPase-E e a serpina 1.

Os niveis de expressao foram analisados em sete fases do desenvolvimento:
ovos, larvas de 10, 20 e 30 dias apds a eclosdo dos ovos, pré-pupas, pupas e
insetos adultos. Todos os insetos adultos analisados eram fémeas. Os RNAs foram
extraidos individualmente para cada inseto e os cDNAs foram sintetizados a partir de
um pool com 600 ng de RNA tratado, composto por 200 ng de RNA de 3 diferentes
exemplares da mesma fase de desenvolvimento. O pool representativo dos ovos foi

preparado utilizado-se 600 ng de RNA provenientes de 10 ovos.

Para a sintese dos cDNAs utilizados nas analises de expressao diferencial
dos tecidos, utilizou-se 600 ng de RNAs preparados de um pool de quatro larvas
com 30 dias de vida. Para tanto, as larvas de S. levis foram lavadas externamente
trés vezes em tampéao PBS (pH 7,0), imobilizadas em gelo e dissecadas no mesmo
tampao. As amostras de RNA foram extraidas dos pools de tecidos separados:

hemolinfa, corpo gorduroso, cabega, carcaga, intestino médio e intestino posterior.

Para cada extracdo de RNA foram utilizados 600 ul do reagente Trizol
(Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. Os RNAs foram quantificados em
espectrometro Nanodrop ND-1000 (260 nm) e a integridade dos mesmos foi
verificada em gel de agarose 1,5% utilizando tampdo TBE 0,5X. O material foi
dividido em quatro aliquotas, armazenadas em ultrafreezer. Cada amostra de RNA
total foi tratada individualmente com DNAse | Amplification Grade (Invitrogen), para a
remogao de contaminantes de DNA gendmico, em reagdes contendo 2 ug de RNA

em um volume final de 20 pl.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit Improm |l Reverse
Transcription System (Promega), 600 ng de RNA por reagéao e 0,5 ug de Oligo dT
x15) €m um volume final de 20 pl. As reacdes de RT-PCR foram conduzidas
utilizando-se 5uL mistura Platinum SYBR Green gPCR UDG Supermix (Invitrogen), 1
Ml de cDNA diluido dez vezes e 0,4 yM de cada primer em 10 pl de volume final. A
enzima Uracil DNA glicosilase (UDG), incluida na mistura, evita a contaminacgéo
cruzada e re-amplificagcdo dos produtos de PCR. As reag¢des foram conduzidas no

aparelho Pixo Real-Time PCR System (Helixis) e o ciclo de reagao utilizado: 50 °C
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por 2 minutos, 95 °C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
54 °C por 30 segundos e 72 °C por 40 segundos. Para a curva de melting as
amostras foram cicladas a 95 °C, 55 °C e 95 °C por 15 segundos em cada

temperatura.

1.2.5.3 Normalizagao dos dados e calculo da expressao relativa

As anadlises de RT-PCR quantitativo para avaliar a expressao diferencial
foram realizadas pelo método do 2 4" como descrito por Livak e Schmittgen
(2001). As medidas foram tomadas em triplicatas (replicatas técnicas) e os desvios
padrées sao indicados com barras de erros nas figuras. Para todas as reacoes
foram adicionados controles negativos. O gene que codifica a enzima GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como calibrador. A atuagao
constante deste produto génico no metabolismo intermediario fez do GAPDH um
gene utilizado para a normalizacdo de experimentos em abelhas (Scharlaken et al.,
2007) e até nas analises de silenciamento génico, conduzidas com o coledptero
Sitophilus spp. (Vallier et al., 2009).

Todas as analises de qRT-PCR foram conduzidas incluindo como controle
negativo reacdes nas quais um RNA né&o foi adicionado da enzima transcriptase
reversa, confirmando a auséncia de contaminagcdo com DNA gendmico pela nao

amplificagdo dos genes alvo.

1.2.6 Analises das sequéncias, alinhamentos e analises filogenéticas

Para os alinhamentos, as ORFs foram comparadas com sequéncias
homologas selecionadas a partir do GenBank, utilizando o programa Blastx e Blastn
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Apds a identificacdo e sele¢ao das sequéncias
protéicas, essas foram alinhadas utilizando o software ClustalW (Thompson et al.,
1994) na interface do programa BioEdit v7.0.5.3. (Hall, 1999). Na maioria dos
alinhamentos de proteinas, os residuos idénticos estdo representados em caixas
pretas e os residuos conservados ou com caracteristicas similares sao indicados por

caixas cinzas.



19

Outras anadlises das sequéncias de proteinas, como predicdo de peptideo
sinal e identificagdo de provaveis sitios de glicosilacdo, foram realizadas na
plataforma http://www.cbs.dtu.dk/services. As analises de cdédon usage para as
sequéncias de invertases foram realizadas utilizando o programa Sequence
Manipulation Suite (Stothard, 2000), disponivel em:
http://www.geneinfinity.org/sms/sms_codonusage. Para as analises filogenéticas as
sequéncias das variantes das catepsinas L ou invertases homologas identificadas
foram alinhadas no programa ClustalW e as arvores filogenéticas foram construidas
pelo método de Neighbor Joining (distancia P), utilizando o pacote MEGA versao
5.05 (Tamura et al., 2011). Os valores de bootstrap para 10.000 repeticbes sao

indicados nos ramos da arvore.

1.2.7 Construgcdao das mini-bibliotecas comparativas: expressdo das

variantes de catepsinas L em dieta artificial e campo.

Dada a diversidade de variantes das catepsinas L identificadas, foram
construidas duas bibliotecas de insetos cultivados sob diferentes dietas. Foram
utilizadas 10 larvas para cada tratamento, cultivadas em dieta artificial ou coletadas
no campo. Os RNAs, extraidos dos pools de larvas, e o cDNAs foram preparados
seguindo os mesmos procedimentos descritos na segédo 1.2.6.2. As variantes das
enzimas foram amplificadas dos cDNAs utilizando os primers degenerados SI-CPF
TTTAAG(C/G/T)(C/IT)GAAACACGGCAAGACCTAC e SI-CPR
CA(A/G)ITCCACCAATTGTTGTTCAG. Os amplicons, de aproximadamente, 422 pb
(rSI-CathL GenBank: 217323617) foram clonados no plasmideo pTZ57R/T
(Fermentas) de acordo com as instrugdes do fabricante e transformados em células

de Escherichia coli DH10B (Invitrogen) por eletroporagao (Sambrook et al., 1989).

Para as analises das bibliotecas, o DNA plasmidial e as reacgbes de
sequenciamento foram preparados como descrito na se¢ao 1.2.3 e apos o frimming,
utilizando a interface do dCAS (Guo et al., 2009), as sequéncias foram processadas
manualmente. Para comparacao, foi selecionada a mesma regido dos clusters das
SI-CathLs identificados no transcriptoma. Todas as sequéncias de aminoacidos
correspondentes, somadas as 58 sequéncias de cada tratamento (campo x
laboratério) foram alinhadas com o software ClustalW e agrupadas para analise

filogenética, como descrito na se¢éo 1.2.5.
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1.3 Resultados e discussao
1.3.1 Qualificagao da biblioteca

Utilizando o kit PolyATtract System 1000, foram recuperados 3,5 ug de RNAm
a partir de 300 ug de RNA total, que foram utilizados para a constru¢ao da biblioteca.
O titulo obtido para a biblioteca foi de 2,13 x 108 unidades formadoras de coldnias. A
qualificagédo da biblioteca foi feita por meio de digestao aleatoria de 20 clones com a
enzima BsrG |, e o tamanho médio dos fragmentos digeridos, 1200 a 1500 pb, com
cDNAs maiores que 2.500 pb, indica a construcdo de uma biblioteca de boa

qualidade.

1.3.2 Analise do transcriptoma de S. levis: processamento e anotacgao

das sequéncias

Ao todo foram sequenciadas 51 placas da biblioteca de S. levis e os dados
gerados na analise inicial foram agrupados em 2499 clusters. Apds a anotagéo
realizada com o auxilio do programa Classifier, foram excluidos das analises os
singlets classificados como desconhecidos e que apresentaram indice de qualidade
(Phred) menor que 15. Apds a exclusdao, das 3804 sequéncias restantes 2642
(69,45%) foram agrupadas em contigs (201) e o restante, 1162 sequéncias (30,55%)

formaram singlets (Figura 1.2A).

Na figura 1.1 sao indicadas as frequéncias das espécies contra as quais o
total de ESTs (1.1A) sem parametros de exclusdo e também os clusters com e-
values inferiores a €'° (1.1B) apresentaram maior similaridade. A predominancia de
transcritos com similaridades com Tribolium castaneum era esperada em vista da
maior cobertura génica, considerando que é a Unica espécie de coledptero com o
genoma totalmente sequenciado. Varios dos transcritos também apresentaram
maior similaridade com genes de espécies pertencentes a outras ordens como, por

exemplo, Acyrthosiphum pisum (Hemiptera).



M Tribolium castaneum

M Tenebrio molitor (ribossomal)
Diaprepes abbreviatus
Acyrthosiphon pisum
Anopheles darlingi
Sphenophorus sp. BYU-CO246
Sitophilus oryzae

M Drosophila ssp.

W Anthonomus grandis

M Hypera postica

W Xenopus (Silurana) tropicalis
Dictyostelium discoideum

M Sitophilus zeamais

Outros

—
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W Tribolium castaneum
Sitophilus oryzae

M Chrysomela tremula
Nasonia vitripennis
Acyrthosiphon pisum
Sphenophorus sp. BYU-CO246

W Sitophilus zeamais

W Aedes aegypti
Dendroctonus rhizophagus
Diaprepes abbreviatus

W Tenebrio molitor

B Camponotus floridanus
Acromyrmex echinatior

B Anthonomus grandis
Outros

Figura 1.1: Espécies mais similares identificadas no banco de dados de proteinas ndo redundantes
do GenBank para o total de ESTs. A: sem parametros de exclusdo e para cada um dos clusters, B:
utilizando apenas sequéncias com e-values inferiores a e Em ambas as analises foram
predominantes os transcritos com maior similaridade com os genes do coledptero Tribolium

castaneum.

O aproveitamento dos dados de sequenciamento que foram utilizados na

planilha final foi de 77,69% e o perfil geral de expressao génica identificado pela

anotacgao dos transcritos das larvas de S. levis € indicado na tabela da figura 1.2.

AGRUPAMENTO DOS TRANSCRITOS

1162 sequéncias Unicas

69,45 % 30,55 %

Singlets

A 2642 ESTs agrupados Contigs

DISTRIBUIGAO DAS CLASSES DOS TRANSCRITOS

"HOUSEKEEPING"

51,87%

/ 19,32%

28,81%

CLASSE
DESCONHECIDA

DIGESTAO

B

Classes

Contigs ESTs (%)

Enzimas digestivas

Proteinas digestivas secretadas
Sintese protéica
Metabolismo de energia
Transcricao

Transporte e armazenamento
Modificacdo protéica
Citoesqueleto

Transducao de sinal
Imunidade

Metabolismo de lipideos
Peptidases

Detoxificacao

Metabolismo de carboidratos
Desenvolvimento
Metabolismo de aminoacidos
Exportacdo de proteinas
Regulagdo do nicleo

Matriz extracelular e adesao
Fatores de transcricao
Metabolismo intermediario
Magquinaria proteossémica
Transporte de ions
Metabolismo de nucleotideos
Elementos transponiveis
Desconhecidas
Desconhecidas Conservadas

141 700 18,40
30 35 0,92
96 609 16,01
70 207 5,44
22 196 5,15
41 137 3,60
39 95 2,50
62 90 2,37
56 76 2,00
36 68 1,79
46 61 1,60
12 58 1,52
35 50 1,31
42 54 1,42

8 54 1,42
28 47 1,24
29 40 1,05
26 31 081
12 27 071
16 16 0,42

11 15 0,39
13 14 0,37
13 13 0,34
13 13 0,34
2 2 005

260 643 16,90
207 453 11,91

Figura 1.2: Perfil geral dos transcritos anotados da biblioteca de S. levis. A: agrupamento das
sequéncias; B: porcentagens de transcritos de acordo com a classificagdo geral; C: tabela indicando
as frequéncias dos genes associados as fungdes nao digestivas.
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As provaveis enzimas digestivas representam 19,32% de todas as sequéncias
analisadas, 51,87% dos ESTs codificam genes housekeeping e o restante dos
transcritos  (28,81%) foram classificados como desconhecidos. Os ESTs
classificados como housekeeping (51,87%) incluem todas as proteinas e enzimas
anotadas, com fungao conhecida e que nao participam da digestao, propriamente
dita, no intestino do inseto. Considerando as proteinas identificadas que atuam no
metabolismo geral, aquelas relacionadas a sintese de proteinas (16,01%),

metabolismo de energia (5,44%) e transcrigao (5,15%) sdo as mais abundantes.

A identificacao de diversos ESTs provavelmente relacionados a detoxificagao
(1,31%) também marcou o perfil do transcriptoma de S. levis, uma vez que a relativa
abundancia desses transcritos pode também estar relacionada com a resisténcia
desse inseto a inseticidas. Dentre as proteinas envolvidas nesse processo, as
citocromo P450 e glutationa S-transferases foram as mais abundantes identificadas.
As 24 sequéncias de citocromo P450 (0,63% do total de ESTs) estéo distribuidas em
dois contigs e 14 singlets. As variantes das proteinas dessa familia foram
identificadas no genoma de T. castaneum como produtos de expansdo de uma
familia génica (Richards et al., 2008) e podem estar relacionadas ao metabolismo de
detoxificagdo contra inseticidas e alelo quimicos de defesa produzidos por plantas
(Ffrench-Constant et al., 2004). As 12 provaveis sequéncias que codificam glutationa
S-transferases (0,32%) estéo distribuidas em 4 contigs e 8 singlets, e também estao
envolvidas na detoxificacdo de inseticidas em mosquitos (Che-Mendoza et al.,
2009).

Dentre os ESTs que codificam proteinas desconhecidas ou ndo conservadas
(28,81%), os dois contigs mais abundantes foram analisados por RT-PCR e sé&o
descritos no item 1.3.8, junto com seus padrdes de transcricdo. Os contigs 30 e 31
da biblioteca de S. levis codificam duas novas variantes de proteinas denominadas
Fat 1 e Fat 2, respectivamente. As enzimas digestivas sado classificadas em detalhes
na proxima secao (1.3.3), com foco voltado a diversidade de peptidases digestivas
super representadas pelas variantes da catepsina L de Sphenophorus levis (SI-
CathL), assim como pela presenca de diversas PCWDE e um contig de uma

invertase.
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1.3.3 Panorama geral da digestao em larvas de S. levis

Antes de aprofundar a discussao sobre as enzimas digestivas € sensato
esclarecer que todos os resultados de classificagdo funcional apresentados
consistem em sugestdes sobre a atuagao dessas enzimas. As peptidases consistem
em importantes enzimas digestivas que, no entanto também podem assumir outras
fungdes, como por exemplo, relacionados a atuacao lisossomal ou como ativadoras
de pré-enzimas em processos fisiologicos n&o relacionados a digestdo. Nesse
sentido, estudos funcionais ou relacionados a localizagao celular sdo imprescindiveis
para a caracterizacdo de enzimas exclusivamente digestivas, secretadas no intestino

médio de insetos.

Bons e raros exemplos para confirmar a funcdo das enzimas consistem na
comprovagdo da expressao exclusivamente intestinal utilizando anticorpos
especificos contra as variantes dessas enzimas. No estudo de caracterizagcdo das
catepsinas L de T. molitor (CALs) foi detectado que as variantes da CAL1 séao
lisossomais, enquanto a CAL3 foi verificada exclusivamente no intestino das larvas
do coleoptero (Cristofoletti et al., 2005). Em outro estudo, dentre as trés catepsinas
D de Musca domestica, duas delas foram detectadas no intestino, enquanto uma
outra variante constitui uma enzima lisossomal (Padilha et al., 2009). No entanto, na
proxima secédo é descrito o perfil de expressado das principais enzimas digestivas
identificadas no transcriptoma de S. levis via qRT-PCR. A imunolocalizacdo da S/-
CathL no intestino médio das larvas, descrita no capitulo 2, foi fundamental para o
entendimento e validagdo do padrao de expressao de outras peptidases digestivas.
Dessa forma, os resultados de gRT-PCR confirmam o padrdo de expressao das
enzimas digestivas predominantes no intestino das larvas de S. levis, além da

abrupta queda da transcri¢gado na fase pupal ao longo do desenvolvimento do inseto.

Dentre todas as sequéncias de peptidases identificadas no transcriptoma,
10,5% delas foram anotadas como provavelmente relacionadas a processos nao
digestivos (Figura 1.3A). A figura 1.3B indica que a transcricdo das provaveis
peptidases digestivas € predominante no intestino das larvas desse inseto, seguida

das enzimas relacionadas a digestdo de carboidratos (22,04%) e lipideos (5,85%).
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Figura 1.3: Grafico de distribuicdo das enzimas relacionadas a digestdo nas larvas de S. levis. A:
dentre todas as sequéncias de peptidases identificadas no transcriptoma, 10,5% delas foram
anotadas como provavelmente relacionadas a processos nao digestivos. B: a transcricdo das
provaveis peptidases digestivas & predominante no intestino das larvas desse inseto, seguida das
enzimas relacionadas a digestdo de carboidratos (22,04%) e lipideos (5,85%).

Considerando os ESTs que codificam provaveis proteinas acessorias (Tabela
1.1D), a maioria deles (0,79%) foi caracterizada como similares a mucina. Alguns
desses transcritos sao provavelmente homologos as peritrofinas de insetos, que
desempenham papéis importantes como constituintes da membrana peritréfica.
Essa estrutura da membrana peritrofica € formada principalmente por uma matriz
protéica de peritrofinas associadas a quitina e € importante para a divisao do lumen
do intestino médio em dois compartimentos. Essa compartimentalizagao € essencial
para a protecdo das células do epitélio e aumento da eficiéncia do processo
digestivo (Terra, 2001; Terra e Ferreira, 2011). Em estudos anteriores foi verificada a
ocorréncia de um gel peritréfico no intestino médio anterior (V1 e V2) e de
membrana peritrofica no intestino médio posterior (V3 e V4) em larvas de S. levis
(Soares-Costa et al., 2011). No entanto, é necessario um maior esforco de
sequenciamento para a obtencdo das sequéncias completas e caracterizagao

detalhada dessas provaveis peritrofinas.

7

Na tabela 1.1 é indicada a anotacdo das principais enzimas e proteinas
digestivas, de acordo com suas fungdes. A divisdo respeita as cores apresentadas
no grafico da figura 1.3B, de caracterizacdo das enzimas segundo as classes das
moléculas hidrolisadas. Considerando as provaveis enzimas digestivas, 67,35%

delas estdo relacionadas a digestdo de proteinas, que se concentra na atividade
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majoritaria de variantes de cisteino peptidases do tipo catepsinas L (54,29%) e
catepsinas B (6,12%), além das serino peptidases similares a tripsina (4,49%). Esse
padrao predominante de atuagdo de cisteino peptidases e minoritaria de serino
peptidases é similar ao observado para as larvas de Ceutorhynchus assimilis (Girard
et al., 1998a) e Baris coerulescens (Bonadé-Bottino et al., 1999), ambos besouros

da familia Curculionidae.

As catepsinas B, assim como as serino peptidases e também exopeptidases,
apesar de ndo abundantes, também devem contribuir significativamente para a
digestdo de proteinas nas larvas desse coledptero. A atividade dessas enzimas ja
havia sido previamente relatada por meio de estudos bioquimicos realizados por
Soares-Costa e colaboradores (2011) utilizando proteinas purificadas e extratos
protéicos do conteudo intestinal de larvas S. levis. A partir da analise do
transcriptoma também foram identificadas duas classes principais de esterases, que
estdo envolvidas na digestdo de lipideos, correspondentes a 5,85% do total de
enzimas digestivas. Foi identificada uma grande variedade de enzimas envolvidas
na digestdo de carboidratos, que correspondem a 22,04% do total de enzimas
digestivas. As enzimas relacionadas a degradagcdo de parede celular como as
pectinases e celulases, além de uma invertase também sao marcantes no
transcriptoma, por isso sua ocorréncia em insetos sao discutidas em detalhes nas

secoes seguintes.

No item E da tabela 1.1sdo0 indicadas as peptidases que foram caracterizadas
como provavelmente nao digestivas. Dentre elas estdo as catepsinas F, e também
cisteino peptidases que n&o apresentaram alta similaridade com a S/-CathL, que é
uma versdao comprovadamente digestiva. A catepsina D foi detectada em indices
consideraveis em todos os tecidos analisados por gqRT-PCR e sua transcricdo nao é
regulada negativamente durante a fase de pupa, 0 que sugere sua atuagao

lisossomal. Por isso essa enzima foi classificada como nao digestiva.

Para diferenciar as cisteino peptidases nado digestivas foi utilizado como
parametro além da baixa similaridade com a S/-CathL, a predicdo de ocorréncia de
sitios de N-glicosilagdo nas sequéncias protéicas. Nessas enzimas, os sitios de
glicosilagdo sdo mais abundantes e indicados com maiores probabilidades de
ocorréncia. Apesar da utilizagdo desse parametro nesse caso especial,

considerando que a glicosilagdo pode ser fundamental para o enderegamento
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lisossomal (Cuozzo et al., 1998), a predi¢cao de sitios de N-glicosilacdo € um tanto
incerta e os sistemas de predigdo sao treinados para poucas proteinas humanas
(NetNGlyc; Gupta et al., 2004), o que dificulta a sua utilizagdo como parametro de

selecao.

Tabela 1.1: Anotagéo dos ESTs das larvas de S. levis de acordo com seu envolvimento. A: digestéo
de proteinas; B: digestdo de carboidratos; C: digestdo de lipideos; D: proteinas acessoérias; E:
peptidases caracterizadas como nao digestivas. Os asteriscos indicam os genes que tiveram o perfil
de transcrigéo avaliado por qRT-PCR.

] Classe Clusters ESTs (%) DIG. (%) Total \
A Sl-CathL 1 * 35 279 37,96 7,33
Sl-Cathl 2 12 68 9,25 1,79
Sl-Cathl 3 8 52 7,07 1,37
Catepsina B * 6 45 6,12 1,18
Serino peptidase * 19 33 4,49 0,87
Serino carboxipeptidase 8 12 1,63 0,32
Xaa-Pro aminopeptidase 2 2 0,27 0,05
Carboxipeptidase 2 2 0,27 0,05
Aminopeptidase 1 1 0,14 0,03
Acilpeptideo hidrolase 1 1 0,14 0,03
B Alfa-amilase 4 42 5,71 1,10
Exoglucanase 5 27 3,67 0,71
Chitinase 16 22 2,99 0,58
Beta-glucosidase 13 21 2,86 0,55
Maltase 6 15 2,04 0,39
Endoglucanase * 5 12 1,63 0,32
Pectina metilesterase * 2 5 0,68 0,13
Glucosidase 2 (beta) 2 4 0,54 0,11
Beta-fructofuranosidase (invertase) * 1 3 0,41 0,08
Beta-galactosidase 3 3 0,41 0,08
Endopoligalacturonase * 2 2 0,27 0,05
Glucano endo-1,3-beta-glucosidase 2 2 0,27 0,05
Beta-Glucuronidase 2 2 0,27 0,05
Alpha-D-galactosidase (melibiase) 1 1 0,14 0,03
Beta-N-acetilhexosaminidase 1 1 0,14 0,03
C | Carboxilesterase 13 28 3,81 0,74
Esterase * 5 15 2,04 0,39
D Similar a mucina 25 30 4,08 0,79
QOutras proteinas secretadas 5 5 0,68 0,13
E Classe Clusters ESTs % Total
Cisteino peptidase 7 45 1,18
Aspartil peptidase (Catepsina D) * 1 11 0,29
Cisteino peptidase (Catepsina F) 2 2 0,05

O principal cluster da catepsina B (contig 53) foi identificado nas analises de
gRT-PCR como produzido essencialmente no intestino médio e com perfil de
transcricdo ao longo do desenvolvimento similar a S/-CathL. Entretanto, a detecgéo

de sitios de N-glicosilagdo em sua sequéncia de proteina deixa claro que esse
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parametro de predicdo ndo pode ser tomado como determinante para a atuacao
lisossomal de cisteino peptidases. Na tabela 1.1, os asteriscos indicam os genes
que foram analisados por Real Time PCR quantitativo ao longo do desenvolvimento
do inseto e também nos tecidos dissecados das larvas. Os resultados dessas

analises sdo mostrados e discutidos na proxima secao.

1.3.4 Analises de qRT-PCR dos genes selecionados

As analises de Real Time PCR quantitativo foram realizadas com o objetivo
principal de comprovar a atuagcdo essencialmente no intestino médio de varias
enzimas anotadas como digestivas. A comparacao do perfil de expressédo ao longo
do desenvolvimento com a S/-CathL, comprovadamente digestiva, reforga a
sugestéo da fungao digestiva também atribuida a essas outras enzimas. A figura 1.4
indica os tecidos dissecados que foram utilizados para as analises. O corte referente
a cabeca foi realizado visando a identificagdo de provaveis sitios de secrecdo em

glandulas salivares.

1- CABECA
= 2 - CARCACA

‘W 3 - INTESTINO MEDIO

& 4. INTESTINO POSTERIOR
¥ 5. CORPO GORDUROSO
1 6 - HEMOLINFA

Figura 1.4: Tecidos dissecados das larvas com 30 dias de vida para as analises de qRT-PCR.

No entanto, nenhuma enzima digestiva foi identificada com indices
consideraveis de expressao na regido correspondente a "cabecga" (Figura 1.5), o que
sugere, que ao menos para as enzimas analisadas, o sitio de secregao constitui
apenas o intestino das larvas do inseto. O grafico da figura 1.5 representa o padréao
geral observado para os transcritos analisados por qRT-PCR nos diferentes tecidos

das larvas de S. levis. Para a comparacéo, foi considerado para cada gene o maior
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indice de expressao detectado em todos os tecidos, igual a 1x. Dessa maneira, esse
grafico ndo representa a diferenca de expressao real entre os diferentes genes.
Contudo, nessa analise podem ser visualizadas claramente as diferencas entre os

niveis de expressao para cada gene nos tecidos das larvas.
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Figura 1.5: Gréafico indicando a expressao relativa analisada por gRT-PCR para os genes
selecionados nos diferentes tecidos. Para a comparagéo, os indices maximos de transcricdo para
cada gene foram utilizados como calibradores (1x). A catepsina L (S/-CathL), celulase, catepsina B,
invertase e esterase sdo sintetizadas fundamentalmente no intestino médio (IM) das larvas, como
esperado para enzimas digestivas. A deteccao de ESTs da serino peptidase no intestino posterior (IP)
€ controversa, desde que essa regiao € normalmente revestida por quitina. As outras proteinas como
a serpina, V-ATPase, catepsina D e duas proteinas de funcdo desconhecida (Fat 1 e 2) sdo
transcritas em niveis elevados nos tecidos além do intestino médio, o que indica a participacdo em
processos ndo digestivos.

Os resultados de qRT-PCR obtidos para a S/-CathL servem como padrio
para a identificagdo de outras enzimas digestivas, considerando a comprovagao da
atuacgao digestiva dessa enzima, descrita no capitulo 2. Os primers utilizados para a
analise da S/-CathL s&o especificos para a variantes 1, correspondente a rS/-CathL.
Na figura 1.5 é observado que o padrdao de expressdo da celulase (B-1,4-
endoglucanase), catepsina B, invertase e esterase € muito similar ao da catepsina L.
Verifica-se que a sintese de RNAm para essas enzimas ocorre fundamentalmente

no intestino médio das larvas, como esperado para enzimas digestivas.
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As outras proteinas como a serpina, V-ATPase, catepsina D e duas proteinas
de funcdo desconhecida (Fat 1 e 2) sao transcritas em niveis consideraveis em
outros tecidos além do intestino médio, o que indica a participagdo em outros
processos nao digestivos. Os perfis de expressdo da V-ATPase e serpina sao
discutidos em detalhes no capitulo 3, considerando esses genes como alvos para o

silenciamento.

Assim como na analise anterior, a expressao génica relativa avaliada durante
as fases do desenvolvimento de S. levis ndo aponta as verdadeiras diferencas entre
as abundancias dos transcritos, mas facilta a compreensdao por meio da
comparagao dos perfis identificados. As enzimas que tiveram a transcricdo
previamente identificada no intestino do inseto atingem os maiores indices de
expressao nas larvas com 30 dias de vida (Figura 1.6), com exce¢ao da celulase
que é mais abundante no estagio anterior (20 dias). Como esperado para enzimas
digestivas, a transcricdo € reduzida nas pré-pupas quando os insetos cessam a

alimentagao e é praticamente nula no estagio pupal.
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Figura 1.6: Gréfico da analise da expressédo génica relativa durante as fases do desenvolvimento de
S. levis analisadas por qRT-PCR. Para o efeito comparativo da analise, os indices maximos de
transcricdo detectados para cada enzima ao longo do ciclo de vida do inseto foram tomados como
calibradores (1x). Assim, os niveis de transcricdo das enzimas nao refletem as diferengas reais
considerando as abundancias entre si. As enzimas digestivas, fundamentalmente produzidas no
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intestino médio, atingem os maiores indices de expressao nas larvas com 30 dias de vida, com
excecdo da celulase que € mais abundante no estagio anterior (20 dias). Essas enzimas tém a
transcricdo reduzida nas pré-pupas e praticamente anulada na fase de pupa. A catepsina D foi
detectada em todos os tecidos e fases do desenvolvimento, 0 que sugere a atuagdo nao digestiva
dessa enzima.

Na figura 1.7 os indices de transcricdo dos genes analisados por qRT-PCR
sao apresentados pelas diferencas reais observadas entre a abundancia de seus

transcritos. A predominancia da catepsina L esta de acordo com o observado na
biblioteca e também na analise de atividade peptidasica de cisteino peptidases no
intestino médio das larvas de S. levis (Soares-Costa et al., 2011). As catepsinas B
também contribuem para a atividade de cisteino peptidases no intestino das larvas
do inseto e a detecgdo minoritaria de serino peptidases (tipo tripsina) também foi

verificada no intestino, de acordo com as observagdes prévias do relato da atividade
dessa enzima (Soares-Costa et al., 2011).
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Figura 1.7: Grafico do perfil de expressdo génica das diversas enzimas de Sphenophorus levis
durante o ciclo biolégico do inseto. Esses resultados correspondem a expressao relativa real entre os

genes estudados. As cisteino peptidases sdo predominantes em fungao da abundancia de transcritos
de catepsinas L e minoritaria de catepsinas B.
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1.3.5 Peptidases identificadas no transcriptoma das larvas de S. levis
1.3.5.1 Cisteino peptidases tipo catepsina B

A catepsina B apresenta atividade de peptidil-dipeptidase (exopeptidase) e
também endopeptidasica que € extremamente reduzida quando comparada a
catepsina L que atua exclusivamente como endopeptidase. A atividade
endopeptidasica da catepsina B esta relacionada a presenga de um /oop estendido
que protege o sitio ativo da enzima, a triade catalitica (cisteina, histidina e
asparagina) é conservada entre as cisteino peptidases tipo catepsina B e L (Barret
et al., 1998).

No alinhamento das sequéncias de aminoacidos das catepsinas B de S. levis
e Callosobruchus maculatus, indicado na figura 1.8A, sdo indicados os residuos de
aminoacidos conservados do sitio ativo, além da provavel regido que corresponde
ao loop da catepsina B de C. maculatus (Koo et al., 2008), que pode interferir na
interacdo do sitio ativo dessas enzimas com os respectivos substratos e também
inibidores. O contig 53 formado por 19 sequéncias foi analisado por qRT-PCR e a
expressao predominante no intestino médio indica a participacdo da catepsina B

codificada nos processos de digestao de proteinas nas larvas.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
. | Ry |- [ [ | [P N | 1 [
c53_n19 slCath B - ----- MNAFA IVLVLACASAAFAGKLLHP LEJEFPAE I[Ja[das TTIGRNFE IDE- - YODLFKTLAS[ESKGLKYPEK IN-LRVHDESE
093_n11 Sl-Cath B~ - MKVLGIFVALSVIALSAAAARPKHHPLEGIEKHAE IJaMA T TKEYGKNFQVDD - -WERVKKLVS[VLP YKGPLTFVKSKPHNEAE
c54__n08 Sl-Cath B - ----- MNCFA IVLVLACASAAFAGKLLHPLEMEF[lAQ 1[JAa[das T [\GRNFE IDD- - YDLFKTLAS[SKGLKHPEK IN-LRVHDESE
¢182_n03 Sl-Cath B~ mesea-a- MSSFVAVLLLASTTCV IAGNLLHPLEEFHDE I[JA[NS TUVNGRNFLKHE- - YK | FEALAS[SSKG IKDKSKLN- 1 | IHDEDV
€211_n03 Sl-Cath B~ = e m e e - MHCVFVAWALFWGVVCSR-- - -NRNEIUEFUIAE IJIR(4QS T\JITNAKPQDSKG- - LEILDY IS -[cDNEFCDYIDFT-PTIHDEDE
¢55__n01 SI-Cath_B MPTLYKKVGDSFAMILVLACASAAFAGKLLHPLEDFHAQ ILAMQS T\JILA\GRNFK IDE- - YDLFKTLAS[ESKGLKHPEKIN-LRLHDESE
C.maculatus Cath_B_1 AARBB096 - = = - - - - - MKLAF IALAAVVS-CTFAQPELDFLEREY[IEQLS[INLPIKENSGRNFERDTSLYN IQRLLSV[ET INP- -PSEFET | FHEDDGK
100 140 150 160 170 180
I | - |- l | | | I I |
¢53__n19 SI-Cath_B pIJesEdareA]lP NGERKTMVEISQUIATHT - - - - - LYCG FIDSPWTT, -
c93_n11 Sl-Cath_B sV[JEs[fElss EalP E NQTRQTFVEAERLNSECT- - - sCcoYGEN[EHSYP DMAWG YJQEN
c54__n08 Sl-Cath_B pifdes@HTREATP NGERKTMVElsaPIvTET- - - - - LFsGpleley I DSPWTTYTG -
¢182_n03 Sl-Cath_B pifgosHEAREATP E NGERKMLVEAQPE I LTETC- - - TLLCS[Ys[ESFFDLAWVHS E -
©211_n03 Sl-Cath_B EViEsLLiAREAP E NASVKVL IHAQEVLTESG- - - - - AGGHHEITS VL AWQD[IKN -
¢55__n01 SI-Cath_B DIESAREAwP NSQRKTMVEISQEILTHT - - - - - L LCGHG| FIDFPWTT%’!D-
C maculatus Cath_B_1 AAR88096 D LIJE E[FA RK s K pakNQLR IFAALM I EdcEsc TFsvDG[gH[ES I PSsFTFTENKDS
200 210 20 230 240 250 260 270
- | - - | - | - | - | | - | | | - [ | - | | | | - |
¢53__n19 Sl-Cath_B YR TEE LELIN Ts Sk sEfFMP PCEDHP NG - - - - - - cTNYVs T[Fs[Tsk[gooPs - LOfJES QK TjGKQ- - - - - PN Y F EG EKENICTEDM
c93_n11 Sl-Cath_B 10TV - sKKESKDEYS[HEP CEHHVDSDARPQCSS LN YD T[HA[TK T[YDGS - LNRJKEFL Ti{GGS - - - - - PVYLDNAKENETNHIL
c54__n08 Sl-Cath B Y T(eLe LN TS [efdK SRAF[AP PCEDHPNK - - - - - - cTNYVP TJR[ETP I[dDDPS - LDRYD
¢182_n03 Sl-Cath_B v Tl LRUN T's ofeledk SRF[AP GSDDHPN - - - - - - - - TDFVDT[ds[vKa[dDNSs - LDfjpaaKs[jcaF - - - - - PG I YLGETEIEEIVEER
€211_n03 Sl-Cath_B Y{s(ele LAYR TD E[efdk SRAF[@P PCDDHMNR - - - - - - cTNYVDT[JA[SVKS[HDNPD - VDRJQKSKM\YGHL TFRNGSS TGGS S KENK TN v ({112
¢55__n01 Sl-Cath_B YT LN TS ok SR F AP PCEDHP NK - - - - - - CTNYVP T[ds[8TSK[HDDPS - LDRJDP QK TYGQE- - - - - PNYFRGEK[ NN TNRIMA TS
C.maculatus Cath_B_1 AAR88096  [g]F1fS[e ERY - S TN[EIgMs PP RCNPSCKT - - =« - - - - & LYDA[T[EKKE[dDKGSP LKIEEDKHAKQAY - - - R1Ms KV ER[HR-INA | [T1<2
280 260 E 3 310 320 3 330 340 350
- | - | [ | - | - | | - | | | - [ | - | | 1 | -
¢53__n19 Si-Cath_B ETAEDVYMEFASKﬁlquvsss-LEGGHEVKH%VENG-VKLlAMEGEENEYFm 1 VSEOGIEDETAAGDFSRF
c93_n11 Sl-Cath_B VAEAA[@DVMD[EIF P NIIKEIEVRIQA TSDN - Y IGGP[ IR 1V v[EoG - TPRAUL 1 A YolEL NEYVKF LJdaNHLD 1[5eavvaa[idvL - - -

c54__n08 Sl-Cath_B

¢182_n03 Sl-Cath_B Meta[d1 | FEFFASKKERS IfjaH 1AGS - YV TVHVR I | VENG - vKEETT 1A ENIEENEFFRM ITEaNEGGLE I HT 1 AG[MFD FKKF
¢211_n03 Sl-Cath_B WaTTldT 1 YER YA YRIHELS | fjaHVS GA - ERSRHLIVK I | NG - vDRAlL 1 A ERJZCEN[EYFRMI[TEvNNCG I[SDVANGG[NIDFDTL
¢55__n01 Sl-Cath_B WeTAfANv YERFASKIKELE | jaHVSGS - LEGGHLIVK I | VENA - viRRliL 1A EGUEEN[EYFR I F[{gvNECG I[3DETVAG[NID FSRF
C.maculatus Cath_B_1 AAR88096  \JVAS[ATV YALIF | HEILEXSVNIKFDGESKLLGGHIVR 1 | 1ENGTYPRATLVS ERJIEDQEL FK IWIEKNECGG I[SEE | TAGNER - - - -

Figura 1.8A: Alinhamento entre as cisteino peptidases tipo catepsinas B de S. levis e da catepsina B
de Callosobruchus maculatus. Os asteriscos indicam os residuos de aminoacidos da triade catalitica
conservada de cisteino peptidases: cisteina, histidina e asparagina. A caixa evidencia o provavel
loop, de acordo com a sequéncia caracterizada para C. maculatus (Koo et al., 2008).
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Assim como S. levis o besouro Callosobruchus maculatus produz
fundamentalmente catepsina L como a principal enzima digestiva para a degradacéao
de proteinas no intestino (Kitch e Murdock, 1986; Zhu-Salzman et al., 2003). Quando
desafiado com um inibidor de cisteino peptidases, a cistatina N da soja, as larvas de
C. maculatus sao capazes de reajustar a expressao de suas enzimas digestivas, e
passam a produzir a catepsina B1 em taxas muito mais elevadas. Essa catepsina B
€ insensivel ao inibidor, provavelmente devido a preseng¢a do loop que impede o
acesso do inibidor ao sitio ativo, e constitui uma enzima do sistema de contra-defesa

do inseto a fatores anti-nutricionais (Koo et al., 2008).

O perfil de transcricdo observado para a catepsina B de S. levis € similar ao
da catepsina B de C. maculatus, com padrao de expressido crescente durante as
fases de desenvolvimento larvais e praticamente nula nas pupas. O efeito sinérgico
da administragdo simultdnea de inibidores para ambas as classes de enzimas
digestivas, catepsinas L e B, pode sobrepor-se a plasticidade dos mecanismos de

contra-defesa do inseto levando-o a morte logo nos primeiros estagios larvais.

O perfil das peptidases digestivas identificadas a partir do transcriptoma
(Tabela 1.1) e também por qRT-PCR (Figura 1.7) apontam a catepsina B de S. levis
como a segunda classe de peptidase mais abundante no intestino do inseto. Nas
estratégias de controle visando a inibicdo da atividade peptidasica deve ser
considerada a utilizagdo sinérgica de inibidores contra as catepsinas B e L como
uma alternativa, caso o inseto seja capaz de adaptar-se a presenga de um inibidor.
No proximo capitulo é relatada a poténcia do inibidor cistatinico CaneCPI-4 contra a
catepsina L recombinante, que em adicdo também mostrou-se eficiente contra
catepsina B humana (Gianotti et al., 2008). Considerando essas especificidades, a
CaneCPI-4 pode apresentar atividade sinérgica, in vivo, contra as duas classes de

peptidases mais abundantes no intestino de S. levis.

1.3.5.2 Serino peptidases

A deteccao de ESTs da serino peptidase no intestino posterior é controversa,
desde que essa regido € normalmente revestida por quitina. A agado de serino
peptidases é relatada no final do intestino médio de Tenebrio molitor (Vinokurov et
al., 2006, Prabhakar et al., 2007) e Tribolium castaneum (Vinokurov et al., 2009),
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ambos insetos da familia Tenebrionidae. Para Costelytra zealandica (Coleoptera:
Scarabaeidae) a atividade de serino peptidases foi também detectada no intestino
posterior, ainda que diminuida 15 vezes em relacdo a atividade detectada no
intestino médio (Gatehouse et al., 2009). Em Rhyzopertha dominica (Coleoptera:
Bostrichidae) 16% da atividade total de tripsinas foi detectada no intestino posterior
de insetos adultos, mas os autores atribuiram essa atividade ao fluxo de enzimas

provenientes do intestino médio (Zhu e Baker, 1999).

Curiosamente, na analise de atividade das tripsinas a partir das fragdes do
intestino de S. levis, a atividade maxima dessas enzimas foi verificada em pH acima
de 8,0. A deteccao da atividade decrescente de tripsinas ao longo do conteudo do
intestino médio é incongruente com os valores de pH observados ao longo do
intestino médio das larvas de S. levis que variam de 5,5 na regido anterior (V1) a 7,6
na regiao posterior (V4) (Soares-Costa et al., 2011), mas essa distribuicdo pode
ainda ser justificada pelo fluxo das enzimas nos espagos endo e ectoperitroficos,

relacionado a reciclagem das mesmas (Terra e Ferreira, 2011).

Nesse sentido, o aparente artefato da detecgcdo da expressdo da tripsina
analisada no intestino posterior, onde o pH deve ser mais elevado, ganha uma
sustentagao fisiolégica para a ocorréncia atipica dessa enzima. Ainda, a néao
deteccdo desses transcritos no intestino médio exclui a possibilidade de
contaminagcao entre os tecidos. No entanto, a suposi¢cdo de que a tripsina mais
abundante de S. levis, correspondente ao contig 111, seja de fato produzida no
intestino posterior é indicada exclusivamente pelos resultados de qRT-PCR, o que
nao exclui a possibilidade de atuacéao intracelular. Pelo fato do intestino posterior de
insetos ser geralmente revestido por quitina, outros estudos como a
imunolocalizagdo da enzima sao necessarios para confirmar a atuagao digestiva

dessa tripsina.

Além disso, os primers utilizados para as analises de expressdo génica da
serino peptidase sdo especificos para o contig 111, o mais abundante dentre as
serino peptidases identificadas, que é formado por 7 sequéncias que codificam uma
tripsina. O padréo de transcricdo nao foi analisado para os outros dois contigs,
formados por 6 e 3 ESTs (contigs 128 e 200, respectivamente), que codificam

quimotripsinas (Figura 1.8B). Outras 12 sequéncias unicas e um contig contendo
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duas sequéncias de serino peptidases nédo foram sequenciados por completo e

caracterizados.

¢111 nQ7 S_tripsina 1 v II\IL AAT LGL APEG KKE VAY V L GG - G NT\.’SIS PYQ L RDG
¢128 n06 S|_quimotripsina 2 VLI V(S SVAF DSFI MYPA VDFSNSTGL V AEIHNAARN PYQ RLVQNNMLY
<200 n03 SI_quimotripsina 3 VVLV[E LNAAL -DSF - QPS YPV RKFDNST - LEVUsS QNAERN FALIVS|SRR-QLSVVY

[R—

-
c111 n07 S|_tripsina 1 VAARTILTV\.’K SVIPKVSQLS S -ARN G AVITATGLT RDC
¢128 n06 SI_quimotripsina 2 LSQRWVLTEWN AT SRYS - lLLatr IRNQQTVAVSQI MPGG
¢200 n03 SI_quimotripsina 3 VHPSWVVSLVLIYTAGYG - ILLGT ISNQQTVNVERI PGF'GG
| \

| |
¢111 n07 Sl_tripsina 1 LLCSPDY AVAF STS AL AAG AAS APANA A TNGIV A---TSEGGLGSF LRS
c128 n06 SI_quimotripsina2 NVVAAN - SL LR ASLLSY DNQP L PT.- VPS T -AVYV SLGPPYNNAPSNL(IF - -

¢200 n03 SI_quimotripsina3 NRVSPD - ATKLNY -YNURP - [HA[S ATSK -REE-AVL SLGPPSNTAPDNLI[eY - -

250
| |

| | I
c¢111 n07 S|_tripsina 1 VFNTVN T IY D IITTRTIAGVAA GGR S GDSGGP
¢128 n06 SI_guimotripsina 2 \I | LAKAQ[H ASVIASIS ANNPFRSALNVTTNIRSNSRE \UCHIG DS GG PRy YTP
¢200 n03 S|_quimotripsina 3 I YPQEQ[YNDLITSVS[EIPNNPFVAELNV[TVPRSETSSEG|A[4S el efefi]L VH YTP

, A

c¢111 n07 S|_tripsina 1 ARA ASI PGRT I RT -
¢128 n06 SI_guimotripsina 2 G N F' VETAA I AQ T N N L F
¢200 n03 SI_guimotripsina 3 FL S AK\IYAYD LVELISNGEIQ
Figura 1.8B: Alinhamento das sequéncias de proteinas dos contigs de serino peptidases identificados na
biblioteca de larvas de S. levis. O contig 111 é formado por 7 sequéncias e codifica uma provavel tripsina. A
caixa pontilhada corresponde a extremldade N-terminal conservada das tripsinas (IVGG). Os residuos do sitio
ativo das serlno peptidases, histidina (HIS ) e acido aspartico (Aspmz) sdo indicados por um asterisco e a serina
reativa (Ser ) é |nd|cada por uma cabega de seta. A seta e a caixa branca indicam o residuo conservado de
acido aspartico (Asp 9) que confere especificidade as tripsinas, que é substituido por uma serina, glicina ou

tirosina nas quimiotripsinas (Terra e Ferreira, 2011). Os residuos idénticos sdo marcados em caixas escuras e
aqueles conservados s&o indicados em caixas cinza.

Nas analises de atividade de serino peptidases no intestino das larvas de S.
levis, previamente relatadas por Soares-Costa e colaboradores (2011) foi detectada
a atividade de, ao menos, duas tripsinas e nenhuma atividade consideravel de
quimotripsinas. Os resultados obtidos a partir da analise da biblioteca de S. levis
indicam que, muito provavelmente, ao menos uma outra tripsina digestiva deve ser
codificada por um dos singlets de serino peptidases. Ainda, os dois contigs que
codificam quimotripsinas podem nao codificar enzimas de fato digestivas, uma vez
que a atividade dessas enzimas nao foi detectada anteriormente no intestino médio
das larvas de S. levis. Estudos mais detalhados, como imunolocalizagdo ou mesmo
gRT-PCR, sdo necessarios para a confirmacao da funcido dessas serino peptidases

identificadas no transcriptoma.

1.3.5.3 Catepsina D

A catepsina D é a aspartil protease mais estudada em artrépodes e pode

participar da protedlise intra ou extracelular (Lenarcic et al., 1991; Terra e Ferreira,
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1994). Essas enzimas tém preferéncia por pH acido variando entre 3 e 5, e 0
mecanismo de catalise é baseado em dois residuos de aspartato no sitio ativo. A
atuagao da catepsina D nos processos fisiologicos dos insetos € muito ampla: na
mosca do mediterraneo (Ceratitis capitata) promove a histélise do corpo gorduroso
(Rabossi et al., 2004). No bicho da seda (Bombyx mori) esta relacionada a apoptose
e a muda do estagio de larva para pupa (Gui et al., 2006). Em mosquitos, modula a
producao e degradacgao da vitelogenina (Cho e Raikhel, 1992), e atua na digestédo de
proteinas presente no sangue ingerido por acaros e carrapatos (Boldbaatar et al.,
2006).

Em coledpteros a catepsina D pode ser secretada no intestino médio de
diversas espécies, especialmente daquelas que produzem essencialmente cisteino
proteases como principal enzima digestiva (Silva e Xavier-Filho, 1991; Brunelle et
al., 1999). Foi demonstrado que a catepsina D encontrada no intestino do besouro
do Colorado (Leptinotarsa decemlineata) tem a capacidade de iniciar a hidrolise de
um inibidor de cisteino peptidases adicionado a dieta. A completa digestdo do
inibidor, cistatina da soja, se da pela agao de cisteino e serino peptidases que atuam

apos a clivagem inicial promovida pela catepsina D (Brunelle et al., 1999).

Em C. maculatus, as aspartil peptidases tipo catepsina D sdo encontradas no
extrato do intestino representando aproximadamente 10% do total de atividade
proteolitica (Kitch e Murdock, 1986; Ahn e Zhu-Salzman 2009). Nesse inseto, essas
peptidases também sao relatadas como enzimas relacionadas a resposta adaptativa
induzida pela adicdo de inibidores de cisteino peptidases (Ahn e Zhu-Salzman,
2009).

A atividade de aspartil peptidases tipo catepsina D também foi detectada no
intestino das larvas de T. castaneum (Blanco-Labra et al., 1996), porém em um
estudo mais recente foi constatado que essa atividade proteolitica detectada em
extratos do intestino € decorrente da liberacdo de aspartil peptidases intracelulares,
e nao digestivas (Vinokurov et al., 2009). Em Tenebrio molitor, a existéncia de
aspartil peptidases digestivas também é improvavel (Terra e Christofoletti,1996;
Vinokurov et al., 2006).

O perfil de transcrigdo génica identificado para a catepsina D de S. levis difere
completamente daqueles observados para as outras enzimas analisadas. A

deteccdo de transcritos dessa enzima em todos os tecidos e durante todo o
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desenvolvimento do inseto sugere fortemente a atuacdo dessa aspartil peptidase de
S. levis em processos nao digestivos, assim como identificado para T. molitor e T.
castaneum. Na figura 1.9A é indicado o alinhamento entre a sequéncia de
aminoacidos da catepsina D de S. levis com as proteinas homodlogas de outros
insetos, incluindo as catepsinas D caracterizadas como enzimas digestivas em
Musca domestica (Diptera) (Padilha et al., 2009).

i | oV 0 | T | 7 7 1
S| Gath_D TFILLVALAAANCETLHRVQLVKGKSVRNTLREVGTHVQQVRLR PMTRlYLDAQ TR
BAH24176 [Sitophilus zeamais] LGLLFFVLSAANCEDFVRVSLTKGKSVRNTLRDVGTHVQQVKLR rMT[¥LDACQ T3
XP_966517 [T. castaneum] LRSSVIFFIVCVLVANAFVRVPLYKVKSARRSLQEVGTHVAQQVR PMsllvLbAa N[
ACO56332 [C. maculatus] FLCALVAVNCEFHRIPLYKFKSIRRTFQEVGTDVSQVVLNGNKY PMsll¥LDAQ T3
XP_001600543 [N. vitripennis] RLVFLASLCLAFVTADVLRVPLYRVKSARRTLQEVGTELHQIKL sfllvLbaa sl3
ABMB9086 AspMDO1 [Mdomestica] MIKFVILLSLVSLLLPESFAEEKLIRVPIQKIKSARKHFYEVGTELQQLRLT sffivLbaq T3
ABMBO085 AspMDO2 [Mdomestica] - - -MWKLCVVLWS ALLLAEATLVQVP I TKVKETKSKANE | RKLKAKYGGTPK FRlyvbDs ur
ABL84270 AspMDO3 [Mdomestica] - -MLKSLGMLA | VLAVATADVVRVP | HRHENFVKTSKD I RSEKAVLRSKYNL Efls LNMK] T3
110 120 ' 130 150 160
| . . |
S| Cath D LL KiID s s K STYK\LN TEFLA STTLT\!" DVaQVKcQT
BAH24176 [Sitophilus zeamais] LL KMDATKEISTYKEN[ETEFA STRISLSVGSVQVKDQT
XP_866517 [T. castaneum] LL KRDS SQFKTYKKN[ETDF A ST VTV LKvVaQaaQT
ACO56332 [C. maculatus] LL KRDSSKEISTYKKN[ET AFA STPRIHVSF LKVENQT
XP_001600543 [N. vitripennis] LLERIkR{ps RKElks YK an[TDF S sTEVVT I AGVDVKDTT
ABMB9086 AspMDO1 [M.d tica] LM KMDATKEIKT FKQN[HTEF A STEITVNI LDIKDQT
ABMB9085 AspMDO2 [M.domestica) ENGRITR{DP s ABJSTHVKK[JESFs VE[B]T VDVEGLKIKKQV
ABL84270 AspMDO3 [M.domestica] KKEMcNMNHD DS TY VKNEEL 1S saJDVTVEGLT IKNQV
190 | 2(IJO | 210 | | ??0
S| _Cath D PIcTE@VFHN ! NEIN@V ADS V Y[@AN I BF N YRIEES F
BAH24176 [Sitophilus zeamais] PICWTIIVFEY N | DeIN[RV AAP | Y RN | [*JP N YRE[€ID F
XP_966517 [T. castaneum] BlcMTVEY N ofjn@vaaPV v [Wn I P A HK[ED F
ACO56332 [C. maculatus] PICHWPIVFY NV SEHKIRVSQP V Y RN L K A HYJK[EIE F
XP_001600543 [N. vitripennis] PIGMIPIAVEY NV KEINRVPQP | Y RN M [®JS AHRAT[€ID F
ABMB9086 AspMDO1 [M.domestica) Bl dr Fy Allly E[lcM1 saP 1 v [Wn I P D HNT[ElD F
ABMB9085 AspMDO02 [M.domestica] PIDMTAPWY Nl | S(elHI®R]| SEK V| ALY M PJDR YR4E[€ID F
ABL84270 AspMDO3 [M.domestica] BiniMviEde Fy nilF AllcMvD Anm LN ] MssLMTED

250 ZTD 270 * 280 2‘:"10 | 3?0 | 3}0 Sfﬂ
S| _Cath_D TRILPRIDRE ARRUIF KMSS VAVS -GQT FCS EAINKA ATAIIN-GEYF | DgNS K1
BAH24176 [Sitophilus zeamais] TRALPYIDRQ ApQUIMIF KMDS VQVA -DQSLCK AALNKA ASAIVG-GEY | VD8NS Kl
XP_966517 [T. castaneum] TRYLSNIDRQ ARQU[eIF KMDS | SV KNTFCAN QG I NKA ATP IV EYMVD[eN L L1
ACO56332 [C. maculatus] TRILPNIDRQ ARRUIF KMDKVQVGPETTLCAK KAITNKA ATPIM EYLVSHHES T
XP_001600543 [N. vitripennis] TRVPNISRK ARRUIEIF KMDK I T I DKLFCEN EG I NKK| ATPIVA EAMVS[HD A TI
ABME9086 AspMDO1 [Mdomestica] TRIL PRUT RK ARRIel | KMDS ASM DLKCAK TS INQA| TPIMG -GQYMVAHE D v
ABMB9085 AspMDO02 [Mdomestica] HRAVPEISEQGEAMEIFEMAE AHVN VRICDR EE I QKE]| ATFSYDTYEYMLD[#S K Vv
ABL84270 AspMD03 [M.domestica) TRAVPNISSQGRAV[EIFEVTSGA LK QS I CDN NTLNAE ATYNEDDGNYY VD[egs A DV

3:‘50 | S‘IU | 350 | 360 3?0
SI_Cath_D DFNL QVIRTINEGEDQVLKVTELGQT T®L F LDVPAFI'A P N N[HVER@AT LYK R
BAH24176 [Sitophilus zeamais] NITL NLIJTINECEDQVLKVSELGQVT[I JLCLIDVPAPAGP N N[Vl AT LIK R
XP_966517 [T. castaneum] DFTL KNIGTINEGC KDRgVLRVAQMGKT |[&L @MG IIDIPPPNGP NN[HVRFAVEYA - -
ACO56332 [C. maculatus] NFVL KPIJAIMEGC KDjdl LRVSQAGQT L[=L @M G IDIPPPNGP N N[JVIeRNEFIY - -
XP_001600543 [N. vitripennis] DF VYV KKESIQKCEDQVLKVSQFGKT | [l AMG IIDIPPPNGP ND[ | RN EYK - -
ABME9086 AspMDO1 [M.domestica] K F VL KT JEINEGCKDRJVLR I AQMGKT | [sqL MG IIDIPPPNGP ND[HVERN | BYK - -
ABME9085 AspMDO2 [Mdomestica] T FRL[EDC TIGTINEC RDRJV I KS -DD - - NQESEAIY - E -|D TDF - - LGDVFIGQ4Y T FDERSIIREIG F A[SA |4
ABL84270 AspMDO03 [M.domestica] TFVI TTIETINP ASARQI VTV -DG - - - N[9MEJSIAT YM|- -GTDF - [N RN NIK YREE VI F ANNGIVERNE LYY -

Figura 1.9A: Alinhamento entre a catepsina D de S. levis e outras aspartil peptidases de insetos. As
caixas escuras mostram os aminodcidos idénticos e as caixas cinza indicam os aminoacidos em sitios
conservados, que apresentam caracteristicas similares. A seta indica o provavel peptideo sinal da S/-
CathD e a cabega de seta o provavel sitio de N-glicosilacao (Asn12 ). Os asteriscos indicam os
residuos de aspartato (D) do sitio ativo dessas enzimas, enquanto a caixa sem preenchimento
evidencia a presenca do loop de prolinas "DxPxPx(G/A)P", caracteristico das catepsinas lisossomais
descrito por Padilha e colaboradores (2009).

As catepsinas D digestivas CAD 2 e CAD 3 de M. domestica nao possuem um
loop de prolinas "DxPxPx(G/A)P", caracteristico das catepsinas lisossomais descrito
por Padilha e colaboradores (2009), que é evidente em todas as outras catepsinas D
de insetos, incluindo a CAD 1 de M. domestica e a catepsina D de S. levis (Figura
1.9A). Essa assinatura reforca a observagao feita a partir das analises de RT-PCR

da catepsina D de S. levis, e também a auséncia da atividade de aspartil peptidases
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nos ensaios de caracterizacdo enzimatica utilizando as fragbes de conteudo do

intestino (Soares-Costa et al., 2011).

1.3.6 Digestao de proteinas e a variabilidade de S/-CathLs

Dentre as provaveis enzimas digestivas identificadas no transcriptoma,
67,35% dos ESTs estao relacionados a digestdo de proteinas que é fundamentada
pela atividade de diversas variantes de cisteino peptidases do tipo catepsinas L
(54,29%). Em uma anadlise manual e mais detalhada das catepsinas L que foram
agrupadas inicialmente em 7 contigs, foi possivel a identificacdo de ao menos 32
variantes protéicas das SI/-CathLs, baseando-se apenas na comparagdo das
extremidades 5' dos cDNAs, correspondente a aproximadamente 136 aminoacidos
da regido N-terminal das proteinas codificadas. Essas enzimas foram agrupadas em
3 grandes classes, de acordo com a similaridade com a variante mais abundante da
SI-CathL 1, correspondente a enzima recombinante caracterizada no capitulo 2, e a

distribuicao dessas variantes € indicada na tabela 1.2.

Tabela 1.2: Variantes da S/-CathL indicadas de acordo com a abundancia de ESTs e variantes de
proteinas identificadas em cada contig a partir da analise manual.

Classe Contig ESTs (N) Clusters de ESTs Variantes protéicas
13 261 32 12
14 2 1 1
Sl-CathL 1 16 1 1 1
17 1 1 1
15 44 8 7
SI-CathL 2 63 % 2 3
33 26 4 3
SI-CathL 3 34 5 1 1
35 21 3 3

Para a divisdo das catepsinas elas foram classificadas de acordo com a
similaridade da sequéncia de proteina com a rS/-CathL, que codifica a variante mais
abundante das catepsinas, formada por 107 sequéncias que compdem a variante
protéica mais abundante do contig 13. As catepsinas classificadas como S/-CathL 1
apresentam similaridade maior que 90% na sequéncia de aminoacidos com a rS/-
CathL, enquanto as S/-CathL 2 e SI-CathL 3 compartilham mais de 75% e 45% de
identidade de sequéncia protéica, respectivamente, com a enzima mais abundante

identificada. A analise inicial das catepsinas no programa dCAS gerou os 7 contigs
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que sao mostrados na tabela 1.3. O alinhamento entre as sequéncias completas das
proteinas obtidas para cada um dos clusters € mostrado na figura 1.9B. A cabeca de
seta indica o residuo de cisteina do sitio ativo da enzima, que em uma das variantes

da S/-CathL 3 é substituido por uma serina.

10 40

A R L | .
13_1n107 ¢13 rSI-CathL 1 Sig! LAS L[V Q A E A
13_3 n050 c05 SI-CathL 1b Sig! LAS LRV Q A E A
14__n002___ Sl-CathL 1 Sig! LAS LRV Q A E A
16__n001___ SlCathL 1 Sig! LVvVS LRV Q A E A
17__n001___ Sl-CathL 1 Sig! LFS LAV Q A E A
63_3 n005 c01 SI-CathL 2 GIgl LASL[NI Q Al E A
15_7 n001 c01 SI|-CathL 2 S| LAS LRV Q Al K Al
33_1n015¢c02 SI-CathL 3 TV AFAARY E L ET
34__n005___ SlCathL3 TV AFAARYV E L ET
35_1n012c01 SI-CathL 3 TIHVAFAA[RY EL ET

1
80 90 110
|

13_1n107 ¢c13 rSI-CathL 1 K| KAMBATQV AD[EVS VIJES IDIRSRNVVTP I
13_3 n050 c05 SI-CathL 1b K KAMSATQV AD[EVS VIJES I DfRSRNVVTP I
14__n002___ Sl-CathL 1 K| KAMIBATQV AD[EVSVIJES IDIRSRNVVTP I
16__n001___ Sl-CathL 1 K| KAMSATQV AD[EIVS VIHJE S I DJRSRNVVTP I
17__n001___ Sl-CathL 1 K| KAL[RATQYV AD[EVS VIJES IDIRSRNVVTP I
63_3 n005 c01 SI-CathL 2 K| KAMIBATQ A ADEVS VIJE AI NJJIKSKNAVT AV
15_7 n001 ¢c01 SI-CathL 2 K| KVM[BATQV AD[VS V[dKA I DI RSYKAVTD I
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Figura 1.9B: Alinhamento entre as sequéncias completas de algumas das variantes das S/-CathLs 1,
2 e 3. Todas as variantes tem o peptideo sinal identificado para a S/-CathL e também a pro regido
com o motivo inibitério de catepsinas L (E*R*F°N>’I°’N°®") conservados indicados pelas caixas
seccionadas cinza e preta, respectivamente. A seta aponta o sitio de clivagem da pré—regiéo
identificado para a rSI-CathL e a cabecga de seta indica o residuo de cisteina do sitio ativo (Cys 38),
que é substituido por uma serina em uma das variantes do contig 35. A nomenclatura das variantes
segue o padrdo da primeira sequéncia do alinhamento correspondente a rS/-CathL (GenBank:
ACK38176) a mais abundante entre todas as catepsinas L identificadas: pertencente ao contig 13
(13), variante protéica 1 (_1) codificada por 107 sequéncias (n107), distribuidas em 13 clusters de
cDNA (c13).

A partir da analise do genoma de T. castaneum foi verificada a expansédo das
cisteino peptidases C1, que incluem catepsinas B e L, em cinco familias divididas

em quatro grandes clusters (Richards et al., 2008). Nas analises iniciais de anotacao

do genoma de T. castaneum foram identificados 165 genes que codificam serino
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peptidases, 25 para cisteino peptidases e outros 12 para carboxipeptidases
(Prabhakar et al., 2007). A grande representagcdo quantitativa, assim como a
diversidade de peptidases identificadas em transcriptomas do intestino de outros
besouros, como identificado para Tenebrio molitor (Prabhakar et al., 2007) e
Chrysomela tremulae (Pauchet et al., 2009) ndo é diferente da diversidade de
catepsinas L observadas no transcriptoma das larvas de S. levis e reforca a

importancia dessas peptidases nos processos digestivos das larvas de coledpteros.

Curiosamente, a maioria dessas catepsinas B identificadas no genoma de T.
castaneum apresentam mutagdes em residuos relacionados a atividade catalitica
que é associada com a perda da atividade catalitica (Richards et al., 2008). Contudo,
essas variantes também foram identificadas no transcriptoma o que indica que essas
peptidases desempenham alguma fungcdo, como por exemplo, a atuagdo em
mecanismos de defesa contra inibidores de cisteino peptidases (Morris et al., 2009).
No transcriptoma de S. levis também foram identificadas variantes abundantes da

SI-CathL 3, com a cisteina do sitio ativo substituida por uma serina (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Alinhamento entre os fragmentos N-terminais das variantes das S/-CathLs 1, 2 e 3. O
grupo correspondente a S/-CathL 2 esta ressaltado com uma caixa seccionada horizontal preta. As
sequéncias acima dessa caixa correspondem as variantes da S/-CathL 1, e aquelas abaixo da caixa
sdo as variantes da Sl-CathL 3. Todas as variantes possuem o motivo conservado E**R*F*N**°"N®'
da pré-regido inibitéria, o que esta destacado na primeira se¢cao do alinhamento. A cabega de seta
indica o residuo de cisteina (Cysm) do sitio ativo conservado, com excegéo das trés variantes da S/-
CathL 3 pertencentes ao contig 35, nas quais a caixa vermelha indica a mutagéo para o residuo de
serina. O asterisco aponta o residuo de glutamina (Gln132) conservado, também envolvido no
mecanismo de catalise.

No alinhamento entre as sequéncias completas das variantes da S/-CathL,
indicado na figura 1.9, é possivel verificar que os residuos de asparagina e histidina
que compdem a triade catalitica da S/-CathL s&o conservados entre todas as
variantes. Apesar das mutagdes observadas no residuo reativo de cisteina das
sequéncias da S/-CathL 3 que formam o contig 35 aparentemente implicarem na
perda de funcionalidade da enzima, estudos mais detalhados sado necessarios para

confirmar a perda da atividade assim como a fungédo dessas variantes.

O resultado do experimento desenhado para verificar a expressao diferencial
das sequéncias de S/-CathLs provenientes das bibliotecas de insetos cultivados em
dieta artificial e no campo é indicado na figura 1.11. Foram utilizadas 58 sequéncias
provenientes de cada tratamento. As sequéncias provenientes da analise do
transcriptoma das larvas também sado incluidas nessa analise e as frequéncias
dessas variantes sao indicadas na figura (n). O agrupamento das sequéncias
realizado pelo método de Neighbor Joining facilitou a identificagdo de sequéncias
similares, que aponta a provavel expressao diferencial de variantes da S/-CathL 2
nas diferentes dietas. Em funcao do reduzido numero de clones analisados, analises
de gRT-PCR sao necessarias para confirmar as diferengas nos niveis de expressao

encontradas a partir da analise dessas bibliotecas.

O ramo destacado em vermelho corresponde as variantes da S/-CathL 2
abundantemente produzidas em condi¢des de dieta natural do inseto, alimentando-
se de cana-de-agucar. O ramo em azul evidencia outra variante da S/-CathL 2
também identificada na biblioteca, ndo tdo abundante, que €& aparentemente
transcrita preferencialmente em condi¢cbes de dieta artificial. Cabe ainda destacar
que, a partir do sequenciamento dos clones provenientes dessas bibliotecas de SI-
CathL, novas variantes da enzima foram identificadas, as quais nao foram

encontradas na biblioteca da qual milhares de clones foram sequenciados.
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Figura 1.11: Agrupamento das S/-CathLs baseando-se na similaridade da regido N-terminal das
proteinas. As sequéncias obtidas em condicdo de dieta artificial estdo indicadas como “lab” enquanto
o termo "campo" é utilizado para as sequéncias provenientes do tratamento em condicdes de dieta
natural. A analise de similaridade indica a abundancia de variantes da S/-CathL 2 preferencialmente
transcritas em condi¢des de dieta natural, indicadas no ramo vermelho. Os clusters de S/-CathL mais
abundantes do transcriptoma sao indicados pelos ramos mais espessos, em preto.

E conhecido que as plantas produzem diversos inibidores protéicos contra as
peptidases digestivas de insetos. Como proteinas de defesa, esses inibidores
dificultam a digestdo de proteinas por meio da diminuicdo da disponibilidade das
enzimas digestivas, impedindo a sintese de proteinas essenciais para o

desenvolvimento e reprodugdo de parasitas ou predadores (Broadway e Duffey,

1986; Lawrence e Koundal, 2002).
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A grande diversidade de variantes de peptidases encontradas nos insetos
esta certamente relacionada a capacidade de remodelamento do sistema digestivo
pela produgao de peptidases insensiveis a esses inibidores, como detectado para as
serino peptidases dos lepidépteros Helicoverpa armigera (Bown et al. 1997) e
Spodoptera frugiperda (Paulillo et al., 2000). O mesmo foi relatado para as larvas do
besouro Tribolium castaneum que, quando desafiadas com inibidores de cisteino
peptidases, sdo capazes de remodelar a produgao das enzimas cisteino peptidases
digestivas, produzindo fundamentalmente serino peptidases insensiveis aos
inibidores (Oppert et al., 2005).

Apesar dessa plasticidade do sistema digestivo dos insetos dificultar as
estratégias de protecédo contra insetos que envolvem a expresséo de inibidores de
peptidases em plantas (Jongsma et al., 1995; Zhu-Salzman et al., 2003; Gruden et
al., 2004), essa abordagem ainda sim tem se mostrado uma eficiente abordagem
para o desenvolvimento de culturas resistentes a insetos praga (Leplé et al., 1995;
Lawrence e Koundal, 2002; Haq et al., 2004). Nesse sentido, a identificacdo das
principais classes de peptidases digestivas pela abordagem transcriptbmica é
fundamental para o delineamento de estratégias de controle adequadas para o

controle de insetos.

1.3.7 Digestao de carboidratos
1.3.7.1 Enzimas de degradacao de parede celular (PCWDE)

Uma ampla variedade de enzimas de degradacdo de polissacarideos foi
detectada no transcriptoma. Foram identificadas outras enzimas, que vao muito além
das de amilases e maltases cujas atividades ja eram conhecidas como importantes
para a digestao de carboidratos nas larvas do inseto (Soares-Costa et al, 2011). As
glicosil hidrolases identificadas tipo celulases e pectinases tomaram nossa atencgao,
pois a atuac&o dessas enzimas (PCWDE - Plant Cell Wall Degrading Enzymes) no
processo de degradagao de parede celular ou vegetal pode ser fundamental para

aumentar a eficiéncia da digestao de Sphenophorus levis.

Na figura 1.12 essas enzimas (PCWDE) sao destacadas em cinza, junto com
uma invertase. As demais enzimas relacionadas a digestao de carboidratos também

sdo indicadas em cinza, aquelas relacionadas a digestdo de proteinas e lipideos séo
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destacadas em verde e laranja, respectivamente. Apesar da maior contribuicdo de
transcritos que codificam peptidases, as glicosidases sao mais diversas no que diz

respeito as classes de enzimas.

SI-CathL 3
7,07%

Si-CathL 2
9,25%I

Catepsina B * 6,12%

Alfa-amilase 5,71%

i H * 0,
Sl-CathL 1% Serino peptidase * 4,49%

37,96%_1

Similar a mucina 4,08%

Carboxilesterase 3,81%
Exoglucanase 3,67%

Chitinase 2,99%
Outras 2,86%
Beta-glucosidase 2,86%

Invertase* 0,41% Esterase * 2,04%

Serino
Outras proteinas carboxipeptidase
secretadas 0,68% 1,63%

Endoglucanase * 1,63%

Maltase 2,04%

Pectina metilesterase *
0,68%

Figura 1.12: Grafico indicando a contribuicdo das principais enzimas nos processos digestivo das
larvas de S. levis. As enzimas provavelmente envolvidas na degradacdo de parece celular sdo
destacadas, assim como a invertase.

Segundo Girard e Jouanin (1999), a digestao de polissacarideos por insetos
fitofagos pode ser altamente vantajosa pelo aumento da disponibilidade dos
nutrientes, especialmente no sentido de degradar as paredes celulares e ajudar
outras enzimas digestivas a acessar seus respectivos substratos, como por exemplo,

as peptidases descritas neste estudo.

Apesar da existéncia de diversos relatos da atividade dessas enzimas no
intestino de insetos, nenhum estudo havia provado a ocorréncia de celulases ou
pectinases no genoma de insetos. Além disso, o fato de micro-organismos
endossimbiontes de insetos serem capazes de produzir essas PCWDE tornava
duvidosa a origem dessas enzimas (Terra e Ferreira, 1994). Watanabe e
colaboradores (1998) relataram pela primeira vez a ocorréncia de celulases (GHF9)

no reino animal, identificadas no genoma do cupim Reticulitermes speratus. Em
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1999, Girard e Jouanin encontraram clones que codificavam celulases, xilanases e
pectinases em uma biblioteca intestinal do besouro fitéfago Phaedon cochleariae
(Chrisomelidae) e também comprovaram a origem desses genes, por analises de
Southern blot, abrindo um novo horizonte de perspectivas em relagado a importancia

desses genes nos processos de invasao e digestao inicial dos insetos fitéfagos.

Outra celulase também foi identificada, purificada e clonada do besouro
Psacothea hilaris (Cerambycidae) (Sugimura et al., 2003). No entanto, em ambos
trabalhos com coledpteros, ndo é relatado nenhum cuidado para evitar a
contaminagao microbidtica, e nos experimentos com P. cochleariae, larvas inteiras
foram utilizadas para os ensaios de hibridizacdo no genoma. No entanto, esses
resultados foram confirmados pela identificacdo de uma endoglucanase (GHF 45) no
genoma do besouro Apriona germari (Cerambycidae). O gene foi identificado em
analises de Southern blotting com DNA extraido de corpo gorduroso do inseto. Os
autores ainda clonaram o gene, expressaram e caracterizaram essa nova celulase

que foi a primeira comprovadamente identificada em coledpteros (Lee et al., 2004).

Apesar desses estudos, quando as primeiras sequéncias foram geradas a
partir deste estudo (2007), as andlises de similaridade das sequéncias génicas de
pectinases e principalmente celulases contra os depdsitos de diferentes bancos de
dados indicavam similaridades com sequéncias de micro-organismos, além das
poucas sequéncias depositadas de insetos. Nas analises contra o genoma de T.
castaneum e também Bombyx mori (2008), para nossa surpresa, nenhum gene

homologo foi identificado.

No periodo que compreende até a recente data, os maiores esfor¢gos deste
estudo foram voltados para a caracterizacdo enzimatica, localizacdo celular e
inibicdo da principal enzima digestiva identificada no transcriptoma produzida de
forma recombinante, a rS/-CathL, descrita no capitulo 2. Recentemente, os primeiros
estudos transcriptbmicos em larga escala de intestino de besouros, empregando
pirosequenciamento (Roche 454), evidenciaram que aquelas enzimas tipo PCWDE
sdo de fato produzidas por outros besouros como Chrysomela tremulae (Pauchet et
al., 2009) além de outras cinco espécies de besouros fitofagos (Pauchet et al.,
2010b) nas quais foram identificadas 167 novas PCWDE.

No transcriptoma das larvas de S. levis foram identificadas 4 sequéncias que

codificam wuma pectina metilesterase e outras 3 sequéncias para endo
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poligalacturonases. A auséncia de uma "exo" poligalacturonase, capaz de gerar
mondémeros de acido galacturbnico € mais uma evidéncia de que o papel dessas
enzimas esta relacionado a desestruturacdo da parede celular vegetal, e ndo a
obtencdo de energia. Também foram identificadas e sequenciadas por completo
duas variantes de uma B-1,4-endoglucanase (celulase, GH45) e uma [(-1,4-
exoglucanase (celulase, GH48). O alinhamento das sequéncias de proteina das
duas endoglucanases de S. levis com as celulases de outros coledpteros € indicado

na figura 1.13.

I 1I0 | 2ID | aID | 4I0 5\0 | 6\0 | 7ID

S_levis_Endo-Cell_a GH45 ==-=-MNYFIVLFIASAAVEA--YAWEKVVNGV QG TIREHRR I AAA QUS[HANIRSE | - - - KSGNPMIQA[HAAD
S_levis_Endo-Cell_b GH45 ----MKYFIVLFIASAAVGA--YAWEKVVNGYV QA SURERNAUN I QA[SWIKANY - - - KTGNPUUKS[4AAD
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Figura 1.13: Alinhamento das duas sequéncias de [-1,4-endoglucanases identificadas no
transcriptoma de S. levis com outras celulases (GH45) provenientes de coledpteros.

O grafico apresentado na figura 1.5 indica a expressdo da [-1,4-
endoglucanase (celulase) exclusivamente no intestino médio das larvas de S. levis.
O perfil de transcricdo durante o ciclo de vida do inseto € similar ao da S/-CathL
(Figura 1.6), o que reforca a atuagdo dessa PCWDE como uma enzima digestiva

acessoria.
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1.3.7.2 Identificagdo de uma invertase no transcriptoma de S. /evis

Seguindo a mesma tendéncia das PCWDE, até muito recentemente a
existéncia de B-fructofuranosidases (invertases) ndo era conhecida no reino animal.
Assim como as a-glucosidases, as invertases atuam na hidrolise de sacarose. No
entanto, as ultimas atacam a ligagdo B da frutose, enquanto as a-glucosidases
promovem a hidrolise pela outra extremidade, nas ligagdes a da glicose e séao
amplamente encontradas no trato digestivo de insetos (Terra e Ferreira, 2011).
Apesar da aparente auséncia nos genomas eucariotos, a atividade de invertases
tem sido relatada em lepidopteros (Santos e Terra, 1986; Sumida et al., 1994;
Carneiro et al., 2004).

Os primeiros relatos da ocorréncia de transcritos de invertases em animais
foram em uma biblioteca intestinal de larvas de Helicoverpa armigera (Pauchet et al.,
2008), assim como em Bombyx mori, organismo no qual a enzima foi caracterizada e
imulocalizada no intestino e glandulas de seda das larvas (Daimon et al., 2008).
Posteriormente, uma nova invertase foi identificada no transcriptoma de larvas de
Manduca sexta (Pauchet et al., 2010a), todos insetos da ordem Lepidoptera. A
auséncia desses genes em outros organismos superiores, assim como a
similaridade com as invertases bacterianas indicam a provavel ocorréncia de um
evento de transferéncia horizontal para um ancestral comum desses insetos
(Pauchet et al., 2008; Daimon et al., 2008).

Em coledpteros, a atividade de invertases € erroneamente relatada em
trabalhos da década de 80, nos quais o termo invertase refere-se a quaisquer
enzimas com atividade hidrolitica sobre a sacarose, sem mengéo alguma a atividade
B-fructosidasica especifica. Para o nosso conhecimento, nenhum transcrito que
codifica uma invertase foi identificado em transcriptomas de coledpteros até o
presente. Além disso, foram realizadas analises para verificar a ocorréncia de um
gene homodlogo no genoma de T. castaneum, mas nenhum provavel transcrito ou
motivo conservado foram identificados. Dessa maneira, € relatada pela primeira vez
neste estudo a identificacdo de um EST que codifica uma invertase proveniente de

um coleoptero, o Sphenophorus levis.

O contig 198 é formado por trés sequéncias, que codificam a provavel -
fructofuranosidase, ou invertase, proveniente de Sphenophorus levis. Os transcritos

de cDNA apresentam UTRs 3' e 5', sinal de poliadenilagdo (AATAAA) e cauda poli-a,
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0 que indica que é de procedéncia eucariotica (Figura 1.14). A ORF de 1434 pb,
codifica uma proteina de 478 aminoacidos, que apresenta maior similaridade com as
invertases bacterianas. No entanto, as analises de codon usage (Anexo 1)
evidenciam que os cédons da invertase de S. levis sdo muito mais similares aqueles
preferencialmente identificados paras as peptidases digestivas do inseto do que os

codons observados para outras invertases bacterianas.
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Figura 1.14: Caracterizagcao da sequéncia de cDNA de um clone que codifica a invertase identificada
no transcriptoma de S. /levis. A: Sequéncia completa do cDNA da invertase e da enzima codificada.
Verifica-se a ocorréncia de regides nao transcritas (UTRs) 5' e 3', além do sinal de poli adenilagao
(aataaa) e da cauda poli-a, indicada em vermelho. B: Eletroferograma da regido UTR 3' do cDNA que
evidencia a ocorréncia da cauda poli-A caracteristica de RNAs mensageiros eucarioticos.

Apesar da baixa frequéncia dos transcritos da invertase na biblioteca de S.
levis (0,08%) em condi¢des de dieta artificial, a enzima esta sendo estudada em
detalhes em nosso laboratério pelo estudante de iniciagao cientifica Rafael Pedezzi.
A comprovagao da presenga da invertase no genoma de S. levis deve esclarecer a
importancia da mesma para os processos digestivos do inseto, desde que a média
do conteudo de sacarose em plantas de cana-de-agucar selecionadas chega até a

18,1% do total da biomassa vegetal (Papini-Terzi et al., 2009). O perfil de expresséo
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génica da invertase de S. levis, analisado por qRT-PCR e indicado na figura 1.6,
assemelha-se aquele obtido para outras enzimas digestivas. Além disso, na figura
1.5 é indicada a transcricdo da invertase exclusivamente no intestino médio das

larvas de S. levis.

Acredita-se que a ocorréncia da invertase no genoma de B. mori pode ter
relagdo com a capacidade de adaptagdo aos alcaldides sintetizados pelas
amoreiras, que mimetizam os agucares, atuando como inibidores especificos de a -
glucosidases (Daimon et al., 2008). Nesse sentido, a ocorréncia da invertase em S.
levis também poderia ser vantajosa visto que flavondides isolados do melago de
cana-de-agucar tem a capacidade de inibir a atividade de a-glucosidase e a-amilase
in vitro (Holt et al., 2003). O alinhamento da sequéncia completa da invertase
identificada no transcriptoma de S. levis, com outras invertases provenientes de

lepiddpteros e bactérias € indicado na figura 1.15.
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Bombyx_mori_BAG30882 PHLEKED TTTLVIELQRIGT-RITMNJLEGI QDLRTDSVH -« - - - NGDLEPQQA I EFGP - TAEI ILQGCLDAKIELL | QGKEG- - -GLVTTVTWDPEVGKV I VN
Manduca_sexta_ACX49763 LPHPEDVDgw A1 TIMUAELKSSGN - RLLQQJLDEMLSLRNGSVH - - - - - NGSFNKDESLVFEK-TGELI INGDLEQKIELEIAGTNG- - -GNNIWIRWEPEVKKVVVD
Bombyx_meri_NP001118721 PHLEKEDG TTTLVQIELQRIGT-RITMNJLEGI QDLRTDSVH - - - - - NGDLEPQQAIEFGP-TAEI I LQGCLDQKIELL I QGKEG- - -GLVTTVTWDPEVGKV I VN
Citrobacter_freu._ZP08335719 ISPMP EQADG LTLPUEVTEAD TDQRLRMNJIKELESLRGPLHV - -WPVSELHNRTLMVEEQAHA | EVELSLDIARSSAEEYGIALG:----DGMRI|YVDSQAQRLVLD
Rahnella_aquatilis_AEX54718 SPMP EQQDG| LSLPHEL TATEDNRLQMR[JAKEVEALRQAWFP - .WPVSTLKNQQTLMADKGEAMEVVLHWDCANSDAEQYGLSLG- - - -QGLRVYVDTQMQRLVLE
Entercbacter_clo._YP004950363 SPMP EQQDG LSLPIELSVDG- RVRMKJAAEVTALRGS YYP - - TPYRCLNNQNVLVAADADAVEVQLAWDLSASTAEQFGIALG- - - -DGLRIYVDDQAGRLVVE
Escherichia_coli_ZP08356306 ISSMP EQQDG| LSLPJELS DG-RVRMK[JAAEVTALRGSYYP - - TPVRCLNNQNVLVAANADAVEVQLAWDLSASTAEQFGIALG----DGLRIYVDDQAGRLVVE
Klebsiella_oxytoca_AEX02088 ISP LPEQQDG| LsLP[IELSHSADNRLQMRJAKEVESMRGASFP - .WPVTTLKNQQTTMV ENCEAMEV | LHWDGLNSSAEQYGLSFG. - - - EGLRVYVDAQMQRLVLE
Bacillus_amylo._EHMO7266 ISEMP TKADG ALTLPQEL TISRODHKLLMNJVEETKQLRKMEYRECAGRSVSG- -SYLAKTPEDLLEVRAVFDVNDSDAETAGFKIRGLDEEELVLTYNLTDKKLTLD
Bacillus_lichenif_YP0&1250 SEMP TKADG LTLPEL TAKDGHK I LMN[JVEETKLLRGS EHHECDNQS ISG- - SYFIKTAEKLLEVVAVFDLTICSAETVGLKIRGIEQEETTIKYSLIDQKLTLD
50 460 an0 a0 400 500 510
| | | L | | | | | |
$_levis_Invertase RSYVNFNISKSSRNLKIDLKQP ISLD I FV[USERIVIEVFVNNCFGVLSSHI YPTDKDRELVVYSDSKLLKLNTYKIWRICE
Helicoverpa_armigera_ABU98615 RGGDDG- - VRRTKWRPEGN L Iwav LV[isEElv|
Manduca_sexta_aACX49762 RGGDDA - - IRRTHWDPRGHLKWT I F I [MAEE] |
Bombyx_mori_BAG30882 RSGE- - - - VRQVEWVP IGKTSWRLFLHAEEIL
Manduca_sexta_ACX49763 RGGD - - - - VRQVEWSP | GSRSWRLFLLACEIL]
Bombyx_mori_NP001119721 RSGE. - -« «VRQVEWVP I GKTSWRLF L[sA] L
Citrobacter_freu_ZP09335719 RRYPQHGLSG- YRSVPLPVGDRLDLRLF I[MsESV|
Rahnella_aqualilis_AEX54718 RRYPQYGLCG- TRSVPLVPGVPLVLRMF I[lsEEV|
Enterobacter_clo._YP004850363 RRYPQYSLEG-TRSIPLPADSVLSLRIFIDRREEIV
Escherichia_coli_ZP08356306 RRYPEYSLEG-TRSIPLPADSVLSLRIFI[LREEV|
Klebsiella_oxytoca_AEXD2098 RHYPQHGLCG- TRSVPLNEGADLKLR | FFHSEEIV|
Bacillus_amyle._EHM07266 CTKMG- - KDGVRRVRLDAN-GKLALRIFI[JR| I
Bacillus_lichenif _YP081250 CSKSGKARDGVRNVRLEAD- EKLTLHLFL[R| IEVFANHSEATM TS[{| YPKEGRAGI ELFSEKGNVRVEEFTYWTLKD IWKGDEAK- - - -

Figura 1.15: Alinhamento da sequéncia de proteina da invertase de S. levis com as invertases
homdlogas de lepidopteros e bactérias. Os provaveis residuos de aminoacidos conservados do sitio



49

ativo sao indicados por cabecas de seta. O asterisco indica outro residuo de aminoacido conservado,
também provavelmente envolvido na catalise, de acordo com o descrito para as invertases
caracterizadas de micro-organismos.

Os residuos de aminoacidos conservados provavelmente envolvidos na
catalise, de acordo com o descrito para as enzimas de micro-organismos, sao
também destacados na figura 1.15. A analise filogenética apresentada na figura 1.16
indica a maior semelhanga da invertase de S. levis com as enzimas de origem
bacteriana, o que reforca a teoria de aquisicdo desse gene por transferéncia
horizontal, como proposto para os lepidopteros (Daimon et al., 2008; Pauchet et al.,
2008; Pauchet et al., 2010a).
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Figura 1.16: Analise filogenética da invertase identificada na biblioteca de S. levis com outras
invertases provenientes de diversos organismos. A maior similaridade da sequéncia de S. levis com
invertases bacterianas reforca a teoria de aquisicdo desse gene por transferéncia horizontal, como
proposto para os lepiddpteros (Daimon et al., 2008; Pauchet et al., 2008). A anadlise foi conduzida no
programa Mega 5.05 utilizando o método de Neighbor Joining com 10.000 repeticdes. Os valores de
bootstrap sdo apresentados nos ramos da figura.
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1.3.8 Transcritos abundantes que codificam proteinas desconhecidas

Dois novos genes abundantes na biblioteca, Fat 1 (3,89%) e Fat 2 (2,76%)
que codificam variantes de uma mesma proteina também foram analisados por qRT-
PCR. As analises de similaridade contra os principais bancos de dados de proteinas,
GenBank, pFAM e UniProt indicam a auséncia de um dominio conservado ou
similaridade dessas provaveis novas proteinas codificadas com outras ja
conhecidas. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos dessas proteinas é
indicado na figura 1.17 e a alta similaridade entre elas sugere que essas variantes

de proteina podem desempenhar fungdes similares.
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Figura 1.17: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas pelos contigs 30
e 31, Fat 1 e Fat 2 respectivamente. A sequéncia completa da Fat 2 ainda nao foi determinada. A
seta indica o provavel peptideo sinal e os residuos de aminoacidos diferentes s&o indicados por
caixas.

Os padrdes de transcrigao para Fat 1 e 2 sdo muito similares e os indices de
transcricdo sao superiores ao da S/-CathL (Figura 1.18), o que reflete a abundancia
dos transcritos também observada no transcriptoma. Os perfis de transcrigdo ao
longo do desenvolvimento para esses genes s&o similares, porém levemente
atrasados em relagdo as enzimas digestivas, o que sugere a atuagdo como
provaveis proteinas de reserva. A sintese desses transcritos ocorre essencialmente
no corpo gorduroso (Figura 1.6) e é quase esgotada na fase de pupa, nao atingindo

novamente altos indices nos adultos.
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51



52

CAPITULO 2: EXPRESSAO RECOMBINANTE, LOCALIZAGAO E INIBICAO IN
VITRO DA CISTEINO PEPTIDASE INTESTINAL DE Sphenophorus levis (SI-
CathL)

Resumo

Considerando a predominancia das catepsinas L como enzimas digestivas
encontradas no transcriptoma (10,49% dos ESTs), e sua importancia na digestédo
para a larva do inseto, foi escolhido um clone de cDNA que codifica uma catepsina L
para a producdo recombinante da enzima, caracterizagdo cinética e ensaios de
inibicdo tendo em vista a enzima como um alvo para o combate ao inseto. A ORF de
972 pb codifica uma pré-pro-enzima, nomeada S/-CathL, homdloga a outras enzimas
digestivas do tipo catepsina L identificadas no intestino médio de outros coledpteros.
A expressao da proteina recombinante foi conduzida em Escherichia coli e também
na levedura metilotrofica Pichia pastoris. A produgédo da proteina recombinante em
células de E. coli ndo foi bem sucedida, no entanto, a rS/-CathL foi expressa em
células de P. pastoris e purificada na forma de pro-enzima com massa molecular
estimada de aproximadamente 42 kDa. A enzima recombinante foi auto ativada em
pH (5,0) e a enzima madura com massa molecular de 39 kDa apresentou acentuada
instabilidade térmica com atividade maxima em pH 6,0 a 37 °C. Anticorpos
policlonais anti-rSI-CathL foram produzidos em camundongos e mostraram-se
eficientes para a deteccado da enzima nativa do inseto. A analise imunohistoquimica
em secbes do intestino das larvas de S. levis revelou que a S/-CathL ocorre em
vesiculas de secregdo em toda a extensdo do intestino médio (V1-V4), confirmando
que esta enzima desempenha um papel importante na digestdo do intestino e que
constitui um alvo potencial para a inibi¢do in vivo, uma vez que a enzima pode ser
inibida diretamente pela adicdo de inibidores na dieta do inseto. O perfil de
expresséo identificado por RT-PCR por todo o ciclo biolégico do inseto indica que S/-
CathL é produzida principalmente na fase larval, com expressdo maxima em larvas
de 30 dias, quando a enzima é 1250 vezes mais transcrita em relagdo as pupas,
onde o menor nivel de expressao foi detectado. A analise de expressao tecido-
especifica apontou a producgédo da S/-CathL essencialmente no intestino médio das
larvas, confirmando o papel digestivo dessa enzima, assim como detectado nas
analises imunohistoquimicas. A eficiéncia catalitica da enzima recombinante foi
calculada utilizando diferentes substratos e a rS/-CathL mostrou preferéncia pela
hidrélise do substrato Z-Leu-Arg-AMC (keat / Km = 37,53 mM S™'; K, = 1,79 puM). Nos
ensaios de inibicdo contra quatro cistatinas recombinantes de cana-de-agucar, a S/-
CathL foi fortemente inibida pela cistatina CaneCPI-4 (K; = 0,196 nM). Além disso,
este inibidor ja se mostrou muito eficiente para a inibicdo de catepsina B, que
constitui a segunda classe de peptidases mais abundantes identificadas na
biblioteca. Esses resultados sugerem que a S/-CathL é um potencial alvo para o
controle do besouro S. levis e, também que, a construgdo de uma linhagem de cana-
de-agucar transgénica super produzindo este inibidor endoégeno, a CaneCPI-4,
poderia reduzir eficientemente os danos causados por este inseto.
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Palavras chave: Catepsina L, cisteino peptidase, canacistatinas, inibicdo, CaneCPI-

4, digestéo, intestino médio, imunolocalizagao.

2.1 Introducgao

A falta de um método eficiente e adequado para o controle do besouro
Sphenophorus levis, somada a importancia desse inseto para a agricultura brasileira,

nos motivou ao desenvolvimento de estratégias alternativas para o seu controle.

Devido ao habito de vida subterraneo o controle desta praga na agricultura é
extremamente dificil, tornando a aplicacdo de inseticidas ineficiente. Além disso,
seria interessante a utilizagao de estratégias mais adequadas de controle, visto que
os inseticidas sdo substéncias nocivas a outros organismos e ao meio ambiente.
Tendo em vista o problema e as dificuldades de controle encontradas nos 30 anos
da ocorréncia dessa praga, uma abordagem relacionada ao desenvolvimento de
plantas modificadas geneticamente se torna interessante, considerando que essa
estratégia tem oferecido varias possibilidades para o controle de insetos-praga
(Gatehouse et al., 1993; Jouanin et al., 2000).

Considerando que a alimentacdo e o desenvolvimento das larvas de S. levis
sao diretamente dependentes da protedlise digestiva no intestino, a utilizagédo de
inibidores de enzimas relacionadas a esta protedlise surge como alternativa para
aumentar a resisténcia das plantas a este inseto. Inibidores de peptidases
constituem um grupo de genes que tém sido utilizados com sucesso para aumentar
a resisténcia de culturas a insetos, gerando efeitos téxicos quando ingeridos por
diferentes espécies (Rahbé et al., 2003). Recentemente, a produgao de inibidores de
peptidases em plantas transgénicas tem se mostrado uma eficiente abordagem para
o desenvolvimento de culturas resistentes a insetos praga (Lawrence e Koundal,
2002; Haq et al., 2004).

As fitocistatinas compreendem inibidores de cisteino peptidases produzidos
por plantas (Margis et al., 1998) que atuam como inibidores reversiveis
(Abrahamson, 1993). A ingestdo desses inibidores impede a agdo das enzimas
digestivas, e a decorrente deficiéncia de aminoacidos na dieta interfere na sintese
de proteinas e desenvolvimento dos insetos (Lawrence e Koundal, 2002). Por essa

razao, as fitocistatinas tém sido utilizadas com sucesso contra peptidases digestivas
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presentes no trato digestivo de insetos (Koiwa et al., 2000; Outchkourov et al., 2004;
Alvarez-Alfageme et al., 2007; Martinez e Diaz, 2008). Em 1995, Leplé e
colaboradores conduziram o primeiro experimento in vivo evidenciando a expressao
de cistatinas em plantas transgénicas que se mostraram eficientes na inibigdo das
peptidases de Chrysomela tremula, conferindo resisténcia dos alamos ao coledptero.
Até entao, apenas inibidores de serino peptidases haviam sido empregados como
inseticidas, em transgenes de tabaco e tomate, aumentando a resisténcia dessas
culturas a insetos da ordem Lepidoptera (Johnson et al., 1989; Augustin et al., 1993;
McManus et al., 1994).

Insetos da ordem Coleoptera e Lepidoptera estdo incluidos dentre as
principais pragas agricolas em todo o mundo. Entretanto, eles diferem
substancialmente no pH do trato digestivo e, consequentemente, na classe das
principais enzimas que promovem a protedlise digestiva. Serino peptidases
constituem a principal classe de enzimas digestivas das ordens Lepidoptera e
Diptera, enquanto as cisteino peptidases e aspartil peptidases sdo mais abundantes
na ordem Coleoptera (Terra e Ferreira, 1994). Nesse sentido, o conhecimento
especifico do perfil digestivo dos insetos é fundamental para o desenvolvimento de
transgenes empregando inibidores de peptidases, que sejam especificos e eficientes

contra a classe de enzimas produzidas pelo inseto.

No primeiro capitulo foi identificada a abundancia das principais classes de
peptidases, majoritariamente cisteino peptidases (catepsina L e B) e também de
serino peptidases. A atividade de cisteino peptidases ja havia sido detectada no
intestino das larvas de S. levis por Lopes (2002). Posteriormente, nosso grupo foi
capaz de purificar enzimas digestivas do conteudo intestinal das larvas do inseto e
caracterizar o perfil digestivo sustentado principalmente pela acdo de cisteino

peptidases (Soares-Costa et al., 2011).

Considerando a predominéncia das cisteino peptidases do tipo catepsinas L
como enzimas digestivas encontradas no transcriptoma (10,49% dos ESTs), e sua
importancia na digestao para a larva do inseto, foi escolhido um clone de cDNA que
codifica uma catepsina L, denominado S/-CathL, para a produgao recombinante da
enzima. Neste capitulo € apresentada a caracterizagdo cinética da enzima
recombinante denominada rSI-CathL e comprovada a atuacéo digestiva da enzima

nativa por meio de Real-Time PCR tecido especifico além de analises
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imunohistoquimicas que evidenciam a produgao e secre¢ao dessa enzima no lumen

do intestino médio das larvas de S. levis.

Também foram realizados ensaios de inibicdo da rS/-CathL utilizando quatro
cistatinas recombinantes da cana-de-agucar, as canacistatinas: CaneCPI-1 (Soares-
Costa et al.,, 2002), CaneCPI-2, CaneCPI-3 (Gianotti et al., 2006) e CaneCPI-4
(Gianotti et al., 2008) as quais tém sido estudadas em detalhes em nosso
laboratério. Tendo em vista a enzima S/-CathL como um alvo para o combate ao
inseto, a eficiéncia desses inibidores contra a principal enzima digestiva das larvas
de S. levis é discutida e avaliada visando o desenvolvimento de novas linhagens de
cana-de-agucar super produzindo esses inibidores. Nas sec¢des seguintes, 2.1.1 e
2.1.2 é feita uma breve revisédo sobre cisteino peptidases, sua ocorréncia em insetos

e de seus inibidores naturais produzidos por plantas, as fitocistatinas.

2.1.1 Cisteino peptidases

As peptidases sdo enzimas que promovem a clivagem de proteinas ou
peptideos e podem estar envolvidas em processos digestivos, ativacédo de pro-
enzimas e em diversos outros processos fisioldgicos, atuando tanto no meio
intracelular quanto extracelular (Rawlings e Barrett, 1993; Oliveira et al., 2003).

Podem ser divididas em dois grupos: exopeptidases e endopeptidases,
dependendo do seu sitio de acdo. As exopeptidases clivam as ligagdes peptidicas
préoximas aos grupamentos amino (N) ou carboxi (C) terminal do substrato, enquanto
as endopeptidases atacam as ligagcdes peptidicas distantes dos grupos terminais. As
peptidases podem ainda ser subdivididas em cinco grandes classes: serino
peptidases, cisteino peptidases, aspartil peptidases, metalo peptidases e treonino
peptidases; de acordo com o residuo de aminoacido presente no seu sitio ativo,
mecanismo de acgao, similaridades de sequéncias de aminoacidos e estruturas
tridimensionais das proteinas, categoria de inibidores e pH o6timo de atividade
(Barrett et al., 2004).

As cisteino peptidases sdo agrupadas em cinco clas de acordo com a sua
origem evolutiva. O cla CA é o maior e mais estudado das cisteino peptidases e
compreende as catepsinas, junto a um grande numero de outras cisteino peptidases

pertencentes a familia C1 (papain-like), que inclui endopeptidases de virus,
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protozoarios, plantas e animais e exopeptidases de baterias, fungos e animais
(Rawlings e Barrett, 1999; Barrett e Rawlings, 2001). As cisteino peptidases de
invertebrados, como acaros e nematodos, podem atuar em processos digestivos
(Pernas et al., 2000). Essas enzimas desempenham a fungédo digestiva em muitos
insetos (Terra e Ferreira, 1994), mas também sao encontradas em diversos tecidos,
0 que indica a atuacao dessas peptidases também em outros processos (Rawlings e
Barrett, 1994).

Diversas catepsinas lisossomais de mamiferos pertencem a classe das
cisteino peptidases, que também inclui peptidases vegetais como a papaina,
calpainas e ainda peptidases de parasitas. A papaina, isolada do latex de Carica
papaya, € uma das cisteino peptidases melhor caracterizadas e, por isso, a
numeracao de residuos de aminoacidos de outras cisteino peptidases segue a
papaina como modelo. As primeiras sequéncias de cisteino peptidases foram
descritas para as catepsinas B e H de ratos (Takio et al., 1983). Em mamiferos as
catepsinas estdo envolvidas fundamentalmente na protedlise lisossomal e incluem
aspartil peptidases (catepsina D e E) e cisteino peptidases (catepsinas B, H, K, L, O
e S) (Barrett et al., 2004).

2.1.1.1 Mecanismo de acao das cisteino peptidases

As cisteino peptidases geralmente necessitam da remogédo do fragmento N-
terminal, a pro-regido, para que sejam ativadas. Essa regido desempenha
importantes funcdes como a inibicdo de atividade enzimatica e enovelamento de
proteinas recém sintetizadas protegendo-as da desnaturagdo sob mudancgas
bruscas de pH (Tao et al., 1994; Oliveira et al., 2003). A pro-regido das catepsinas L
contém um motivo conservado "ERFNIN", envolvido na inibicdo da atividade da
dessas enzimas (Karrer et al., 1993). A figura 2.1A indica a pro-regiao inibitéria da
catepsina L humana (Turk e Guncar, 2003) mostrada em vermelho, a qual impede o
acesso do substrato ao sitio ativo. Para varias catepsinas L, incluindo aquelas de

insetos, esse longo pro-dominio se estende por aproximadamente 110 aminoacidos.
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Figura 2.1: Estrutura tridimensional da catepsina L humana (Turk e Guncar, 2003). (A) Pro-catepsina
L humana com a extensa regido N-terminal indicada em vermelho, correspondente ao pré-dominio
inibitério que impede o acesso do substrato ao sitio ativo (Coulombe et al.,1996; PDB: 1CJL; In: Turk
e Guncar, 2003). (B) Catepsina L humana madura, apés liberagdo do pro-dominio inibitério. A seta
indica a cavidade formada entre os dois I6bulos da enzima, onde o substrato € acomodado. Na
cavidade correspondente ao sitio ativo da catepsina sdo indicados os residuos de Cys25 e His159,
destacados em amarelo e verde, respectivamente (Guncar et al., 1999; PDB: 1ICF; In: Turk e Guncar,
2003).

Como sugerido pelo nome, o residuo de cisteina € essencial para a atividade
catalitica das cisteino peptidases. Essas enzimas possuem uma estrutura
tridimensional comum, composta por dois l6bulos correspondentes ao dominio L e
dominio R (do inglés, Left e Right) que formam uma cavidade catalitica no formato
de uma fenda. O sitio ativo destas enzimas consiste em um par iénico tiol-imidazol
reativo, formado por um residuo de cisteina (Cys®®) no dominio L e por um residuo
de histidina (His"*) no dominio oposto (R), acomodados na borda da cavidade
catalitica e representados na figura 2.1B. O dominio L é formado caracteristicamente
por trés hélices-a, enquanto o dominio oposto apresenta uma hélice-a além de uma

estrutura em barril- (McGrath 1999).

O sitio ativo dessas enzimas € composto por um residuo de cisteina, uma
asparagina e uma histidina, que juntos formam a triade catalitica. Um residuo de
glutamina conservado também €& importante para a atividade da enzima, uma vez
que esse aminoacido pode estar envolvido na manutencédo da estrutura tetraédrica

intermediaria durante a hidrolise do substrato (Rawlings e Barret, 2000).
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O mecanismo de acdo das cisteino peptidases € iniciado pelo ataque
nucleofilico do anion sulfeto do sitio ativo da enzima a ligagao peptidica do substrato
(McGrath, 1999; Kunakbaeva et al., 2003). O grupo tiol da cisteina que compde a
triade catalitica promove um ataque nucleofilico ao carbono da carbonila do
substrato, resultando em um intermediario tetraédrico covalente, a acil-enzima. O
grupo imidazol da cadeia lateral da histidina atua como aceptor de hidrogénio na
catalise e o residuo de asparagina participa orientando o anel imidazolico da
histidina (Beyon e Bond, 1989; Barrett et al., 2004). Finalmente, apds a clivagem da
ligacado peptidica, € formada uma ligagdo covalente acil-enzima que é hidrolisada,

resultando na liberagao da enzima livre (Rao et al, 1998; Baird et al., 2006).

A interagdo entre o substrato e o sitio ativo da enzima € mostrada na figura
2.2, segundo o modelo descrito por Schechter e Berger (1967). A cadeia lateral do
aminoacido P2 se encaixa no sitio de ligacdo do substrato, denominado S2,
formando uma cavidade que determina a especificidade da clivagem. Essa
especificidade € determinada pela interagdo e complementaridade entre os residuos
que formam o sitio S2 e a cadeia lateral em P2. Os residuos do fundo da cavidade
tém maior importancia para determinar a especificidade da enzima pelo substrato. A
formagdo dessa estrutura favorece a interacdo com grandes cadeias laterais
hidrofébicas na maioria das catepsinas e desfavorece as cadeias laterais
carregadas. A especificidade de substrato para catepsinas B, K, L e S sé&o
normalmente determinadas pelo residuo de aminoacido na posi¢cao P2, adjacente na
posicdo N-terminal ao residuo de aminoacido que sofreu hidrdlise da ligacao
peptidica, chamado de P1 (Barrett et al., 2004).

MODELO DE SCHECHTER E BERGER (1967)
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Figura 2.2: Modelo de Schechter e Berger (1967): Explica a interagdo peptidase-substrato.
Considerando a acomodacgao do substrato no sitio ativo da enzima, no sentido N-C terminal, o sitio
P1 corresponde ao primeiro residuo de aminoacido que antecede o ponto de clivagem do substrato,
enquanto P1" é a denominagdo para o primeiro aminoacido localizado apés o ponto de clivagem.
Para os sitios da enzima, é seguida a mesma denominagédo: S1 corresponde ao residuo de
aminoacido da enzima que acomoda o residuo denominado P1 do substrato. Adaptado de Coligan, et
al. (2004).
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As enzimas da familia da papaina sao especificamente inibidas pelo peptideo
epoxido E-64 e, portanto, esse inibidor pode ser utilizado para a caracterizagao
dessa classe de enzimas (Barrett et al., 1982). Para este inibidor, 0 mecanismo de
inibicao é irreversivel e se da pela ocupagao dos subsitios da enzima e alquilagao da

cisteina da triade catalitica pelo grupo trans epoxido (Salvesen e Nagase, 2001).

2.1.1.2 Cisteino peptidases de coledpteros

No intestino de insetos, a acdo de peptidases € necessaria para a quebra das
ligacbes peptidicas das proteinas ingeridas, resultando na liberacdo dos
aminoacidos essenciais para o desenvolvimento. O processo de digestdo pode ser
complexo, envolvendo a atuagdo principal no intestino médio de diversas
endopeptidases, seguida da agado de exopeptidases, que quebram as proteinas em
peptideos menores e aminoacidos livres que sdo absorvidos ainda no intestino
médio (Terra e Ferreira, 1994). As diferencas nas cadeias peptidicas das proteinas
ingeridas, somadas a diversidade de inibidores de peptidases produzidos por plantas
(Martinez e Dias, 2008) explicam a grande diversidade de peptidases digestivas

produzidas por um unico inseto.

A ocorréncia de cisteino peptidases digestivas em larvas do coleodptero
Callosobruchus maculatus (Bruchidae) foi relatada em 1985 por Gatehouse e
colaboradores. Posteriormente, a atividade digestiva de cisteino peptidases também
foi identificada para outros diversos besouros fitéfagos com importancia econémica
(Murdock et al., 1987). Atualmente, € conhecido que insetos pertencentes a
infraordem Cucujiformia, que inclui os besouros das familias Curculionidae,
Tenebrionidae, Chrysomelidae e Bruchidae, produzem cisteino peptidases
digestivas (Terra e Ferreira, 2011). Essas enzimas podem ser produzidas junto a
serino peptidases ou mesmo sozinhas, o que sugere que a produgao de cisteino
peptidases pode ser uma adaptacdo evolutiva que ocorreu em um ancestral
cucujiforme para contornar a ingestéo de inibidores de serino peptidases abundantes

em sementes (Terra e Ferreira, 1994).

A grande maioria dos estudos que caracterizam a atividade proteolitica no

intestino de insetos utiliza homogenatos ou mesmo enzimas purificadas a partir do
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intestino. Um grande problema para a comprovacgao dessa atividade digestiva € que
o rompimento das células intestinais pode ocasionar a liberacdo de catepsinas
lisossomais (Terra e Ferreira, 2011). Nesse sentido, estudos que provam a produgao
e secregao dessas enzimas, tipo catepsina L, no intestino de colebpteros sao raros,
porém de extrema importancia. Um dos poucos estudos foi conduzido por
Cristofoletti e colaboradores (2005), provando a producdo e secrecdo de uma
catepsina L (CAL2) a partir do epitélio intestinal de larvas de Tenebrio molitor. Nesse
trabalho, realizado a partir de uma biblioteca de cDNA intestinal, outras catepsinas L

(CAL1: a,b,c) foram detectadas como versdes lisossomais dessa enzima.

Lopes (2002) detectou atividade de cisteino peptidases em larvas de S. levis,
comprovando a tendéncia da familia Curculionidae em apresentar esse tipo de
peptidase como proposto por Murdock e colaboradores (1987) e Terra e Ferreira
(1994), uma vez que esta inserida na infraordem Cucujiformia. As cisteino
peptidases digestivas encontradas em coledpteros tém atividade bioquimicamente
similares as catepsinas lisossomais L e B de mamiferos e atuam geralmente em pH
proximo de 5,0 (Terra e Ferreira, 1994). A atuagdo das cisteino peptidases em
coledpteros ocorre fundamentalmente nos primeiros dois tercos do intestino médio,
visto que o pH intestinal varia de ligeiramente acido a muito alcalino (Murdock et al.,
1987; Terra e Cristofoletti, 1996).

Estudos com diversas espécies de coledpteros tém revelado uma
heterogeneidade nas abundancias e também no padrdo das classes de enzimas
digestivas secretadas por insetos da familia Curculionidae. Em varios casos, as
cisteino peptidases s&o responsaveis pela maior atividade proteolitica, e atuam junto
a serino peptidases, que atuam em pHs mais elevados em torno de 9 a 10. Esse
padrdao foi observado para as larvas de Psylliodes chrysocephala (Girard et al.,
1998b), Ceutorhynchus assimilis (Girard et al., 1998a) e Baris coerulescens
(Bonadé-Bottino et al., 1999). A atividade de cisteino peptidases também pode
ocorrer junto com aspartil peptidases, tipo catepsina D, como identificado para

diversas familias de coledpteros (Terra e Ferreira, 2011).

A provavel adaptagdo aos inibidores de serino peptidases por meio da
producdo de cisteino peptidases em um ancestral cucujiforme (Terra e Ferreira,
1994), somada a varios indicios de transferéncia horizontal para enzimas de

degradagdo de parede celular em coledpteros fitéfagos (Pauchet et al., 2010b)
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indicam uma rapida evolugao do sistema digestivo dos insetos dessa ordem, que €
refletida nas diferencas das classes de enzimas digestivas encontradas nesses
insetos, e podem explicar a diversidade de espécies devido ao sucesso de

adaptacao a novos nichos.

2.1.2 Fitocistatinas: proteinas inibidoras de peptidases

Os inibidores de peptidases s&o proteinas que podem atuar na regulagao de
diversos processos metabodlicos dependentes da agao de peptidases. Nas células,
tém como fungao principal proteger células e tecidos contra a atividade proteolitica
de peptidases lisossomais que podem ser liberadas durante a morte celular (Barrett
e Kirschke, 1981) e podem também atuar regulando processos que s&do modulados
pela atividade de peptidases enddgenas em diversos organismos. Os inibidores
especificos de cisteino peptidases sdo conhecidos como cistatinas, sendo aqueles

de origem vegetal denominados fitocistatinas (Turk e Bode, 1991).

As fitocistatinas s&o proteinas capazes de regular diversos processos
metabdlicos mediados pela acéo das peptidases enddgenas nas plantas, como por
exemplo, regulando as atividades das peptidases enddgenas durante a maturagéo
de suas sementes (Arai et al., 2002). Esses inibidores também podem atuar como
proteinas de defesa contra o ataque de insetos ou micro-organismos (Ryan, 1990;
Lawrence e Koundal, 2002), dificultando a digestdo de proteinas por meio da
diminuicao da disponibilidade das enzimas digestivas de patdégenos ou predadores,
impedindo a sintese de proteinas essenciais para o desenvolvimento e reproducao

desses organismos (Broadway e Duffey, 1986; Lawrence e Koundal, 2002).

As fitocistatinas constituem uma classe de proteinas amplamente estudada
devido a sua capacidade de inibir especificamente peptidases exdgenas, como
aquelas encontradas nos intestinos dos insetos (Martinez e Diaz, 2008). A primeira
fitocistatina caracterizada foi a orizacistatina, proveniente das sementes de arroz
(Abe et al., 1987), a qual tem mostrado eficiente atividade inibitéria de peptidases de
diferentes coledpteros praga como Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae (Liang et
al.,, 1991), e Leptinotarsa decemlineata (Benchekroun et al., 1995) entre outros
besouros (Chen et al., 1992).
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As cistatinas podem ser agrupadas em uma superfamilia que compreende
trés familias de cistatinas animais além da familia das fitocistatinas. A familia das
estefinas compreende as cistatinas que nao formam liga¢des dissulfeto, tém massa
molecular reduzida, em torno de 11 kDa, e geralmente atuam no citosol. A segunda
familia, chamada de familia da cistatina, € formada por proteinas que formam duas
ligacbes dissulfeto e tém massa molecular entre 13 e 24 kDa. A familia dos
cininogénios compreende proteinas com elevada massa molecular (60 a 120 kDa)
as quais séo glicosiladas, formam ligagdes dissulfeto, e estdo envolvidas no
processo de coagulagdo do sangue (Barret et al., 1986; Turk e Bode, 1991). A
familia fitocistatinas, descrita posteriormente, € formada por proteinas produzidas
em plantas, com massa molecular entre 5 e 87 kDa, possuem caracteristicas
comuns as familias das estefinas e cistatinas e ndo formam ligagdes dissulfeto (Reis

e Margis, 2001).

by

Os inibidores pertencentes a familia das fitocistatinas possuem uma
sequéncia consenso caracteristica "L-A-R-[FY]-A-[VI]-X(3)-N" que forma uma a-
hélice na regido N-terminal da proteina (Margis et al, 1998). A estrutura
tridimensional comum as fitocistatinas compreende 5 folhas-B antiparalelas
encurvadas sobre uma hélice-a, primeiramente descrita para a orizacistatina por
Nagata e colaboradores (2000). As dobras das folhas-f formam as regides de

contato da cistatina com o sitio ativo da peptidase (Figura 2.3).

)
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Figura 2.3: Estrutura tridimensional da orizacistatina, isolada do arroz (Oryza sativa). Essa foi a
primeira fitocistatina com a estrutura resolvida por Nagata e colaboradores (2000), formada por cinco
folhas-B antiparalelas, sendo quatro principais levemente dobradas sobre uma hélice-a, além de uma
curta folha-B na porgao N-terminal (PDB: 1EQK). Na parte inferior, em cinza, os trés dominios
conservados entre as fitocistatinas que formam um nucleo hidrofébico em forma de cunha, o qual
interage com o sitio ativo da peptidase.
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As fitocistatinas sdo capazes de formar um complexo com as cisteino
peptidases, ocupando o sitio ativo dessas enzimas, por isso, atuam como inibidores
reversiveis com o mecanismo de ag¢ao baseado na inibicdo competitiva por meio do

bloqueio da atividade proteolitica (Abrahamson, 1993).

O mecanismo de inibicdo € explicado pela interagdo de uma regido
hidrofdbica da molécula de cistatina, formada por trés dominios em regides distintas
da molécula (Figura 2.3), que é inserida no sitio ativo da peptidase, bloqueando o
acesso do substrato (Bode et al., 1988). Esses dominios podem ser identificados
pela presenca de uma glicina na regido N-terminal, um motivo GIn-Val-Val-Ala-Gly
no primeiro loop e uma sequéncia Leu-Pro ou Pro-Trp no segundo loop de ligagao
das familias das cistatinas e estefinas. Esses pontos de interacdo da cistatina com a

cisteino peptidase sdo ilustrados nas figuras 2.3 e 2.4.

CISTEINO PEPTIDASE /

CISTATINA

Figura 2.4: Representacdo da interacdo de uma cistatina e uma cisteino peptidase. O sitio ativo da
enzima € mostrado na parte superior da figura. A cadeia polipeptidica da cistatina é ilustrada abaixo,
com os residuos de aminoacidos indicados por letras. As trés regides da cistatina envolvidas na
ligacdo da enzima estdo evidenciadas em cores. Os residuos da regido N-terminal (amarelo)
interagem com a peptidase, sendo que a Gly11 se encaixa em S2, impedindo a ligagdo do préximo
aminoacido da molécula de cistatina com o sitio S1 da peptidase, prevenindo a clivagem da molécula
inibidora. Os outros dois loops da molécula de cistatina, um em verde na regido central e outro
segmento préximo a regido C-terminal (azul) constituem as outras regiées de contato com a protease
em S1° e S2’ respectivamente. Modificado de Alvarez-Fernandez e Abrahamson (2006).

As primeiras cistatinas de cana-de-agucar foram descritas por Reis e Margis
(2001), que identificaram no banco de dados de ESTs da cana-de-agucar, o

SUCEST (Sugarcane Expressed Tags Project) vinte e cinco provaveis fitocistatinas,
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denominadas canacistatinas, por meio de analises de similaridade com outros
membros da superfamilia cistatina. A primeira cistatina de cana-de-agucar produzida
em sistema de expresséo heterdloga foi a CaneCPI-1 (Soares-Costa et al., 2002),
composta por 126 aminoacidos e com massa molecular aproximada de 13 kDa.
Essa proteina apresentou atividade inibitéria contra cisteino peptidases, inclusive

catepsinas humanas (Soares-costa et al., 2002).

Outras trés cistatinas foram isoladas da cana-de-agucar, produzidas em E.
coli e purificadas, sendo denominadas de CaneCPI-2, CaneCPI-3 e CaneCPI-4. Em
ensaios de atividade realizados com estes inibidores mostraram atividade inibitoria
sobre a cisteino peptidase, papaina, (Gianotti et al., 2006) e a CaneCPI-4 (Gianotti
et al., 2008) e uma potente atividade inibitéria contra as cisteino peptidases
humanas catepsinas B e L (Gianotti et al., 2008). Com base nesses resultados, e
sabendo da eficacia da orizacistatina contra peptidases de coledpteros, esses
inibidores foram testados in vitro contra a rS/-CathL, buscando a identificacdo do
melhor inibidor cistatinico enddégeno da cana-de-agucar contra a principal enzima

digestiva de Sphenophorus levis, produzida de forma recombinante.

21.3 O sistema de expressao de proteinas heterélogas em Pichia

pastoris

Pichia pastoris € uma levedura capaz de metabolizar metanol como fonte
unica de carbono (metilotréfica) amplamente empregada na produgao heteréloga de
proteinas (Bromme et al., 2004). Além de ser facilmente manipulada, oferece as
vantagens de sistemas eucarioticos de expressao, tais como: processamento de
proteina, enovelamento correto e modificagdes pds transcricionais. Considerando as
dificuldades encontradas na expressao da cisteino peptidase em bactéria, optou-se

pela expressao em levedura P. pastoris.

A enzima alcool oxidase, codificada pelo gene AOX1, é responsavel pelo
primeiro passo do metabolismo do metanol, oxidando-o em formaldeido. Sua
transcricdo é fortemente regulada e induzida pela adicao de metanol diretamente no
meio de cultura, levando a consideravel expressao que pode passar de 30% do total
de proteinas soluveis na célula. Geralmente os sistemas de expresséo utilizam o

promotor AOX1, o qual é fortemente induzido pelo metanol e resulta na rapida
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producao da proteina recombinante. Contudo, para esse trabalho utilizamos
linhagem KM71H (his4 arg4 aox1A::ARG4) que possui o gene AOX1 deletado e
substituido pelo gene ARG4 de Saccharomyces cerevisiae. O resultado é uma cepa
fracamente induzida pelo metanol por meio do promotor AOX2, que produz a
proteina recombinante em uma taxa mais lenta (fenétipo Mut-S), o que pode
propiciar o correto enovelamento e inibir a morte celular se a proteina apresentar

toxicidade para a célula (EasySelect Pichia Expression kit, Invitrogen).

Esse sistema também é vantajoso pelo fato da levedura secretar proteinas
endbégenas em baixissimos niveis o que facilita a purificagdo, pois a proteina
recombinante apresenta-se predominante e quase pura no meio de cultura. Além
disso, P. pastoris ndo secreta endopeptidases enddgenas que possam ativar a
enzima recombinante, evitando sua autocatalise ou degradacdo. Todos os passos
de producao da proteina recombinante em P. pastoris foram realizados seguindo as

instrugdes do fabricante do kit.

Outro diferencial do sistema de expressdo em P. Pastoris € a possibilidade de
secretar a proteina recombinante, ou seja, direcionar sua produgéo diretamente para
0 meio de cultura. Isso é possivel gragas a utilizagdo da sequéncia do peptideo sinal
também importado de Saccharomyces cereviseae, o pré peptideo fator a (Figura
2.5), que esta presente no plasmideo (pPICZaC, Invitrogen) utilizado nesse trabalho
para a expressao da enzima do inseto em P. pastoris. Este plasmideo permite
também a produgcdo da proteina recombinante contendo uma cauda de histidina

(Hisxs) em sua porg¢ao C-terminal, o que facilita a etapa subsequente de purificagao.
pPICZo. C (3.6 kb)

[o-factor SFEF
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Figura 2.5: Plasmideo de expressao em levedura pPICZaC que confere resisténcia a zeocina,
contendo fator a de secrecgdo e cauda de histidina.
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Para a transformacao do plasmideo é necessario que ele seja linearizado por
meio da digestdo com enzima de restricdo. A transformacdo ocorre por
recombinagcdo homodloga entre o DNA plasmidial recombinante contendo a regido
flanqueadora (AOX1) e a regido homdloga do genoma da levedura (Cregg et al.,
1985). A integracdo garante a estabilidade do DNA recombinante no genoma da
levedura, mesmo em multiplas coépias, além de possibilitar a selecdo de
recombinantes pela resisténcia ao antibidtico zeocina, que € conferida pelo

plasmideo (Cereghino e Cregg, 2000).

Levando em consideracdo as dificuldades de obtencdo da rS/-CathL em
Escherichia coli, descrita na se¢do de resultados, provavelmente, decorrentes da
toxicidade da enzima produzida dentro da célula bacteriana, optou-se pela produgao
da proteina recombinante no sistema eucarioto de Pichia pastoris utilizando o fator a

de secrecdo que facilita a etapa de purificagao diretamente do meio do cultura.

2.2 Materiais e métodos

A secado de materiais e métodos relativa as analises de RT-PCR discutidas

neste capitulo foi previamente detalhada no capitulo anterior.

2.2.1 Colecgao de insetos

Os espécimes de S. levis foram gentilmente cedidos pelo laboratério de
entomologia do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba, SP) sob
responsabilidade do pesquisador Dr. Luis Carlos de Almeida. Apds a eclosdo dos
ovos, as larvas do inseto foram cultivadas em meio de dieta artificial (Degaspari et
al., 1987) e mantidas em camaras climatizadas a 26 °C com fotoperiodismo de 12
horas. Larvas de 30 dias de vida foram utilizadas para a disseccédo do intestino e

imunolocalizagdo, pesando cerca de 200 a 300 mg cada.

2.2.2 Disseccao do intestino e preparo do extrato de proteinas digestivas

As larvas de S. levis foram mantidas no gelo por 5 minutos para a
imobilizagédo, e em seguida dissecadas em tampé&o PBS pH 7,0 para a separacgéo do

tubo intestinal o qual foi homogeneizado em 2 ml de tampéao (Tris-HCI 10 mM, NaCl
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150 mM e Triton X-100 2%, pH 7,4). O homogenato foi centrifugado a 4 °C, 6000 g
por 30 minutos e a fragao soluvel, correspondente ao conteudo do tubo intestinal, foi

separada em gel SDS 15% (Laemmli, 1970) para as analises de Western blotting.

Para as analises morfoldgicas do intestino, foram utilizadas cinco larvas de S.
levis com 30 dias de vida, as quais tiveram seus intestinos cuidadosamente
removidos em tampao PBS pH 7,0 e examinados em microscopio com uma lente

objetiva graduada.

2.2.3 Predicao de peptideo sinal e ocorréncia de sitios de glicosilagdao na
proteina S/-CathL

A sequéncia protéica da S/-CathL foi deduzida a partir da tradugcédo da ORF e
analisada utilizando o programa SignalP 3.0 (Bendtse et al.,, 2004,
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). O programa indica a possibilidade de
existéncia de peptideo sinal, baseado em indices de hidrofobicidade e seu possivel
sitio de clivagem, comparando-o com diversas sequéncias sinais que tém os pontos

de clivagem conhecidos.

A sequéncia completa da proteina também foi submetida a analises in silico
para verificar a existéncia de provaveis sitios de glicosilagdo nos programas
NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e
NetOGlyc 3.1 (Julenius et al., 2005; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/).

A proteina recombinante foi tratada com diferentes enzimas objetivando
verificar a ocorréncia de (glicosilagdo. Foram utilizadas as glicosidases:
endoglicosidase H, PNGAse F e a O-glicosidase (New England Biolabs). A
endoglicosidade H é uma glicosidase recombinante capaz de clivar entre o cerne de
chitobiose de oligossacarideos hibridos ou com alto teor de manose em proteinas N-
glicosiladas. Assim, € uma enzima que cliva cadeias laterais de acgucares,

especificamente manose. Sua massa molecular aproximada é de 29 kDa.

A N-glicosidase F (PNGase F) é uma amidase que cliva internamente
residuos de glicina ou asparagina com alto teor de manose, hibridos e
oligossacarideos complexos de proteinas N-glicosiladas, constituindo uma enzima
capaz de clivar qualquer residuo de agucar em uma proteina N-glicosilada. Sua

massa molecular aparente € de 36 kDa. As reacdes foram realizadas utilizando 1,5
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Mg de proteina recombinante, 1 ul do tampéao desnaturante para glicoproteinas, em
um volume final de 10 ul, e aquecidas a 100 °C durante 10 minutos. Apds a
desnaturagdo foram adicionados 2 pl de tampao G5, 2ul de enzima endoglicosidase
H e agua suficiente para completar 20 pl. As reagdes com PNGAse F foram

acrescidas de 2 yl de NP40 e o tampao utilizado foi o G7.

A endo-a-N-acetylgalactosaminidase, ou O-glicosidase, € uma enzima de 147
kDa que catalisa a remogéo de dissacarideos ligados a glicoproteinas. Nas reacdes
é utilizada juntamente com a neuraminidase (acetyl-neuraminyl hydrolase), que é
capaz de remover residuos de acido N-acetyl-neuraminico das proteinas ou
oligossacarideos e tem massa molecular préxima de 40 kDa. As reagdes para
avaliar a presenca de O-glicosilagédo na rS/-CathL foram realizadas nas mesmas
condigdes descritas para as N-glicosidases, utilizando 2 ul de NP40 e tampao G7
adicionados de 2 pl de neuraminidase e 2 ul de O-glicosidase. Todas as reagdes
foram incubadas durante 24 horas a 37 °C e analisadas em SDS-PAGE 12% para
verificar se a rSI-CathL apresentou mudanca no padrao de massa molecular devido

a liberacao das cadeias de acucar.

2.2.4 Expressao recombinante da cisteino peptidase de S. levis
2.2.4.1 Expressao da rS/-CathL em Escherichia coli
2.2.4.1.1 Clonagem em plasmideo de expressao

A enzima rSI-CathL foi inicialmente produzida em E. coli utilizando-se o
plasmideo pET28a (Novagen) em fusdo com uma cauda de histidinas, que facilita a
posterior purificagdo por cromatografia de afinidade em coluna contendo niquel.
Para a construgéo do plasmideo, a fase aberta de leitura excluindo o peptideo sinal
foi amplificada por PCR utilizando primers especificos CathL-Forward (5°-
ACCCTTCTTAAAGAGGATGG - 3°), blunt e CathL-Reverse (5 @ -
ATAAGAATGCGGCCGCGATGAGCGGGTAGACAGCATC - 37) que inclui em sua
sequéncia sitio para a enzima Not |, possibilitando a clonagem do inserto em fase no
plasmideo de expressdo. Apos a construgao do plasmideo pET28a rSI-CathL, 10 ng
do plasmideo construido foram utilizados para transformar células E. coli Rosetta
(DE3) CaCl, competentes. Apds a transformagao as células foram plaqueadas em

LB agar contendo o antibiotico kanamicina (25 pg/ml).



69

2.2.4.1.2 Expressao da rS/-CathL em E.coli e teste de solubilidade

Das colbnias selecionadas, 10 delas foram empregadas nos testes de
expressao e cultivadas por 16 horas a 37 °C em 3 ml de meio de cultura LB Broth
contendo 25 pg/ml de kanamicina, sob agitagdo de 250 rpm. Esse pré-inoculo foi
diluido em 100 ml de meio LB com antibiético e cultivado a 37 °C, 250 rpm, até
atingir a D.O.g00) de 0,5. A expressdo foi induzida pela adicdo de IPTG na
concentragéo final variando de 0,2 a 1 mM e as culturas foram mantidas sob a
mesma agitacao e incubadas a 30 e 37 °C para a determinagdo do melhor perfil de
expressao. Foram retiradas aliquotas das culturas em intervalos de 1 hora e a
inducdo foi conduzida até 4 horas, quando as células foram coletadas por
centrifugagéo (Sorvall RC 5C PLUS) a 15.000 g, 4 °C, durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 25 ml de tampao
de lise (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, NaH,PO, 50 mM, pH 8,0). As células
ressuspendidas foram lisadas por 8 pulsos de sonicagédo com duragao de 1 minuto e
intervalos de 30 segundos no sonicador Sonic Dismembrator 500 (Fisher Scientific).
O lisado foi centrifugado durante 15 minutos a 15.000 g e 4 °C e o sobrenadante,
contendo a fragao soluvel, foi separado do precipitado. As analises de expressao e
solubilidade foram realizadas em SDS-PAGE gradiente 4 - 12% (Laemmli, 1970),
utilizando-se 10 pl do sobrenadante e dos pellets ressuspendidos em tampao de lise,
adicionados de 5 ul de tampao desnaturante (Tris-HCI 60 mM, pH 6,8, 2.5% SDS,
0,36 mM B-mercaptoethanol, EDTA 0,5 mM, 10% glicerol e 0,005% bromophenol
blue). As amostras foram fervidas durante 10 minutos e aplicadas no gel de

poliacrilamida. A corrida foi realizada a 140 V, e o gel corado com Comassie Blue.

2.2.4.2 Expressao recombinante da S/-CathL em Pichia pastoris

2.2.4.21 Construcao do plasmideo de expressdao e transformagao em

Pichia pastoris

Para a construcdo do plasmideo, a ORF excluindo o peptideo sinal, foi
amplificada por PCR utilizando primers especificos pPICZaC-CathL-F (5~ -
CCATCGATGACCCTTCTTAAAGAGGAT - 3) e pPICZaC-CathL-R  (5°-
GATGCTGTCTACCCGCTCATCGCGGCCGCATTCTTAT -37) que incluem em suas
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sequéncias sitio para a enzima Cla | e Not |, respectivamente, possibilitando a

clonagem in frame no plasmideo de expressao pPICZa-C (Invitrogen).

O plasmideo construido, pPICZaC-SI-CathL, foi linearizado pela digestdo com
a enzima endonuclease Pme | e 3 ug de DNA foram utilizados para a transformagéao
na linhagem KM71H de P. pastoris. A transformagao foi realizada por eletroporagao
utilizando o dispositivo Gene Pulser (Bio-Rad) em cubeta de 0,2 cm, com os
parametros: 25 uF, 200 Q, e seguindo as instrugbes do fabricante (Invitrogen).
Cepas recombinantes de P. pastoris foram selecionadas em placas de YPDS agar
contendo 100 pg/ml de zeocina, incubadas por 48 h a 30 °C. Também foram
utilizadas placas com concentracdes elevadas de zeocina, 250 e 500 uyg/ml para a

selecéo de clones multicopias.

2.24.2.2 Expressdao de cisteino peptidase recombinante em Pichia

pastoris

Para os testes iniciais de expressao em baixa escala foram utilizados 4 clones
selecionados por PCR. Os clones foram inoculados em 50 ml de meio de cultura
BMGY e incubados a 30 °C, 250 rpm, durante 24 h para a multiplicacao celular até
atingir a D.O.g00) igual a 6. As células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 g e
ressuspendidas em 10 ml de BMMY. A expressao foi realizada durante 144 horas a
26 °C, 250 rpm. A producdo da enzima recombinante foi induzida pela adi¢ado diaria
de metanol na concentracdo final de 0,75%. Para checar a expressao, coletas
diarias foram realizadas antes da adicdo do metanol, 1 ml da cultura foi aliquotado e
centrifugado 1500 g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram congelados em freezer

- 80 °C e posteriormente submetidos a analise em SDS-PAGE 12%.

Apos os testes de expressao e identificagcdo de uma colénia hiper produtora
da proteina recombinante, essa coldnia foi inoculada em 10 ml de BMGY e a cultura
foi incubada nas mesmas condigbes descritas anteriormente. O pré-inéculo foi
diluido em 500 ml de BMGY e incubado por 30 h a 26 °C, sob agitagdo de 250 rpm,
para a geragdo de biomassa (D.O.eq0) 6). As células foram centrifugadas por 5
minutos a 1500 g e ressuspendidas em 100 ml de BMMY para a expressao durante
24 h a 26 °C, 250 rpm, induzidas pela adigdo de metanol 0,75% (CF).
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2.2.4.2.3 Purificagao da rS/-CathL expressa em Pichia pastoris

A cultura contendo a proteina recombinante foi centrifugada e o sobrenadante
foi filtrado a vacuo em membrana de 0,44 um. Apods a filtragdo, a purificagéo foi
realizada por cromatografia de afinidade em uma coluna de resina de silica (5 ml)
contendo niquel (HisLink, Promega). A eluicdo da proteina foi feita pela lavagem da
coluna com 2 volumes do tampao de lise contendo concentragdes crescentes de 10
a 250 mM de imidazol. Uma aliquota de 10 pl de cada fragcdo de eluicdo foi
adicionada de 5ul tampao desnaturante, fervida durante 5 minutos e analisada em
SDS-PAGE 12%.

As fragcbes contendo a proteina pura foram dialisadas em membranas de
14000 MW (Pierce) durante 12 horas a 4 °C, utilizando-se 2 litros de tamp&o para
dialise (NaH,PO4 50 mM, NaCl 100 mM; Tris-HCI 10 mM, pH 8,0) para a remogéao do
imidazol e sais que podem influenciar os testes de atividade. Foi realizada uma troca
de tampao, e a dialise foi conduzida por mais uma hora. Para ativacao da enzima foi
realizada uma dialise posterior em tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 nas
mesmas condicdes. Apos as dialises, a concentracdo da proteina foi determinada
utilizando-se o kit BCA Protein Assay (Pierce) baseado no método do acido

bicinchoninico descrito por Smith e colaboradores (1985).

2.2.5 Produgao de anticorpos anti- rS/-CathL

Anticorpos policlonais anti-rSI-CathL foram produzidos em camundongos
contra a proteina recombinante purificada. Para a obtengao desses anticorpos foram
feitas duas inoculagdes de 50 pg da proteina purificada em camundongos com 20
dias de vida (Biotério-UFSCar). Para a primeira imunizagao foi utilizada a proteina
combinada com o mesmo volume, aproximadamente 60 ul, do adjuvante completo
de Freund (Sigma). Apoés 45 dias da primeira inoculacdo foi feita a segunda
inoculagdo. Nesta etapa, a proteina foi conjugada com o mesmo volume do
adjuvante incompleto de Freund (Sigma) e apos 10 dias, os camundongos foram
sacrificados pela Profa. Dra. Keico Okino Nonaka do Departamento de Fisiologia
(UFSCar). O sangue foi coletado e centrifugado a 4 °C por 5 minutos (15.700 g) para
obtengao do soro contendo os anticorpos.
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2.2.6 Analises de Western blotting

Apds a separagédo das amostras em SDS-PAGE 15% foi feita a transferéncia
das proteinas para uma membrana de PVDF (Pierce - Thermo Scientifc) em sistema
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad), em tamp&o de transferéncia
(Tris 200 mM, glicina 50 mM e metanol 20%) a 150 V e 150 mA durante duas horas.
Para checar a eficiéncia da transferéncia, a membrana foi corada em uma solugao
contendo 250 pl de solugdo estoque de Ponceau (Merck), adicionados de 50 ul de
acido acético, em volume final de 50 ml. A membrana foi lavada em agua e incubada
durante 12 horas em solugao de bloqueio (2,5 g de leite em pd desnatado em 50 ml
de tampao TBS - Tris 5 mM, NaCl 75 mM, pH 8,0). Em seguida foi lavada trés vezes
durante 5 minutos em tampao TBS pH 8,0 e entdo incubada com o anticorpo

primario especifico.

Para avaliar a eficiéncia e especificidade do anticorpo produzido, as
membranas foram incubadas durante 90 minutos nas seguintes diluicbes do
anticorpo: 1:2000, 1:5000, 1:7500, 1:10000, 1:20000, 1:30000, 1:40000 e 1:50000
em tampao TBS. Apds uma nova lavagem em TBS, as membranas foram incubadas
com anti-mouse 1gG (1:10000 em TBS) (Sigma) por mais 90 min. As membranas
foram novamente lavadas com TBS e a revelacéo foi realizada por adicdo de 5 ml do
substrato AP Color Development reagent (Bio Rad) para a enzima fosfatase alcalina
conjugada ao anticorpo secundario (anti-mouse). Também foram realizadas analises
de imunoblotting com o anticorpo anti-His-tag utilizado na diluicdo 1:7500 em TBS,

especifico para a cauda de histidinas (HISs) da proteina recombinante.

2.2.7 Sequenciamento da regidao N-terminal da S/-CathL

Apos a ativacdo da enzima rS/-CathL, foi observado em SDS-PAGE o
aparecimento de novas bandas correspondentes a proteinas de massa molecular
inferior. Com o objetivo de verificar o exato ponto de clivagem da enzima na forma
zimogénio (pré-enzima), e assim determinar sua pro-regido e sequéncia da proteina
madura, essas bandas foram submetidas ao sequenciamento da extremidade N-
terminal. Para tanto, foi realizado o mesmo procedimento de transferéncia da
proteina para membrana de PVDF, detalhado na segédo anterior (2.2.6). Apds a

confirmagéao da transferéncia com solugdo de Ponceau, as bandas foram recortadas
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da membrana com o auxilio de um bisturi, e rapidamente descoradas com agua milli-
Q, secas com papel filtro, e enviadas para o sequenciamento da extremidade N-

terminal da proteina madura.

O sequenciamento da regido N-terminal da rS/-CathL foi realizado em
sequenciador automatico de proteinas Shimadzu PPSQ-23A, pelo método de
degradacdo de Edman, no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do
departamento de Fisiologia da Universidade Federal de S&o Carlos, com a

colaboragéo da Prof. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo.

2.2.8 Caracterizagao enzimatica da rS/-CathL
2.2.8.1 Ativagao da enzima rS/-CathL

A enzima recombinante foi produzida em sua forma zimogénio, contendo a
pré-regido com o dominio inibitério. Para os ensaios de atividade enzimatica o pH foi
reduzido, propiciando a auto-ativacdo da enzima dada pela liberagdo do proé-
dominio. A rSI-CathL foi ativada por meio da dialise em tamp&o acetato de sédio 100
mM pH 5,0, diversas aliquotas foram congeladas a - 20 °C e também estocadas em
geladeira (4 a 8 °C) para os testes de ativagao, estabilidade e monitoramento da
atividade enzimatica. Foram realizados diversos ensaios variando condi¢cbes de
temperatura, pH e tempo de incubacgao, buscando identificar o melhor padrdo de
ativagdo da enzima. A ativagédo da enzima foi confirmada pelas medidas de atividade
enzimatica, detalhada na secgédo seguinte, e também visualmente em SDS-PAGE
15% pela deteccdo de uma banda de massa molecular inferior, proveniente da

clivagem da pro-regiao N-terminal da enzima na forma inativa.

2.2.8.2 Atividade enzimatica da rS/-CathL

A atividade enzimatica e eficiéncia catalitica da cisteino peptidase
recombinante foi inicialmente determinada utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-
Arg-AMC usualmente empregado para o monitoramento de atividade de cisteino
peptidases catepsina L-like (Barrett e Kirschke, 1981) preparado de acordo com as
especificagdes do fabricante. Posteriormente, outros dois substratos fluorogénicos,

Z-Leu-Arg-AMC e Z-Arg-Arg-AMC, foram testados para avaliar a preferéncia da
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enzima recombinante, dada pela constante catalitica (kcat / Km), que determina a

eficiéncia da enzima para os respectivos substratos.

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados a partir da reacao
contendo 11 nM enzima purificada, 2,5 mM DTT (Dithiothreitol), para a redu¢do do
residuo reativo de cisteina da enzima recombinante, e tampao 100 mM acetato de
soédio pH 5,5 em volume final de 495 pl, a qual foi pré-incubada a 37 °C durante 5
minutos. Apos incubagdo, o substrato Z-Xaa-Arg-AMC foi adicionado a reagao na
concentragao final de 2 yM. Em seguida, utilizando o espectrofluorimetro Hitachi-
2500 com comprimento de onda de Aex 380 nm e Aem 460 nm foi realizada a leitura
da fluorescéncia emitida pela hidrélise do substrato, utilizada para o calculo da
atividade enzimatica. Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata,

utilizando uma cubeta de quartzo de 1 ml.

A atividade da rS/-CathL em funcdo do pH foi analisada utilizando-se os
diferentes tampdes na reacao: acetato de sédio 100 mM (3,0 < pH < 5,5); fosfato de
sédio 100 mM (6,0 < pH < 7,0); Tris-HCI 100mM (7,0 < pH < 8,5) e borato de sdodio
100 mM (9,0 < pH < 10,0). Para a determinagéo da atividade da S/-CathL em fungéo
da temperatura, a reagao contendo a enzima recombinante foi pré-incubada nas
temperaturas 10, 20, 30, 37, 40, 50, e 60 °C em compartimento termostatico. Apos
incubacdo, as medidas de atividade foram realizadas nessas temperaturas. Ja a
estabilidade térmica da rS/-CathL foi avaliada pela incubacdo da reacao contendo a
enzima durante 1 hora nessas mesmas temperaturas e a atividade residual foi

monitorada a 37 °C.

2.2.8.3 Determinagao das constantes de eficiéncia catalitica

A constante de eficiéncia catalitica kcat / Km foi determinada sob condicdes de
pseudo primeira ordem, onde [S] < Km, e calculada por regressdo nao linear
utilizando o programa GraFit (Leatherbarrow, 1992). Os substratos fluorogénicos Z-
Phe-Arg-AMC, Z-Leu-Arg-AMC e Z-Arg-Arg-AMC foram testados separadamente em

diferentes concentracdes e a eficiéncia catalitica foi monitorada.

Para a determinacdo da constante de Michaelis-Menten, Km, foi utilizado o
substrato Z-Leu-Arg-AMC, para o qual a enzima apresentou maior especificidade

(kcat / Km). As reagdes foram inicialmente preparadas como no item 2.2.8.2,



75

adicionando o substrato a cada 150 segundos, quando as medidas de atividades
foram tomadas. A concentragao final, apds adigao do substrato, variou de 0,1 e 10,5
MM. A constante K, foi calculada por regressdo nao linear como descrito para a

eficiéncia catalitica.

2.2.9 Ensaios de inibicao de atividade da rS/-CathL

Para os testes de inibicdo de atividade da enzima rS/-CathL, foram utilizadas
cistatinas recombinantes da cana-de-acucar, que s&o inibidores especificos de
cisteino peptidases e que tém sido estudados em detalhes em nosso laboratério:
CaneCPI-1 (Soares-Costa et al.,, 2002), CaneCPI-2, CaneCPI-3 (Gianotti et al.,
2006) e CaneCPIl-4 (Gianotti et al., 2008). Também foram realizados testes de
inibicdo com o peptideo epdxido E-64 (Calbiochem), um inibidor classico de cisteino
peptidase (Barrett et al., 1982) que inibe irreversivelmente as enzimas da familia da

papaina.

A inibicdo da atividade enzimatica da rSI-CathL foi determinada utilizando o
substrato Z-Leu-Arg-AMC. A reagdo contendo a enzima e o substrato foi preparada
como descrito anteriormente, seguido da adigdo sucessiva do inibidor variando a
concentracao final de 0,1 nM a 16 nM e atividade hidrolitica residual foi monitorada.

O inibidor E-64 foi utilizado na concentragao final variando de 0,2 yM a 1 yM.

A constante de inibigédo (Ki) foi calculada de acordo com a férmula (Vo/ Vi =1
+ [I] / Kiapp), onde Vo velocidade de reagado na auséncia de inibidor e Vi velocidade na
presenga de inibidor, [I] concentragcdo de inibidor utilizada. Apds analise da
velocidade de reagcdo em diferentes concentragbes dos inibidores foi gerado um
grafico (vo/ vi) - 1 versus [l] cuja inclinagdo da reta corresponde a 1 / Kiapp. Para o
célculo da constante de inibicao absoluta (Ki), foi utilizada a férmula Ki = Kiapp / (1 +
[S] / Km) (Beynon e Bond, 1989), na qual foi considerada a constante de eficiéncia

catalitica da enzima e a concentragcao de substrato utilizada nos ensaios.



76

2.210 Imunolocalizagcado da S/-CathL no intestino do inseto por

microscopia eletrénica de transmissao

Larvas de S. levis, com 30 dias de vida, foram imobilizadas em gelo durante 5
minutos e dissecadas na préopria hemolinfa. O intestino das larvas foi
cuidadosamente retirado e cortado em diferentes segdes que foram fixadas em 4%
paraformaldeido adicionado de 0,3% glutaraldeido, em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4
durante duas horas a 4 °C. Apos 5 lavagens durante 20 minutos com tampé&o fosfato
0,1 M a 4 °C, o material foi desidratado em gradiente etilico (70 - 100%) e incluido

em resina acrilica L. R. White.

As secobes de intestino fixadas na resina foram emblocadas em capsulas de
gelatina, cortadas em ultramicrétomo (60 - 90 nm) Leica Ultracut UCT e incubadas
com o anticorpo primario produzido em camundongos anti-rSI-CathL, na diluigdo
1:500 em tampao TBS pH 7,2 contendo BSA (Bovine Serum Albumin) 1% e Azida
sédica (NaNs3) 0,05%. O anticorpo secundario anti-mouse IgG (Amersham) foi diluido
(1:15) em tamp&o TBS pH 8,2, BSA 1% e Azida sodica 0,05%. Esse anticorpo
produzido em cabras é associado a particulas de ouro de 15 nm de didmetro que

permitem a visualizacdo das proteinas marcadas.

Os cortes foram contrastados com corante citrato (acetato de uranila 1%
aquoso e citrato de chumbo) e analisados em microscopio eletrénico de transmisséo
Zeiss EM 900 operado a 80 kV. Como controle foram utilizados cortes das mesmas
regides do intestino do inseto, incubados com soro ndo imune de camundongos e
tratados nas mesmas condi¢gées. Todo o trabalho de fixagao, preparacado e analise
das sec¢des do intestino das larvas foi desenvolvido em colaboragdo com o Prof. Dr.
Alberto de Freitas Ribeiro do departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo, com o auxilio do técnico Waldir Caldeira.

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Caracterizagao da sequéncia da S/-CathL

Um clone de cDNA que codifica uma cisteino peptidase tipo catepsina L,
denominado S/-CathL, foi isolado da biblioteca de larvas de S. levis apresentada no
capitulo 1. Este clone corresponde a uma das isoformas da enzima mais abundante

identificada no transcriptoma, a qual é representada por 10,49% do total de ESTs
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analisados ou 50,65% dos clones que codificam provaveis enzimas digestivas. A
ORF de 972 pb, depositada no GenBank sob o numero de acesso FJ467290,
codifica uma pré-pro-enzima (S/-CathL) homologa a outras enzimas digestivas tipo
catepsina L identificadas no intestino médio de outros coledpteros. A sequéncia
protéica desta enzima apresenta 60% de identidade com a catepsina L de Diaprepes
abbreviatus (ABG73217.1), 58% com Hypera postica (AAD41105.1) e 46% com a
(NP_001163996.1).

representado na figura 2.6 destaca os residuos e motivos conservados entre essas

catepsina L de Tribolium castaneum O alinhamento

sequéncias de catepsinas L de coledpteros.
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Figura 2.6: Alinhamento da sequéncia protéica da S/-CathL (ACK38176) com catepsinas L homdlogas
de coledpteros. Residuos conservados, idénticos em todas as proteinas sdo destacados em caixas
pretas, enquanto as caixas brancas mostram os residuos com mais de 50% de identidade entre as
sequéncias. O peptideo sinal da S/-CathL aparece sublinhado em preto e o provavel ponto de
clivagem da pro-regiao € indicado por uma seta. O motivo inibitério conservado da pré-regidao "E-R-F-
N-I-N" esta destacado em uma caixa cinza acima do alinhamento. Os residuos de aminoacidos
envolvidos na catalise sdo indicados com asterisco (*) acima do alinhamento, que foi realizado
utilizando o programa Multalign utilizando paradmetros padrdes (Corpet, 1988).

Sabendo que as catepsinas L constituem enzimas originalmente lisossomais,
Cristofoletti e colaboradores (2005) conduziram o primeiro estudo gerando fortes
evidéncias de que essa classe de enzimas é secretada no lumen do intestino das
larvas do coledptero Tenebrio molitor, e provaram a atuagdao dessas enzimas como

verdadeiras enzimas digestivas. Utilizando anticorpos especificos e, também
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realizando analises de RT-PCR, os autores provaram que a CAL2 (AY337517) e
CAL3 (AY332272) sao fundamentalmente produzidas no intestino médio das larvas
do besouro, enquanto outras trés isoformas da CAL1 (a: AY207373; b: AY332270; c:
AY332271) foram detectadas em corpo gorduroso e outros tecidos, atuando portanto
como enzimas lisossomais. Esses resultados sugerem, segundo os autores, que as
catepsinas L digestivas de coledpteros provavelmente originaram-se por um
processo de duplicagdo génica e evolugdo independente a partir das catepsinas
lisossomais. Em uma analise de similaridade com essas enzimas de T. molitor, a SI-
CathL apresenta maior similaridade com a CAL3 (63% de similaridade) do que com
a CAL2 e isoformas da CAL1, (respectivamente 55% e 56%). O alinhamento
evidenciando as identidades destas sequéncias é também representado na figura
2.6. Um cladograma das mesmas sequéncias de T. molitor e SI-CathL gerado pelo
alinhamento utilizando os parametros padrées do Blastx, seguido de uma analise
pelo método Neighbor Joining (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview), agrupou
a Sl-CathL mais proxima a CAL3 e também CAL2, uma das raras catepsinas L
comprovadamente digestivas, enquanto as isoformas de CAL1 foram agrupadas em
um ramo separado formado apenas pelas catepsinas lisossomais (Figura 2.7).

4 Skcathl |

— —

Catepsinas

a CAL_3 T. molitor . .
= digestivas

s CAL_2 T molitor

e CAL_1b T. molitor

Catepsinas

> s CAL_lc T. molitor . .
lisossomais

o CAL_1la T. molitor

Figura 2.7: Cladograma representando o agrupamento entre a S/-CathL e as CALs (Catepsinas L) de
T. molitor. Note que a S/-CathL é agrupada junto a CAL3, e também a CAL2, uma das raras
catepsinas L comprovadamente digestivas, enquanto as isoformas de CAL1 estdo agrupadas em um
ramo separado formado apenas pelas catepsinas lisossomais.

Nenhuma alta similaridade foi observada entre a sequéncia de proteina da S/-

CathL contra catepsinas de Lepidopteros, que ndo possuem a versdo digestiva
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dessa enzima. Os resultados dessas analises, junto aos poucos estudos de
catepsinas L digestivas de insetos, nos motivaram a clonar e caracterizar a rS/-CathL
além de comprovar a atuagao no intestino médio como uma verdadeira enzima

digestiva.

O clone de cDNA da S/-CathL codifica uma pré-pré-enzima com um peptideo
sinal predito, composto por 16 aminoacidos (MKSFILASLLVVAVSA), indicado pela
analise no programa SignalP 3.0 (Bendtsen et al, 2004). A clivagem desse peptideo
resulta em uma pré-enzima composta por 308 aminoacidos de massa molecular
estimada em 34.26 kDa. A sequéncia completa da proteina foi analisada nos
programas NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004) e NetOGlyc 3.1 (Julenius et al., 2005)
para verificar a existéncia de provaveis sitios de glicosilagdo, entretanto, nenhum
sitio foi identificado. Esses resultados apontam, mais uma vez, para a atuagao
digestiva da enzima, desde que catepsinas L lisossomais necessitam de residuos de
lisina especialmente dispostos na superficie da proteina, responsaveis pela
fosforilagdo seletiva da manose que sao necessarias para o enderegcamento

lisossomal (Cuozzo et al., 1998).

A SI-CathL é produzida como zimogénio, e o motivo conservado
"E?R*FON>3IS'N™ do pro-dominio envolvido na inibicdo da atividade da enzima

(Karrer et al., 1993), caracteristico das enzimas papain-like é destacado na figura

2.8, junto & outras caracteristicas da enzima. A triade catalitica Cys'®, His*? e

Asn®®? mostra-se conservada entre as sequéncias de catepsinas L de coledpteros

evidenciadas na figura 2.6, assim como o residuo de glutamina (GIn'*?

138
)

) que precede

a cisteina do sitio ativo (Cys ") e provavelmente auxilia na formacao da cavidade do

oxianion. A asparagina (Asn*?)

histidina catalitica (His?"%) (Rawlings e Barrett, 1994).

participa da catalise orientando o anel imidazdlico da

A sequéncia de 924 pb da S/-CathL, excluindo o provavel peptideo sinal, foi
subclonada no plasmideo pPICZaC para expressdo recombinante. A pré-regido
predita da proteina (InterPro domain IPR013201) se estende do residuo 17 ao
residuo 113, enquanto a proteina madura provavelmente compreende os residuos
114 a 324 (Figura 2.8). O potencial ponto de clivagem entre o pré-peptideo e a
proteina madura ocorre na sequéncia “LADGVS*VPESIDWR?”, resultando em uma
valina (Val'™) na extremidade N-terminal da enzima madura, e esta de acordo com o
115)

observado para varios membros da familia papaina, onde uma prolina (Pro é
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conservada na posi¢cédo 2 da enzima madura, provavelmente evitando a degradagao

da enzima (Rawlings e Barrett, 1994).

R IR AT T 1. L KEDGVHFQS FKLKHGKTYKNQAE THHFAT[FRENL 54

RKIEAHNAEYKQGIHSYTQGINKFADMTRAEFKAMLATQVKTKPSIVATKTFQL 108

ADGVSVPESIDWRSRNVVTPIKDQAQCGSEWSFAVVGSTEGAYALSTGKLTRFS 162
$ *
EQQLVDCTTDLNYGCDGGYLDDTFPYIQTNGLELESDYPYTGYDGSCSYDSSKV 216

VTKVSSYVSVPANEQALLEAVGTAGPVATIAINADDLQFYFSGITIDDKYCDPEWL 270

DElGVLAVGYNSENGLDYWLIKYSWGADWGESGY FRFLRGQNICGVKEDAVYPLI 324

Figura 2.8: Sequéncia de aminoacidos da S/-CathL (FJ467290). O provavel peptideo sinal de 16
aminodcidos estd indicado em preto na extremidade N-terminal. A regido marcada em cinza evidencia
o] ré-dominioPredito, que se estende até a posi¢do 113. O motivo inibitério conservado da proé-regiao
E“R*FN*I*’N®" ¢ esta destacado em caixas brancas na pro-regido. Os residuos conservados da
triade catalitica: Cys'®®, His*’?, Asn**” estdo destacados em caixas escuras, enquanto o residuo de
glutamina (GIn'*?), também envolvido na catalise, é indicado por um asterisco.

Soares-Costa e colaboradores (2011) purificaram duas cisteino peptidases a
partir do conteudo do intestino de larvas de S. levis. As duas isoformas, que
apresentaram atividade contra o substrato Z-Phe-Arg-AMC, comumente empregado
para verificar a atividade de catepsinas L e correspondem a uma unica banda de
proteina que apresenta massa molecular em torno de 34 kDa. A fracdo de proteina
purificada foi submetida a andlises de espectrometria de massa apds digestao
triptica (Dellamano, 2009; Fonseca et al., 2012) e os dados obtidos revelaram trés
peptideos (A) VPESIDWR, (B) NVVTPIK e (C) DYWLIK, que foram identificados na
sequéncia da S/-CathL, indicando que ela é produzida no intestino e constitui uma
enzima digestiva (Figura 2.9). Os peptideos deduzidos na analise de espectrometria,
correspondentes a proteina purificada, também foram localizados em outras
sequéncias de catepsinas L identificadas a partir da analise do transcriptoma,
correspondentes a isoformas dessa enzima. Esses resultados indicam que a
proteina purificada do intestino pode corresponder a um conjunto de isoformas da

SI-CathL, considerando a abundancia dessas variantes na biblioteca.
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MKSFILASLLVVAVSATLLKEDGVHFQSFKLKHGKTYKNQAEETKRFAIFRENLRKIEAHNAEYKQGIHSYTQGINKFADMTR

AEFKAMLATOVKTKPSIVATKTFOLADGVSVPESIDWRSRNVVTPIKD CAOQCGSCWSFAVVGSTEGAYALSTGKLTRFSEQ,
A

QLVDCTTDLNYGCDGGYLDDTFPYIQTNGLELESDYPYTGYDGSCSYDSSKVVTKVSSYVSVPANEQALLEAVGTAGPVAIAL

NADDLQFYFSGIIDDKYCDPEWLDHGVLAVGYNSENGLDYWLIKNSWGADWGESGYFRFLRGQNICGVKEDAVYPLI

Figura 2.9: Sequéncia da S/-CathL (ACK38176), evidenciando os peptideos (A) VPESIDWR, (B)
NVVTPIK e (C) DYWLIK, previamente identificados nas analises de espectrometria de massa a partir
da proteina nativa purificada do intestino das larvas do inseto (Dellamano, 2009; Fonseca et al.,
2012). Esse resultado indica que a SI-CathL é de fato, uma enzima digestiva produzida no intestino. A
seta indica o provavel sitio de clivagem da pro-regido.

A seta da figura 2.9 indica o provavel sitio de clivagem da pré-regido da S/-
CathL, que é corroborado pelo fato do peptideo A (VPESIDWR) constituir um
peptideo ndo triptico, pois é precedido de um residuo de serina e nido de um residuo
de arginina positivamente carregado, como esperado para uma clivagem triptica.
Isso indica que a clivagem desse peptideo corresponde ao N-terminal da proteina
madura e nao da digestao triptica realizada para a analise de espectrometria de
massa, confirmando o sitio de clivagem predito descrito anteriormente para a pro-

regido da enzima.

Em andlises de Western blotting, realizadas apds a produgéo e ativagao da
enzima recombinante, € evidente o aparecimento de uma banda de massa
molecular inferior, que pode corresponder a enzima madura, com a sua pro-regiao
liberada. Essa banda foi recortada da membrana de PVDF e submetida ao
sequenciamento da regidao N-terminal da proteina madura. Entretanto, as amostras
nao geraram sinal no sequenciador de proteina, o que pode indicar que a regiao N-

terminal dessa proteina possa estar bloqueada.

Na secao 2.3.4 é mostrado que a rSI-CathL é capaz de se auto-ativar quando
incubada em baixa temperatura e em pH inferior a 5,0. Curiosamente, o sitio predito
de clivagem da pro-regiao “LADGVS*VPESIDWR” nédo esta de acordo com a
especificidade esperada para um substrato de catepsinas L. Para as catepsinas L
(CALs) de T. molitor, foi demonstrado que essas enzimas sao processadas apos 0S
residuos "VQ" (CAL1), "VR" (CAL2) ou "SK" (CAL3) (Cristofoletti et al., 2005). Esse
processamento também nao se encaixa no esperado para a especificidade de
catepsinas L, caracterizado pela preferéncia de um residuo hidrofébico em P2 e um
aminoacido carregado positivamente em P1 (K ou R). As razdes para essa aparente

inespecificidade ndo s&o certas, mas provavelmente outros residuos de aminoacidos
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proximos ao sitio de clivagem podem estar envolvidos na especificidade da enzima,

como previamente detectado para tripsinas de insetos (Lopes et al., 2006).

O peptideo C (DYWLIK) identificado na sequéncia da S/-CathL também nao
constitui um residuo triptico, uma vez que € precedido por uma lisina, € ndo uma
arginina. Entretanto, esse peptideo pode ser considerado um fragmento triptico de
uma variante da S/-CathL, denominado "S/-CathL isoforma b" (GenBank: JN815315)
que também foi identificada em abundancia na biblioteca e compartilha 98% de
identidade de aminoacidos com a S/-CathL, cujo clone foi utilizado para a expressao
recombinante (FJ467290). A sequéncia de proteina da isoforma b é precedida por
uma arginina no fragmento peptidico “DYWLIK”, podendo constituir uma das

abundantes variantes de proteina do intestino da qual esse peptideo foi originado.

Esses resultados estdo de acordo com o perfil previamente identificado por
Soares-Costa e colaboradores (2011) que relatam a atividade de cisteino peptidases
do intestino provenientes de, ao menos, duas isoformas, e corroboram a sugestao
de que insetos fitéfagos possuem uma ampla variedade de enzimas digestivas para
contornar as deficiéncias causadas pela ingestdo de inibidores produzidos pelas

plantas como estratégia de defesa.

2.3.2 Expressao da S/-CathL em bactéria

A catepsina L de S. levis foi inicialmente clonada para a produgédo em E. coli
utilizando o plasmideo pET28a, em fusdo com uma cauda de histidinas. Apds a
selecdo de transformantes positivos por PCR de colénia e sequenciamento, os
clones selecionados foram induzidos pela adicdo de IPTG. No entanto, as analises
em SDS-PAGE 12% revelaram que nado houve a expressdo da proteina
recombinante no tamanho esperado em células de E.coli. Uma analise de
imunoblotting utilizando o anticorpo anti-His tag (1:7500) evidenciou uma banda
inferior a 5 kDa (Figura 2.10), o que pode indicar a degradacdo da proteina
recombinante que continha a cauda de histidina contra a qual o anticorpo foi
utilizado. Concluimos que a proteina pode ter sido degradada pela acdo de
peptidases endbégenas da bactéria e por isso a expressao da rS/-CathL em bactéria

nao foi bem sucedida.



83

50 kDa ——

30 kDa —

10kDa —
-

Figura 2.10: Andlise da expressdo da rSI-CathL em células de E.coli Rosetta (DE3)por Western
blotting. Revelagdo do Western blotting em membrana de PVDF com anticorpo anti-His tag (1:7500)
evidenciando a provavel degradacéo da enzima recombinante produzida em bactéria. M: marcador de
massa molecular; 1: células de E.coli Rosetta (DE3) 01 nado induzida; 2: células de E.coli Rosetta
(DE3) 01 induzida durante 4h com a adigédo de 0,4 mM de IPTG; 3: colénia 02 n&o induzida; 4: colénia
02 induzida 4h; 5: coldénia 03 ndo induzida; 6: coldénia 03 induzida 4h. A seta indica as bandas
reconhecidas nas fragdes induzidas dos diferentes transformantes, com massa molecular menor do
que o esperado, que sugerem a degradacao da proteina recombinante.

2.3.3 Expressao recombinante da S/-CathL em Pichia pastoris

A rSI-CathL foi produzida na levedura P. pastoris em fusdo com uma
sequéncia Hisxe)-tag proveniente do vetor (AAASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH)
na extremidade C-terminal, além de uma curta sequéncia (EAEASM) remanescente
do vetor que permanece na extremidade N-terminal da proteina apds a clivagem do
fator a de secregao. A clivagem desse peptideo, o fator a, é realizada pela enzima
kex2 durante a secregao da proteina para o meio de cultura extracelular, resultando

em uma proteina recombinante de massa molecular esperada de 37,93 kDa.

ApoOs a triagem, um clone multicépias foi selecionado para a expressdao em
maior escala e a rS/-CathL foi produzida em altos niveis a 26 °C dentro de 24 h, com
rendimento estimado em 260 mg/L cultura. A analise em SDS-PAGE 15% revelou a
proteina purificada com massa molecular aproximada de 42 kDa (Figura 2.11) que,

apos a ativacao, foi utilizada para a caracterizagao cinética.
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Figura 2.11: Analise da expresséo da cisteino peptidase recombinante de S. levis em P. pastoris.
SDS-PAGE 15% corado com Comassie blue indicando a expressao, purificacdo e ativacado da rS/-
CathL; M: marcador de massa molecular; 1: células de Pichia pastoris (KM71H) controle negativo de
inducéo; 2: clone recombinante de P. pastoris (KM71H) transformado com o plasmideo pPICZaC-rSI-
CathL induzido 24h com a adigdo de metanol [0,75%)]; 3: enzima purificada na fragdo 50 mM de
imidazol (pH 8,0); 4: fragdes purificadas dialisadas em pH 8,0; 5: rS/-CathL madura apos dialise em
pH 5,0. A seta branca indica a pré-enzima com massa molecular de 42 kDa, enquanto a seta preta
evidencia a enzima em sua forma madura, com aproximadamente 39 kDa.

2.3.4 Ativacao da enzima recombinante expressa em Pichia pastoris

A enzima rSI-CathL produzida pela levedura P. pastoris foi diretamente
recuperada do meio de cultura BMMY pH 6,0. O baixo valor de pH ¢é indicado para o
correto enovelamento da proteina recombinante. A purificagdo por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel foi conduzida em tampao fosfato de sédio pH 8,0
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM), assim como a dialise para a
remocgao do imidazol do tampao de eluigdo. Estas etapas foram realizadas em pH
basico com o objetivo de manter a enzima em condigdo inativa, em sua forma

zimogénio, contendo a pro-regiao N-terminal.

Posteriormente, para a ativacdo da rS/-CathL, a enzima foi novamente
dialisada em tampao acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) durante 4 horas, em baixa
temperatura (4 - 8 °C). A analise em SDS-PAGE revelou que nessas condigbes a
enzima foi capaz de se auto-ativar, promovendo a liberagdo da pré-regido, que é
evidenciada pelo aparecimento uma banda de massa molecular inferior. A enzima
madura, evidenciada na canaleta 5 da figura 2.11 como a banda de maior

intensidade, apresenta massa molecular estimada em torno de 39 kDa. Nessas,
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condi¢des, a enzima mantém-se estavel quando acondicionada em geladeira por até

10-12 dias, quando sua atividade comecga a diminuir em funcao da protedlise.

2.3.5 Analises de glicosilagcao da rS/-CathL

Considerando que a enzima recombinante produzida em células de Pichia
pastoris apresentou massa molecular de 42 kDa, maior do que o esperado pelas
analises in silico da sequéncia de aminoacidos (37,4 kDa), foi considerada a
possibilidade da enzima estar glicosilada e devido a adicdo de cadeias de agucares,
apresentar massa molecular maior, pois esta migra no gel mais lentamente. Essas

diferengas sao evidenciadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Relagdo das massas moleculares (M.M) e ponto isoelétrico (P.l.) estimados para a
enzima nativa e recombinante (rS/-CathL). Note as diferengas no padrdo de massa molecular
observadas para as proteinas descritas abaixo. Analises realizadas em: http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi/pi_tool.

Proteina nativa rSIl-CathL (Levedura)
P.L./M. M. M. M. P.L./M. M. M. M.
estimada(kDa) | Observada(kDa) | estimada(kDa) | Observada(kDa)
Pré-pré-enzima 5.06/ 35,89 - - -
Fator a / Pré-enzima - - 479 /46,85 -
Pré-enzima 4,98/ 34,26 - 5.03/37,93 42
SI-CathL madura 4.09/23,17 34 kDa 4.34 /26,22 39

A sequéncia completa da proteina rS/-CathL foi submetida a analises de
glicosilagao in silico, utilizando os programas NetNGlyc 1.0 e NetOGlyc 3.1. Apesar
de varios aminoacidos apresentarem scores elevados, proximos da linha de corte
para a identificacdo como possiveis sitios para O-glicosilagdo, nenhum sitio de

glicosilag&o foi identificado.

Dada a diferenca entre a massa molecular esperada e a observada para a
enzima, optou-se por também realizar analises de glicosilagdo da rS/-CathL
utilizando glicosidases. No entanto, na analise em SDS-PAGE 12% com a proteina
recombinante rS/-CathL apds os tratamentos com N-glicosidases (endoglicosidase H
e PNGAse F) e O-glicosidase, ndo foi detectada alguma mudanga no padrdo de
migragao da enzima (Figura 2.12), reforgando a provavel auséncia de glicosilagdo na

proteina recombinante.
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Figura 2.12: Analise de SDS-PAGE 12% com rS/-CathL ap6s os tratamentos com glicosidases
indicando auséncia de glicosilacdo. M: marcador de peso molecular. As cabecgas de seta preenchidas
em preto indicam a rS/-CathL. (A) Tratamento com N-glicosidases; 1: rSI-CathL controle; 2: rSI-CathL
apos o tratamento com PNGAse F; 3: Enzima recombinante apos o tratamento com endoglicosidase
H. A seta branca indica a banda relativa a PNGAse F de 36 kDa, enquanto a seta preta indica a
endoglicosidase H com massa estimada de 29 kDa. (B) Tratamento da rS/-CathL com a O-
glicosidase; 4: rSI-CathL nao tratada, controle; 5: Enzima recombinante adicionada de O-glicosidase,
com massa molecular elevada (147 kDa), indicada pela seta escura e neuraminidase, com massa
molecular préxima a 40 kDa, indicada pela seta ndo preenchida.

Essa aparente discrepancia na migragao eletroforética de proteinas digestivas
recombinantes de insetos, também produzidas em P. pastoris, ja foi relatada para a
catepsina L da mosca da carne Sarcophaga peregrina, 32 kDa ao invés de 23,9 kDa
esperados (Philip et al., 2007). O mesmo foi observado para a catepsina L digestiva
da larva do besouro Diabrotica virgifera, com 32 kDa quando deveria ter massa
equivalente a 26 kDa (Bown et al., 2004), assim como para a CAL de Delia
coarctata, com 50 kDa, ao invés dos 35.9 kDa esperados (Pyati et al., 2009). Essa
discrepancia no padrdo de migracdo pode ser um artefato do método,
provavelmente devido a composicao de aminoacidos, especifica para essas
proteinas de inseto. Desse modo, a enzima rSI-CathL madura, de aproximadamente

39kDa, foi utilizada para a caracterizacéo cinética apresentada adiante.

2.3.6 Ensaios de atividade enzimatica da rSI-CathL
2.3.6.1 Determinacao de pH é6timo

A enzima recombinante foi ativada em tampé&o acetato de sdédio (pH 5,5) na
presenca de 2,5 mM de DTT. Apds cinco minutos de incubacdo a atividade da
enzima foi monitorada em funcédo do pH, utilizando os diferentes tampbdes com pH

variando entre 3,0 a 10,0. A enzima apresentou atividade na faixa de pH entre 4,8 a
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7,6 e a maior atividade da enzima foi detectada em pH 6,0 (Figura 2.13). A
preferéncia da enzima pelo pH acido esta de acordo com o observado para outras
enzimas do tipo catepsinas L, que geralmente tem atividade 6tima em valores de pH
variando de 4,5 a 6,0 (Turk et al., 2000).
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Figura 2.13: Atividade da enzima rS/-CathL em fungcdo do pH. As medidas de atividade foram
realizadas em reagdes com diferentes tampdes variando os valores de pH entre 3,0 a 10,0. O pH
6timo identificado para a enzima rS/-CathL recombinante foi 6,0. A atividade residual é perceptivel do
pH4,8a7,6.

2.3.6.2 Determinagcdao da atividade em fungdo da temperatura e

estabilidade térmica

A maior atividade enzimatica da rS/-CathL foi observada a temperatura de 37
°C (Figura 2.14), apresentando 73% da atividade a 30 °C e 84% a 40 °C. Como a
maior atividade observada para a enzima foi a 37 °C, essa foi a temperatura

escolhida para os ensaios cinéticos da enzima recombinante.
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Figura 2.14: Curvas de estabilidade térmica (tracejado) e atividade em fungdo da temperatura (linha
continua) para a rS/-CathL. As curvas mostram o comportamento da enzima recombinante com
atividade catalitica maxima a 37 °C, e evidenciam sua acentuada instabilidade térmica.

No teste realizado para avaliar a estabilidade térmica da rS/-CathL, apds o
calculo da atividade residual observou-se uma expressiva perda de atividade a
medida que a temperatura de incubacéo é aumentada. Mesmo incubada em baixas
temperaturas, entre 10 - 20 °C, a enzima ja apresentou uma perda de atividade
residual consideravel, na ordem de 19,5%. A 30 °C a atividade residual da rS/-CathL
foi diminuida para 58% e para 30% a 37 °C.

Esses resultados indicam que a enzima recombinante apresenta uma
acentuada instabilidade térmica, similar ao observado para a CAL2 purificada do
intestino médio de T. molitor, com meia vida de 5 minutos a 40 °C (Cristofoletti et al.,
2005). Essa instabilidade da catepsina L digestiva de S. levis pode ter sido
previamente relatada por Soares-Costa e colaboradores (2011), que purificaram
duas fracbes de enzima nativa do intestino do inseto. A primeira fragdo de
purificacdo apresentou-se mais instavel do que a segunda fragdo purificada da
enzima, o que indica que a primeira fracdo pode corresponder a versdo nativa da
rSI-CathL e outras variantes identificadas no capitulo 1. Nesse trabalho, apenas a
fracdo mais estavel foi caracterizada, o que reforga a importancia da caracterizagao
da enzima recombinante, e ainda, pode explicar as diferengcas nas caracteristicas

encontradas nessas isoformas da enzima que sao discutidas adiante.

2.3.6.3 Eficiéncia catalitica da S/-CathL: (kcat / Km)

A enzima rSI-CathL apresentou potente agdo sobre os substratos Z-Leu-Arg-
AMC e Z-Phe-Arg-AMC e nao foi capaz de hidrolisar o substrato Z-Arg-Arg-AMC.. O
substrato Z-Phe-Arg-AMC é comumente utilizado para ensaiar atividade de enzimas
do tipo catepsina L, e a preferéncia por residuos nao carregados em P2 é
caracteristica de catepsinas L (Barret et al., 2004). A eficiéncia catalitica (kcat / Km) da
rSI-CathL para a hidrdlise do substrato Z-Phe-Arg-AMC foi de 2,07 mM S e 37,53
mM S' para Z-Leu-Arg-AMC. As curvas de hidrélise desses substratos sdo

mostradas na figura 2.15.
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Figura 2.15: Atividade enzimatica da enzima rSIl-CathL recombinante. Os graficos (A) e (B)
representam a hidrélise dos substratos Z-Leu-Arg-AMC e Z-Phe-Arg-AMC, respectivamente, em
funcdo do tempo. A eficiéncia catalitica (ke / Km) da rSI-CathL para a hidrélise do substrato Z-Phe-
Arg-AMC foi de 2.07 mM S e para Z-Leu-Arg-AMC foi de 37.53 mM S™'. Este resultado indica
preferéncia da rS/-CathL para o substrato Z-Leu-Arg-AMC e esta de acordo com o comportamento de
enzimas do tipo catepsina L.

Este resultado mostra que a enzima rS/-CathL apresenta comportamento
similar a outras enzimas tipo catepsina L de insetos. Foi realizada uma comparacéao
entre parametros cinéticos descritos para catepsinas L de insetos e estes dados sao
mostrados na tabela 2.2. Esta comparagcdo mostra claramente a preferéncia das
enzimas do tipo catepsina L para o substrato Z-Leu-Arg-AMC, apesar do substrato
Z-Phe-Arg-AMC ser um substrato comumente utilizado para enzimas do tipo
catepsina L (Barret et al., 2004). Os dados existentes para essas enzimas de insetos
confirmam a preferéncia de certas catepsinas de inseto pelo residuo de leucina no
sitio P2, em detrimento da fenilalanina. Ambos os residuos de aminoacidos n&o
possuem carga, tém cadeias laterais hidrofébicas e, portanto, possuem
caracteristicas semelhantes, exceto pelo fato de que a fenilalanina possui um anel
aromatico na cadeia lateral que confere a esse aminoacido um tamanho ligeiramente

maior.
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Tabela 2.2: Parametros cinéticos descritos para catepsinas L selecionadas de outros insetos:
Tenebrio molitor e Diabrotica virgifera (Coleoptera), Bombyx mori (Lepidoptera), Sarcophaga
peregrina (Diptera).

Organismo Fungao Fonte Substrato (5'\"}') (ﬁf\t/l/gf‘?) Referéncia
Z-Leu-Arg-
Recombinante AMC 1.79 37.5 Este estudo
(rSI-CathL) Z-Phe-Arg- ) 2
Sphenophorus Di , AMC
. igestiva
levis Z-Leu-Arg- ) 20
Purificada AMC Soares-Costa
Z-Phe-Arg- ) 30 etal., 2011
AMC
. Recombinante Z-Phe-Arg- -3
Tenebrio Lisossomal (CAL1a) AMC 50 2.8x10 Cristofoletti et
molitor . , Purificada Z-Phe-Arg- -3 al., 2005
Digestiva (CAL2) AMC 8 6.1x10
Recombinante Z-Phe-Arg- 34 )
(DvRS5) AMC
Diabrotica Digestiva Recombinante Z-Phe-Arg- 16 ) Bown et al.,
virgifera 9 (DvRS30) AMC 2004
. . Z-Phe-Arg-
Extrato intestinal AMC 16 -
I Z-Leu-Arg-
Bombyx F|bnr0|nase da e AMC 40.5 21.7 Watanabe et
4 glandula de Purificada
mori seda Z-Phe-Arg- 231 15.9 al., 2004
AMC )
Sarcophaga Remodelament = Recombinante Z-Phe-Arg- 34 ) Philip et al.,
peregrina o de tecido (ScathL) AMC 2007

Na tabela 2.2 estdo indicadas as constantes cinéticas obtidas para a rSI-

CathL, assim como para a enzima purificada do intestino do inseto (Soares-Costa et
al.,, 2011). Como proposto anteriormente, a existéncia de variantes da enzima,
identificadas no transcriptoma discutidas no capitulo 1, somada ao fato de uma das
fracdes purificadas da enzima nativa, apresentar maior atividade catalitica sobre o
substrato Z-Phe-Arg-AMC (Soares-Costa et al., 2011), sugere que uma outra fragéo
da enzima nativa purificada, demonstrada no mesmo trabalho, pode corresponder a

rSI-CathL, talvez junto a outras isoformas.

Essa hipétese é reforgada pela abundancia dessas variantes no inseto, além
da redundancia de sequéncias dos peptideos identificados na analise de
espectrometria de massa. As pequenas diferencas entre as constantes cinéticas
obtidas para a enzima rS/-CathL e a enzima nativa purificada (Soares-Costa et al.,
2011) podem ser atribuidas ao fato de que a fracdo purificada da enzima,

aparentemente pode ser composta por um conjunto de isoformas da S/-CathL.
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2.3.6.4 Determinacgao da constante cinética K, para a S/-CathL

A curva de hidrolise do substrato Z-Leu-Arg-AMC pela enzima rS/-CathL, a
partir da qual o valor de K, foi calculado é evidenciada na figura 2.16. O valor obtido
para a constante K, foi de 1,79 uM, o que indica uma afinidade muito alta da enzima
para o substrato utilizado, quando comparada com catepsina L de outros insetos
(Tabela 2.2).
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Figura 2.16: Curva de hidrolise do substrato Z-Leu-Arg-AMC adicionado em concentracdes
crescentes variando entre 0,1 e 10,5 yM (CF) para a determinacdo do parametro cinético K, da rSI-
CathL. O calculo da constante (K,) foi realizado por regressao nao linear utilizando o programa GraFit
(Leatherbarrow, 1992) e o valor determinado para a constante foi 1,79 uM.

2.3.7 Ensaios de inibicdo de atividade da rSI/-CathL utilizando cistatinas

recombinantes de cana-de-agucar

Nos testes de inibicdo realizados com as cistatinas recombinantes da cana-
de-agucar, CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3 e CaneCPI-4 foi observado um perfil
de inibicdo para a rSI-CathL semelhante aquele identificado para as catepsinas L
humanas (Gianotti et al., 2008). A tabela da figura 2.17 indica os valores de K;
estimados para os inibidores, sendo a CaneCPI-1(K; = 2,38 nM) o inibidor menos
eficiente e a CaneCPI-4 (K = 0,196 nM) o mais potente contra a rS/-CathL. Nessa
figura sdo mostrados os graficos de inibicado gradual correspondente a cada um dos

inibidores ensaiados, a partir dos quais os valores da constante K, foram calculados.
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Como esperado, o inibidor sintético E-64, apresentou uma atividade inibitoria
reduzida com uma constante de inibigdo de (Ki app = 0,289 uM), quando comparado
com os quatro inibidores de cana-de-acucar. Isso pode ser explicado pelas
diferencas no mecanismo de acio e principalmente pelo fato de que, sendo um
inibidor generalista de cisteino peptidases da familia da papaina (Barrett et al.,
1982), espera-se que sua especificidade para cisteino peptidases digestivas do
inseto seja muito menor quando comparada com proteinas de defesa da cana-de-
acgucar, as canacistatinas, que provavelmente evoluiram em funcdo dessa classe de

peptidases digestivas (Lawrence e Koundal, 2002; Martinez e Dias, 2008).
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Figura 2.17: Graficos das atividades inibitérias das canacistatinas sobre a rS/-CathL. A tabela da
figura indica os valores de K; estimados para os inibidores. Os graficos representam a curva de
inibicdo de cada inibidor, obtida pelo calculo da atividade residual da rS/-CathL a medida que o
inibidor foi adicionado. Dentre as canacistatinas, a CaneCPI-1(K; = 3 yM) foi o inibidor menos
eficiente e a CaneCPI-4 (K; = 0,196 uyM) o melhor inibidor contra a rS/-CathL. Note, no canto inferior
direito dos gréficos, a escala e ordem de diluigdo dos inibidores utilizados para anular a atividade da
rSi-CathL.

Como relatado anteriormente, uma fragcdo correspondente a uma ou mais

isoformas da SI/-CathL foi previamente purificada do intestino do inseto e
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caracterizada (Soares-Costa et al., 2011). As diferengas obtidas para as constantes
cataliticas, discutidas na secao 2.3.7.3 e exibidas na tabela 2.2, indicam que a
enzima nativa purificada e a recombinante constituem diferentes isoformas. Isso é
reforgado pela abundancia dessas variantes identificadas no transcriptoma (Capitulo
1). A enzima purificada também foi testada com os mesmos inibidores cistatinicos da
cana-de-agucar (Dellamano, 2009), para os quais foram calculadas a constante
Kiapp-, @s constantes de inibicdo absolutas foram deduzidas e s&o comparadas, na
tabela 2.3, com aquelas obtidas utilizando os mesmos inibidores contra enzima

recombinante, apresentadas neste trabalho.

Tabela 2.3: Comparacéao entre as constantes de inibigao obtidas para a rSI-CathL e para a fragao de
enzima purificada do intestino (Dellamano, 2009; Soares-Costa et al., 2011). Os resultados
evidenciam a poténcia do inibidor CaneCPI-4 contra ambas enzimas.

Dellamano, 2009 Este estudo
Catepsina L purificada (K)) rSI-CathL (K)
E-64 (Ki apo) 34,95 nM (Ki app) *0.28 UM (Kiapp)
CaneCPI-1 5,72 nM 2,38 nM
CaneCPI-2 3,49 nM 0,97 nM
CaneCPI-3 5,53 nM 0,34 nM
CaneCPI-4 0,23 nM 0,19 nM
Orizacistatina 1 4,56 nM -

Dentre os inibidores testados, o inibidor CaneCPI-4 foi o mais potente, tanto
para a rS/-CathL quanto para a enzima purificada (Dellamano, 2009), com valores
obtidos para a constante K = 0,19 uM e 0,23 uM respectivamente. Esse resultado
confirma a maior especificidade do inibidor CaneCPI-4 para essas enzimas que,
provavelmente, correspondem a distintas variantes da S/-CathL no intestino do
inseto. A poténcia de inibicdo da CaneCPIl-4 (Ki = 0,19 uM) é evidenciada pela
comparag¢ao com o inibidor cistatinico OC-1 contra a enzima purificada (Ki = 4,56
MM) (Dellamano, 2009), o qual ja se mostrou eficiente contra peptidases digestivas
de diversos insetos (Leplé et al., 1995; Bouchard et al., 2003; Azzouz et al., 2005;
Kiggundu et al., 2010). As diferengas obtidas nas eficacias dos inibidores CaneCPI-2
e CaneCPI-3 para essas variantes da enzima, purificada e recombinante, reforcam
que a utilizagdo sinérgica de mais de um inibidor pode ser vantajosa no sentido de
bloquear eficientemente outras variantes ou até mesmo diferentes classes de
enzimas, dada a diversidade de enzimas digestivas do inseto e a provavel resposta

adaptativa relacionada a mudanca no perfil de expressao de enzimas digestivas.
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E conhecido que diversos insetos respondem a adi¢do de inibidores na dieta
por meio de uma série de mudangas adaptativas como, por exemplo, a super
producao de peptidases insensiveis ao inibidor ou mesmo, por meio de uma simples
estimulacdo da atividade peptidasica, capaz de compensar a agao do inibidor
(Broadway e Duffey, 1986; Oppert et al., 2005; Amirhusin et al.,2007). Estes
processos podem dificultar as estratégias de protecado contra insetos que envolvem
a expresséo de inibidores de peptidases em plantas (Jongsma et al., 1995; Zhu-
Salzman et al., 2003; Gruden et al., 2004).

No caso do besouro Tribolium castaneum, foi relatada uma resposta
adaptativa relacionada a mudancga do perfil de expressao de peptidases. Quando
desafiadas com inibidores de cisteino peptidases, as larvas do inseto foram capazes
de remodelar rapidamente o perfil de expressédo de peptidases, iniciando uma super
producdo de serino peptidases, insensiveis ao inibidor (Oppert et al., 2005).
Mudancas similares foram detectadas no perfil de expressao de variantes de serino
peptidases digestivas da lagarta de Spodoptera frugiperda (Lepdoptera), quando
submetida a uma dieta contendo inibidores de proteases oriundos da soja (Paulillo et
al., 2000). Esses estudos evidenciam a adaptacédo do arsenal digestivo dos insetos
em resposta a adigao de inibidores e reforcam a importancia e aplicabilidade da
utilizagcado de inibidores sinérgicos, como discutido por Eigenheer e colaboradores
(2003) e também por Oppert e colaboradores (2005).

Em nosso laboratério foram desenvolvidas canas-de-agucar transgénicas
super produzindo o inibidor CaneCPI-1 (Ribeiro et al., 2008). Experimentos recentes
mostraram que as plantas desenvolvidas s&o mais resistentes ao ataque desse
inseto (Resultados ainda ndo publicados, artigo em preparagdo). No presente
trabalho, foi mostrado que a CaneCPI-4 é o inibidor mais eficiente contra a enzima
recombinante in vitro. Além disso, esse inibidor ja se mostrou eficiente para a
inibicdo de catepsina B humana (Gianotti et al, 2008). Considerando a maior eficacia
da CaneCPIl-4 dentre os inibidores testados e, também, que as catepsinas B
constituem a segunda classe de peptidases mais abundantes identificadas na
biblioteca (capitulo 1), sugere-se que a constru¢do de uma linhagem de cana-de-
agucar transgénica super produzindo este inibidor enddgeno poderia reduzir

eficientemente os danos causados por este inseto.
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2.3.8 Imunolocalizacao da S/-CathL no intestino das larvas
2.3.8.1 Titulacao e especificidade dos anticorpos

Os anticorpos policlonais produzidos em camundongos para a catepsina L
foram eficientes contra a proteina recombinante até a diluicdo 1:40000. Na figura
2.18B é mostrada uma analise de Western blotting realizada com o anticorpo anti-
rSI-CathL utilizado na diluicdo 1:10000. O anticorpo mostrou-se altamente
especifico, reconhecendo apenas a enzima recombinante no meio de cultura e
eficiente também para a deteccdo da enzima nativa no extrato de proteinas do tubo
intestinal das larvas S. levis, mostrada na canaleta 5. Este resultado indica que a
enzima é de fato digestiva e esta presente no conteudo intestinal da larva do inseto.
A especificidade do anticorpo detectada para a enzima nativa possibilitou sua
utilizacdo em ensaios histolégicos, para verificar a expressédo desta enzima ao longo

do intestino médio.
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Figura 2.18: Imunodeteccao da rS/-CathL e da enzima nativa do inseto (A): Proteinas separadas em
SDS-PAGE 15% carregadas em quantidades similares utilizadas na imunodeteccao. (B): Proteinas
transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-rS/-CathL na diluicao
de 1:10.000. M: marcador de massa molecular; 1: controle negativo da expresséo, 144 h apés a
adicdo de metanol (P. pastoris transformada com o plasmideo sem inserto); 2: sobrenadante da
inducao da rSI-CathL 144 h apés a adigdo de metanol ; 3: fragdo de enzima purificada em pH 8,0
(50mM de imidazol); 4: aproximadamente 12 ug da mesma fragao purificada, apds dialise em tampao
fosfato de sodio, pH 8,0; 5: fracao protéica extraida do conteiido do tubo intestinal de S. levis. A seta
preta indica a rS/-CathL como pro-enzima, enquanto a seta branca mostra a enzima nativa com a
massa molecular idéntica a proteina purificada (Soares-Costa et al, 2011), com aproximadamente 34
kDa, reconhecida pelo anticorpo criado contra a proteina recombinante.
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2.3.8.2 Caracterizagao morfolégica do intestino das larvas de S. levis

O intestino das larvas desse inseto foi dissecado para caracterizagao
morfologica. Foi observado que o tubo intestinal & constituido de um intestino
anterior (IA) muito curto, um longo intestino médio (IM) dilatado na regido anterior,
enquanto o intestino posterior (IP) tem tamanho médio e didmetro pouco reduzido

guando comparado com o intestino médio (Figura 2.19).
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Figura 2.19: Visdo da morfologia do intestino de S. levis. Intestino anterior (lA), intestino médio (IM),
intestino posterior (IP) e tubulos de Malpighi (TM). O intestino médio é mais dilatado na regido
anterior e foi subdividido em quatro ventriculos (V1, V2, V3, V4) de igual comprimento.

O intestino médio tem extensdo média de 1,58 + 0,08 cm, com didmetro
aproximado de 0,2 cm na regido anterior, que é reduzido para 0,06 cm na porgéao
mais posterior. O intestino posterior se estende por aproximadamente 0,78 + 0.09
cm e seu didametro é de 0,05 + 0,005 cm. A extensdo média do intestino anterior € de
0,11 cm. O intestino médio constitui um tubo continuo, sem compartimentarizacéao,
esse ventriculo nesse estudo foi dividido em 4 regides (V1-V4) para analise mais

detalhada do perfil de produgéo da enzima catepsina L ao longo de sua extenséo.

2.3.8.3 Imunolocalizagdao da S/-CathL por microscopia eletronica de

transmissao (MET)

Considerando que, de uma maneira geral, o intestino médio dos insetos é a
principal regido responsavel pela producao de enzimas digestivas (Terra et al., 1985;

Terra e Ferreira, 1994), para a imunolocalizagdo da S/-CathL foram preparados
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cortes dos quarto ventriculos V1, V2, V3 e V4. Essa etapa do trabalho foi
desenvolvida em colaboracdo com o Prof. Dr. Alberto de Freitas Ribeiro do
departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
Na figura 2.20 pode ser observado que a proteina nativa foi eficientemente
reconhecida pelo anticorpo nos cortes histolégicos preparados a partir do epitélio
intestinal. Nessa imagem ¢ verificada a sintese da S/-CathL nas células do epitélio e
a formacao de vesiculas de secregéo (V).

Figura 2.20: Imagem de microscopia eletrénica de transmisséo indicando a produgdo da S/-CathL
nativa em uma célula epitelial do intestino médio de uma larva de S. levis. As particulas de ouro
complexadas ao anticorpo secundario (anti-mouse IgG), possibilitam a visualizagdo de pontuacdes
escuras que correspondem a catepsina L nativa. A producdo da enzima nativa ocorre no reticulo
endoplasmatico rugoso (RE) com poliribossomos associados. As enzimas recém sintetizadas sao
direcionadas para o complexo de golgi (G), onde ocorre a formagao de vesiculas de secrecao (V)
contendo a enzima. Essas vesiculas sdo exportadas até a base do epitélio, onde se fundem,
liberando as enzimas digestivas na luz do intestino. M: mitocéndria.

Nas andlises de imunolocalizagdo ao longo do intestino (Figura 2.21) foi
verificada a ocorréncia da S/-CathL em vesiculas de secrecdo desde o primeiro
ventriculo (V1) até o fim do intestino médio (V4). A produgéo da S/-CathL em toda a
extensdo do intestino médio nas larvas de S. levis pode constituir uma sinapomorfia
da espécie, considerando que segundo Terra e Cristofoletti (1996), a atuacado das
cisteino peptidases em coledpteros ocorre fundamentalmente nos primeiros dois
tercos do intestino médio, devido a variacdo de pH ao longo do intestino que pode

ser muito alcalino na regiao posterior.
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Figura 2.21: Imunolocalizagao da S/-CathL no intestino médio da larva de S. levis. As imagens da
MET dos cortes dos quatro ventriculos indicam que a S/-CathL é produzida em toda extenséo do
intestino médio, desde V1 até V4. As setas escuras indicam as vesiculas de secre¢do marcadas com
o anticorpo produzido em camundongos contra a proteina recombinante S/-CathL.

Apesar destes resultados apontarem a producédo da enzima ao longo de todo
o intestino médio (V1-V4), esse ndo € um método quantitativo, e dados anteriores da
atividade de cisteino peptidases no intestino médio (Soares-Costa et al., 2011)
sugerem que a secregao deve ocorrer principalmente nas porg¢des iniciais do
intestino (V1-V2). Esses resultados confirmam o importante papel dessa enzima na
digestdo nas larvas de S. levis, e evidenciam a possibilidade de utiliza-la como alvo
para a inibicdo in vivo uma vez que ela pode ter sua atividade bloqueada

diretamente pela ingestao de inibidores presentes na dieta do inseto.
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2.3.9 Expressao relativa da S/-CathL ao longo do desenvolvimento de S.

levis

Os experimentos de PCR quantitativo em tempo real foram realizados para
aumentar o conhecimento da fungcdo dessa enzima na fisiologia do inseto pela
analise do perfil de expressédo durante seu ciclo de vida. O grafico da figura 2.22A
evidencia o padrao de expressao génica da S/-CathL ao longo do desenvolvimento
do inseto. O menor indice de expressao para a S/-CathL foi detectado no estagio de
pupa, que foi utilizado como fase calibradora, com expressao relativa igual a uma

vez (1 x). Nos ovos também foi detectada uma expressao baixa da enzima (1,29 x).
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Figura 2.22: Anadlises da expressao relativa da catepsina L de S. levis por qRT-PCR. (A) Expressao
relativa ao longo do desenvolvimento, em condi¢cbées de dieta artificial, indicando que a S/-CathL é
principalmente produzida nos estagios larvais de desenvolvimento quando constitui a principal enzima
digestiva. As larvas de 30 dias apresentaram o maior valor de expressao relativa da enzima, 1257
vezes mais expressa do que nas pupas. Nos ovos ha uma expressdo basal (1,29 x). A baixa
expressdo das enzimas no adulto (11,53 x) indica que o sistema digestivo dos adultos é diferente. (B)
Expresséo tecido-especifica da catepsina L, indica a sintese da enzima fundamentalmente no
intestino médio e comprova o seu papel como enzima digestiva.

Dentre as fases do ciclo biolégico de S. levis estudadas, as larvas com 30
dias de vida apresentam a maior taxa de producdo de RNAm que codificam para S/-
CathL, o que esta de acordo com a necessidade de incorporacdo de biomassa em
uma dieta pobre em aminoacidos, no periodo que antecede ao empupamento. Nas
pré-pupas ja sdo notadas mudangas morfoldégicas e o cessar da movimentagao
reflete a impossibilidade de alimentagdo que é confirmada pela diminuigdo drastica
em mais de 10 vezes da produgao da principal enzima digestiva, que atinge o menor

nivel de expressao no estagio posterior, pupa.
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Esta enzima também é produzida por insetos adultos, porém, em taxas muito
menos abundantes (11,53 x), o que indica uma diferengca no perfil digestivo dos
adultos, provavelmente em decorréncia do habito alimentar distinto nessa fase de
desenvolvimento de S. levis. Enquanto as larvas usam a mandibula para cavar
galerias na base da cana-de-agucar, os adultos utilizam o rostro para sugar a seiva
exsudada dos colmos. A expressao reduzida da enzima nessa fase aponta que a
inibicdo desta enzima nos adultos pode nao ser tdo severa quanto nas larvas,
quando as necessidades relacionadas a digestdo de proteinas e absorgdo de

aminoacidos sdo maiores.

Nos experimentos para avaliar a expressao tecido-especifica da S/-CathL, a
enzima foi detectada fundamentalmente no intestino médio (1x), correspondendo a
aproximadamente 98,9 % de todos os transcritos identificados nessa analise (Figura
2.22B). Esses dados reforcam o resultado obtido na imunolocalizagéo,
demonstrando a transcricdo desta enzima no intestino do inseto, como uma
verdadeira enzima digestiva. Baixos indices de transcricdo da enzima foram
detectados no intestino posterior (0,0057 x) e cabega (0,0058 x), como esperado,
uma vez que esses tecidos sao conectados fisicamente ao intestino médio.
Transcritos para a enzima nao foram detectados em quantidades significativas no
corpo gorduroso hemolinfa ou epiderme, o que nos leva a descartar a possibilidade

de atuagao lisossomal da enzima.
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CAPITULO 3: RNA DE INTERFERENCIA APLICADO AO CONTROLE DE

Sphenophorus levis

Resumo

Neste estudo, foram analisados os efeitos da injecdo de dsRNAs dos genes
V-ATPase E e serpina em larvas dos insetos Sphenophorus levis e Tribolium
castaneum. Vinte e quatro horas apds a aplicagdo, a reducdo dos niveis dos
transcritos para estes dois genes foi detectada por RT-PCR, revelando a ocorréncia
do silenciamento génico induzido pelas inje¢des. Tanto para T. castaneum quanto
para S. levis, o silenciamento dos genes ortélogos revelou fenétipos muito similares.
As larvas de T. castaneum e S. levis injetadas com dsRNA para V-ATPase E
morreram dentro de duas e trés semanas, respectivamente, revelando a severidade
do silenciamento. Larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA da V-ATPase E
ortéloga de S. levis, que apresenta 77,84% de similaridade de sequéncia, também
tiveram o silenciamento detectado e exibiram o mesmo fenétipo letal, o que reforca a
necessidade de genes especificos para evitar o efeito cruzado em espécies nao
alvo. O silenciamento da serpina 6 causou a morte de todos os adultos de T.
castaneum apos a fase pupal, alguns deles farados e malformados. Para S. levis, o
silenciamento da serpinal causou atraso no desenvolvimento dos insetos,
diminuicdo do ganho de peso das larvas e morte causada pelo aprisionamento na
fase pupal ou como adultos farados. Esses resultados, também inéditos para a
serpina 6 de T. castaneum, indicam a atuacido destas serpinas em processos além
do sistema imune, provavelmente relacionados ao desenvolvimento e abre novas
perspectivas para o entendimento da fungdo biolégica desses inibidores de serino
peptidases em coledpteros. Neste trabalho, foi relatada pela primeira vez o
silenciamento génico em S. levis via RNAi, por meio da injecdo de dsRNA na
hemolinfa indicando a existéncia de um mecanismo natural de internalizacdo de
dsRNA, clivagem em siRNAs e ativacdo da maquinaria de silenciamento génico.
Além disso, sdo descritos dois genes que apresentam fenoétipos letais para o inseto
via RNAI, portanto constituindo dois novos alvos no combate a essa praga. Ensaios
de alimentacdo devem ser realizados para checar a sensibilidade de S. levis ao
RNAI via oral e ocorréncia da resposta sistémica, o que abre o ultimo horizonte
biotecnolégico no combate a este inseto: plantas transgénicas de cana-de-agucar
produzindo grampos de RNA.

Palavras chave: RNAI, silenciamento génico, serpina, V-ATPase E.
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3.1 Introdugao

O RNA de interferéncia, ou RNAIi, € um processo celular conservado em
muitos eucariotos pelo qual um RNAm especifico é degradado por um complexo,
contendo uma fita de RNA complementar aquele do RNAm alvo, que resulta na
inibicdo especifica da expressao génica. Em muitos insetos, a resposta ao RNAI
pode ser sistémica, mediada por um mecanismo relativamente conservado de
internalizagdo celular e amplificagdo de sinal do RNAi por todo o organismo,

permitindo o silenciamento génico via alimentagcdo com dsRNA

Esse mecanismo de amplificagdo do sinal mediado pelo RNAI, relacionado a
resposta sistémica, apresenta uma relativa conservagao entre muitos insetos e ja se
mostrou eficiente para o controle de coledpteros em plantas transgénicas produzindo
grampos de RNA. A partir dessa nova abordagem, o intestino dos insetos, que
sempre foi compreendido como uma interface direta com o ambiente, atua como um
canal de acesso a todo o metabolismo e funciona como um gatilho de regulacéo
génica mediada pela degradacédo de transcritos especificos induzida por meio da
alimentagdo. Sequéncias de genes unicos, especificos para cada espécie, podem
garantir a especificidade unica do método, que ainda permite a exploragédo de novos

alvos para combate a insetos-praga.

3.1.1 Mecanismo de acao do RNAIi

A exposigao de células eucaridticas a moléculas de RNA dupla fita (dsRNA)
pode disparar a regulacdo negativa da expressao génica especificamente, via
degradagcdo do RNA mensageiro (RNAmM) complementar a uma das fitas do dsRNA
administrado (Fire et al., 1998). Esse processo de silenciamento génico, conhecido
como RNA de interferéncia (RNAI) € mediado pela endonuclease RNAse Il ou Dicer,
responsavel pela clivagem citoplasmatica dos dsRNA em fragmentos de 21 a 23 pb.
Esses pequenos fragmentos de RNA dupla fita, os siRNAs (small interfering RNAs)
sdo incorporados em complexos de proteinas chamados RISCs (RNA-induced
silencing complex), que sao responsaveis pela separacao das fitas e identificagcao de
sequéncias complementares de RNAms enddgenos que sido degradados ou
impedidos fisicamente da transcricdo (Figura 3.1) (Mello e Conte, 2004). O complexo

RISC é formado pela unido de uma proteina multi dominios chamada de argonauta,
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que possui um dominio tipo RNAse H, responsavel pela degradagao do RNAm alvo
(Martinez et al., 2002).

RNONLNNNL

dsRNA administrado experimentalmente

RN
Reconhecimento e ligacdo
da Dicer (RNAse IIl)

NN RN
Clivagem dos dsRNA em siRNAs (21~23 pb) Separacdo das fitas
Acoplamento do siRNA
antisense ao complexo RISC

.
N e
/\/\

Clivagem do mRNA alvo )

Fragmentos do mRNA alvo degradado

Reconhecimento do mRNA alvo

Figura 3.1: Mecanismo de ativacdo da maquinaria de silenciamento génico via administracdo de
dsRNA (Traduzido de Bellés, 2010). Explica os passos envolvidos na degradagdo do RNAm alvo na
presenca do dsRNA correspondente que induz o silenciamento génico.

Esse mecanismo é responsavel pela protegdo do genoma contra elementos
genéticos moveis provenientes de virus e provavelmente evoluiu passando também
a desempenhar a fungdo de regulagdo génica nos préprios organismos (Mello e
Conte, 2004). Grampos formados por pequenas moléculas de RNA também
processados pela Dicer, os miRNAs (Micro RNAs) sdo naturalmente produzidos pela
maioria dos organismos, inclusive humanos, atuando como reguladores da
expressdo génica. Em animais, os miRNAs possuem complementaridade
preferencialmente com as regides nao transcritas dos genes (UTR 3'), o que garante
gue um unico miRNA possa atuar na regulagdo de um grupo génico com essa regiao
conservada. Na maioria das vezes, algumas bases nao pareadas entre o miRNA e o
RNAm alvo implica no recrutamento do complexo RISC que impede a traducdo

fisicamente, mas o RNAm alvo ndo é degradado (Ambros, 2004).
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3.1.2 RNA de interferéncia em insetos

O termo RNA de interferéncia foi proposto em 1998 por Fire e colaboradores,
e desde a descoberta desse sistema, o RNAi vem sendo amplamente empregado
como uma ferramenta genética. A produgao de dsRNA correspondente a sequéncia
do gene enddgeno e a aplicagéo artificial no organismo por meio de injegdes na
cavidade corpdorea, ou mesmo administracdo na alimentagdo, possibilita o
silenciamento génico especifico. A analise dos fenotipos associados a perda de
funcdo do gene possibilita a dedugdo da funcdo génica, uma vez confirmada a
queda da produgdo do RNAm especifico. Essa tecnologia é perfeitamente aplicavel
a organismos nao modelos, para os quais nao foram desenvolvidos métodos
especificos de transformagéo genética para o estudo de genémica funcional (Bellés,
2010).

Inicialmente descrito no nematodo Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998),
€ agora evidente que a maquinaria de RNAI € evolucionariamente conservada entre
a grande maioria das classes eucaridticas. Entretanto, a poténcia e eficacia do
silenciamento génico é extremamente variavel, mesmo entre espécies préximas, o
que reflete a variagdo nos mecanismos de tomada e propagacgao do sinal de RNAI. A
concentracdo minima de dsRNA necessaria para causar o silenciamento génico
difere entre os organismos (Huvenne e Smagghe, 2010), possivelmente devido a
variagcdo na sensitividade dos componentes do sistema de interferéncia ou na
eficiéncia dos sistemas de degradacao extracelular para dsRNA (Bellés, 2010). O
nivel de transcricdo do gene alvo, o turnover e a estabilidade do RNAmM também séao
fatores que determinam a severidade do fenétipo gerado pelo silenciamento induzido
(Rosso et al., 2009).

O fator que torna o RNAi uma ferramenta muito poderosa, inclusive aplicavel
ao controle de insetos, € que em plantas e em varias espécies animais o
silenciamento génico é transmitido sistemicamente, ou seja, o sinal € amplificado
desde as células tratadas com dsRNA por todo o organismo. Contudo, em alguns
organismos, a resposta € localizada apenas nas células expostas ao dsRNA devido
a auséncia de transportadores de dsRNA. Em C. elegans, o efeito do RNA de
interferéncia pode ser gerado pela simples imersdo dos vermes em solugao
contendo dsRNA, ou mesmo, pela alimentacdo administrando bactérias que
expressam dsRNA (Fire et al., 1998).
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No entanto, para os insetos de uma maneira geral, o0 método mais eficiente
para o disparo do sistema de RNA de interferéncia se da pela micro-injecao de
dsRNA na cavidade corporea (Bucher et al., 2002; Tomoyasu et al., 2008). No
coledptero Tribolium castaneum, tanto os ovos, larvas e adultos séo sensiveis ao
RNAI, permitindo estudos de expressdo génica durante todas as fases de
desenvolvimento do inseto. Danos aos embrides podem ser evitados pela utilizagao
de um meétodo alternativo, o RNAI parental, que consiste na injecdo de dsRNA na
hemolinfa de fémeas no estagio pupal, disparando o sistema de RNAi que é

transmitido ativo para a préxima geracao (Bucher et al., 2002).

Em Drosophila melanogaster, um dos organismos modelo mais bem
estudados, grampos de RNAi sdo empregados para a super-expressao de dsRNA
em tecidos e estagios especificos (Bellés, 2010). Isso porque esse inseto néo
apresenta uma resposta robusta de RNA de interferéncia mediado pela injegao de
dsRNA. A disseminacdo dos efeitos de RNAi em Drosophila € diminuida nos
estagios larvais e o RNA parental ndo foi efetivo para varios dos genes testados
(Tomoyasu et al., 2008). Um método eficaz para absor¢édo de RNAI na dieta desse
inseto foi desenvolvido por Whyard e colaboradores (2009), no qual foram
detectados os efeitos do silenciamento génico via alimentagao utilizando dsRNA de

29 a 40 pb encapsulados em lipossomos .

Em contraste, a praga dos graos de cereais, Tribolium castaneum, além de
ser o primeiro coledptero que teve o genoma completo sequenciado (Richards et al.,
2008), bem como o segundo inseto mais bem estudado, desenvolve uma forte
resposta sistémica a injecdo de dsRNA. A discrepancia entre a eficiéncia do
silenciamento entre Tribolium e Drosophila é atribuida as diferencas na maquinaria
protéica do sistema de silenciamento. As proteinas argonauta e proteina ligadora de
dsRNA (dsRBM) sao muito mais abundantes no genoma de Tribolium, e também
acredita-se nas diferencas entre os dominios das isoformas da enzima Dicer entre

esses dois insetos (Tomoyasu et al., 2008).

A administracdo de dsRNAs da V-ATPase E via alimentagdo se mostrou
eficiente para o silenciamento génico especifico em insetos de diferentes ordens: T.
castaneum (Coleoptera), Manduca sexta (Lepidoptera), Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera) e D. melanogaster (Diptera) (Whyard et al., 2009). Nos insetos, as

moléculas de dsRNA administradas via alimentagcdo sao absorvidas no intestino
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médio (IM), onde n&o ocorre o revestimento de quitina existente no intestino anterior
(IA) e posterior (IP) (Figura 3.2A). No intestino médio, a absor¢cao do dsRNA pelas
células do epitélio € provavelmente mediada pelas proteinas transmembranas SID 1
e 2, assim como por mecanismos de endocitose (Huvenne e Smagghe, 2010)
(Figura 3.2B).

SID 1/2

Entrada na célula

dsRNA =————————) dsRNA

= dsRNA + dsRBM
e + DICER
ENDOCITOSE X
siRNA
Argonauta (ENDONUCLEASE)
A
Complexo .
RISC Argonauta + siRNA
. l Hibridiza¢cdo ao mRNA alvo
INJECAO de ? INSETOS
dsRNA mRNA + -t dsRNA
RISC RARP secundarios
ausente
em insetos
mRNA
INGESTAO de Membrana Tabulos de degradado SID 1/2
dsRNA Peritrofica Malpighi
\ 4

Efeitos sistémicos <4— EexpoRrTACAO

Figura 3.2. Representacdo dos mecanismos de disparo da maquinaria de silenciamento génico em
insetos, via injegdo ou ingestdo de dsRNA. A: as moléculas de dsRNA administradas via alimentagao
sdo absorvidas no intestino médio (IM), a Unica regiao do intestino ndo revestida pela cuticula de
quitina indicada em marrom no intestino anterior (I1A) e posterior (IP) (adaptado de Gatehouse e Price,
2011). B: a absorgcao do dsRNA nas células do epitélio do intestino € mediada pelas proteinas
transmembranas SID 1 e 2, assim como por mecanismos de endocitose. Os mecanismos de
amplificagdo do dsRNA intracelular ainda ndo sdo conhecidos em insetos, devido a auséncia de uma
proteina homdloga da RNA depentende RNA polimerase (RdRP), responsavel pela amplificagdo do
sinal dos dsRNA que dispara a resposta sistémica em micro-organismos, plantas e nematodos
(adaptado de Price e Gatehouse, 2008).

Em plantas, micro-organismos e no nematodo C. elegans, poucos
nanogramas de dsRNA sao suficientes para o disparo de uma resposta sistémica e
persistente do RNA de interferéncia. Esse efeito € mediado pela agcdo da enzima
RNA dependente RNA polimerase (RdRP), a qual € capaz de interagir com o
complexo RISC e sintetizar novas moléculas de dsRNA a partir do RNAm degradado
utilizando os siRNAs hibridizados como primers (Lipardi et al., 2001; Mello e Conte,

2004). No entanto, em insetos, os mecanismos de amplificacdo do dsRNA

intracelular ainda ndo sao conhecidos devido a auséncia de uma proteina homologa
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da RdRP responsavel pela amplificagdo do sinal. No besouro T. castaneum ocorre
uma forte resposta sistémica de silenciamento génico até mesmo via alimentagao
(Whyard et al., 2009), porém as proteinas relacionadas a amplificagdo do sinal de
RNAI ainda ndo foram identificadas mesmo com o genoma completo sequenciado
(Gatehouse e Price, 2011) (Figura 3.2B).

Mesmo que os mecanismos de transmissao do sinal do RNA de interferéncia
ainda nao tenham sido completamente elucidados, a eficacia do RNAI sistémico em
T. castaneum tornou esse organismo uma espécie modelo para estudos de
silenciamento génico. Varios processos ja foram investigados empregando RNAI
incluindo o padrédo de formacdo e segmentagdo durante o desenvolvimento
embrionario, muda, via metabdlica da sintese de quitina, percepg¢ao odorifera e agao

molecular do hormdnio juvenil (Tomoyasu et al., 2008; Bellés, 2010).

3.1.3 RNAi aplicado ao controle de insetos -praga

Com a descoberta do mecanismo do RNA de interferéncia (Fire et al., 1998),
esse método mostrou-se promissor para a utilizacdo em plantas geneticamente
modificadas, com o objetivo de aumentar a resisténcia a insetos praga. A primeira
geracao dessas plantas compreende transgenes produtores de toxinas provenientes
de Bacillus thuringiensis, a segunda geracdo utiliza de inibidores de enzimas
digestivas, geralmente peptidases e, finalmente o RNAi surge como uma ferramenta
de terceira geracao (Gatehouse e Price, 2011) constituindo um novo método muito
eficiente para o controle de insetos (Baum et al., 2007; Whyard et al, 2009; Mao et
al., 2011).

O grande diferencial dessa abordagem é que a utilizagdo de RNAI possibilita
a avaliacdo do fendtipo resultante do silenciamento sem a necessidade de
transformacdo genética. Além disso, utilizando a técnica de silenciamento a
importancia e a severidade da auséncia de qualquer enzima digestiva pode ser
avaliada, independente da atuacdao de inibidores que podem ter seus efeitos
reduzidos por diversos fatores como a propria especificidade, concentracdo
insuficiente ou degradacao no sistema digestivo. Essas caracteristicas possibilitam a
escolha dos alvos mais eficientes em um menor intervalo de tempo antes da

transformacao genética vegetal para a obtencéo de transgenes resistentes a insetos.
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Além de constituir uma importante ferramenta experimental para a
determinacao de fungao génica, o RNAi também tem um enorme potencial para o
controle de pragas agricolas (Price e Gatehouse, 2008). O primeiro relato da
producdo de plantas transgénicas produzindo dsRNA visando a utilizagdo de RNAI
para a protecdo da cultura contra insetos foi descrito para plantas de milho
transgénico expressando dsRNA de 246 pb para o gene V-ATPase A, as quais
exibiram uma drastica redugcdo nos danos causados pelo coledptero Diabrotica

virgifera virgifera que ataca a raiz do milho (Baum et al., 2007).

As larvas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera) produzem naturalmente no
intestino a enzima citocromo P450, a qual confere resisténcia desses insetos ao
gossipol, um composto polifendlico produzido pelo algodoeiro como substancia de
defesa, com poder inseticida. Plantas de tabaco e também do género Arabidopsis
foram transformadas com construgdes para a produgao de dsRNA contra o gene da
citocromo P450. Apos a alimentagao das larvas de H. armigera com essas plantas, a
repressao especifica do gene foi observada e os insetos apresentaram sensibilidade
aumentada ao gossipol em dietas artificiais (Mao et al., 2007). Em 2011, Mao e
colaboradores produziram plantas de algodao transgénicas expressando dsRNAs
contra o gene da citocromo. As larvas cultivadas nesses transgenes apresentaram
retardo no crescimento e as plantas foram menos danificadas em relagdo aos

controles.

Outros estudos envolvendo plantas transgénicas contendo construgdes para a
producdo de dsRNA visando o silenciamento de genes alvo essenciais para o
metabolismo de pragas herbivoras ou parasitas relatam redugcdo nos danos
causados. Esse paradigma ja se mostrou eficiente para criar um novo sistema de
resisténcia de culturas contra nematodos parasitas e virus (Fuller et al., 2008), o que

evidencia o surgimento de uma nova geracgao de tecnologia de combate a pragas.

Muito antes de ser explorado como uma alternativa biotecnologica para
controle de insetos, o RNAi se consolidou como a ferramenta molecular mais
poderosa atualmente para explorar fungdo de genes. Além de constituir uma
ferramenta de ultima geracdo para desenvolvimento de plantas resistentes ao S.
levis, a técnica de RNA de inferéncia ainda oferece um grande potencial para a
exploragdo da fungdo de novos transcritos identificados na biblioteca descrita no

capitulo 1.
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3.1.4 Selegcao dos genes alvo para avaliar os efeitos do RNAi em S. /evis

A utilizacdo de RNA de interferéncia no presente trabalho tem como principais
objetivos a avaliagcdo da sensibilidade de S. levis ao RNAI e sele¢cdo de genes-alvo
adequados para a posterior aplicacdo do método no desenvolvimento de plantas
transgénicas. Estudos recentes na area da transcriptdmica relatam a utilizagdo de
sequenciamento de ultima geragdo, em larga escala, com o objetivo de identificar
alvos letais e precoces no desenvolvimento de insetos praga (Wang et al., 2011).
Entretanto, a selecdo de alvos adequados consiste em uma etapa importante e
laboriosa, que ainda é pouco estudada, especialmente no sentido da identificacdo de

genes especificos.

Para que a técnica possa ser empregada de forma eficiente para o controle
do inseto no campo é necessario que o disparo do silenciamento do gene escolhido
seja possivel via ingestdo de pequenas quantidades de dsRNA produzidas pela
planta, e ainda, que o fendtipo associado implique na inviabilidade do animal. Ainda
no que diz respeito aos alvos para RNAi com funcéo inseticida, a utilizagdo de genes
que constituem familias génicas, como aqueles que codificam as enzimas digestivas
em geral, € indesejavel porque o silenciamento de apenas um dos genes ou

isoforma é facilmente revertido pelo animal.

Zha e colaboradores (2011) produziram o primeiro transgene utilizando
dsRNA visando criar resisténcia contra insetos da ordem Hemiptera. Trés
transgenes de arroz produzindo grampos de RNA, especificos para transcritos do
intestino médio do hemiptero Nilaparvata Ilugens, correspondentes a uma
carboxipeptidase, uma tripsina e um transportador de acucares se mostraram
eficientes para disparar o silenciamento génico em ninfas que foram alimentadas
com as plantas. Entretanto, apesar do silenciamento génico detectado para as trés
enzimas altamente transcritas do intestino médio do inseto, evidenciado pela
reducdo tanto nos niveis de RNAm, quanto protéico, esses transgenes n&o foram

eficientes para criar resisténcia das plantas de arroz a esse inseto.

Esses resultados reforcam que a diversidade das enzimas digestivas de
insetos, relacionada a um longo processo de evolugdo entre as plantas e

predadores, confere uma grande plasticidade ou capacidade de adaptagdo dos
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insetos quando submetidos a perda de fungado de uma de suas muitas variantes de
enzimas digestivas. Esse processo que ocorre naturalmente, quando os insetos sao
submetidos a dietas contendo inibidores ou agentes anti metabdlicos produzidos por
plantas, indica que o silenciamento génico dessas enzimas, via RNAIi , pode n&o ser

efetivo para impedir o desenvolvimento de insetos.

Além disso, o efeito do silenciamento ndo € o Unico ponto crucial para a
escolha dos genes alvo no nosso contexto de protegdo de culturas contra insetos
utilizando RNAi. E importante verificar a similaridade da sequéncia génica com
outros insetos que ocupam o mesmo habitat e possam ser afetados pela utilizagao
de um transgene produzindo dsRNA (Gatehouse e Price, 2011). Do contrario, a
utilizagcao de genes altamente conservados como alvos pode ocasionar a diminuigao
da especificidade no efeito do RNAI, gerando efeito deletérios para espécies nativas

ou nado daninhas, além de animais superiores.

Ensaios de alimentagdo em larvas de D. virgifera testando diversos genes
candidatos que codificam proteinas com fungdes essenciais foram realizados, com a
adicdo de dsRNAs na dieta desse inseto (Baum et al., 2007). Os melhores
resultados foram obtidos para os genes que codificam as subunidades A, D e E da
enzima V-ATPase e o gene da a-tubulina, com altas taxas de mortalidade quando
aplicados em concentragdes inferiores a 52 ng/cm?. Por outro lado, a conservagado
das sequéncias génicas utilizadas para silenciar esses transcritos implica na falta de
especificidade. Os dsRNAs produzidos para V-ATPases de Diabrotica virgifera
virgifera tiveram seu efeito avaliado em outras espécies e causaram uma
mortalidade significativa de Diabrotica undecimpunctata howardii, assim como nas
larvas do besouro do colorado, Leptinotarsa decemlineata, quando submetidas a
dieta contendo esses dsRNA. RNA dupla fita também foi preparado a partir do gene
V-ATPase A de Leptinotarsa decemlineata, e como esperado, nos ensaios de
alimentagdo deste inseto, foi obtida a mesma mortalidade com taxas dez vezes
menores de dsRNA (5,2 ng/cm?) preparado a partir do enddgeno, quando
comparado com o dsRNA do ortélogo de D. virgifera (52 ng/cm?). A similaridade
entre esses genes ortdlogos de D. virgifera e L. decemlineata é de 83% e evidencia
que um dos aspectos mais importantes para o silenciamento génico aplicado ao
controle de pragas é a especificidade, baseada na identidade de sequéncia (Baum
et al., 2007).
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As quitinases de insetos podem estar envolvidas no processo de muda,
atuando na digestdo da quitina presente no exoesqueleto, ou ainda relacionadas a
digestdo no intestino do inseto, mediando a hidrolise de quitina da membrana
peritréfica (Kramer e Muthukrishnan, 1997). Experimentos realizados em Tribolium
castaneum envolvendo RNAI no silenciamento de genes que codificam quitinases
relacionadas a muda revelaram que a auséncia de algumas dessas enzimas pode
ser letal. A quitinase 5 (Tc_CHT5) e o IDGF4 sdo enzimas necessarias para a
formagdo dos adultos, enquanto o silenciamento da Tc_CHT10 gera um fendtipo
letal em qualquer fase do desenvolvimento. Diversas outras quitinases foram
testadas, contudo nao foi detectada mudanca fenotipica decorrente do silenciamento
dessas enzimas, indicando a funcdo digestiva para essas variantes (Zhu et al.,,
2008). Desse modo, o silenciamento das quitinases também pode ser letal; no
entanto, € necessaria uma prévia caracterizagao dessas enzimas em S. levis para a

identificacao daquelas que sédo essenciais para o desenvolvimento.

A baixa similaridade de sequéncia protéica, 50 a 60% entre as quitinases de
S. levis com aquelas descritas em T. castaneum, bem como, o grande tamanho
dessas proteinas, e a redundancia de dominios entre as quitinases em T. castaneum
dificultam a identificacdo e selegao da quitinase homéloga a Tc_CHT10 em S. levis

para os testes de silenciamento.

ApOs a anadlise de genes candidatos identificados na biblioteca de cDNA de
S.levis, foram escolhidos os genes que codificam uma V-ATPase E e uma serpina
para a realizacao dos experimentos de RNAi em larvas de S. levis e também em T.
castaneum. Enquanto a V-ATPase E ja constitui um alvo extremamente eficaz e bem
caracterizado para o controle de outros insetos via RNAIi, o gene que codifica a
serpina foi escolhido em fungdo da sua dissimilaridade de sequéncia, garantindo
especificidade para a espécie praga. A escolha desse gene também foi motivada
pelos fendtipos letais observados em mutantes de Drosophila sp., assim como pelos
poucos estudos funcionais de serpinas em insetos, especialmente coledpteros, no

sentido de obter indicios da fungao biolégica desse inibidor de serino peptidases.

O coleodptero Tribolium castaneum, conhecido como besouro vermelho da
farinha, tem caracteristicas favoraveis que o tornou um organismo modelo para
estudos genéticos, como a facilidade dos métodos de cultura, tempo curto de

geragado, progénie grande e tem se mostrado um excelente modelo para
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manipulacdo genética evolvendo mutacdes (Brown et al., 2000; Lorenzen et al.,
2003). Além das informacdes genbmicas que facilitam estudos funcionais
envolvendo interagdes génicas, diversos estudos envolvendo RNAI nesse inseto
(Brown et al., 1999; Bucher et al., 2002; Tomoyasu e Denell, 2004; Tomoyasu et al.,

2008) evidenciam a poténcia de sua resposta sistémica.

Por essas razdes, este inseto foi utilizado como modelo para desenhar as
analises piloto envolvendo RNA de interferéncia em Sphenophorus levis,
inicialmente via injecdo de dsRNA. O silenciamento génico da serpina deste inseto
também é um estudo de carater original, que pode gerar conhecimento sobre a
participacao desse inibidor na fisiologia do inseto. Os dsRNAs dos genes da serpina
e V-ATPase de S. levis também foram injetados em T. castaneum, com o objetivo de

avaliar o efeito cruzado das sequéncias génicas especificas nessa espécie nao alvo.

3.1.4.1 A subunidade E da enzima V-ATPase como alvo

A V-ATPase € uma enzima altamente conservada que atua bombeando
prétons que levam a acidificagdo de organelas como os lisossomos e endossomos
em todas as células eucaridticas. As V-ATPases também sido encontradas em
tecidos animais especializados, e em insetos desempenham um importante papel na
manutencdo do gradiente de pH no lumen do intestino e também regulam a
secrecao dos fluidos nos tubulos de Malpighi (Wieczorek et al., 2009). Apesar de ser
um gene que apresenta a sequéncia muito conservada, a severidade do fendtipo
observada para o silenciamento génico em D. virgifera servira como um controle
positivo para os testes em S. levis. A subunidade E da enzima V-ATPase foi
escolhida para clonagem e testes de silenciamento, pois esta apresenta menor

similaridade de DNA com o gene homologo em outros insetos.

A V-ATPase é formada por um complexo protéico multimérico, altamente
conservado desde bactérias a humanos, descoberta na membrana do vacuolo
celular, mas também presente nas membranas plasmaticas. A estrutura dessa
proteina em insetos, caracterizada no lepidéptero Manduca sexta, € organizada em
dois complexos, sendo um deles citosolico (V1) e outro aderido a membrana (VO0). A

subunidade E, escolhida para o silenciamento nesse estudo, € integrante do
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complexo V1 que é formado por oito diferentes subunidades (Wieczorek et al.,
1999).

Em funcdo dos diferentes mecanismos de catalise, o pH do conteudo
intestinal afeta diretamente a atividade das enzimas digestivas (Terra e Ferreira,
2011). Por essa razao, na maioria dos insetos, existe um gradiente de pH ao longo
do intestino que garante a atividade das diversas enzimas envolvidas no processo
digestivo. Na maioria dos coledpteros, o conteudo intestinal & tamponado
acidamente na regido anterior do intestino médio, atingindo pHs neutros ou alcalinos
no final do intestino médio. As enzimas sao secretadas e compartimentalizadas ao
longo do intestino, de modo que atuam nas suas faixas 6timas de pH (Terra e
Ferreira, 1994). O pH do intestino médio das larvas de S. levis varia de 5,5 na regiao

anterior (V1) a 7,6 na regido posterior (V4) (Soares-Costa et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais esse gradiente de pH é gerado ainda néo sao
claramente elucidados, especialmente para coledpteros. No entanto, diversos
modelos sao utilizados para explicar as diferengas de pHs encontradas ao longo do
intestino de outros insetos. O intestino de larvas de lepidopteros pode ser
extremamente alcalino, atingindo pHs proximos de 11. A anidrase carbdnica
intracelular presente nas células caliciformes do intestino médio produz acido
carbénico que é dissociado em bicarbonato (HCO3') e proton H*. O préton é langado
dentro da cavidade celular ou vacuolo das células caliciformes pela agdo da V-
ATPase, enquanto o bicarbonato é secretado para o lUmen. Na saida da célula, o
bicarbonato é trocado por um anion cloreto e perde um préton na passagem pela
membrana celular, resultando na liberagdo de carbonato (COs?) no IUmen,

responsavel pela elevagao do pH (Dow 1992; Terra e Ferreira, 2011).

O préton liberado na cavidade intracelular das células caliciformes pela acao
da V-ATPase é reabsorvido no citoplasma pela troca por um ion metalico potassio
(K) que se difunde passivamente para o limen quando o gradiente eletroquimico é
favoravel (Dow 1992). O pH elevado, préximo de 11, mantido no intestino médio das
larvas de Manduca sexta, também € proporcionado pela acdo de uma bomba
antiporte de potassio (K'/2H"), que reabsorve ativamente para o espaco intracelular
o proton da cavidade da célula caliciforme além de outro proveniente do lumen do

intestino, levando ao aumento do pH no lumen (Wieczorek et al., 1999)
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A atuacédo de duas classes de ATPases nos cecos gastricos de larvas de
Aedes aegypti explica como o pH ao longo do lumen do intestino pode ser mantido,
mesmo contra um gradiente eletrostatico. A reabsorgéo citoplasmatica dos ions H* é
realizada ativamente pela agdo de uma P-ATPase (Na'/K") na regido basal das
células, enquanto a V-ATPase (H") atua apicalmente. Essas duas ATPases tém a
localizacdo na membrana celular invertida ao longo do intestino médio das larvas, o
que possibilita a manutencdo de um gradiente de pH ao longo do intestino. O
gradiente eletroquimico gerado pela agao conjunta das duas ATPases também & um
facilitador da osmoregulagdo, e contribui tanto para o transporte de ions quanto

solutos organicos através das membranas (Patrick et al., 2006).

Apesar da maioria desses mecanismos nao ser bem conhecida para
coledpteros, a participagdo das ATPases, especialmente as V-ATPase (H') nos
processos de osmoregulagdo, manutengao do gradiente de pH e diferenga de
potencial de membrana como facilitador da absor¢cdo de solutos e aminoacidos é
evidente, devido a conservacao dessas proteinas entre os insetos. Por essa razéo, o
silenciamento de uma subunidade da V-ATPase deve gerar os fendtipos severos e
letais j& conhecidos em insetos, como descrito por Baum e colaboradores (2007) e
Whyard e colaboradores (2009), servindo como controle para avaliar a sensibilidade

de S. levis ao RNA de interferéncia.

3.1.4.2 A serpina como gene alvo para o silenciamento via RNAi

As serpinas sao proteinas inibidoras de serino peptidases e, em insetos, a
maioria delas é descrita atuando no sistema imune pela regulagdo negativa da
atividade de peptidases que desencadeiam a melanizacédo dos tecidos, assim como
a sintese de peptideos anti-microbianos. A melanizacdo €& um processo
desencadeado por ferimentos na cuticula ou pela infecgao por micro-organismos, e
pode levar a recuperacdo do tecido danificado, encapsulamento de micro-
organismos invasores e producao de intermediarios toxicos (Ashida e Brey, 1998).
Nesse processo imune, uma série de peptidases é recrutada sequencialmente,
sendo que a fenoloxidase €& a Uultima enzima da cascata e encontra-se
constitutivamente na hemolinfa na forma de zimogénio, como a profenoloxidase
(Nappi e Ottaviani, 2000).
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A ativacdo da profenoloxidase se da pela agdo de serino peptidases
especificas, que sao sintetizadas na forma de zimogénio. Essas serino peptidases,
uma vez ativadas, também s&o inibidas por inibidores especificos que modulam a
melanizagao e o processo imune. Sem esses inibidores, a toxicidade dos compostos
de oxigénio reativos e quinonas geradas pela agao sistémica e descontrolada da
fenoloxidase pode ocasionar a morte do inseto (Soderhall e Cerenius, 1998). As
serpinas sao as proteinas chave que atuam na regulacao dessas serino peptidases
ativadoras da profenoloxidase em insetos (De Gregorio et al., 2002; Ligoxygakis et
al., 2002) e também participam das cascatas envolvidas na coagulagao e resposta

inflamatdria em mamiferos (Gettins, 2002).

Outros estudos, fundamentalmente em lepidopteros, indicam também a
participacdo de outras serpinas, muitas vezes chamadas de serpinas 1, em
processos relacionados ao desenvolvimento ou ciclo de muda desses insetos. Esses
inibidores sao regulados negativamente pela presenca da ecdisona, o hormdnio da
muda dos insetos, a qual € liberada no periodo que antecede a mudanca de instar.
Ao contrario da Spn27a de Drosophila, essas serpinas ndo tém a expressao génica
reprimida pelo inéculo de bactérias, o que aparentemente implica em nao
envolvimento nos processos imunes (Kanost et al., 1995; Chamankhah et al., 2003;
Zheng et al., 2009). Entretanto, para esses insetos os estudos tém carater mais
descritivo e, em nenhum deles, foi avaliado o efeito funcional em insetos mutantes

ou silenciados para essas serpinas.

A serpina 1 de S. levis (Spn1), ou Leviserpina, € um dos genes mais
dissimilares identificados no transcriptoma, descrito no capitulo 1. Inicialmente foi
detectado por meio de RT-PCR a expressao constitutiva desse inibidor em todas as
fases do desenvolvimento analisadas, ovos, trés fases larvais, pré-pupas, pupas e
adultos. Os niveis de expressao sao crescentes durante o desenvolvimento larval,
atingindo a expressdo maxima nas pupas (Fonseca et al., 2011). Considerando o
baixo nivel de conservagcdo da sequéncia génica, mesmo entre coledpteros, esse

gene pode constituir um alvo altamente especifico pelo silenciamento via RNAI.

A serpina 27a de Drosophila melanogaster (Spn27A) atua na inibicao da
melanizagdo e desaparece da hemolinfa quando o inseto € infectado por micro-
organismos. Em mutantes de Drosophila, a auséncia dessa serpina na hemolinfa,

tanto em larvas quanto adultos, causa melanizacido espontanea em taxas muito
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elevadas decorrente da atividade constitutiva da fenoloxidase. Em homozigotos
deficientes para Spn27a, obtidos a partir de cruzamentos dos mutantes, foi
detectado que a maioria dos insetos morre antes de completar o estagio pupal (De

Gregorio et al., 2002; Ligoxygakis et al., 2002).

A expressao da Spn27a foi detectada por RT-PCR em todos os estagios do
desenvolvimento de Drosophila, assim como a nivel traducional, com anticorpos
especificos, exibindo uma maior expressédo nas pupas (De Gregorio et al., 2002). A
expressao constitutiva confirma que essa serpina é o gatilho da resposta imune. Na
presenca de bactérias ou fungos, os niveis de expressao da serpina caem
drasticamente e o inibidor € exaurido da hemolinfa, disparando a resposta imune
que leva a melanizagdo em decorréncia da atividade da fenoloxidase (De Gregorio
et al., 2002; Ligoxygakis et al., 2002).

A baixa conservacao da sequéncia de aminoacidos da Spn1 de S. levis torna
dificil e arriscada a identificacao dos ortélogos ou homologos funcionais entre outros
insetos, até mesmo entre coledpteros. Entretanto, baseando-se no perfil de
transcricdo constitutivo, observado para a Spn1, similar aquele da Spn27a de
Drosophila, inicialmente foi considerada a possibilidade de que a Spn1 poderia
constituir o gene ortélogo da Spn27a em S. levis, constituindo um alvo
potencialmente letal e especifico para o silenciamento génico. A observagao de
fendtipos letais para mutacdes em outras serpinas Spn28Dc, Spn42Da, Spn43Ac,
Spn77Ba de D. melanogaster indica que a fungdo desses inibidores ndo é
redundante (Garret et al., 2009) e reforca a possibilidade da serpina 1 de S. levis

constituir um alvo eficiente, independente da homologia funcional com a Spn27a.

3.2 Materiais e métodos

Todo o trabalho desenvolvido e apresentado nesse capitulo foi desenvolvido
em duas etapas. A primeira fase foi conduzida sob a supervisao do Prof. Dr. John A.
Gatehouse e desenvolvida na Universidade de Durham, Reino Unido (School of
Biological and Biomedical Sciences, Laboratory of Crop Protection) no periodo de
outubro de 2010 a fevereiro de 2011. Nessa etapa, foi realizada a selegao dos
genes, para o silenciamento de S. levis e avaliagdo da resposta ao RNAi. Os genes

escolhidos para verificar a sensibilidade do inseto ao RNAI, V-ATPase E e serpina,
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também constituem potenciais alvos para o controle do inseto. Estes genes,
provenientes de S. levis, e os provaveis ortdlogos identificados para Tribolium
castaneum, foram clonados para a produgao dos dsRNAs, que foram injetados em
larvas de T. castaneum, com o objetivo de avaliar a especificidade do RNAI,
baseada na similaridade de sequéncia entre essas espécies de coledpteros. Na
segunda fase, conduzida no Laboratério de Biologia Molecular, (UFSCar - Séao
Carlos, Brasil) larvas de Sphenophorus levis foram injetadas com dsRNAs da V-
ATPase E e serpina, produzidos apenas a partir das sequéncias génicas

provenientes desse inseto.

3.2.1 Cultura de insetos

Os espécimes de Tribolium castaneum foram obtidos da coleg¢do de insetos
provenientes da sala de cultivo de insetos da Escola de Ciéncias Biomédicas e
Biologicas (Universidade de Durham), onde esses insetos sdo mantidos a 25 °C e
umidade relativa de 65% e sob fotoperiodismo 16:8 luz:escuriddo. Esses insetos
foram mantidos em dieta artificial preparada com uma mistura de extrato de levedura
e farinha de trigo organica (1:20), aquecida durante 5 horas a 90 °C para secagem e
esterilizacdo. As larvas de Sphenophorus levis foram obtidas no laboratério de
entomologia do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba, SP) onde foram
cultivadas em meio de dieta artificial (Degaspari et al., 1987) e mantidas em camaras

climatizadas com 70% de umidade relativa a 26 °C e fotoperiodismo de 12 horas.

3.2.2 Obtencao das sequéncias e clonagem dos cDNAs

Os genes selecionados da biblioteca de Sphenophorus levis, V-ATPase E e
serpina (leviserpina ou Sl_Spn1) e também os ortélogos em T. castaneum, V-
ATPase E e serpina 6 (Tc_Spn6) foram clonados em vetor pLITMUS 28i (New
England BiolLabs) para a produgdo de dsRNAs. As sequéncias utilizadas para o
desenho dos primers dos genes de S. levis foram obtidas dos clones identificados na
biblioteca, descrita no capitulo 1. As sequéncias dos genes ortdlogos de T.
castaneum foram obtidas a partir de analises de similaridade das sequéncias de S.

levis contra o banco de dados de proteinas (nr) deste inseto disponivel no GenBank,
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utilizando os programas Blastx e Blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com

parametros padrdes de configuragao.

Os alinhamentos de DNA e proteina foram realizados na interface do
programa BioEdit v7.0.5.3. (Hall, 1999), utilizando o software ClustalW (Thompson et
al., 1994), com parametros padrdes, selecionados automaticamente de acordo com
a similaridade das sequéncias. Para a clonagem, os genes foram amplificados a
partir de cDNAs,

sequéncias, contendo sitios de restricdo para as enzimas BamH | e Pst | nos primers

utilizando os primers especificos desenhados para suas

sense e antisense, respectivamente. Os cDNAs utilizados para a amplificagcao dos
genes de T. castaneum foram os mesmos utilizados para as analises da expressao
diferencial desses genes, cuja preparacdo é descrita a seguir no item 3.2.3. Os
genes de S. levis foram amplificados a partir de uma fragdo de cDNAs néo

transformada, produzida durante a construgao da biblioteca.

Como controle para os experimentos, foi utilizado dsRNA sintetizado a partir
do gene que codifica a proteina neomicina fosfotransferase, que confere resisténcia
ao antibidtico kanamicina, amplificada a partir do vetor pPSMARTGC Blue (Lucigen),
com os primers sense e antisense contendo sitios de restricdo para as enzimas Xba
| e Xho |, respectivamente. Todos os primers utilizados para a clonagem desses
genes sdo descritos na tabela 3.1, onde também estdo indicados os tamanhos dos

amplicons para a produgao dos dsRNAs.

Tabela 3.1: Sequéncia 5' - 3' dos primers utilizados para a clonagem dos cDNAs no vetor pLITMUS
28i, utilizado para a sintese dos dsRNAs. Os sitios de restricao estao sublinhados nas sequéncias

Primer Sequéncia Tm °C Errézsitr:ilaéc;e Arrzggc):on St?gég)top

Sl Spn1 (RNAI) F AATGGATCCTTTCCTATTCAGTCCGCTCTC 52,4 BamH | 400 138 -158
SI Spn1 (RNAIi) R AATCTGCAGGACCAAACGTGTGAGCGCAC 55,9 Pst | 517 - 537
Tc Spn6 (RNAI) F | ATTGGATCCACCCCACTGCTGCTGAAATACG 56,7 BamH | 323 104 - 125
Tc Spn6 (RNAI) R | AATCTGCAGGTCAGCGTCAAGGGTGTTAGGG | 58,6 Pst | 405 - 426
Sl VatpE (RNAI) F AATGGATCCTCAGCGACGCAGATGTTCAG 53,8 BamH | 334 8-27
Sl VatpE (RNAi) R | AATCTGCAGACAGCATAACGACCTTGATCTC 53 Pst | 320 -341
Tc VatpE (RNAI) F | ATTGGATCCATGGCACTAAGCGATGTCGAC 54,4 BamH | 341 1-21
Tc VatpE (RNAI) R AATCTGCAGTGTGAATATCTCGCCTGGTC 51,8 Pstl 322 - 341
kan Res (RNAi) F | AATCTCGAGGAATTCGTGGAGAGGCTATTC 52,4 Xho | 43 - 64
kan Res (RNAi) R AATTCTAGAACCCGGTGACGTCACCATG 55,4 Xba | 81 834 - 853
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Apos a amplificagdo dos genes, seus amplicons e também o plasmideo
pLITMUS 28i, foram digeridos com as respectivas enzimas indicadas na tabela 3.1.
Para as reagdes de ligacéo, foram utilizados 30 ng de inserto e 100 ng de plasmideo
clivado com as mesmas enzimas, adicionados de 2 ul de tampao (10X) e 0,5 pl de
T4 DNA Ligase (Invitrogen) em volume final de 20 ul. As reag¢des foram incubadas a
22 °C durante 3 horas, adicionadas do mesmo volume de cloroférmio, vortexadas e
centrifugadas a 16.000 g durante 10 minutos. As transformagdes foram realizadas
em cubetas de 1 mm a 1,8 kV, utilizando 50 pl de células de E. coli DH5a
eletrocompetentes adicionadas de 1 pl do sobrenadante purificado com cloroférmio.
As células transformadas foram recuperadas pela adicdo de 500 ul de meio LB
seguida da incubacédo a 37 °C por 45 minutos a 250 rpm. Apos a expressao do
marcador de resisténcia, 100 upl foram plaqueados em meio LB agar adicionado de
100 pg/ml do antibidtico carbenicilina. Colénias transformadas com pLITMUS 28i
foram selecionadas por PCR utilizando os primers especificos dos genes clonados
no vetor. Os clones positivos identificados foram confirmados por sequenciamento

utilizando os primers universais M13F e M13R.

3.2.3 Transcrigao in vitro e sintese de dsRNAs

Apds a clonagem, os transformantes contendo os plasmideos construidos
foram inoculados em 30 ml de meio LB contendo carbenicilina (100 pg/ml) e
multiplicados pela incubagédo overnight a 37 °C e 250 rpm. As extragdes de DNA
plasmidial foram realizadas utilizando o kit Miniprep DNA Purification System
(Promega), e os DNAs foram quantificados em espectrémetro NanoDrop ND-1000

(260 nm) e gel de agarose 1,0 % em tampao TAE 1X.

Os DNAs plasmidiais correspondentes a cada construgcdo foram clivados em
separado com as duas enzimas de restrigdo utilizadas para a clonagem dos
mesmos. Para tanto, aproximadamente 10 ug de cada plasmideo foram digeridos
em duas reagdes contendo 3 yl da enzima BamH | ou Pst | (Fermentas) e 10 pl do
tampao adequado, em volume final de 100 ul. Para o plasmideo contendo a
construgcado pLITMUS_28i_Kanamycin_R, as clivagens foram realizadas nas mesmas
condigdes, no entanto, utilizando as enzimas Xba | e Xho |. As reagdes foram

incubadas a 37 °C durante 12 horas e os plasmideos linearizados foram purificados



120

do gel de agarose 0,8% (TAE 1X), utilizando o kit Wizard Gel and PCR Clean-up

System (Promega).

Cerca de 1 pg dos plasmideos linearizados foi utilizado para a sintese de
ssRNA utilizando o sistema de transcricdo in vitro MEGAscript® T7 High Yield
Transcription Kit (Applied Biosystems / Ambion). As reagdes foram incubadas
durante 12 horas a 37 °C, seguidas de um tratamento de 15 minutos a 37 °C com 1
Ml de DNase Turbo. Para a purificagdo dos transcritos, os ssRNAs foram adicionados
de 30 pl de agua nuclease-free, 30 ul de solugdo de cloreto de litio 2,5 M e
incubados a -20 °C overnight. Os RNAs foram precipitados por centrifugagao a
20.000 g a 4 °C durante 20 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, a lavagem
do precipitado foi realizada pela adicdo de etanol 75% e o material foi centrifugado
por 10 minutos nas mesmas condi¢cdes. O pellet foi secado por 10 minutos a

temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pl de agua nuclease-free.

Os ssRNAs purificados foram diluidos 1:10 em agua nuclease-free,
quantificados em espectrometro NanoDrop ND-1000 (260 nm) e tiveram a qualidade
avaliada em gel de agarose 1,0 % em tamp&o TBE (0,5 X). Para as analises dos
ssRNA em gel de agarose nao desnaturante foi utilizado 3 ul das amostras diluidas,
adicionadas do mesmo volume tampao Gel Loading Buffer Il (2X) do kit MEGAScript,
contendo 95% de formamida, 0.025% de xileno cianol, 0.025% de bromophenol
blue, 18 mM EDTA e 0.025% de SDS. As amostras adicionadas de tampéao foram

incubadas a 85 °C durante 5 minutos e carregadas no gel.

Quantidades iguais (70 pg) de ssRNA sense e antisense correspondentes a
cada gene foram adicionadas a um eppendorf e o volume foi completado com agua
nuclease-free para 100 pl. Os tubos contendo as fitas complementares de ssRNAs
foram incubados em um becker contendo 2 litros de agua aquecida a 80 °C, e
acondicionado dentro de um isopor semi aberto para a redugdo gradual da
temperatura de incubacédo ao longo da noite até atingir a temperatura ambiente. O
material foi diluido 1:10, quantificado em espectrémetro e a qualidade do dsRNA foi
avaliada em gel de agarose 1% em tampao TBE (0,5 X). Para as injecbes em T.
castaneum, o material foi novamente precipitado com cloreto de litio nas condigbes

descritas anteriormente e ressuspendido em 10 pl de agua nuclease-free.
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3.2.4 Injecao de dsRNA nas larvas dos insetos

Devido ao reduzido tamanho das larvas de T. castaneum, insetos no ultimo
estagio larval foram utilizados para as inje¢des, correspondentes ao sexto ou sétimo
instar, medindo aproximadamente de 4 a 6 mm de comprimento. As larvas de T.
castaneum foram injetadas na Universidade de Durham (U.K.), utilizando um
microscopio Vision-SX45 acoplado a um sistema de inje¢cdo hidraulico Nanoject
Nanolitre (Drummond) e também a um micromanipulador Marzhauser MM33
(Drummond). As injegcbes foram realizadas na regido dorso-lateral da metade
posterior das larvas e aproximadamente 350 ng de dsRNA foi injetado em 69 nl.
Apods a injecdao os insetos foram mantidos no meio de cultura sob as mesmas

condicdes de cultivo.

As injegbes de dsRNA em Sphenophorus levis, foram realizadas no
laboratério da Profa. Dra. Nadia Monesi na Universidade de Sao Paulo, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. Larvas com 10 dias de vida foram
injetadas sob estereomicroscépio MZ6 (Leica) utilizando o injetor FemtoJet
(Eppendorf). Os capilares foram conectados a baioneta do injetor que foi manipulada
manualmente, sem fixagdo em suporte. Para facilitar a visualizagao das injegdes, 49
Ml de dsRNA foi misturado a 1 ul de corante de alimentos MC Cornich. Os volumes
de inje¢ao variaram de 0,25 ul a 0,5 pl, e aproximadamente 0,5 ug a 1 ug de dsRNA
foi injetado na regido dorso-lateral da metade posterior de larvas de S. levis. Apds as
injecoes as larvas foram mantidas nos mesmos frascos, contendo dieta artificial, em

temperatura ambiente (24 - 28 °C), sob fotoperiodismo natural.

3.2.5 Analises de gRT-PCR quantitativo

Experimentos de Real Time PCR foram realizados com primers especificos
para transcritos génicos de V-ATPase E e serpinas visando avaliar a expressao
desses genes sob duas condigdes. Primeiramente, para determinar os niveis dos
transcritos tanto nos tecidos especificos de S. levis, quanto ao longo do
desenvolvimento deste inseto e também em T. castaneum. Posteriormente, analises
de qRT-PCR foram realizadas para avaliar a redugao dos niveis de transcricado apos
injecbes de dsRNA e verificar o silenciamento génico nos dois insetos. Como

controle para os experimentos de silenciamento, os dados foram comparados
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aqueles obtidos para o grupo controle injetado com dsRNA para a sequéncia do
gene que codifica uma proteina de resisténcia ao antibiético kanamicina, sem
identidade contra os ESTs de T. castaneum ou S. levis. As analises de qRT-PCR
para verificar o silenciamento génico especifico foram acompanhadas da analise

fenotipica dos insetos injetados com dsRNAs.

3.2.5.1 Analises de expressao diferencial em Tribolium castaneum

As analises de RT-PCR das larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA,
realizadas em Durham, foram conduzidas utilizando RNAs preparados a partir de
pools de 3 larvas, as quais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas em freezer -80 °C apds as coletas. Para as analises de expressdo ao
longo do desenvolvimento deste inseto foram utilizados RNAs extraidos de dez
insetos. Os RNAs totais foram extraidos utilizando 500 ul de TRI reagent (Sigma-
Aldrich), seguindo as instrugées do fabricante. Aproximadamente 8 ug de RNA total
foram tratados com 1 pl de DNase TURBO (Ambion) durante 20 minutos a 37 °C em
volume final de 30 pl. As amostras tratadas com DNAse foram submetidas a uma
nova purificagcao utilizando fenol cloroférmio para a remocdo da DNase. Para a
sintese do cDNA, 1 ug de RNA tratado foi utilizado de acordo com as instru¢des do
kit Transcriptor High Fidelity cONA Synthesis (Roche).

As anadlises de qRT-PCR foram conduzidas no aparelho StepOne Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) em reagdes utilizando o marcador fluorescente
SYBR_Green contido na mistura JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich). As
reagdes foram realizadas em volume final de 20 pl, utilizando 10 pl do mix contendo
a enzima e o marcador, 0,2 yl do marcador interno de referéncia (ROX), 1 uM de
cada primer especifico e 500 ng de cDNA. A ciclagem utilizada para a reacgéao foi de
10 minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos com desnaturacdo de 15 segundos a 95
°C e temperatura de hibridizagcédo e extensao de 60 °C durante um minuto. A curva
de dissociagao foi iniciada com desnaturagédo a 95 °C por 15 segundos, hibridizagéo

a 60 °C durante um minuto e aquecimento até 95 °C.

As reacgdes foram realizadas em ftriplicatas e controles negativos foram
adicionados em todos os experimentos. Os primers utilizados para as analises foram

projetados utilizando o software Primer Express v3.0 (Applied Biosystems), com
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temperaturas de melting proximas de 59 °C, com tamanho 6timo de amplicon
proximo de 50 pb e de modo que ndo se sobrepusessem a regiao clonada para a
producdo de dsRNAS. Estes primers estdo indicados na tabela 3.2, junto aqueles
utilizados para as mesmas analises em S. levis. As analises de RT-PCR quantitativo
para avaliar a expressao diferencial ao longo do desenvolvimento, e também nos

-AACT

insetos silenciados, foram realizadas pelo método do 2 (Livak e Schmittgen,

2001) para ambos os insetos.

Tabela 3.2: Sequéncia 5' - 3' dos primers desenhados para as analises de gRT-PCR. A penultima
coluna indica a regido de hibridizagdo desses primers na sequéncia génica, em relagdo a ORF.

Primer Sequéncia Tm °C | Start - Stop / ORF | Amplicon (pb)
RT_Tc_Spn6_F TGCAAAACACCGACTTGTACAAC 59 551 -573
RT_Tc_Spn6_R GCCTAAGTAAGGCATTTCCAAAAA | 59 604 - 627 7
RT_SI_Spn1_F AAGAGTTCACCACCGCCTTA 57 212 -231
RT_SI_Spn1_R GTCCGTGTTTGAGCGAAGT 57 288 - 306 %

RT_Tc_VATP-E _F CACTTGCCATCCGAAACCA 59 514 - 532
RT_Tc VATP-E_R TTGATTTTACCCTTTTGCGCATA 59 550 - 572 %9

RT_SI VATP-E 4 F CAAGGCTTGTACCAGATCTTCG 57 364 - 385

RT_SI VATP-E _4 R GACTTCAAGAGGTCTCTGTCT 57 417 - 437 78
RT_Tc_GAPDH_F CCGGGATGGCGTTCAG 58 677 - 692 45
RT_Tc_GAPDH_R CCAAACGCACCGTCAAATC 59 739-721
RT_SI_GAPDH_F CAACTGGCGTTTTTACCACA 57 289 - 308
RT_SI_GAPDH_R AACATACATTGGGGCGTCA 57 374 - 392 104
RT_SI_ B-actina _F TCAACACCCCCGCTATGT 57 383 - 400
RT_SI_ B-actina _R GAGAAACGCCATCACCAGA 57 466 - 484 101

3.2.5.2 Analises de qRT-PCR em Sphenophorus levis

Inicialmente diversos genes de S. levis tiveram a expressao diferencial
analisada tanto ao longo do desenvolvimento, quanto nos tecidos das larvas de 30
dias de vida. A sec¢ao correspondente as preparacdes e analise desses materiais ja
foi previamente relatada no capitulo 1. Os resultados sao discutidos neste capitulo,
em fungdo de sua importancia para o entendimento ndo s6 do perfil de expressao,
mas também dos efeitos do silenciamento via RNAI para a serpina e V-ATPase E de

Sphenophorus levis.

As analises de qRT-PCR para verificar o silenciamento génico das larvas de
S. levis injetadas com dsRNA foram realizadas em condigbes experimentais
similares aquelas utilizadas para verificar a expressao diferencial detalhadas no

primeiro capitulo. Foram utilizados pools de 3 larvas para a extracdo dos RNAs,



124

coletados 1, 2, 4 e 7 dias ap6s a injecdo dos dsRNAs. Os primers utilizados para as
analises de RT-PCR de S. levis foram desenhados utilizando o programa Primer 3
v4.0 (www.frodo.wi.mit.edu/primer3) com parametros especificos para qRT-PCR, e
sdo mostrados na tabela 3.2. O gene GAPDH foi utilizado como normalizador para
todos os experimentos. O gene da B-actina também foi utilizado como calibrador
para confirmar o silenciamento nas larvas de S. levis injetadas com dsRNA para a V-
ATPase E.

3.3 Resultados e discussao

Para o silenciamento em S. levis e também no coleéptero T. castaneum, o
qual &€ um organismo modelo para estudos envolvendo RNA de interferéncia foram
escolhidos dois genes alvos, V-ATPase E e serpina. As V-ATPases ja séo
conhecidas como alvos extremamente robustos, cujo silenciamento via RNAI resulta
em fendtipo letal para varios insetos de diferentes ordens. Por outro lado, o gene
que codifica a serpina foi escolhido em fungao da sua dissimilaridade de sequéncia e
também considerando que mutantes de Drosophila para, ao menos, 5 serpinas

desenvolvem fendtipos letais (Ligoxygakis et al., 2002; Garret et al., 2009).

3.3.1 Analise das sequéncias e clonagem para a producao dos dsRNAs.

3.3.1.1 Identificagao do gene homélogo da serpina 1 de Sphenophorus

levis em Tribolium castaneum

Em funcao da sua baixa similaridade de sequéncia de DNA da serpina de S.
levis com outros insetos, que nao passa de 45% com outras serpinas de
coleodpteros, o silenciamento do gene que codifica a serpina via RNAIi pode garantir
especificidade para a espécie praga. Além disso, as serpinas de coledpteros séo
muito pouco estudadas, sendo que a maioria dos estudos funcionais é realizada com
larvas de insetos lepidopteros, assim como mutantes de Drosophila. A reducédo dos
niveis de RNAm e consequentemente dessa proteina pode gerar indicios sobre sua
funcao bioldgica, que ainda é desconhecida. De uma maneira geral, as serpinas de
insetos com funcdo conhecida estao relacionadas ao sistema imune, sendo que

muitas delas modulam direta ou indiretamente a ativacdo da enzima
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profenoloxidase, a sintese de peptideos antimicrobianos ou o processo de

coagulagao da hemolinfa (Kanost et al., 2004).

O baixo grau de conservagao entre as serpinas de insetos é muito
provavelmente devido ao grande numero de variantes desses inibidores, originados
por eventos de duplicagdo génica. No genoma de Drosophila melanogaster foram
identificadas 28 serpinas, 14 em Anopholes gambiae e somente 4 em Apis mellifera
(Zou et al., 2007). No genoma do bicho da seda, Bombyx mori, foram identificadas
34 serpinas e estudos evolutivos baseados nas sequéncias dessas proteinas
indicam a ocorréncia de um processo de duplicagdo génica para essa familia génica
(Zou et al., 2009). Esses eventos de duplicagbes ndao sao restritos a insetos da
ordem Lepidoptera e também ocorreram no coledptero Tribolium castaneum, que ao

todo possui 31 serpinas identificadas (Zou et al., 2007).

Nas analises de similaridade da serpina 1 de S. levis contra as serpinas de T.
castaneum, varias serpinas desse inseto apresentaram baixa identidade com a
serpina de S. levis, o que dificulta a identificacdo do provavel gene homologo. Os
resultados do Blastx retornaram 8 serpinas com identidade variando de 42 a 49%,
porém com diferentes coberturas da sequéncia de S. levis, que variam de 90 a 98%.
O alinhamento de 6 serpinas selecionadas de T. castaneum com a serpina 1 e 2 de

S. levis € mostrado na figura 3.3, indicando a baixa identidade.
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Figura 3.3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos entre as serpinas 1 e 2 de Sphenophorus
levis, com as proteinas mais similares identificadas pela analise de Blastx contra o banco de dados
de Tribolium castaneum disponivel no GenBank. Os residuos idénticos estdo indicados em caixas
escuras, enquanto os residuos conservados sdo mostrados nas caixas claras. A baixa similaridade da
sequéncia da proteina que codifica o gene da serpina 1 de S. levis reflete na dificuldade de
identificagdo do gene homologo em T. castaneum. A serpina 6 de T. castaneum foi escolhida como a
provavel proteina homéloga da serpina 1 de S. levis em fungdo de sua maior similaridade e
identidade de aminoacidos no reactive center loop (RCL), contendo uma arginina (R) na posigao
conhecida para a clivagem por tripsina bovina (Fonseca et al., 2011).

Em funcdo dessa aparente redundancia e baixa similaridade, a identificagao
do gene homoélogo da serpina 1 de S. levis (Spn1) em T. castaneum seria duvidosa.
Foram realizados diversos alinhamentos individuais da Spn1 com essas serpinas, e
em funcado da sua maior similaridade, foi escolhida a serpina 6 de T. castaneum
(Spn6) como o gene candidato ao homdlogo da Spn1. Considerando o alinhamento
completo entre as proteinas, indicado na figura 3.4, mesmo possuindo uma regiao

N-terminal de 31 aminoacidos mais curta que a Spn1, a Spn6 apresenta o maior

indice de similaridade (44,5%) dentre todas as serpinas de T. castaneum.
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A serpina 1, ou leviserpina, tem sido estudada em nosso laboratério e 0 seu
sitio de clivagem ja havia sido mapeado para tripsina bovina e ocorre no residuo de
arginina (R*°) (Fonseca et al., 2011). O reactive center loop (RCL) da serpina atua
como uma isca para a peptidase alvo, sendo que os aminoacidos proximos ao ponto
de clivagem, especialmente P1, sdo determinantes para a especificidade da serpina
contra sua peptidase alvo (Johnson et al., 2006). Apds a clivagem do RCL, é
formada uma ligagao covalente entre o complexo serpina-peptidase e a molécula da
serpina sofre um dobramento na regido do loop em diregdo ao seu polo oposto.
Esse dobramento causa o deslocamento da serina reativa e danos estruturais na
molécula da peptidase capturada (Huntington et al., 2000).

No alinhamento da figura 3.3, a unica serpina que apresenta identidade para

o residuo de arginina (R**°

) € a Spn6, o que reforca a escolha desta serpina de
Tribolium castaneum como a homodloga da Spn1. A anti trombina humana, assim
como a Spn1, possui na posicdo P1 uma arginina que interage com o residuo de
glutamato (E'®), o qual também influencia na sua atividade que é modulada pela
heparina (Johnson et al, 2006). Esses residuos também sdo conservados apenas
entre a Spn1 e Spn6 e indicados por um asterisco na figura 3.4 que mostra a
identidade entre essas proteinas. A analise de predicdo de peptideo sinal aponta a
clivagem da Spn1 entre os residuos de aminoacidos 16 e17: (VST-ET), enquanto a
Spn6 ndo possui peptideo sinal. Essa diferenca ndo impede a existéncia de
homologia entre as mesmas, uma vez que a Spn1 é transcrita em niveis proximos
tanto na hemolinfa (0,3 x) quanto no corpo gorduroso (1 x) (Figura 3.9B). Além disso,
em Bombyx mori foi detectado que o corpo gorduroso reabsorve serpinas durante o
periodo em que o inseto inicia a fiacdo, levando ao desaparecimento desses
inibidores (Shirai et al., 2000). Considerando que a maioria das serpinas de insetos
sdo produzidas tanto no corpo gorduroso quanto na hemolinfa (Kanost et al., 1995;
Chamankhah et al., 2003), a observagdo em B. mori ainda indica que pode ocorrer

uma migragédo coordenada entre os tecidos durante diferentes fases de vida.
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Figura 3.4: Alinhamento da sequéncia protéica da serpina de S. levis (Spn1) com a provavel
homdloga de T. castaneum (Spn6). As proteinas apresentam 44,5% de identidade de aminoacido.
Desconsiderando a diferenga no tamanho das proteinas devido a maior extensao da extremidade N-
terminal da Spn1 a identidade chega a 49%. As caixas cinzas representam regides de identidade.
Note os aminoacidos P1 e P1' conservados no loop que é clivado pela peptidase. A arginina (R*°)
indicada com o asterisco corresgf)ondente ao aminoacido P1 da anti trombina humana, o qual interage
com o residuo de glutamato (E'*°) nesse inibidor (Johnson et al., 2006), também é conservado entre a
Spn1 e Spn6.

Apds a identificagdo da serpina 6 de T. castaneum como candidata homdloga
a Spn1, foi analisada a identidade de sequéncia de cDNA entre os genes que
codificam essas proteinas, cujo alinhamento é mostrado na figura 3.5. Os genes
compartiiham 52,45% de identidade e a sequéncia clonada da Spn1 para a
producao de dsRNA (400 pb) ndo compartilha mais do que oito nucleotideos
sequenciais idénticos a Spn6. As andlises de Blastn contra os ESTs de T.
castaneum utilizando o Megablast descontinuo e também pardmetros otimizados
para sequéncias com baixa similaridade indicaram a auséncia de ESTs com mais de
11 nucleotideos idénticos em tandem. Sabendo que apéds a injecdo na hemolinfa, os
longos dsRNAs 400 pb devem ser digeridos pela enzima dicer (Bernstein et al.,
2001) endogena do inseto em siRNAs de 21 a 23 pb (Zamore et al 2000), e que a
diferenca entre 1 ou 2 nucleotideos interna nesses pequenos siRNAs causa a perda
efetiva da capacidade de degradacdo do RNAm (Elbashir et al., 2001), é esperado
que o fragmento do gene Spn1 de S. /evis utilizado para a produgcdo de dsRNA né&o
apresente efeitos no silenciamento da Spn6 de T. castaneum. Os efeitos da injecéo

cruzada de dsRNA da Spn1 no silenciamento da Spn6 sao discutidos adiante.
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Figura 3.5. Sequéncias de DNA que codificam as ORFs da Spn1 e Spn6. As caixas cinzas indicam as
regides de identidade entre os genes, que compartilham 52,45% de identidade. As setas continuas
pretas e laranjas indicam os primers utilizados para a clonagem dos dsRNAs da Spn1 e Spn6,
respectivamente. Note que a sequéncia clonada da Spn1 para a produgédo de dsRNA (400 pb), com
0s quais as larvas de T. castaneum também foram injetados ndo compartilha mais do que oito
nucleotideos sequenciais idénticos a Spn6. As setas secionadas representam os primers utilizados
para as analises de gqRT-PCR, em preto para S. levis e laranja para T. castaneum.

3.3.1.2 Clonagem das V-ATPases E de S. levis e T. castaneum e
producao de dsRNAS.

Na biblioteca de S. levis foi identificado apenas um singlet para cada uma das
subunidades A e E da enzima V-ATPase, o que indica a baixa expressao desses
transcritos em relagdo as enzimas digestivas. Ensaios de alimentagdo com o
coledptero Diabrotica virgifera virgifera mostraram resultados similares para o
silenciamento das subunidade A e E da enzima (Baum et al., 2007). Nas analises
iniciais de similaridade a subunidade E da V-ATPase de S. levis mostrou menor
identidade contra a enzima homologa de T. castaneum (GenBank: XM_965528.1) e
por isso foi escolhida para avaliar o efeito cruzado da administracdo de dsRNA de S.

levis em T. castaneum.
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A V-ATPase de S. levis € uma proteina constituida por 226 aminoacidos, com
tamanho idéntico a proteina de T. castaneum (XP_970621.1) e conservado entre
todos os organismos analisados. No alinhamento completo das ORFs
correspondentes dos dois insetos, as sequéncias de DNA que codificam essas
proteinas compartilham 71,68% de identidade (Figura 3.6). Ao contrario das
serpinas, as V-ATPases apresentam alto grau de conservagdo nas sequéncias de
DNA mesmo entre organismos de classes distintas. Alinhamentos da sequéncia
completa de DNA que codifica o gene da V-ATPase E de S. levis com as sequéncias
homodlogas mais similares identificadas utilizando o programa Blastn retornou V-
ATPases de organismos de filos distintos, com identidade de sequéncia variando de
78% (Xenopus laevis) a 84% (Tribolium castaneum) e cobertura de 31% (Gallus

gallus) a 46% (Apis mellifera).

No alinhamento da figura 3.6 também estdo indicadas as regides das
sequéncias génicas que foram clonadas de S. levis e T. castaneum para a produgao
de dsRNA. A regido de sobreposigao entre essas sequéncias compartilha 77,84% de
identidade, com até 38 nucleotideos idénticos em tandem (posi¢ao 43 a 80 na ORF).
A similaridade dessas sequéncias, em teoria, possibilita o silenciamento da V-
ATPase E de Tribolium mesmo com a injecdo de dsRNA do gene homdlogo de S.
levis. Apos a clivagem do dsRNA pela endonuclease do inseto, siRNAs de 21-23 pb
idénticos aos RNAms que codificam essa enzima no besouro devem disparar o
silenciamento génico. Os primers utilizados para as analises de RT-PCR foram
desenhados externamente a regido de clonagem para a producdo de dsRNAs das
V-ATPases (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Alinhamento entre os fragmentos de cDNA clonados das V-ATPases E de S. levis e T.
castaneum para a producao de dsRNA. Os amplicons para as sequéncias de T. castaneum e S. levis
tem 341 e 334 pb, respectivamente, e apresentam 77,84% de identidade de sequéncia de DNA, com
até 38 nucleotideos idénticos em tandem (posicdao 43 a 80 da ORF). As ORFs completas
compartilham 71,68% de identidade. As setas continuas pretas e laranjas indicam os primers
utilizados para a clonagem e producdo de dsRNAs das V-ATPases E de S. levis e T. castaneum,
respectivamente. As setas secionadas correspondem aos primers utilizados para as analises de RT-
PCR, indicados pelo mesmo padrao de cor, preto para S. levis e laranja para T. castaenum.

ApoOs a clonagem dos fragmentos selecionados para as enzimas homologas

de S. levis e T. castaneum, cada plasmideo construido foi clivado em separado com

as duas enzimas de restricdo utilizadas para a clonagem. Desse modo, o0s

plasmideos clivados com a enzima dowstream ao amplicon foram utilizados para a

producdo de ssRNA sense. A clivagem do plasmideo upstream ao amplicon resulta

na producédo do RNA simples fita antisense (Figura 3.7). Apds a sintese dos ssRNAs

eles foram purificados por precipitacao e quantificados. Concentragdes idénticas das

fitas complementares foram utilizadas para a hibridizagao overnight e os dsRNAs

resultantes foram utilizados para a injegao nos insetos apds a quantificagao.
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Figura 3.7: Sintese de ssRNA. Gel de agarose 1% (TBE 0,5X) ndo desnaturante, indicando producgéo
de ssRNAs com o sistema de transcricdo in vitro MEGAscript T7 Transcription Kit (Applied
Biosystems / Ambion). Quantidades variando de 0,9 a 2,6 ug de ssRNA foram carregados em cada
caneleta. M: marcador de peso molecular.1 e 2: ssRNAs sense e antisense da V-ATPase E de S.
levis; 3 e 4 : ssRNAs sense e antisense da Spn1; 5 e 6 ssRNAs sense e antisense do gene que
codifica resisténcia a kanamicina. Nas caneletas 2 e 4 é observada a formacdo de estruturas
secundarias para as fitas antisense da V-ATPase E e Spn1, o que é esperado para um gel nao
desnaturante. O material foi precipitado, purificado e quantificado para a hibridizacdo e producao dos
dsRNAs.

3.3.2 Andlise da expressao diferencial tecido especifica e durante o

desenvolvimento por qRT-PCR

Para melhor compreender a dinadmica transcricional dos dois genes
selecionados para silenciamento, eles tiveram seus niveis de transcricdo
monitorados por qRT-PCR ao longo do desenvolvimento em ambos insetos. Para S.
levis, os niveis de transcricdo da V-ATPase E e Spn1 foram analisados durante o
desenvolvimento e também em diferentes tecidos, dissecados de larvas com 30 dias

de vida.

3.3.2.1 Expressao da V-ATPase E e serpina 6 de T. castaneum durante o

desenvolvimento

Os graficos apresentados na figura 3.8 indicam a expressao da V-ATPase E e
também Spn6 de T. castaneum durante seu ciclo de vida. A V-ATPase E tem um
perfil de expressdao quase uniforme e é transcrita em todos os estagios do
desenvolvimento (Figura 3.8A). A serpina 6 deste inseto também é transcrita em
todos os estagios analisados em niveis crescentes até a fase de pupa, onde atinge a
expressdo maxima, 8,3 vezes mais transcrita do que no primeiro estagio larval, 1,9

vezes mais do que o estagio de pré-pupa e 3 vezes em relagéo aos adultos (Figura
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3.8B). A expressao detectada em todas as fases do desenvolvimento demonstra a
importancia fisiolégica das proteinas produzidas por ambos os genes do inseto. A
analise prévia do perfil de expressédo da Spn1 de S. levis, (Fonseca et al., 2011) foi

um fator determinante para a escolha deste gene como alvo para silenciamento.

Expressao relativa durante o desenvolvimento de T. castaneum
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Figura 3.8: Analise de gRT-PCR indicando o perfil de transcricdo dos genes de T. castaneum ao
longo do desenvolvimento. (A) Expresséao relativa da V-ATPase E indicando que o gene é transcrito
em todos os estagios de desenvolvimento em niveis ndo muito distintos. (B) A anélise de expressao
da Spn6 evidenciou a transcricdo desse gene também durante todas as fases analisadas, com niveis
crescentes ao longo do desenvolvimento e expressdo maxima nas pupas.

3.3.2.2 Analise da expressao da serpina 1 de S. levis

O perfil de transcricao detectado para a Spn1 durante o desenvolvimento do
inseto, mostrado na figura 3.9A é muito similar aquele da Spn6 de T. castaneum
(Figura 3.8B). Esse resultado, considerando o padrdo de expressdo no
desenvolvimento, € um indicativo de que a Spn1 e Spn6 podem ser genes ortélogos.
A Spn27a de Drosophila, também tem expressao constitutiva e expressao maxima
nas pupas (De Gregodrio et al., 2002). A presenga constante dessa proteina confirma
a participagao dessa serpina modulando negativamente a resposta imune, a qual é
induzida pela presenca de micro-organismos (De Gregdrio et al., 2002; Ligoxygakis
et al., 2002).

Trés serpinas (1a, 1b, 1c¢) do lepidoptero Mamestra configurata também sao
produzidas constitutivamente em ovos, larvas e adultos. Nas larvas, essas serpinas

sdao fundamentalmente produzidas no corpo gorduroso e hemdécitos presentes na
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hemolinfa, cuja principal funcao é defesa. Entretanto, os niveis dessas serpinas nao
sao alterados apods o desafio por ferimento ou inoculagado de bactéria, o que indica a
participacdo desses inibidores em processos nao imunes, relacionados ao

desenvolvimento e morfogénese (Chamankhah et al., 2003).

Por outro lado, nem todas as serpinas de insetos s&o produzidas
constitutivamente. Em Manduca sexta (Lepidoptera), a serpina 1 foi detectada
abundantemente por Northern blot no quarto e quinto estagios larvais, mas nao é
transcrita no corpo gorduroso de pupas e adultos (Kanost et al., 1995). Contudo,
nesse estudo, a expressao nao foi avaliada em outros tecidos. Levando em conta a
reducao do corpo gorduroso nesses estagios do desenvolvimento, ainda é possivel
que a transcrigdo ocorra na hemolinfa. Curiosamente, a expressdo dessa serpina €
regulada negativamente pela ecdisona, e picos desse horménio no periodo de muda
causam um drastico declinio nos RNAms da serpina 1. A inoculagao de bactéria ou

ferimento também né&o induz a produgao desta serpina (Kanost et al., 1995).

O perfil de expressao tecido especifico da Spn1 de S. levis indicado na figura
3.9B indica a produ¢cdo de RNAms predominante no corpo gorduroso, assim como
em niveis menores (0,3 x) na hemolinfa, como esperado, devido a existéncia de
hemacitos nesse tecido. A Spn1 também é transcrita na epiderme (0,16 x) e cabega
(0,21 x), porém é muito menos abundante no intestino. Em Manduca sexta, a maior
producdo de RNAm da serpina 1 foi detectada também na gordura, e a variagao dos
niveis de transcritos é correlata com a quantidade de proteina na hemolinfa (Kanost

et al., 1995), o que indica a auséncia de processos de regulagao pds transcricionais.
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Figura 3.9: Anadlise de qRT-PCR indicando o perfil de transcricdo do gene que codifica a serpina de
Sphenophorus levis (Spn1). (A) Expressao relativa ao longo do desenvolvimento, em condi¢des de
dieta artificial, indicando que o gene é transcrito em todos os estagios de desenvolvimento, com
expressdo maxima em pupas, indices elevados de transcricdo também s&o detectados nos ovos
(0,66 x) e adultos (0,64 x). (B) A analise de expressao tecido especifica da serpina aponta a
transcricdo em todos os tecidos, com indices reduzidos no intestino. No corpo gorduroso, a enzima é
100 (x) mais transcrita do que no intestino médio (IM) e 20 (x) mais do que no intestino posterior (IP).
Transcritos da serpina também foram detectados em niveis intermediarios na epiderme, cabega e
hemolinfa.

A serpina 1 de M. configurata também é produzida principalmente no corpo
gorduroso, mas a maior parte das proteinas s&o liberadas na hemolinfa. Neste
inseto, durante o periodo de muda, ocorre um drastico aumento da atividade de
serino peptidases, concomitante com a queda da expressdao da serpina
(Chamankhah et al., 2003), o que indica a participacdo desse inibidor em processos

relacionados ao desenvolvimento.

Zheng e colaboradores (2009) identificaram quatro serpinas de Choristoneura
fumiferana (Lepidoptera) que sdo produzidas ao longo do desenvolvimento deste
inseto e verificaram a redugao dos niveis de transcricao, especialmente da serpina
1a, durante o periodo de muda. Os transcritos para a serpina 1a foram encontrados
mais abundantemente na epiderme e corpo gorduroso do que no intestino, mas a
deteccao desse inibidor em todos os tecidos pode indicar efeitos pleiotropicos.
Dentre as quatro serpinas, a serpina 1a foi a proteina mais abundante identificada
utilizando anticorpos especificos. Os niveis de expressédo dessa proteina aumentam
apos a muda para o ultimo instar larval, atingindo 0 maximo nas pré-pupas e pupas.
Interessantemente, os perfis de transcricao identificados para a SI_Spn1 (Figura
3.9A) e Tc_Spn6 (Figura 3.8B) refletem perfeitamente a abundéancia da serpina 1 de

C. fumiferana.

Ensaios in vitro mostraram que a serpina 1 C. fumiferana é capaz de formar
um complexo com elastase, uma serino protease relacionada a degradagdo da
cuticula de insetos. Esses resultados apontam a participacdo dessa serpina na
regulacdo da degradacao da cuticula durante o ciclo de muda (Zheng et al., 2009).
Nesse trabalho, os autores selecionaram diversos provaveis genes ortdlogos de
insetos de diferentes ordens para uma analise filogenética. Apenas quatro serpinas
de coledpteros foram escolhidas, o que reforca a existéncia de poucos estudos com

as serpinas de insetos desta ordem. Dentre elas, a serpina 1 de S. levis mostrou-se
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a mais distinta, e foi agrupada junto a serpina 5 de T. castaneum, a qual apresenta

muita similaridade com a Tc_Spn6.

3.3.2.3 Expressao das V-ATPase E de S. levis

A analise de RT-PCR indicou a producédo da V-ATPase E de S. levis durante
todos os estagios de desenvolvimento analisados em niveis ndo muito distintos
(Figura 3.10A), com um padr&o similar ao do gene ortologo de T. castaneum (Figura
3.8A). Este ensaio também revelou que os transcritos para V-ATPase E sao
predominantes no intestino médio e posterior, mas também sintetizados em todos os

outros tecidos analisados (Figura 3.10B).
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Figura 3.10: Analise de expressao relativa da V-ATPase E de S. levis por qRT-PCR. (A) O perfil de
expressdo ao longo do desenvolvimento indica expresséo constitutiva, em taxas ndo muito distintas.
(B) A analise da transcricao tecido especifica mostra a transcrigdo predominante da V-ATPase E no
intestino das larvas do inseto, mas também é detectada em niveis consideraveis em todos os outros
tecidos.

Esses resultados estdo de acordo com a fungcdo da V-ATPase, pois essa
enzima atua em diversos tipos celulares promovendo o transporte de ions
necessario para a acidificacdo de organelas intracelulares, além de ter um
importante papel em todo o transporte secundario no intestino de insetos. No
intestino, o gradiente eletroquimico gerado pelo fluxo ativo dos ions H* através das
membranas celulares constitui uma das principais forcas motrizes responsavel pela
manutencdo do pH do lumen além da facilitagdo do transporte de solutos, que inclui

a absorcao de aminoacidos (Wieczorek et al., 1999).
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3.3.3 Analise do silenciamento génico via injecdo de dsRNA em

Tribolium castaneum

As larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA foram monitoradas para a
analise fenotipica e durante sete dias trés exemplares de cada tratamento foram
coletados diariamente e congelados em nitrogénio liquido. Os insetos coletados
foram utilizados nas analises de RT-PCR para verificar o silenciamento génico
especifico. A tabela 3.3 mostra o numero de insetos injetados com cada tratamento
além da contagem diaria dos insetos mortos e numero de insetos restantes apos as
coletas (10 a 17 espécimes). Essas larvas também foram injetadas com tampao PBS
pH 7,0 para avaliar a inocuidade do controle utilizando dsRNA do gene que codifica

a proteina de resisténcia a kanamicina.

Tabela 3.3: Contagem das larvas mortas de T. castaneum apos injecdo com dsRNA e PBS.
Diariamente, durante sete dias, trés exemplares de cada tratamento foram coletados. Nesta etapa, as
mortes podem ser atribuidas ao vazamento de hemolinfa decorrente das injegdes.

27/01/11 | 28/01/11 | 29/01/11 | 30/01/11 | 31/01/11 | 01/02/11 | 02/02/11 | 03/02/11
Tratamento Restantes | Mortos
N (#) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

PBS 41 4 0 0 0 1 0 2 13 7

Kana (R) dsRNA 41 0 1 0 0 0 2 0 17 3

S| V-ATPase E dsRNA 39 ) 1 0 0 1 0 1 10 8
SI Spn1 dsRNA 40 0 0 0 2 1 0 0 16 3

Tc V-ATPase E dsRNA 41 1 0 0 3 1 1 1 13 7
Tc Spn6 dsRNA 38 2 2 0 2 0 1 0 11 7

O numero de insetos mortos em cada tratamento durante a primeira semana
apos as injegcbes € indicado na ultima coluna da tabela 3.3. Na maioria dos
tratamentos sete larvas morreram nesse periodo, com excegdo daquelas injetadas
com dsRNA da serpina 1 de S. levis e dsRNA da kanaminicina (R), com apenas trés
mortes cada. Os dados apresentados a seguir, relativos as proximas semanas,
explicam a auséncia de analises estatisticas para comparar os resultados da
primeira semana. Além disso, a morte de insetos injetados com ambos tratamentos
controle indica que a maioria dessas mortes é decorrente da inje¢ao, principalmente

devido ao vazamento de hemolinfa.

Na tabela 3.4 segue a contagem dos insetos monitorada até 55 dias apos a

injecao, quando ambos controles (PBS e dsRNA da Kanamicina) completam o ciclo
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de desenvolvimento atingindo a fase adulta. Na segunda semana apds a injecao
todos os insetos injetados com dsRNAs das V-ATPases ortélogas morreram (Figura
3.11). Curiosamente, as larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA da V-ATPase
de S. levis morreram trés dias antes daquelas injetadas com o dsRNA do gene do
préprio inseto. A regidao de 334 pb da sequéncia génica da V-ATPase E de S. levis
foi reanalisada contra o banco de ESTs de T. castaneum em busca de fragmentos
de 21 nucleotideos idénticos que pudessem atuar no silenciamento de outros genes

além da V-ATPase E. Entretanto, nenhuma regido com identidade foi encontrada.

Tribolium castaneum injetado com dsRNA da V-ATPase E

Figura 3.11: Larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA da V-ATPase E ortéloga de S. levis, apos
cinco semanas das injegdes. O fenodtipo observado para o tratamento com dsRNA do gene enddgeno
€ 0 mesmo. Esses insetos morreram 12 dias apds as injecdes, trés dias antes daqueles injetados
com o dsRNA do gene enddgeno do inseto.
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Tabela 3.4: Monitoramento das larvas de Tribolium castaneum injetadas com dsRNAs e PBS até a
fase adulta. Todos os insetos injetados com dsRNA das V-ATPases dos dois insetos morreram na
segunda semana apos a injecao, e aparecem destacados em verde. As caixas cinzas indicam que
nao ha atraso no desenvolvimento dos insetos injetados com dsRNA das serpinas, em relagdo aos
controles. A ultima coluna, destacada em laranja, mostra o resultado final com varios insetos de
ambos controles atingindo a fase adulta, além daqueles injetados com dsRNA da serpina 1 de S.
levis.

08/02/2011 11/02/2011 17/02/2011
Tratamento
Dia 12 Dia 15 Dia 21
Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest. Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest. Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest.
PBS 1 5 7 - 12 0 3 9 - 12 0 1 11 0 12
dsKana Res 2 13 2 - 15 0 6 9 - 15 0 2 13 0 15
S| V-ATPase
E dsRNA 10 0 0 - 0 - - - - 0 - - - - 0
S| Spn1
dsRNA 2 9 5 - 14 0 5 9 - 14 1 1 12 0 13
Tc V-ATPase
E dsRNA 1 12 0 - 12 12 0 0 - 0 - - - - 0
Tc Spn6
dSRNA 0 7 4 - 11 2 2 7 - 9 0 1 7 1 9
24/02/2011 28/02/2011 23/03/2011
Tratamento
Dia 28 Dia 32 Dia 55
Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest. Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest. Morto | Larva | Pupa | Adulto | Rest.
PBS 0 0 3 9 12 0 - 1 11 12* 2 - 0 9 9
dsKana Res 0 0 6 9 15* 0 - 4 10 14* 3 - 0 10 10
Sl V-ATPase
E dsRNA ] ] ) ) 0 ) ] ) ) 0 ] ] ] ) v
S| Spn1
dsRNA 0 0 5 8 13 1 - 4 8 12 2 - 0 10 10
Tc V-ATPase
E dsRNA ] ] ) ) 0 ) ] ) ) 0 ] ] ] ) v
Tc Spn6
dsRNA 0 0 2 7 9 0 - 2 7 9 9 - 0 0 0

Nos testes piloto realizados para verificar os efeitos da injegao, foi utilizado
apenas PBS como controle e o dsRNA da serpina foi injetado em concentragdes
maiores, proximas de 850 ng, contra 350 ng utilizados neste experimento. Na
primeira situacao do teste piloto, sete insetos injetados com dsRNA para a serpina 6
de T. castaneum morreram na fase pupal, sem completar o desenvolvimento, outros
dois morreram como adultos farados, um deles se desenvolveu normalmente e sete
larvas injetadas com PBS chegaram a fase adulta (dados ndo mostrados). Os
resultados apresentados para a Spn6 na tabela 3.4 diferem do teste inicial, pois na
segunda injecdo sete insetos morreram como adultos farados (Figura 3.12),
enquanto apenas dois ficaram aprisionados na fase pupal. De qualquer forma,

nenhum dos insetos tratados com dsRNA da Spn6 completou o desenvolvimento,
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indicando que a serpina 6 € um alvo tardio e de variagao no fenétipo, porém letal. A
maioria dos insetos nao foi capaz de se liberar a cuticula da fase pupal, morrendo
como adultos farados indicados na figura 3.12B. Nessa figura, é verificada a mal

formagao das asas no primeiro adulto mostrado.

Tribolium castaneum injetado com dsRNA da serpina 6

Figura 3.12: Larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA da serpina 6 do inseto. Aparentemente as
larvas e pupas (A) se desenvolveram normalmente, entretanto todos os insetos morreram no fim da
fase pupal ou como adultos emergentes (B). O primeiro adulto apresenta as asas malformadas,
enquanto os outros dois ndo perderam a cuticula da fase de pupa, morrendo como adultos farados.
As imagens dos adultos foram tiradas 35 dias apos as injegoes.

As caixas cinzas da tabela 3.4 mostram que ndo houve atraso no
desenvolvimento das larvas de T. castaneum tratadas com dsRNA das duas
serpinas, quando comparados com os controles. Em conjunto, esses dados sugerem
que maiores quantidades de dsRNA injetadas levam a um efeito mais precoce do
silenciamento da serpina 6 de T. castaneum no desenvolvimento do inseto. A ultima
coluna da tabela, destacada em laranja, mostra que os insetos tratados como
controle, injetados tanto com PBS quanto com dsRNA da kanamicina (R), se
desenvolveram normalmente chegando a fase adulta (Figura 3.13). A injegcdo de
dsRNA da serpina de S. levis nas larvas de T. castaneum também ndo causou
algum efeito, como esperado. Os insetos completaram o ciclo de vida até a fase
adulta, indicando que as preparagdes de dsRNA da serpina 1 de S. levis néo
apresentaram efeito cruzado no desenvolvimento de T. castaneum, portanto

constituindo um gene especifico, dentre as duas espécies estudadas.
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Tribolium castaneum injetado com dsRNA da kanamicina (R)

Figura 3.13: Desenvolvimento normal das larvas de T. castaneum injetadas com dsRNA da
kanamicina (R). A: visado dorso lateral e ventral de larvas; B: visdo ventral de pupas; C: visdo dorsal e
ventral de adultos. Esse grupo de insetos completou normalmente o ciclo de vida, assim como
aqueles injetados com dsRNA da Spn1 de S. /evis.

Trés larvas injetadas com dsRNA de cada preparagao, coletadas diariamente
durante a primeira semana, foram utilizadas para a analise de silenciamento génico
via RT-PCR. Os niveis de transcricdo da V-ATPase E de T. castaneum foram
estimados para os insetos coletados que foram injetados com dsRNA da V-ATPase
E do préprio inseto, assim como para aqueles injetados com dsRNA do gene
ortdlogo de S. levis, e comparados com aqueles obtidos para os insetos injetados
com dsRNA da kanamicina (R), o qual ndo deveria apresentar efeito no
silenciamento V-ATPase E. Os resultados sdo mostrados no grafico da figura 3.14, e
os valores tomados dos niveis de transcricdo sdo comparados aqueles dos insetos

néo injetados (N.I. = 1 x).



142

Silenciamento da V-ATPase E de T. castaneum
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Figura 3.14: Analise do silenciamento da V-ATPase E de T. castaneum por gqRT-PCR. Tanto nas
larvas injetadas com dsRNA da V-ATPase do préprio inseto, quanto com dsRNA do gene ortélogo de
S. levis foi detectada a redugcdo dos niveis de transcricao da V-ATPase para 14,22% e 15,99%,
respectivamente, quando comparadas com os insetos injetados com dsRNA controle da kanamicina
(R). A barra cinza indica o nivel de transcrigao nas larvas néo injetadas (1 x).

O silenciamento génico foi detectado nas larvas de T. castaneum injetadas
com dsRNA do inseto, assim como para o ortélogo de S. levis, que apresenta
77,84% de identidade da regido de 334 pb utilizada para a produgéo dos dsRNAs. A
reducédo detectada nos niveis de transcritos foi de 85,78% e 84,01% para o gene
endégeno e ortélogo, respectivamente, comparados com os insetos injetados com
dsRNA controle da kanamicina (R) (Figura 3.14). Esse resultado chama a atencéao
em relacao a utilizacdo de sequéncias génicas conservadas entre familias distintas
de insetos como alvo para controle utilizando RNAi. O dsRNA de 334 pb preparado
a partir da sequéncia génica da V-ATPase do besouro S. levis (Curculionidae) tem a
mesma acao inseticida em comparagcao com o material preparado da sequéncia

especifica da espécie T. castaneum (Tenebrionidae).

Resultados similares ja foram previamente relatados em testes de
alimentagdo com dsRNA produzidos para V-ATPases A e E e a-tubulina de

Diabrotica virgifera virgifera, os quais causaram mortalidade significativa em
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bioensaios na espécie préoxima Diabrotica undecimpunctata howardii (Baum et al.,
2007). Nesse mesmo estudo, larvas do besouro do colorado, Leptinotarsa
decemlineata, submetidas a dieta contendo dsRNA para a subunidade A da V-
ATPase de D. virgifera, que apresenta 83% de identidade de sequéncia, também
tiveram indices de mortalidade elevados. As concentracdes utilizadas de dsRNA
(L.C. 50) para a obtengcdo das mesmas taxas de mortalidade das larvas de L.
decemlineata foram dez vezes menores (5.2 ng/cm?) com dsRNA preparado a partir
do enddgeno, quando comparado com o dsRNA do ortélogo de D. virgifera (52

ng/cm?).

Essas diferengas foram atribuidas a similaridade entre esses genes ortélogos
e evidenciam que um dos aspectos mais importantes para o silenciamento génico
aplicado ao controle de pragas € a especificidade, baseada na identidade de
sequéncia. Apesar de nem todos os insetos praga apresentarem sensibilidade a
ingestdo de dsRNA, € conhecido que importantes espécies polinizadoras, como por
exemplo Apis mellifera também desenvolvem resposta sistémica quando dsRNA é
administrado na alimentacédo (Aronstein et al., 2006; Patel et al., 2007). Por essa
razao, € fundamental o conhecimento do perfil transcriptdmico, assim como da
sensibilidade a ingestdo de dsRNA em espécies de insetos nao alvo, junto a
identificacdo de genes alvos espécie especificos. A produgao de grampos de dsRNA
em plantas é promissora para o desenvolvimento de inseticidas de ultima geracao,
sem custos embutidos na produgéo, que dispensam aplicagdo, ndo geram residuos

téxicos para o meio ambiente e nao prejudicam espécies nao alvo.

Em um estudo mais recente, dsRNAs de 158 pb de uma regido menos
conservada da V-ATPase E foram projetados para atuar especificamente, via
alimentagao, em quatro diferentes espécies: T. castaneum (Coleoptera), Manduca
sexta (Lepidoptera), Acyrthosiphon pisum (Hemiptera) e D. melanogaster (Diptera).
Os resultados mostraram seletividade dos dsRNA, que causou apenas a morte dos
insetos a partir dos quais foram preparados, indicando que regides génicas
especificas podem garantir especificidade do RNAi como inseticida. Para outro gene
conservado, a gamma-tubulina, dsRNAs de 40 pb preparados a partir da regido UTR
3' também foram eficientemente seletivos, dessa vez, para quatro espécies de
Drosophila (Whyard et al., 2009). Esses resultados confirmam a aplicabilidade do

RNAIi como um inseticida estritamente seletivo e também reforcam a necessidade do
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conhecimento gendmico e transcriptdmico de espécies nao alvo para evitar o efeito

cruzado, indesejavel contra muitas espécies de insetos.

O mesmo delineamento experimental utilizado para avaliar o efeito do dsRNA
das V-ATPases foi empregado para checar o efeito da injecdo de dsRNAs da
serpina 6 de T. castaneum, além do efeito cruzado da serpina 1 de S. levis nas
larvas de T. castaneum. Os resultados das anadlises de RT-PCR sdo mostrados no
grafico da figura 3.15 e evidenciam o silenciamento génico da Spn6 apenas no
tratamento com dsRNA especificos para a serpina do proprio inseto, com a redugao
média nos niveis de transcricdo de 81,05%. Assim como o grupo controle injetado
com dsRNA da Kanamicina (R), os insetos injetados com dsRNA da Spn1 de S. levis
nao exibiram reducao nos niveis de transcricdo, como esperado de acordo com o0s

resultados apresentados na tabela 3.4, pois estes se desenvolveram normalmente.

As variacbes representadas pelos altos niveis de expressdo da Spn6
detectados para os insetos tratados com dsRNA da Spn1, especialmente no terceiro
e sétimo dias podem ser resultado das variagdes intrinsecas do ciclo de muda dos
insetos, como detectado para as serpinas 1 de lepidépteros. Além destas serpinas
nao aparentarem envolvimento ou resposta a processos imunes, 0s niveis de
transcritos e também das proteinas parecem ser diretamente regulados
negativamente pela presenga da ecdisona, o horménio da muda dos insetos, a qual
€ liberada no periodo que antecede a mudanga de instar (Kanost et al., 1995;
Chamankhah et al., 2003; Zheng et al., 2009).
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Silenciamento da serpina 6 de T. castaneum
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Figura 3.15: Analise de RT-PCR utilizando primers especificos para avaliar o efeito do silenciamento
génico da Spn6 de T. castaneum. Apenas as larvas injetadas com dsRNA de 341 pb sequéncia
especifico para a Spn6 apresentaram redugdo média de 81,05% nos niveis de transcrigao da serpina
6. Os insetos tratados com dsRNA da Spn1 de S. levis exibiram niveis de transcricdo da Spn6
similares aos controles tratados com dsRNA da kanamicina (R).

Em larvas de Mamestra configurata foi detectado que, no periodo de inanigcéo
que antecede a metamorfose, a expressao das variantes de serpina 1 é fortemente
induzida no corpo gorduroso e em menores niveis em outros tecidos. Esse aumento
da expressao detectado quando as larvas cessam a alimentagao € contrario a queda
subsequente que ocorre durante a muda e €, provavelmente, um mecanismo de
prevencao da destruicdo dos tecidos durantes os periodos em que os insetos nao se
alimentam. Apesar de o corpo gorduroso constituir o principal local de expressao da
serpina 1, a localizagéo da proteina indicou que essa proteina se associa a camadas
subcuticulares e na membrana basal da maioria dos tecidos como musculos,
intestino médio, tubulos de Malpighi e traquéias. A localizagdo nesses tecidos, bem
como a flutuagao da expressao da serpina 1 em fungao da inanicdo e metamorfose
reforcam a possibilidade de atuagao desse inibidor no ciclo de muda do inseto
(Chamankhah et al., 2003). Os efeitos do silenciamento da Spn6 de T. castaneum e

Spn1 de S. levis s&o discutidos adiante.
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3.3.4 Analise do silenciamento génico via injecado de dsRNA em

Sphenophorus levis

As larvas de S. levis injetadas com dsRNA da V-ATPase E enddgena, Spn1 e
kanamicina (R) foram coletadas em quatro dias no periodo da primeira semana para
as analises de RT-PCR e o numero de insetos restantes é indicado em laranja na
tabela 3.5. Na terceira coluna, destacada em cinza, € mostrado que quase metade
das larvas morreram devido ao vazamento de hemolinfa decorrente das injegdes,

logo no primeiro dia.

Tabela 3.5: Contagem das larvas de Sphenophorus levis injetadas com dsRNAs durante os dias de
coleta para as analises de RT-PCR. O quadro cinza indica o grande numero de insetos mortos no
primeiro dia apos a injecdo devido ao vazamento da hemolinfa. O nimero de insetos restantes para
as analises fenotipicas € mostrado no quadro laranja.

19/04/11 20/04/11 26/04/11 28/04/11
Injecéo Dia 1 Dia7 Dia 9
Tratamento N(#) mortes | restantes ;F?Stsa Mortes | restantes mortes | restantes
Kanam. (R) 36 15 21 18 1 8 1 7
V-ATPase E 37 18 19 16 0 7 1 6
Serpina 1 37 17 20 17 0 8 0 8

ApoOs a eclosdo dos ovos, o desenvolvimento das larvas de S. levis dura
aproximadamente 45 dias até a fase pupal. Apesar das larvas de S. levis utilizadas
para as injegdes, com 10 dias de vida, serem mais jovens em relagao as larvas de T.
castaneum (injetadas no ultimo instar, com aproximadamente 4 a 6 mm de
comprimento e menos de 1 mm de didmetro), as larvas de S. levis ja4 sdo maiores
nessa fase de desenvolvimento, medindo cerca de 5 a 8 mm de comprimento e 2
mm de didmetro. Mesmo com o maior tamanho das larvas de S. levis utilizadas para
as injegbes, as dificuldades encontradas para as inje¢des foram maiores,
principalmente em funcdo da resisténcia do tegumento a penetracdo da agulha e

flacidez das larvas.

Esses fatores certamente influenciaram no vazamento da hemolinfa que
resultou na morte de diversas larvas antes da detecgdo de algum efeito relativo ao
silenciamento génico. A coloracdo verde do corante MC Cornich foi observada nos
meio de cultura de varios tubos nos quais as larvas foram mantidas apds as

injecdes. Dificuldades similares foram observadas em inje¢gdes de dsRNA em larvas
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de Apis mellifera, com taxas de sobrevivéncia de 67% a 88% (controle, PBS) apos
36 horas das inje¢cdes (Aronstein e Saldivar, 2005). O vazamento de hemolinfa
também foi detectado em adultos da mesma espécie apos a retirada das agulhas
(Amdam et al, 2003). A solu¢cdo para o problema foi o desenvolvimento de um

método que emprega dsRNA via alimentagao (Nunes e Simdes, 2009).

Apos as coletas de larvas para os ensaios de silenciamento (RT-PCR), o
numero amostral restante (6 a 8 insetos) foi monitorado para as analises fenotipicas
discutidas adiante. Na tabela 3.6, segue a contagem e monitoramento dos insetos
até 59 dias apos as injegdes, quando o experimento foi encerrado em funcédo das
dificuldades de cultivo. Apesar dos insetos do grupo controle, injetados com dsRNA
da kanamicina (R) aparentemente se desenvolverem normalmente, chegando a fase
de pupa e adulta antes daqueles injetados com dsRNA da serpina 1, quatro desses
insetos morreram na fase de pupa, certamente por problemas de cultivo. O inseto do

grupo controle, que chegou a fase adulta € mostrado na figura 3.16.

Sphenophorus levis injetado com dsRNA da kanamicina (R)

5mm

Figura 3.16: Larva de S. levis injetada com dsRNA da kanamicina (R). Apenas um inseto chegou a
fase adulta (C), devido as condi¢gdes de cultivo. As larvas (A) e pupas (B) se desenvolveram
normalmente, mas quatro pupas sofreram o ataque de fungos devido ao excesso de umidade no
frasco de cultivo.
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Tabela 3.6: Monitoramento das larvas de S. levis restantes apds as coletas para analise do
silenciamento génico via qRT-PCR, até 59 dias apos as inje¢des. Quatro das seis larvas injetadas
com dsRNA da V-ATPase morreram dentro de trés semanas apds a injecdo e sdo destacadas no
quadro verde. As caixas cinzas ressaltam o atraso no desenvolvimento das larvas injetadas com

dsRNA da serpina 1, evidente no dia 52.

05/05/11 09/05/11 12/05/11 16/05/11
Dia 16 Dia 20 Dia 23 Dia 27
Tratamento | Morto | Peq. | Normal | Rest. Morto | Peq. | Normal | Rest. Morto | Peq. | Normal | Rest. Morto | Peq. | Normal | Pupa | Rest.
Kanam. (R) 0 - 7 7 0 - 7 7 0 - 7 7 0 - 6 1 7
V-ATPase E 1 2 3 5 8 0 2 2 0 0 2 2 0 0 2 - 2
Serpina 1 0 8 8 1 5 2 7 0 5 2 7 0 5 2 - 7
26/05/11 02/06/11 10/06/11 17/06/11
Dia 37 Dia 44 Dia 52 Dia 59
Tratamento orto };arva ‘Pupa )Adulto Rest. Morto ‘Larva ‘Pupa }Adulto Fest. Morto |Lan/a ‘Pupa }Adulto Fest. Morto },awa ‘Pupa ‘Adulto ‘Rest.
Kanam. (R) 0 4 3 - 7 0 2 4 1 7 0 1 5 1 7 0 1 5 1 7
V-ATPase E | 0 1 1 - 2 0 0 2 - 2 0 0 1 1 2 0 0 1 1 2
Serpina 1 0 7 0 - 7 0 6 1 - 7 1 5 1 - 6 0 3 2 1 6

Nas caixas verdes da tabela 3.6 € indicada a morte de quatro dos seis insetos
restantes tratados com dsRNA da V-ATPase E dentro de trés semanas apds a

injegdo (Figura 3.17). Os outros dois insetos deste tratamento se desenvolveram

normalmente, provavelmente em fungcdo do vazamento do material injetado. As

caixas cinzas mostram o efeito da

injecdo de dsRNA da serpina 1

no

desenvolvimento das larvas, que apresentaram um evidente atraso no periodo de

empupamento em relagdo ao grupo controle (Figura 3.19).

Sphenophorus levis injetado com dsRNA da V-ATPase E

Smm

5mm

Figura 3.17: Larvas de S. levis apds 44 dias do tratamento com dsRNA da V-ATPase E. Quatro das
seis larvas injetadas com dsRNA da V-ATPase morreram até o dia 20 apos as injegdes. A terceira
larva mostrada na figura apresenta uma cicatriz na regiao posterior devido a provavel lise do intestino,
resultante do desequilibrio osmético causado pela perda de fungédo da V-ATPase.
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A tabela 3.7, relativa a pesagem dos insetos, reforca os resultados
apresentados anteriormente. A coluna do dia 24 destacada em cinza mostra os dois
insetos tratados com dsRNA da V-ATPase e Spn1 que se desenvolveram
normalmente com média de peso comparavel ao grupo controle, indicando a
ocorréncia de vazamento do material injetado. Essa hipotese é sustentada, ndo sé
pela diferenca entre os insetos tratados, mas também pela coloragdo verde nos
meios de cultura de insetos que ndo morreram apoés as injegdes. A coluna destacada
em laranja mostra o atraso no desenvolvimento observado para as larvas de S. levis
tratadas com dsRNA da serpina 1 enddégena. Além do atraso no desenvolvimento,
indicado na figura 3.19, esses insetos também apresentaram uma acentuada
reducado no ganho de peso comparado ao grupo tratado com dsRNA da kanamicina

(R), evidente na pesagem do dia 44 apds as injecoes.

Insetos apds 23 dias da injecdo de dsRNA (12/05/11)

Injecdo de /
Kanamicina , . l K
'.Q,--’ w y ‘

(R) dsRNA

a e
Injecao de _ re »
Serpinal P " » ' b "f"

dsRNA % o>, , 5

Injecdo de u LY
V-ATPase-E ‘ - s
dsRNA - \‘ /. 4

Figura 3.18: Comparacgdo entre os insetos tratados com os diferentes dsRNAs, 23 dias apds as
injecdes. Nessa etapa, quatro insetos mostrados na ultima linha, injetados com o dsRNA da V-
ATPase E morreram. A maioria dos insetos tratados com dsRNA da serpina 1 apresentavam menor
tamanho em relacéo aos controle.

-
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Insetos apds 44 dias da injecdo de dsRNA (02/06/11)

Injecdo de
Kanamicina
(R) dsRNA

s/

Injecdo de
Serpinal
dsRNA

Injecdo de
V-ATPase-E
dsRNA

\‘ '

Figura 3.19: Diferengas observadas nos trés diferentes grupos tratados com dsRNA, 44 dias apds as
injecdes. Dois insetos dos grupos injetados com dsRNA da V-ATPase E e serpina 1 se
desenvolveram normalmente e n&o sdo representados na figura. Entretanto, é evidente o atraso no
desenvolvimento do grupo tratado com dsRNA da serpina 1.

Tabela 3.7: Relagdo do ganho de peso apés a injecdo das larvas. A maioria dos insetos injetados
com dsRNA da V-ATPase E e serpina exibiram uma evidente deficiéncia na incorporacdo de
biomassa, quando comparados com o controle. Os quadros cinza no 24° dia indicam a pesagem dos
dois insetos de cada tratamento que se desenvolveram similarmente aos controles, provavelmente
em fungdo do vazamento do dsRNA com a hemolinfa. As ultimas colunas, destacadas em laranja
mostram o atraso no desenvolvimento dos insetos injetados com dsRNA da serpina 1. Os pesos séo
mostrados em miligramas e nao possuem barra de erros pois os insetos foram pesados em conjunto.

13/05/11 - Dia 24
05/05/11 - Dia 16 02/06/11 - Dia 44
Com fendtipo Sem fendtipo
Peso médio | Num. Peso médio| Num. Peso médio Ndm. Peso médio Nam.
Tratamento
(mg) larvas (mg) larvas (mg) larvas (mg) larvas
Kanam. (R) 186,3 3 194,8 5 - - 138,5 4 pupas
V-ATPase 83 3 505  4mortas| 213 2 ; ]
Serpina 1 103,3 3 110,6 5 225 2 96 4 larvas

Devido ao grande numero de insetos que nao resistiu as injegdes, as coletas
foram realizadas com trés larvas recolhidas apenas no primeiro (D1), segundo (D2),
quarto (D4) e sétimo (D7) dia apos os tratamentos com dsRNA. A figura 3.20
evidencia a qualidade dos RNAs extraidos de conjuntos de trés insetos para as
analises de silenciamento, apds o tratamento com DNAse. Esse material foi utilizado

como molde para a sintese de cDNA utilizado para as analises de RT-PCR.
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Figura 3.20: RNA total extraido das larvas de S. levis injetadas com dsRNA. Gel de agarose 1% (TBE
1X) indicando a qualidade dos RNAs totais extraidos das larvas de S. levis injetadas com dsRNA,
apos tratamento com DNAse. Aproximadamente 500 ng de cada amostra, formada por um conjunto
de trés insetos injetados, foram utilizados para a produgdo do cDNA que serviu de molde para as
analises de silenciamento via RT-PCR.

As analises de RT-PCR para avaliar os efeitos da injecdo de dsRNA em S.
levis foram conduzidas com o mesmo delineamento experimental utilizado para T.
castaneum. Os graficos da figura 3.21 mostram os resultados do silenciamento
obtidos para as larvas de S. levis tratadas com dsRNA da V-ATPase E do proprio
inseto, utilizando os genes GAPDH (3.14A) e [-actina (3.14B) como genes
calibradores. Diferentemente do silenciamento detectado para as injegcdes dos
ortdlogos em T. castaneum (85,78%), a redugdo dos niveis de transcrigdo em
relacdo aos insetos injetados com dsRNA da kanamicina (R) foi de 33,75% e 46%

utilizando os genes GAPDH e B-actina como calibradores, respectivamente.

Silenciamento da V-ATPase-E Silenciamento da V-ATPase-E
A Genecalibrador do RT-PCR: GAPDH B Genecalibrador do RT-PCR: p-actina
1,60
1,25 1,23
1,11
v1 08 l Lo vos 1,04 [
1,00 99 ’ ' 1,00 I I 0,97
- I : I T w 0,79 I
0,68 059 0,63 I 0,67
T ’ I T
I
0,28
x
w. ae be 5\'31' ae n 5\'61 W e;\a\' 5\31 ae B 6’\’61
4 Injecdo de dsRNA da V-ATPase-E I Inje¢do de dsRNA da Kanamicina (R)

Figura 3.21: Analise do silenciamento génico da V-ATPase de S. levis utilizando os genes GAPDH (A)
e B-actina (B) como genes calibradores. A redugéo dos niveis de transcricdo em relagéo aos insetos
injetados com dsRNA da kanamicina (R) foi de 33,75% e 46% respectivamente. As barras cinzas
mostram os niveis de transcrigdo detectados para os insetos nao injetados (N.l.), utilizados como
padréo (1 x).
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As razodes para a reduzida supressao do silenciamento da V-ATPase de S.
levis em relacdo a T. castaneum nao sao certas, especialmente pelo fato do
silenciamento detectado para a serpina 1, mostrado na figura 3.22, aparentar a
mesma poténcia observada em T. castaneum. Apesar do silenciamento da V-
ATPase em S. levis nao parecer tdo robusto, a importancia do produto de
transcricdo desse gene para a manutencao das condicdes fisiolégicas no intestino
deste inseto pode ser um fator determinante para a compensacdo da expressao

induzida pela perda da fungao génica.

Em ensaios de alimentacao utilizando dsRNA de 158 pb contra a V-ATPase E
de T. castaneum, as doses de LC50 detectadas foram préximas a 2,5 ng/g de dieta
apés uma semana de alimentagdo continua na dieta contendo dsRNAs. Esses
insetos apresentaram reducgéo de 41,2% nos transcritos para o gene da V-ATPase,
utilizando o gene da proteina ribossomal RpL32 como referéncia para as analises de
RT-PCR (Whyard et al., 2009). Essa reducédo de 41,2% nos niveis de transcrigao,
capaz de causar a morte de 50% das larvas de T. castaneum, nao difere
consideravelmente daquela observada no silenciamento da V-ATPase E de S. levis

que variou de 33,75% a 46%, utilizando os dois genes calibradores.

Diferentemente da V-ATPase, o perfil de silenciamento génico da serpina 1,
mostrado na figura 3.22, indica uma drastica reducdo de 89,87% nos niveis de
transcritos das larvas de S. levis injetadas com dsRNa especifico para esse gene.
Os elevados niveis de transcricdo detectados para o grupo controle tratado com
dsRNA da kanamicina (R) no dia 7 apds a injegdao podem ser explicados pela
inanicdo no periodo que antecede a muda, como detectado para as larvas de M.
configurata (Chamankhah et al., 2003).
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Silenciamento da serpina
3,75
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M Injecdo de dsRNA da serpina Injecdo de dsRNA da Kanamicina (R)

Figura 3.22: Analise do silenciamento génico da serpina 1 de S. levis. Os insetos injetados com
dsRNA da Spn1 tiveram a reducédo dos niveis dos transcritos para 10,13% em relacdo aos insetos
tratados com dsRNA da kanamicina (R).

Poucas serpinas de coledpteros sdo estudadas, principalmente em funcéo do
reduzido tamanho das larvas, mas o envolvimento desses inibidores em processos
relacionados ao sistema imune e desenvolvimento € claro. Estudos com serpinas
purificadas da hemolinfa das larvas do coledptero T. molitor, Spn40, Spn55 e Spn48
esclareceram a participacdo desses trés inibidores em pares com trés serino
proteases da cascata de sinalizagdo Toll. Essas serpinas regulam inibindo a agao
das respectivas peptidases em série, prevenindo a ativagao da profenoloxidase e
sintese de quinonas e melanina pela via Toll. No entanto, a injecdo desses trés
inibidores nas larvas nao inibe a producdo de peptideos antimicrobianos, que
também ¢é sinalizada pela via Toll, indicando que outras serpinas e vias de

sinalizagado podem estar envolvidas nesse processo (Jiang et al., 2009).

A serpina 93 de T. molitor € uma proteina constituida de dois dominios
inibitorios que também participa da regulagdo dos processos imunes nesse inseto. O
silenciamento do gene que codifica essa proteina, via inje¢gdo de dsRNA, resultou na
melanizagao e morte das larvas apos a injegao de 3-1,3-glucano, um componente da
parede celular de fungos e bactérias, capaz de disparar a resposta imune nesse
inseto (Jiang et al., 2011). A utilizacdo da serpina 1 de S. levis como alvo para
silenciamento nesse trabalho, foi motivada pela baixa conservagao da sequéncia
génica que codifica esse inibidor, que poderia constituir um alvo especifico para o

controle do inseto. Por essa razao, as analises de similaridade de sequéncia visando
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a identificagdo dos homologos letais em Drosophila ndo geraram resultados
conclusivos. O perfil de transcricdo durante todas as fases do desenvolvimento

também reforga sua importancia para os processos fisioldgicos do inseto.

A serpina 1 de S. levis apresenta maior similaridade com a Spn1 de T. molitor,
a qual aparentemente, ndo atua nos processos imunes deste inseto. Os efeitos do
silenciamento da Spn1 de S. levis aparentemente indicam a participacdo desse
inibidor em processos relacionados a muda e, consequentemente, ao
desenvolvimento do inseto (Figura 3.23), assim como para as serpinas 1 descritas
em lepidopteros. Esse &€ o primeiro relato do silenciamento de serpinas de
coledpteros, Tc_Spn6 e Sl _Spn1, que apresentam efeitos no desenvolvimento dos
insetos. A identificacdo de outras serpinas que possam causar a melanizagao
sistémica induzida pelo silenciamento via RNAI, relacionadas a processos imunes,
sem duvida € promissora para a prospec¢cao de alvos mais precoces no

desenvolvimento.

Sphenophorus levis injetado com dsRNA da serpina 1

5mm

S5mm

Figura 3.23: Desenvolvimento das larvas de S. levis injetadas com dsRNA da serpina 1. As larvas (A)
tratadas com dsRNA da serpina apresentaram reducédo do ganho de peso comparado aos controles.
As imagens das pupas (B) e adultos (C) foram capturadas no dia 22/07/2011, 95 dias apds as
injecbes. B: dois insetos morreram no estagio de pupa; C: dois dos quatro adultos mortos
apresentaram mal formacao das asas. As setas indicam mal formacéo e desenvolvimento incompleto
dos élitros, respectivamente.

O pequeno numero amostral de insetos restante apds as coletas para as
analises de qRT-PCR, assim como as complicagées no cultivo do grupo controle,
injetado com dsRNA do gene que codifica resisténcia a kanamicina, certamente
dificultam a tomada de conclusdes, especialmente a respeito das caracteristicas
fenotipicas causadas pelo silenciamento génico da serpina 1 de S. levis. Contudo,
os fenodtipos observados para as pupas e adultos mortos, 95 dias apds as inje¢des

(Figura 3.23), sado similares aqueles observados no silenciamento do provavel gene
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ortdlogo em T. castaneum, enquanto o adulto normal de S. levis, tratado com dsRNA
controle emergiu 49 dias apds a injecao. Em ambos os experimentos nenhum inseto
adulto emergiu viavel e alguns deles permaneceram na fase pupal. Apesar de
constituirem alvos tardios, o silenciamento dessas serpinas mostra que sao alvos

letais, pois inviabilizam o desenvolvimento desses insetos.

A serpina 1 de Mamestra configurata nao tem a expressao regulada por
injuria ou inoculagc&o de bactérias e assim como a serpina 1 de S. levis, também é
produzida principalmente no corpo gorduroso. Esse inibidor possui um provavel
envolvimento no ciclo de muda do inseto, além disso, foi identificado nas
membranas basais e camadas subcuticulares de diversos outros tecidos.
Considerando que a destruicao e reconstrugao da membrana basal € um processo
necessario para o remodelamento de tecidos, os autores sugerem a atuagéo no

remodelamento de tecido durante os processos de muda (Chamankhah et al., 2003).

Em Drosophila, € conhecido que a serpina 27a € o inibidor chave no sistema
imune, atuando na regulacédo negativa da atividade da peptidase terminal da cascata
de ativagao da profenoloxidase que induz a melanizacdo e sintese de peptideos
antimicrobianos pela via de sinalizagdo Toll (De Gregoério et al., 2002; Ligoxygakis et
al., 2002). Apés um ferimento, a auséncia desse inibidor resulta na morte causada
pela melanizagdo espontanea em diversos tecidos. Insetos mutantes para esse gene
em homozigose se desenvolvem como larvas normais, porém apenas 30% deles
emerge da fase de pupa, o que sugere a participagdo desse inibidor na
metamorfose, além dos processos imunes. Os adultos, mesmo viaveis muitas vezes
apresentaram problemas na expansao das asas (De Gregodrio et al., 2002). Em outro
estudo, também utilizando mutantes do mesmo gene em Drosophila, a auséncia da
serpina 27a causou altas taxas de melanizagao espontanea em larvas e adultos,
assim como a atividade constitutiva da enzima fenoloxidase. A maioria dos
homozigotos ou 40% dos heterozigotos para a mutagcdo desenvolveram melanizagao

constitutiva e morreram no estagio pupal (Ligoxygakis et al., 2002).

No presente estudo, ndo foi avaliada a resposta dos insetos ao desafio com
bactéria ou injuria e, de uma forma geral, também nao foi observada melanizagao
tanto em T. castaneum ou S. levis que tiveram as serpinas silenciadas. Os insetos
que morreram no estagio de pupa apresentaram mudancga de coloragéo, decorrente

da morte dos tecidos mas ndo da melanizagao espontanea, como detectado para os
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mutantes de Drosophila para a serpina 27a. Interessantemente, todos os insetos que
tiveram a serpina silenciada e chegaram a fase adulta emergindo como insetos
inviaveis, além disso, alguns deles apresentaram problemas de malformagdo nas
asas, assim como relatado para a serpina 27a de Drosophila. Entretanto, € sugerida
a participacdo da serpina 1 de S. levis e serpina 6 de T. castaneum no
desenvolvimento pela atuagao no ciclo de muda, devido a morte dos insetos na fase
pupal assim como de adultos farados ou malformados, além do atraso no
desenvolvimento das larvas de S. levis. Essa hipotese é reforcada também pelas
variagdes e picos de expressao desses inibidores nos grupos controles, que para
outros insetos é modulada pela inanicdo e sinalizacdo do periodo de muda

controlada pela ecdisona.

As analises de gRT-PCR mostram que as larvas de S. levis s&o capazes de
disparar a maquinaria de silenciamento génico via inje¢cao de dsRNA, apresentando
sensibilidade ao RNA de interferéncia. O conhecimento detalhado dos fendtipos
associados ao silenciamento da serpina 1 de S. levis deve ser estudado em breve,
apoés a padronizacdo dos métodos de cultivo em nosso laboratorio e especialmente
do desenvolvimento de um método de entrega de dsRNA via alimentagdo. Esses
experimentos também objetivardo o conhecimento da sensibilidade do inseto a
administragcdo de dsRNA na alimentagdo, bem como as concentragdes necessarias
para disparar a maquinaria de silenciamento génico, o que é um fator determinante
para a aplicagdo de RNAi em plantas transgénicas, como objetivo de aumentar a

resisténcia a esse inseto.
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Il CONSIDERAGOES FINAIS

Todas as etapas propostas inicialmente foram superadas com sucesso. A
realizacdo deste estudo gerou dados massivos sobre a genética e
fisiologia do inseto;

O transcriptoma permitiu o conhecimento do perfil de expressao génica
das larvas de S. levis, enquanto as analises de gRT-PCR revelaram a
dinamica transcricional dos genes selecionados, confirmando os perfis de
producao principalmente das enzimas digestivas. Outros genes
identificados na biblioteca do inseto vém sendo estudados em nosso
laboratério, especialmente aqueles que codificam proteinas que
desempenham papéis fundamentais na fisiologia de S. levis e constituem
alvos potenciais para o controle da praga;

Enzimas encontradas da Dbiblioteca com potencial aplicagcéo
biotecnoldégica como uma celulase, uma esterase e duas pectinases
foram selecionadas para o estudo em outros projetos. A identificagdo das
celulases e das pectinases geraram fortes indicios de que sdo enzimas
importantes nos processos de digestdo do inseto;

Pela primeira vez, foi descrita uma sequéncia que pode codificar uma
invertase digestiva em coledpteros;

A analise detalhada de transcritos das peptidases evidenciou a ocorréncia
de, ao menos, 32 variantes da S/-CathL, que foram agrupadas em trés
grandes grupos, de acordo com a similaridade;

As variantes da S/-CathL 2 encontradas sao diferencialmente transcritas
em condi¢cdes de dieta natural e artificial, o que indica o envolvimento
dessas variantes nos processos de adaptacdo do inseto as dietas. A
variante mais abundante da S/-CathL 1 foi produzida de forma
recombinante, caracterizada e localizada no intestino do inseto;

Nos ensaios de inibicdo de atividade enzimatica realizados com a SI-
CathL 1, utilizando as canacistatinas recombinantes, foi verificada a forte
inibicdo da rS/-CathL pela CaneCPI-4;

As larvas de S. levis mostraram-se capazes de ativar a maquinaria de

silenciamento génico por meio da injecao de dsRNA,;
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A serpina estudada, muito provavelmente, deve estar envolvida nos
processos de muda do inseto e, mesmo constituindo um alvo tardio, o
silenciamento desse gene mostrou-se eficiente para impedir o
desenvolvimento de S. levis;

Os resultados gerados sugerem que tanto a inibicdo da principal enzima
digestiva do inseto, quanto o silenciamento génico podem constituir
abordagens eficientes para a produgdo de plantas modificadas

geneticamente para aumentar a resisténcia ao inseto.
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IV PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desse estudo gerou dados de grande importancia para o
desenvolvimento de estratégias de controle do inseto S. levis empregando a
biotecnologia. Em um préximo passo, a avaliagao da resposta das larvas in vivo aos
inibidores (canacistatinas) testados pode evidenciar a eficacia desses inibidores para

o desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao inseto.

A utilizacdo de RNA de interferéncia tem se mostrado uma promissora
ferramenta biotecnoldgica aplicada ao combate de pragas. A avaliagdo da
sensibilidade do Sphenophorus levis ao RNAI pela alimentacdo pode abrir um novo
horizonte de perspectivas relacionadas ao combate do inseto, além de constituir
uma importante ferramenta experimental para a determinagédo de fungcédo génica de

novos transcritos identificados no transcriptoma de S. levis.
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VI ANEXOS
S. levis Invertase S. levis peptidases Invertases de lepidopteros Invertases de bactérias
n01 1437 pb n13 12372 pb n09 14283 pb nll 15852 pb

AA Codon abund. freq. abund. freq. abund. freq. abund. freq.
Ala GCG 1.00 0.05 18.00 0.05 47.00 0.23 114.00 0.30
Ala GCA 8.00 0.36 36.00 0.10 53.00 0.26 61.00 0.16
Ala GCT 10.00 0.45 198.00 0.55 64.00 0.32 58.00 0.15
Ala GCC 3.00 0.14 109.00 0.30 38.00 0.19 142.00 0.38
Cys TGT 3.00 0.50 43.00 0.37 27.00 0.59 29.00 0.39
Cys TGC 3.00 0.50 72.00 0.63 19.00 0.41 46.00 0.61
Asp GAT 22.00 061 114.00 0.50 185.00 0.58 238.00 0.64
Asp GAC 14.00 0.39 112.00 0.50 132.00 0.42 132.00 0.36
Glu GAG 4.00 0.17 41.00 0.18 97.00 0.32 139.00 0.43
Glu GAA 19.00 0.83 183.00 0.82 209.00 0.68 183.00 0.57
Phe TTT 18.00 0.72 50.00 0.30 133.00 0.54 121.00 0.54
Phe TTC 7.00 0.28 117.00 0.70 114.00 0.46 105.00 0.46
Gly GGG 5.00 0.14 24.00 0.06 31.00 0.08 103.00 0.22
Gly GGA 16.00 043 130.00 0.34 165.00 0.42 59.00 0.13
Gly GGT 15.00 0.41 171.00 0.45 102.00 0.26 97.00 0.21
Gly GGC 1.00 0.03 52.00 0.14 97.00 0.25 199.00 0.43
His CAT 9.00 0.60 26.00 035 59.00 0.48 91.00 0.44
His CAC 6.00 0.40 48.00 0.65 65.00 0.52 116.00 0.56
lle ATA 13.00 0.37 22.00 0.09 85.00 0.34 25.00 0.15
lle ATT 14.00 0.40 113.00 0.46 90.00 0.36 66.00 0.40
lle ATC 8.00 0.23 113.00 0.46 78.00 0.31 74.00 0.45
Lys AAG 5.00 0.17 66.00 0.38 77.00 0.35 37.00 0.34
Lys AAA 24.00 0.83 109.00 0.62 141.00 0.65 72.00 0.66
Leu TG 14.00 0.33 81.00 0.32 90.00 0.21 34.00 0.07
Leu TTA 12.00 0.28 28.00 0.11 85.00 0.20 74.00 0.15
Leu CTG 5.00 0.12 332.00 0.13 68.00 0.16 245.00 0.50
Leu CTA 4.00 0.09 13.00 0.05 47.00 0.11 26.00 0.05
Leu CTT 3.00 0.07 52.00 0.20 60.00 0.14 51.00 0.10
Leu CTC 5.00 0.12 50.00 0.19 70.00 0.17 63.00 0.13
Met ATG 9.00 1.00 52.00 1.00 97.00 1.00 166.00 1.00
Asn AAT 20.00 0.74 88.00 0.29 134.00 0.61 85.00 0.51
Asn AAC 7.00 0.26 135.00 0.61 87.00 0.39 82.00 0.49

Anexo 1: Anadlise de cédon usage das sequéncias de cDNA que codificam as invertases de S. levis,
de lepiddpteros e de bactérias. Os cédons sdo indicados pela abundancia (abund.) nas sequéncias
de cDNA e pela frequéncia (freq.) em relagdo as variantes das trincas que codificam o mesmo
aminoacido. As células destacadas indicam as diferencas entre os cdédons preferenciais identificados
para as invertases de eucariotos e bacterianas. No cabecalho, "n" refere-se ao nimero de sequéncias
analisadas e o numero de pares de bases (pb) também é indicado. Para a validagdo da comparagao
foram utilizadas as sequéncias das peptidases de S. levis mais abundantes na biblioteca, incluindo a

rSI-CathL.
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S. levis Invertase 5. levis peptidases Invertases de lepidopteros Invertases de bactérias
n01 1437 pb n13 12372 pb n09 14283 pb nll 15852 pb
Aminoac. Codon abund. freq. abund. freq. abund. freq. abund. freq.
Pro CCG 4.00 0.16 13.00 0.09 48.00 0.22 154.00 0.52
Pro CCA 13.00 0.52 51.00 0.36 59.00 0.27 55.00 0.19
Pro CCT 6.00 0.24 39.00 0.28 79.00 0.36 44.00 0.15
Pro ccc 2.00 0.08 38.00 0.27 34.00 0.15 41.00 0.14
Gln CAG 2.00 013 44.00 0.26 60.00 0.36 237.00 077
Gln CAA 13.00 0.87 123.00 0.74 108.00 0.64 71.00 0.23
Arg AGG 1.00 0.06 14.00 0.10 33.00 0.15 13.00 0.04
Arg AGA 7.00 0.39 69.00 0.50 82.00 0.37 13.00 0.04
Arg CGG 0.00 0.00 6.00 0.04 20.00 0.09 44.00 0.13
Arg CGA 6.00 0.33 11.00 0.08 35.00 0.16 20.00 0.06
Arg CGT 1.00 0.06 18.00 0.13 25.00 0.11 75.00 0.22
Arg CGC 3.00 017 19.00 0.14 28.00 0.13 170.00 0.51
Ser AGT 8.00 0.24 50.00 0.14 78.00 0.24 49.00 0.16
Ser AGC 5.00 0.15 69.00 0.20 57.00 0.18 122.00 0.39
Ser TCG 1.00 0.03 32.00 0.09 29.00 0.09 42.00 0.13
Ser TCA 9.00 0.27 58.00 0.17 72.00 0.23 36.00 012
Ser TCT 7.00 0.21 70.00 0.20 54.00 0.17 24.00 0.08
Ser TCC 3.00 0.09 70.00 0.20 30.00 0.09 40.00 0.13
Thr ACG 4.00 0.31 13.00 0.06 55.00 0.22 41.00 0.23
Thr ACA 7.00 0.54 34.00 0.15 61.00 0.25 28.00 0.16
Thr ACT 2.00 0.15 76.00 0.34 86.00 0.35 15.00 0.08
Thr ACC 0.00 0.00 100.00 0.45 44.00 0.18 96.00 0.53
Val GTG 1.00 0.04 40.00 0.13 74.00 0.22 117.00 0.39
Val GTA 8.00 0.30 58.00 0.19 88.00 0.27 33.00 0.11
Val GTT 13.00 0.48 115.00 0.38 91.00 0.28 60.00 0.20
Val GTC 5.00 0.19 90.00 0.30 76.00 0.23 92.00 0.30
Trp TGG 14.00 1.00 88.00 1.00 138.00 1.00 202.00 1.00
Tyr TAT 18.00 0.69 57.00 0.28 125.00 0.48 140.00 0.68
Tyr TAC 8.00 0.31 146.00 0.72 137.00 0.52 66.00 0.32
End TGA 1.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.11 1.00 0.09
End TAG 0.00 0.00 1.00 0.08 3.00 0.33 0.00 0.00
End TAA 0.00 0.00 12.00 0.92 5.00 0.56 10.00 0.91
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