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RESUMO

Os tabulos de Malpighi em insetos estdo relacionados com a osmorregulagao,
realizando o transporte de ions e fluidos durante a formacao da urina primadria, enquanto
que o corpo gorduroso ¢ usualmente associado ao metabolismo intermediario. Os tibulos
também excretam solutos orgdnicos e xenobioticos, estando envolvidos com variadas
outras fungdes nao excretoras, incluindo a bioluminescéncia em Diptera. Portanto existe
interesse em se compreender melhor a fisiologia e diferenciacdo molecular deste tecido
em insetos. Com a exce¢do de uma andlise preliminar dos transcritos dos tibulos de
larvas de Zophobas morio e da clonagem de uma enzima tipo luciferase que emite fraca
bioluminescéncia na presenga de D-luciferina de vagalume nao hé estudos detalhados do
transcriptoma deste tecido em Coleoptera. Para melhor compreender a fisiologia
molecular dos tiibulos de Malpighi e corpo gorduroso e a fungdo de AMP-CoA ligases
em Coleoptera, realizamos uma andalise comparativa dos transcriptomas destes o6rgaos de
Z. morio. Os tabulos, como esperado, exibiram transportadores organicos e inorganicos,
V-ATPases, canais, bombas e enzimas relacionadas com detoxificacdo. O corpo
gorduroso exibiu proteinas que sdo sintetizadas neste tecido e secretadas para a
hemolinfa, tais como hexamerinas e apolipoforinas; enzimas relacionadas com o
metabolismo de proteinas; lipideos e carboidratos. Embora estes tecidos participem de
fungdes fisiologicas distintas em insetos, eles também estdo envolvidos em vias
metabolicas comuns, como imunidade, biossintese de pigmentos oculares, degradacao e
excre¢do de compostos nitrogenados, e detoxificagdo. Deste modo, nossos resultados
corroboram com a versatilidade fisioldgica dos tabulos e corpo gorduroso em uma larva
de Coleoptera. Além disso, nossa analise também indicou a presenca de isoformas de
enzimas tipo cumarato ligases, que possuem similaridade com ligases, as quais podem
estar envolvidas na degradagdo de compostos derivados de é4cidos cumadricos ou na

biossintese de pigmentos.

Palavras chaves: detoxificacdo, excre¢do, enzimas tipo-luciferase
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ABSTRACT

The Malpighian tubules in insects play an essential role in osmoregulation,
performing transport of ions and fluids during the formation of primary urine, whereas
fat body is usually associated with the intermediary metabolism. The tubules also are
involved in excretion of organic solutes and xenobiotics, and in unusual functions such as
bioluminescence in Diptera. However, with the exception of a preliminar transcriptional
survey of the Zophobas morio larval tubules, there are no detailed transcriptional analysis
of this organ in Coleoptera. A luciferase-like enzyme that displays weak luminescence
activity in the presence of firefly D-luciferin was cloned from the tubules of Z. morio
larvae. Therefore, to better understand the molecular physiology of tubules and fat body
in Coleoptera and analyse the AMP-CoA ligases enzymes, we performed a comparative
transcriptional analysis of these tissues from Z. morio. As expected, the tubules displayed
organic and inorganic transporters, xenobiotic metabolism enzymes, V-ATPases,
channels, and pumps. Fat body showed proteins that are synthesized in this tissue and
secreted to the hemolymph, lipidic and carbohydrates metabolism enzymes. Although
these tissues perform distinct physiological functions in insects, they are also involved in
common pathways, such as nitrogen metabolism to degradation/excretion, eye pigments
biosynthesis, immunity, and detoxification. Ours results corroborate to the physiological
versatility of tubules and fat body in a Coleopteran larvae. Futhermore our analysis also
indicates the presence of coumarate like-ligases isoforms that could be related to

degradation of coumaric acids derivatives or biosynthesis of eye pigments.

Key words: detoxication, excretion, luciferase like-enzymes
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1. INTRODUCAO

1.1. TUBULOS DE MALPIGHI

Os insetos ocupam uma grande variedade de habitats, incluindo ambientes com
situagdes extremas, como muito secos € com temperaturas elevadas. Esta capacidade
deve-se a algumas adaptacdes presentes neste grupo de animais, tais como a presenga de
exoesqueleto impermeavel e um sistema excretor considerado sofisticado. O sistema
excretor tem como fung¢do manter o equilibrio no interior do organismo através da
eliminacdo de compostos derivados de vias metabolicas e também substancias toxicas
(KLOWDEN, 2007).

Em conjunto com o reto, os tubulos de Malpighi constituem o sistema excretor de
insetos, representando um papel chave na excre¢do e osmorregulagdo
(WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1998; KLOWDEN, 2007). O nome deste
tecido ¢ originario do fisiologista e anatomista Marcello Malpighi (1628-1694), que em
1669 fez referéncia a esta estrutura em um trabalho sobre a organiza¢ao interna do bicho
da seda (Bombyx morio), mas sua funcdo excretora ndo foi determinada até 1815
(KLOWDEN, 2007). Wigglesworth ¢ considerado o fundador da fisiologia experimental
de insetos, sendo que os primeiros ensaios funcionais dos tibulos foram originalmente
realizados por ele na década de 1930 e depois por seus estudantes, Ramsay e Maddrell
(DOW e DAVIES, 2001).

Os tubulos estdo presentes na maioria dos artropodes terrestres e surgiram
independentemente em diversos tdxons com fun¢do de conservacao de dgua durante a
excre¢ao. Alguns aracnideos possuem tibulos de Malpighi de origem endodérmica que
surgem no trato digestivo médio, j& os tibulos dos traqueados (hexapodas e miriapodes)
sdo de origem ectodérmica e surgem do trato digestivo posterior. Os tubulos estdo
ausentes ou sdo vestigiais nos eutognatos (Colembola e outros) e presentes na maior
parte dos insetos, como Coleoptera, Diptera e outros (RUPPERT, 2005).

A dieta, estigio de desenvolvimento e nicho ecologico sdo fatores que
determinam o tipo de composto excretado pelo organismo. O excesso de nitrogénio
proveniente da alimentacao deve ser rapidamente eliminado, pois em sistemas biologicos

este composto forma rapidamente amonia. Altos niveis de amonia no organismo podem



interferir na transmissdo nervosa, substituindo o potdssio, e também alterar o
metabolismo de carboidratos e lipidios (KLOWDEN, 2007). Os tibulos excretam
nitrogénio na forma de acido urico ou guaninas, sendo estes compostos insoluveis em
agua e menos toxicos que a amonia (RUPPERT, 2005). Nem todos os insetos excretam
acido urico e nem todos excretam apenas um composto. A alantoina, por exemplo, €
excretada pelo hemiptero Dysdercus e algumas larvas de diptera excretam acido
alantéico (KLOWDEN, 2007).

O namero de tabulos pode variar de dois a 250 dependendo do tdxon, como por
exemplo, Drosophila possui quatro e Aedes possui cinco (RUPPERT, 2005;
BEYENBACH et al., 2010). Basicamente sdo tubos longos formados por uma camada de
células que se dispde ao redor de um limen que termina em um fundo cego. Dois tipos
celulares sdo encontrados nos tubulos: as cé€lulas principais de origem ectodérmica e as
estreladas de origem mesodérmica, cada um desses tipos celulares possui uma fungdo

especifica no tecido (Fig. 1) (BEYENBACH et al., 2010).

Microvilosidades B [ ?ﬁ{!ﬂl’!’gmwlondades
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principal
50 pm

Célula Estrelada

Figura 1: Tipos celulares que constituem a parede dos tiibulos de Malpighi. A. Tabulos de Drosophila. B.
Transportador i6nico NHE8 (vermelho) nas células principais de Aedes. Adaptado de: BEYENBACH et
al., 2010.

As células principais possuem grande quantidade de mitocondrias associadas as
vilosidades que estdo localizadas na regido apical da célula e possuem muitas
invaginagdes na regido basal que estd em contato com a hemolinfa. Elas sdo as
responsaveis pelo transporte de sddio, potassio, ions de hidrogénio e outros compostos,
enquanto que as células estreladas atuam no controle do fluxo de ions de cloro

(CHAPMAN, 1998; KLOWDEN, 2007). A especifica¢do funcional das células tubulares



depende de dois fatores de transcricdo: Kruppel e homeodomain protein Cut
(BEYENBACH et al., 2010).

Os tabulos produzem a urina primaria por meio do transporte de ions e fluidos e o
reto modifica a urina antes de sua excrecao (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN,
1998; KLOWDEN, 2007). Para o processo de formagao de urina nos tubulos de Malpighi
a forca que dirige a excre¢do ¢ o movimento de ions através do epitélio, principalmente o
ion potassio, mas em insetos que se alimentam de sangue de vertebrados predomina o ion
sodio (CHAPMAN, 1998; KLOWDEN, 2007). Em insetos terrestres, a produgdo da
urina primaria depende do transporte ativo de potassio ou sodio para o lumen dos tubulos
seguido pelo transporte passivo de anions, principalmente ions cloreto (CHAPMAN,
1998). A formacdao da urina primaria ocorre da seguinte maneira: compostos sao
absorvidos da hemolinfa por transporte ativo ou passivo pelos tibulos levando a
formagdo da urina primaria, em seguida as substancias uteis, como a glicose e agua,
presentes neste fluido sdo reabsorvidas no reto e os compostos restantes sdo excretados
(Fig. 2) (KLOWDEN, 2007). Em Carausius, por exemplo, em torno de 95% de sodio e
80% de potassio da urina primaria podem ser reabsorvidos (CHAPMAN, 1998).

+*
Tuabulos de Malpighi ’
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Figura 2: Mecanismo geral de excrecdao em insetos. O fluido ¢ secretado da hemolinfa para os tabulos de
Malpighi e transportado para o intestino posterior, no reto ocorre a reabsor¢do de compostos uteis e o

fluido remanescente é excretado pelo anus. Adaptado de: KLOWDEN, 2007.

Os tubulos utilizam a H ATPase tipo-V (bomba de préton) para o fornecimento
de energia na secrecao de eletrolitos e solutos organicos através do bombeamento de ions
de hidrogénio para o limen dos tubulos (CHAPMAN, 1998; BEYENBACH et al., 2010).

Esta ATPase esta localizada na membrana plasmatica apical e ¢ ativada pelas



mitocondrias associadas as microvilosidades das células tubulares. Os ions de hidrogénio
bombeados sdo trocados pelos ions potassio ou sédio e os ions de cloreto seguem o
gradiente eletroquimico (CHAPMAN, 1998). Em Aedes, o transporte de H' do
citoplasma para o limen gera uma tensao na membrana apical de 110 mV
(BEYENBACH et al., 2010).

Na maioria dos insetos terrestres a taxa de formacdo de urina varia, em insetos
que se alimentam de alimentos umidos a secrecao de fluido parece ser continua, em
hemato6fagos, por exemplo, ocorre a producdo de grande quantidade de urina apos a
alimentagdo (CHAPMAN, 1998). A producdo de urina e sua subsequente reabsor¢do
antes da excrecdo sdo reguladas independentemente por duas classes de hormdnios
diuréticos, o fator de liberacdo de corticotropina e cininas de insetos que estimulam a
producdo de urina primaria. Os hormonios antidiuréticos regulam a reabsor¢ao de alguns
compostos no intestino posterior € sdo transportados através da hemolinfa (CHAPMAN,
1998; KLOWDEN, 2007). A Drosophila possui dois horménios que estdo envolvidos na
ativagio da H'-ATPase que atuam na secrecio de ions de sodio e potassio para o limen
dos tabulos e a leuconina que esta envolvida no aumento da permeabilidade das células
estreladas para o cloreto (CHAPMAN, 1998).

Apesar de sua intrigante simplicidade e de apresentar um mecanismo bem
diferente, os tubulos possuem bombas, carregadores e canais que transportam os
compostos € que sao similares aos rins de vertebrados, desempenhando uma funcao
analoga a estes (MADRELL e O’ DONNELL, 1992; BEYENBACH et al., 2010). Assim,
eles também s3o reconhecidos como um modelo para estudos de doencas genéticas
humanas (CHIEN et al., 2002; WANG et al., 2004). Xantintria tipo I ¢ uma doenca
causada pela mutagdo da xantina oxidase em que o metabolismo de purinas por meio da
xantina, acido urico e uréia ¢ bloqueado e célculos sdo acumulados no rim. Em
Drosophila, a mutagdo rosy apresenta altos niveis de hipoxantina e xantina, baixos niveis
de uréia e alantoina, e produz calculos similares a doenga humana que podem bloquear
os tubulos fazendo-os inchar. A mutagdo rosy ¢ massivamente enriquecida nos tibulos
quando comparada aos outros tecidos (MITCHELL e GLASSMAN, 1959; DOW, 2009).
Durante o crescimento e desenvolvimento de larvas de bicho da seda ocorre o acumulo
de grande quantidade de cristais de oxalato de céalcio em seus tibulos de Malpighi. Neste
caso, os tubulos das larvas de B. mori fornecem um bom modelo de estudo para a

cristalizagdo de oxalato de calcio em rins (ZHONG et al., 2013).



Além de sua fun¢do classica participando da osmorregulagdo, os tubulos de
Malpighi também apresentam importante papel na excrecdo ativa de uma ampla
variedade de compostos toxicos como nicotina (GAERTNER et al., 1998), ouabaina
(TORRIE et al., 2004), salicilato (RUIZ-SANCHEZ et al., 2007), glicosidios cardiacos
(RAFAELI-BERNSTEIN ¢ MORDUE, 1978), morfina e atropina, sendo este papel
essencial para os insetos que se alimentam de plantas contendo alcaloides e também
importante para a exploragao de uma ampla variedade de alimentos (MADDRELL e
GARDINER, 1976).

Estudos mostraram que os tibulos de Malpighi de Drosophila sdo resistentes a
ouabaina, que ¢ um forte inibidor de ATPAse Na'/K", esta resisténcia se deve a presenga
de proteinas transportadoras que possuem um amplo espectro de substratos (TORRIE et
al., 2004). Larvas de Drosophila expostas a dietas com altas concentracdes de
metotrexato (4nion organico) demonstraram que a exposi¢ao a este composto toxico leva
a um aumento na taxa de secrecdo de fluidos pelos tibulos e também um aumento na
expressao génica de varios transportadores de anions organicos e proteinas de choque
térmico (CHACHINE e O’DONNELL, 2010). Apesar da fisiologia dos tubulos ser bem

conhecida, sua bioquimica ainda ¢ pouco compreendida.

1.1.1. Fungdes nao excretoras dos tiubulos de Malpighi

Os tibulos também possuem papel significante na imunidade por meio da
secre¢dao de peptidios antimicrobianos (NAPPI et al., 2000). Eles secretam as seguintes
familias de peptideos: Metchnikowin (peptideo antifungico), Defensina (peptideo
antibacteriano de Gram positivas) e Cecropina (peptideo antibacteriano de Gram
negativas) (KLOWDEN, 2007).

Em algumas larvas de Neuroptera e Diptera, os tubulos sdo modificados para a
producao de seda (WIGGLESWORTH, 1972). Os tubulos das larvas de formigas ledo
(Neuroptera) produzem seda que ¢ armazenada no saco retal e em besouros
crisomelideos, os tibulos produzem uma substancia viscosa que ¢ utilizada para cobrir os
ovos (CHAPMAN, 1998).

Algumas espécies armazenam calcio nos tubulos para utilizd-lo em diversas

fungdes, em Carausius, por exemplo, o célcio ¢ transportado para a hemolinfa e



depositado no coérion dos ovos e em Musca autumnalis contribui para o endurecimento
da cuticula da pupa (KRUEGER et al, 1988; CHAPMAN, 1998).

Em larvas de dipteros bioluminescentes de Arachnocampa spp os Orgaos
fotogénicos derivam de modificacdo da por¢ao terminal dos tubulos de Malpighi (Fig. 3),
a bioluminescéncia nestas espécies tem como funcdo a atragdo de presas que ficam
aderidas nas redes mucosas secretadas pelas larvas (GATENBY, 1960; VIVIANI et al.,
2002).

Figura 3: Bioluminescéncia emitida por larvas de Arachnocampa luminosa, onde as lanternas sio

derivadas dos tibulos de Malpighi. Imagem: Vadim Viviani.

A regido proximal dos tubulos de larvas de cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae) ¢
alargada e as células ndo possuem microvilosidades, estas células produzem uma
substancia que quando em contato com o ar forma uma saliva que permanece no lugar

onde a larva vive (CHAPMAN, 1998).

1.2. CORPO GORDUROSO

O corpo gorduroso ¢ o principal tecido do metabolismo intermediario em insetos
e € o deposito central de nutrientes e reservas energéticas. Sua importancia funcional esté
relacionada a sua fun¢do no metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas; e no
processo de detoxificagdo de compostos toxicos (CHAPMAN, 1998; KLOWDEN,
2007). Durante o crescimento e reproducdo, o corpo gorduroso fornece energia para as
atividades metabodlicas de outros tecidos por meio do metabolismo de lipidios e
glicogénio. O armazenamento de acidos graxos e glicose € essencial para outras funcdes

além de fornecer energia para o organismo. A glicose atua na sintese de quitina e os



acidos graxos sdo precursores de eicosandides e feromonios, e também sdo necessarios
para a sintese de fosfolipidios e ceras (ARRESE e SOULAGES, 2010).

Insetos compartilham com mamiferos e outros organismos varios aspectos dos
mecanismos de deposi¢cdo e mobilizagdo de triglicerideos. Tal fato valida o uso de insetos
como modelo para a investigagdo de questdes bdsicas relacionadas a processos de
armazenamento e mobilizagdo de lipideos. A descoberta de novos reguladores do
metabolismo de lipideos ¢ facilitada em insetos modelos, como a mosca da fruta, devido
ao seu tamanho pequeno, curto tempo de vida e a facil manipulagao genética (ARRESE e
SOULAGES, 2010).

A forma do corpo gorduroso como um tecido depende de varios fatores, como:
lamina basal, junc¢des celulares e o formato de cada célula determinado pelo seu
citoesqueleto. E constituido principalmente por adipocitos, mas também podem estar
presentes 0s enocitos, micetdcitos e urdcitos. Em Leptinotarsa decemlLineata
(Coleoptera), por exemplo, o corpo gorduroso consiste de pequenos l6bulos proximo das
gbonadas e tegumento (PRAKASH, 2008).

Adipocitos ou trofocitos sdo os principais componentes do corpo gorduroso e sao
caracterizados morfologicamente pela presenca de gotas lipidicas, rosetas de glicogénio e
componentes protéicos (DEAN et al.,, 1985; ARRESE e SOULAGES, 2010). Os
triglicerideos sdo os principais componentes das gotas lipidicas, sendo que estas nao sao
somente um reservatério passivo de lipidios, mas sim estruturas dindmicas que possuem
um papel central no metabolismo de lipidios para geracdo de energia (ARRESE e
SOULAGES, 2010).

Em insetos o acido turico ¢ transportado para o limen dos tabulos de Malpighi,
mas também pode ser encontrado armazenado em outros tecidos, como o corpo
gorduroso. Em gafanhotos e baratas as células que armazenam o &cido Urico sdo os
urdcitos (ARRESE e SOULAGES, 2010). O citoplasma dessas células consiste
principalmente de grandes vactiolos que contém cristais de &cido trico ou urato. Sugere-
se que o acido urico armazenado nos vacuolos dessas células ndo ¢ somente direcionado
para a excre¢do, mas também pode servir como uma reserva de nitrogénio que ¢
mobilizada pelo corpo gorduroso (PRAKASH, 2008).

Muitas espécies possuem microrganimos intracelulares dentro de células
especializadas, chamadas de micetocitos. Assume-se que essa ¢ uma relagao simbiotica e

que ¢ requerida para o desenvolvimento normal do individuo na auséncia de suplementos



alimentares. Frequentemente os micetdcitos também possuem glicogénio armazenado
(PRAKASH, 2008).

Enécitos sdao células de origem ectodermal e geralmente sdo associados com a
epiderme, mas também podem estar associados com a camada periférica do corpo
gorduroso. Em individuos adultos, os endcitos podem conter pigmento amarelo e cristais
de é4cido trico. Como nos adipdcitos, possuem pequenas regides de glicogénio

(PRAKASH, 2008).

1.3. Zophobas morio

Zophobas morio ¢ um besouro conhecido popularmente como tenebrio gigante,
pertence a familia Tenebrionidae da ordem Coleoptera sendo encontrado na América do
Sul e Central e cultivado na Europa e Estados Unidos. Esta espécie ¢ amplamente
utilizada na alimentagdo de animais insetivoros; como escorpides, aranhas, anfibios,
aves, répteis e macacos; em zoologicos e criadouros. Sua ampla utilizagdo na
alimentacdo de animais de cativeiro ¢ devido ao seu alto valor nutricional e ao cultivo
facil e de baixo custo (SCHULTE, 1996). Os tenebrionideos possuem habitos noturnos e
geralmente vivem em ambientes xerofilicos (SCHULTE, 1996; COUTO-FERREIRA,
2010).

Besouros apresentam quatro fases de vida distintas: ovo, larva, pupa e adulto. Os
ovos de Z. morio possuem forma alongada e coloragdo esbranquigcada, com comprimento
aproximado de 1,7 mm com duragdo de 8 a 12 dias. As larvas de Z. morio possuem
exoesqueleto espesso e coriaceo (Fig. 4), quando eclode pode medir até 2,5 mm e, antes
de atingir a fase de pupa, podem medir até 6,0 cm. A fase larval pode ser dividida em trés
etapas, sendo que na primeira etapa a larva apresenta de 2,0 a 2,5 mm com coloragdo
amarelada e na terceira fase a larva possui em torno de 6,0 cm. A pupa apresenta
coloragdo esbranquicada, corpo rigido e curvado com comprimento em torno de 2,0 cm e
tem duracdo de 11 a 17 dias. O individuo adulto apresenta coloragdo preta, possui
comprimento de 20 a 40 mm, dimorfismo sexual e pode viver at¢ 1 ano (SCHULTE,
1996; COUTO-FERREIRA, 2010).

Larvas de Z. morio sdao facilmente criadas em laboratério, apresentam facil
disseccdo, ciclo de vida curto e alta fecundidade, portanto, fornecem uma boa fonte de

material para estudos cientificos em geral.
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Figura 4: Larva de Zophobas morio com aproximadamente 6,0 cm. Fonte: Viviani et al., 2009.
1.3.1. Enzima tipo-luciferase dos tubulos de Malpighi de Z. morio

Enzimas tipo luciferase foram encontradas primeiro em larvas de Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (VIVIANI e BECHARA, 1996) e uma destas foi
clonada dos tibulos de Malpighi de larvas do parente proximo Z. morio por Viviani e
colaboradores (2009). Esta enzima tipo luciferase pertence a familia das AMP-CoA
ligases e, embora esteja presente nesta espécie nao bioluminescente, apresenta uma fraca
atividade luminescente na presenca de ATP e D-luciferina de vagalumes (Fig. 5), que
para esta espécie constitui um xenobiodtico (VIVIANI et al., 2009). Embora a funcao
desta enzima ainda ndo seja conhecida, algumas evidéncias apontam seu possivel

envolvimento na detoxificacao de acidos carboxilicos (PRADO et al., 2016).

Figura 5: CCD imagem da larva de Zophobas morio. A. Imagem real da larva. B. Imagem da
quimioluminescéncia induzida da larva apods inje¢do intracuticular de 100 pl de D-luciferina de vagalume
10 mM em tampao citrato 0,1 M pH 5,0 apdés 5 min de exposicdo. C. Tubulos de Malpighi isolados de
larvas apos injecdao de D-luciferina. D. Imagem da quimioluminescéncia dos tubulos isolados apds injecdo

de D-luciferina obtida apds 30 min de exposi¢do em alta sensibilidade. Fonte: VIVIANI et al., 2009.
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A superfamilia de enzimas das CoA-ligases, também conhecidas como adenylate-
forming enzymes, esta envolvida na ativagdo de acidos carboxilicos, que podem atuar em
vias biossintéticas e de degradagdo, transporte através de membranas e no metabolismo
de xenobidticos (VIVIANI, 2002). Estas enzimas catalisam a adenilacdo, em geral
seguida da tioesterificagdo com CoA de substratos carboxilicos, possuindo motivos
altamente conservados para a ligacdo de ATP e motivos variaveis no sitio de ligagdo do
substrato carboxilico (WOOD, 1995; KNIGHTS ¢ DROGEMULLER, 2000; VIVIANI,
2002).

1.4. BIOLUMINESCENCIA

A bioluminescéncia pode ser definida como um tipo de quimioluminescéncia,
biologicamente funcional, que ¢ catalisada por enzimas denominadas luciferases que
oxidam compostos genericamente chamados de luciferinas. Os termos luciferina e
luciferase sao amplamente utilizados e ndo refletem a origem evolutiva destes
compostos, sendo que apresentam sequencias e estruturas quimicas diferentes entre os
taxa (HASTINGS, 1983). O esquema da Fig. 6 mostra as etapas da reacdo de emissdo de
luz pelo processo de bioluminescéncia em vagalumes. Na reacdo inicial, a luciferase dos
besouros atua como adenil-transferase catalisando a formag¢do de um intermediario
adenilato (adenil-luciferina) a partir da ativagdo da luciferina e utilizagdo de ATP. Na
reagdo 2, a adenil-luciferina reage com oxigénio formando oxiluciferina eletronicamente
excitada e didéxido de carbono seguida da emissdao de luz (McELROY e DeLUCA, 1978;
BRANCHINI et al., 2003).

Ho g ATP- Mg® o 0-0”
i 2
\O: H j‘coou oo/ j‘f': oamp  ——= e/ TC oAMP oo JLC OAMP
+ PPi
&
D-luciferina de vagalume AdeniHuciferina-AMP
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— -, 2 N To—
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Figura 6: Esquema das etapas da reagdo de emissdo de luz pelo processo de bioluminescéncia em

vagalumes. Adaptado de: BRANCHINI et al., 2003.
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Na classe Insecta, espécies bioluminescentes pertencem principalmente as ordens
Coleoptera e Diptera. Nos coledpteros, a superfamilia Elateroidea inclui as seguintes
familias de espécies bioluminescentes: Elateridae, Lampyridae e
Phengodidae/Rhagophthalmidae (COSTA, 2003). A ordem Diptera possui em torno de
150 familias e 150.000 espécies, entretanto, apesar de sua grande diversidade, o numero
de espécies bioluminescentes nesta ordem € pequeno e esta presente em uma Unica
familia, Keroplatidae, que possui em torno de 86 géneros e 1.000 espécies (YEATES et
al., 2007, EVENHUIS, 2006). Apenas trés géneros da familia Keroplatidae possuem
espécies que sdo bioluminescentes, Arachnocampa, Keroplatus e Orfelia (VIVIANI,

2002).

1.4.1. Bioluminescéncia na familia Keroplatidae (Diptera)

As espécies dos géneros Arachnocampa, Keroplatus e Orfelia também sio
chamadas de fungus gnats, termo utilizado para definir insetos que se alimentam de
fungos encontrados no solo. Alguns fungus gnats da familia Keroplatidae podem ser
carnivoros, mas nem todos sdo bioluminescentes. As larvas bioluminescentes destes
géneros sdo denominadas de glowworms, pois sdo parecidas com vermes. Espécies
representativas destes géneros sdo encontradas em varias regides do mundo, como nas
Montanhas Apalaches na América do Norte (Orfelia fultoni), Suécia, na regido de
Vogelsberg na Alemanha, Itdlia, Japdo, regides da América Central (florestas de
Honduras e Costa Rica), Andes na regido colombiana, entre outros (MEYER-ROCHOW,
2007).

As principais caracteristicas presentes nas larvas destes géneros sao:
comportamento carnivoro, bioluminescéncia e construg¢do de teias em redes de linha reta,
sendo que algumas destas caracteristicas estdo presentes em combinagdo nas larvas ou
apenas uma delas pode ser encontrada dependendo da espécie. Espécies do género
Arachnocampa, por exemplo, possuem as trés caracteristicas citadas (MEYER-
ROCHOW, 2007).

O género Keroplatus possui 26 espécies que estdo distribuidas em varias regioes,
destas, apenas cinco espécies sdo conhecidas por emitir uma fraca luminescéncia na fase
larval e de pupa, essas espécies sdao encontradas no Japao, Europa e Russia (BACCETTI,

1987; OBA et al., 2011). Nas larvas deste género, a bioluminescéncia ¢ devida a granulos



12

proteicos que estdo presentes no corpo gorduroso das larvas e pupas (BACCETTI, 1987).
Devido a raridade das espécies deste género e as poucas observacdes destas, existem
limitados estudos sobre sua biologia e bioluminescéncia (OSAWA et al., 2014).

Em larvas de O. fultoni, as lanternas sdo formadas por duas camadas de corpos
negros, que consistem de grandes células secretoras binucleadas preenchidas por
granulos escuros (BASSOT, 1978; VIVIANI et al., 2002). A luciferase de O. fultoni
possui cerca de 140 kDa e possivelmente ¢ um heterodimero. A luciferina dessa espécie
esta associada a um componente protéico de alto peso massa molecular (> 500 kDa), cuja
funcdo seria proteger a luciferina da auto-oxidagdo e de reagir com a luciferase. In vitro,
a adi¢do de ATP ndo teve efeito na bioluminescéncia de O. fultoni, ja a adi¢dao do redutor
DTT aumentou significativamente a intensidade da emissao. Acredita-se que o DTT, ou
provavelmente outro agente redutor, atue na liberacdo da luciferina do componente
protéico e esta possa reagir com a luciferase (VIVIANI et al., 2002).

Entretanto, estudos sobre o sistema bioluminescente em dipteros sdo escassos. A
variacdo morfoldgica e bioquimica dos o6rgdos bioluminescentes entre os géneros da
familia Keroplatidae, indica que a bioluminescéncia tenha se originado pelo menos duas

vezes independentemente durante a evolugdo (VIVIANI et al., 2002).

1.4.2. Género Arachnocampa (Keroplatidae: Diptera)

O género Arachnocampa possui nove espécies, sendo que oito espécies sao
encontradas na Austrdlia e Tasmania, e uma espécie, A. /uminosa estd distribuida na
Nova Zelandia (OBA et al., 2011). As espécies de Arachnocampa sdo encontradas em
ambientes escuros e Umidos, como margens de rios, cavernas ou proximas a cursos
d’4gua, e as mais conhecidas do género sdo: A. luminosa, A. richardsae, A. flava e A.
tasmaniensis (MEYER-ROCHOW, 2007).

O nome Arachnocampa ¢ devido a capacidade das larvas em produzir teias
(arachno) e pela semelhanca das larvas com vermes (campa) (MEYER-ROCHOW,
2007). As glandulas labiais, também denominadas de glandulas salivares, sdo as
responsaveis pela producio da seda neste género (Fig. 7) (SUTHERLAND et al., 2010).

A bioluminescéncia produzida por esses organismos em cavernas forma uma bela
paisagem que atrai turistas de todo o mundo. A espécie A. luminosa atrai milhares de

turistas para a caverna de Waitomo, Nova Zelandia, sendo esta espécie uma importante
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fonte de renda e emprego para a regido. Uma importante abordagem ¢ o impacto dos
visitantes no ambiente natural dessas espécies. A presenca humana em cavernas pode
alterar fatores ambientais, como: gases, umidade, intensidade luminosa, temperatura e o
suprimento alimentar de pequenos insetos voadores para as larvas. Alteracdes no
suprimento de insetos para alimentacdo também podem ocorrem no exterior de cavernas,
em particular mudangas nas margens e cabeceiras dos rios que chegam ao interior das

cavernas, pois sao nesses ambientes que muitos insetos se reproduzem (MEYER-
ROCHOW, 2007).
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Figura 7: Fotografias do teto de uma caverna, mostrando (A) larva de Arachnocampa luminosa em suas
teias viscosas e (B) um pequeno inseto voador preso nessas teias. Adaptado de: MEYER-ROCHOW, 2007.

1.4.3. Lanternas de Arachnocampa spp. se originaram da especializacdo dos tiubulos
de Malpighi

As larvas do género Arachnocampa emitem luz azul por lanternas que estdo
localizados na extremidade posterior do corpo. O 6rgao bioluminescente destas espécies
deriva da por¢ao terminal dos tubulos de Malpighi e estd localizado no interior de um
tecido respiratdrio que ¢ constituido por finos tubos de fundo cego, estes tubos sdo
denominados de traqueolas e sdo responsaveis pelo suprimento de oxigénio nos o6rgaos
internos dos insetos. O tecido respiratorio onde o 6rgao luminoso estd presente atua
também como refletor, orientando e amplificando a luz emitida. O controle da
bioluminescéncia ¢ feito através de um ganglio nervoso no sétimo segmento do corpo via
nervos terminais. As larvas sdo capazes de cessar a emissdo de luz quando hé disturbios,

como por exemplo, luz intensa (MEYER-ROCHOW, 2007).
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O sistema fotogénico encontrado em Arachnocampa compreende uma pequena
luciferase com cerca de 57 kDa e uma luciferina que fluoresce em 410 nm. O pico de
intensidade de luz do extrato de uma larva ¢ da ordem de 10’ — 10’ fotons/s. A emissio de
luz ¢ ativada por MgATP, como ocorre em vagalumes, embora os sistemas sejam
bioquimicamente e evolutivamente distintos (VIVIANI et al., 2002). A analise por
espectrometria de massas dos extratos de lanternas parcialmente purificados revelou que
uma das principais bandas excisadas corresponde a enzimas AMP-CoA ligases/enzimas
tipo luciferase (57 kDa) (SILVA et al., 2015b) e uma enzima tipo luciferase foi clonada
pelo Prof. Dr. Vadim Viviani. Trowell e colaboradores (2016) descreveram a clonagem e
caracterizagdo de uma luciferase de cerca de 59 kDa em A. richardsae.

Em um estudo sobre a morfologia e fisiologia dos tubulos de Malpighi de A.
luminosa, distinguiu-se quatro regides morfologicamente distintas nos tibulos desta
espécie, cada uma destas regides sendo constituida por tipos celulares distintos, Tipo I,
I, IIT e IV. As células da regido proximal dos tubulos (Parte 1) sdo denominadas Tipo I,
as células Tipo II sdo grandes e estdo localizadas na Parte 2 e a Parte 3 ¢ constituida por
células pequenas (Tipo III) (GREEN, 1979a). A regido responsavel pela
bioluminescéncia ¢ denominada Parte 4 e ¢ composta pelas células Tipo IV, que
apresentam maior tamanho e formam o 6rgdo luminoso, tanto as superficies ventral e
lateral sdo cobertas por uma camada de tecido hipertrofiado do epitélio traqueal
(GREEN, 1979b).

Em relagdo a ultraestrutura das células Tipo IV € notavel a auséncia de complexo
de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso, sendo que a principal caracteristica dessas
células sao suas mitocondrias, que sdo organelas grandes e aleatoriamente distribuidas.
As células do Tipo IV sdo bem diferentes das outras c€lulas presentes nas outras trés
regides dos tubulos, elas ndo possuem as caracteristicas presentes em células epiteliais de
transporte, como a pouca ocorréncia de invaginacdes na membrana apical e basal. As
mitocondrias sdo as organelas responsaveis pela produgao de ATP no interior das células,
tanto que seu tamanho grande e desenvolvimento da crista sdo indicadores de atividade
celular intensa. As mitocondrias das células Tipo IV sdo similares em aparéncia as
mitocondrias que circundam os traqueolos nos fotdcitos de vagalumes, sugerindo que as
células do Tipo IV de A. luminosa possuem a mesma funcao dos fotocitos de vagalumes

(GREEN, 1979a).
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2. JUSTIFICATIVA

A analise transcricional dos tubulos de Malpighi e do corpo gorduroso de larvas
do tenebrionideo Zophobas morio trara importantes informagdes sobre as atividades
enzimaticas e a fisiologia molecular destes tecidos em coledpteros de uma forma geral.
Considerando que o transcriptoma dos tubulos de Malpighi e do corpo gorduroso de
varias espécies, como Drosophila melanogaster (WANG et al., 2004; JIANG et al.,
2005) e Aedes aegypti (PRICE et al., 2013; LI et al., 2017), ja foram sequenciados, existe
um banco de dados rico para comparacao de genes expressos em Z. morio € a inferéncia
de suas fungdes nestes tecidos.

Além do interesse em compreender melhor a fisiologia dos tabulos de Malpighi
em coledpteros, estudos anteriores identificaram a presenga de enzimas tipo luciferases
nos tibulos e no corpo gorduroso de espécies de Coleoptera (VIVIANI e BECHARA,
1996; VIVIANI et al., 2009). A func¢do dessas enzimas nos tubulos ¢ desconhecida, pois
com a excec¢do de luciferases de besouros, estudos sobre a fun¢ao das enzimas AMP-
CoA ligases em insetos sao praticamente ausentes. Além disso, a necessidade de ATP ¢ a
ocorréncia de enzimas tipo luciferases no sistema bioluminescente do diptero
Arachnocampa, cujas lanternas derivam do tiibulos de Malpighi, indicam a possibilidade
da existéncia de uma relacao evolutiva entre tibulos, AMP-CoA ligases e origem da
bioluminescéncia em dipteros. Assim, uma comparagdo do transcriptoma dos tibulos de
Malpighi de larvas de Z. morio e do transcriptoma de lanternas do diptero Arachnocampa
poderdo auxiliar na compreensdo da diversificagdo molecular e funcional dos tibulos de

Malpighi, especialmente a origem da bioluminescéncia em Diptera.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho foram: (1) comparar o transcriptoma dos
tubulos de Malpighi e corpo gorduroso de larvas de Z. morio, para identificar atividades
enzimaticas e melhor entender a fisiologia molecular destes tecidos em besouros; (2)
investigar a presenca de AMP-CoA ligases e inferir sua fun¢do nestes tecidos, e (3)
comparar o transcriptoma dos tibulos de Malpighi com o transcriptoma das lanternas do
diptero Arachnocampa, para melhor entender a diversificacao funcional dos tubulos de
Malpighi e analisar a existéncia de um possivel elo evolutivo entre AMP-CoA ligases,
tubulos de Malpighi em lanternas e origem anatdmica e bioquimica da bioluminescéncia

em Diptera.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os primeiros exemplares das larvas de Z.morio para criagdo foram doadas pelo
Biotério do Instituto de Biociéncias da Unesp - Rio Claro e mantidas em local protegido
da incidéncia de luz. As larvas foram alimentadas com farelo de trigo e farinha de

mandioca.

4.2. ISOLAMENTO DOS TUBULOS DE MALPIGHI E CORPO GORDUROSO DE
LARVAS de Z. morio

Os tubulos de Malpighi e corpo gorduroso foram isolados das larvas de Z. morio,
previamente anestesiadas com cloroformio, com o auxilio de um estereomicroscopio
modelo 37081 (Carl Zeiss, Alemanha). As larvas selecionadas para a isolamento dos
tecidos tinham em torno de 5 cm a 6 cm, estando em seu terceiro e ultimo estagio larval.
Foram extraidos os tibulos de aproximadamente 100 larvas e o corpo gorduroso de 20
larvas, obtendo-se em torno de 50 mg de cada tecido. O isolamento dos tecidos foi
realizado cuidadosamente para evitar a extrusdo do liquido intestinal para que nao
houvesse contaminagdo da amostra. Os tubulos e corpo gorduroso isolados foram

imediatamente colocados em gelo seco e mantidos a -80° C.

4.3. EXTRACAO DE RNA TOTAL DOS TUBULOS DE MALPIGHI E CORPO
GORDUROSO

A extragio de RNA total foi realizada com a utilizagio do reagente Trizol®,
conforme o protocolo sugerido pelo fornecedor (Life Technologies, Estados Unidos). Os
tabulos e corpo gorduroso extraidos de larvas de Z. morio foram macerados com Trizol®
na propor¢do de 1 mL do reagente para cada 50 mg de tecido. Durante a maceragdo, o
reagente utilizado mantém a integridade do RNA e concomitantemente rompe as células
e componentes celulares.

ApoOs a maceragao, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min a 4°

C. O precipitado resultante; constituido de polissacarideos, membranas extracelulares,
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DNA de alto peso molecular; foi descartado. O sobrenadante, que contém o RNA, foi
transferido para um novo microtubo e foi incubado a temperatura ambiente por 5 min
para a completa dissociagdo dos complexos nucleoprotéicos. Para a separagdao de fases
adicionou-se 200 pl de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol® utilizado na maceragio.
As amostras foram vigorosamente agitadas durante 15 segundos, incubadas a
temperatura ambiente por 3 min e centrifugadas a 12000 rpm por 15 min a 4° C. Apoés a
centrifugacdo ocorreu a separagdo de fases; uma fase inferior que ¢ constituida de fenol e
cloroférmio, interfase e uma fase superior que € aquosa e contém o RNA total (mistura
de RNA transportador, RNA ribossomico, RNA mensageiro e pequenos RNAs
nucleares). A fase aquosa possui em torno de 60% do volume de Trizol® utilizado na
maceracao ¢ o volume foi cuidadosamente transferido para um novo microtubo.
Adicionou-se a fase aquosa 500 pl de isopropanol 100% para cada 1 mL de
Trizol® para que ocorresse a precipitagio do RNA. As amostras foram homogeneizadas,
incubadas a temperatura ambiente por 10 min e centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min a
4° C. Foi adicionado ao RNA precipitado 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Trizol”
utilizado na maceragao do tecido. Nesta etapa, o RNA pode ser armazenado por até um
ano a -80° C. O RNA total previamente extraido de cada um dos tecidos, foi centrifugado
a 7.500 rpm por 5 min a 4° C, o etanol 75% foi descartado e o RNA eluido em 20 pl de
agua tratada com DEPC. Obteve-se 91 ug de RNA total dos tibulos e 66,08 ug do corpo
gorduroso. O RNA total extraido dos tibulos e corpo gorduroso foi utilizado para o
sequenciamento do transcriptoma e obtencdo do cDNA destes tecidos para reacdes de

PCR.

4.4. TRANSCRIPTOMA POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)
DOS TUBULOS DE MALPIGHI E CORPO GORDUROSO DE Z. morio

O sequencimento do transcriptoma (RNA-seq) dos tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso de Z. morio foi realizado pelo Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) utilizando o RNA mensageiro destes tecidos. A pureza das amostras de
RNA total foi analisada espectrofotometricamente pela razao da absor¢ao OD;60/OD2sg

no equipamento NanoVue Plus (Healthcare Bio-Science, Suécia) e a integridade das
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amostras foi analisada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Estados
Unidos), ambos medidos no LaCTAD.

4.4.1. Construcao de biblioteca de cDNA paired-end Illlumina e sequenciamento

A construgdo das bibliotecas e seu sequenciamento foram realizados pelo
LaCTAD usando o kit TruSeqRNA Sample Preparation Kit (Illumina, Estados Unidos),
de acordo com o protocolo do fornecedor. RNAs mensageiros que continham a cauda
poli-A foram purificados usando oligo(dT) com beads metalicas e fragmentados em
segmentos de 200 a 500 pb. A partir do pool de RNAs clivados foi sintetizada a primeira
fita do cDNA, utilizando o kit SuperScript II Reverse Transcriptase (Life Technologies,
Estados Unidos) e iniciadores aleatorios. A segunda fita foi sintetizada utilizando o
reagente Second Strand Master Mix e incubacdo das amostras a 16° C por 1 hora. Apos a
sintese da segunda fita de cDNA, os fragmentos foram repareados e adaptadores foram
ligados as pontas. As amostras foram purificadas e passaram por mais uma etapa de
amplificacdo com o objetivo de enriquecimento de sequencias nas amostras. O pool de
cDNA das duas amostras foi sequenciado no equipamento Illumina HiSeq2500

(Genomics Core, Bélgica).

4.4.2. Montagem de novo dos transcriptomas

As sequéncias inicialmente passaram por um controle de qualidade, por meio do
software FastqC 0.11.5 (ANDREWS, 2010). Em seguida, foram editadas com o pacote
FASTX-TOOLKIT 0.013 para remocao de adaptadores e reads de baixa qualidade
(PEARSON et al., 1997).

Apds o processo de edi¢do, os transcriptomas foram montados utilizando o
software Trinity, que combina trés modulos independentes: Inchworm, Chrysalis e
Butterfly (GRABHERR et al., 2011). As montagens foram realizadas no cluster Data
Intensive Academic Grid (DIAG) pertencente a Universidade de Maryland (Estados
Unidos). As corridas foram realizadas utilizando sequéncias paired-end, com o K-mers
fixado em 25, com tamanho minimo de sequéncias de 200 pb, utilizando 32 CPUs e

memoria de 100 Gbytes. Os transcritos montados foram traduzidos em sequéncias de
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aminoacidos utilizando a ferramenta TransDecoder presente no sofiware Trinity, com

sobreposi¢do das sequencias que apresentaram mais de 95% de identidade.

4.4.3. Anotacao dos transcritos, analises computacionais das sequencias e calculo da

abundincia

As sequéncias de aminoacidos foram sujeitas a buscas de similares com outras
proteinas por meio do algoritmo Blastp nao redundante (nr) e UNIPROT/SWISS-PROT,
obtidos dentro do software Blast2GO (CONESA et al.,, 2005). Foram excluidas das
analises sequéncias com e-value < 10”. A anotacio dos termos do Gene Ontology (GO)
foi realizada com e-value < 107, cut-off > 55 e graficamente expresso usando o software
WEGO (YE et al., 2006). As vias metabolicas foram determinadas por meio do Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) utilizando o niimero EC (Comissao de
Enzimas) dos transcritos. A abundancia dos transcritos de cada tecido foi comparada por
meio dos valores de Fragments per Kilobase Million (FPKM), calculado usando o script
align_and_estimate_abundance.pl presente no pacote do Trinity.

Sequencias aminoacidos selecionadas foram alinhadas utilizando o algoritmo
Clustal W 1.8 (HIGGINS et al., 2004) no software MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).
As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o software MrBayes 3.2
(RONQUIST et al., 2012) e o melhor modelo evolucionario foi predito pelo ProtTest
(ABASCAL et al., 2005). As analises do MrBayes correram duas vezes para 10.000.000
geragdes, amostrando arvores a cada 1.000 geragdes. Foram descartadas 25% das
primeiras arvores e as restantes foram concatenadas para criar a arvore consesus, usando
probabilidades posteriores como os valores suportados pelos ramos. As arvores foram

visualizadas usando o software FigTree v.1.3.1 (RAMBAUT, 2007)

4.5. OBTENCAO DO cDNA DOS TUBULOS DE MALPIGHI E CORPO
GORDUROSO

A obteng¢do do cDNA dos tibulos de Malpighi e corpo gorduroso foi realizada
por meio da utilizagdo do kit de High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Fisher Scientific, Reino Unido). Apos a extragdo do RNA total de acordo com o item 4.3,

8,0 ul da amostra de RNA total de cada tecido, aproximadamente 2 ng de RNA total,



21

foram tratados com 1,0 pul de DNAse I (2 U/ul) e 1,0 pul de tampao DNAse I (Tris 100
mM pH 7,5, MgCl, 25 mM, CaCl, 5mM), e mantidos por 30 min a 37° C. Apds essa
estapa foi adicionado 1,0 ul de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,5 M a cada
amostra e aquecidas a 65° C durante 10 min. Acrescentou-se 0,5 ul de oligo (dT) 500
ug/mL e aquecimento a 65° C por 10 min. O protocolo descrito a seguir foi preparado
para cada tecido para a obtencdo do cDNA de acordo com o protocolo do fornecedor: 10
ul de RNA total (aprox. 2 ug de RNA total), 2,0 ul de tampao transcriptase reversa, 0,8
ul de ANTP Mix (100 mM), 2,0 ul de primer (oligonucleotideos iniciadores) randémico,
1,0 pl da enzima de transcrigdo reversa 50 U/ul e 4,2 pl de 4agua ultrapura, no volume
final de 20 pl. As reagdes foram mantidas nas seguintes temperaturas e tempo: 25° C por
5 min, 37° C por 120 min, 85° C por 5 min. Os cDNAs obtidos foram utilizados para a

amplificar genes de interesse nestes tecidos.

4.6. AMPLIFICACAO DE AMP-CoA LIGASES DOS TUBULOS DE MALPIGHI

Sequencias que possuem a inferéncia de serem AMP-CoA ligases dos tubulos de
Malpighi e corpo gorduroso foram amplificadas com os pares de primers da Tabela 1. Os
pares de primers foram desenhados a partir das sequéncias de Z. morio obtidas no
sequenciamento do transcriptoma dos tubulos e corpo gorduroso por meio da ferramenta
online do Integrated DNA Technologies, disponivel em
http://www.idtdna.com/scitools/applications/realtimepcr/. As reagdes de amplificacdo
foram realizadas utilizando-se o kit PCR Master Mix (Promega, Estados Unidos), de
acordo com o protocolo do fabricante cada reacao deve conter 12,5 ul de PCR Master
Mix (Tag DNA polimerase 50 U/ml, dNTPs 400 uM, MgCl, 3 mM, tampao Tag DNA
polimerase), 1 ul de DNA ftemplete, 1 ul de cada primer 10 uM, completando-se com
agua ultra pura estéril para 25 pl. Se necessario, adicionou-se MgCl, (25 mM) quando a
amplificacdo foi ausente.

As reagdes foram submetidas aos seguintes ciclos: etapa inicial de desnaturagdo a
95° C por 5 min, 30 ciclos de 95° C por 30 segundos (desnaturacdo), 55° C por 1 minuto
(anelamento) e 72°C por 1 minuto (extensdo), e uma etapa final de extensdo a 72° C por
10 min no termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapura). Se
necessario, a temperatura de anelamento foi alterada. Os resultados das amplificagoes

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (peso/volume) em tampao de



22

corrida TAE 1X (Tris-acetato 20 mM e EDTA 0,5 mM) e reveladas em transluminador
UV. Foi utilizado padrao de peso molecular de 1 kb (Bio-Rad, Estados Unidos).

Tabela 1: Sequéncias nucleotidicas dos primers usados na amplificacdo de 4-cumarato-ligases dos tubulos
de Malpighi (MT) e corpo gorduroso (CG) de Z. morio. Onde F refere-se a sequéncia sense dos primers

(forward) e R sequéncia anti-sense (reverse).

Primer Sequéncias (5'-3")

F AAG AAC CAG AGG TGG TCG
R AAT GGT CAG ACA GAA CAGC
F AAT GGT CAG ACA GAACAGC
RCAC TAC CAC CTG TTT TGA TC

Ligase MT

Ligase CG

4.7. ANALISE TRANSCRICIONAL DA BIBLIOTECA DE ¢cDNA DAS LANTERNAS
DE LARVAS BIOLUMINESCENTES DE 4. luminosa (DIPTERA: KEROPLATIDAE)

4.7.1. Biblioteca de cDNA

A biblioteca de cDNA das lanternas de A.luminosa foi anteriormente construida
em vetor A UNI-ZAP 1II pelo Prof. Dr. Vadim Viviani na Universidade de Harvard
(Estados Unidos). Lanternas de aproximadamente 270 larvas obtidas da Nova Zelandia
foram excisadas e extraidas em Trizol®, de acordo com protocolos estabelecidos. Em
torno de 230 pg de RNA total foram obtidos e apds purificacdo com oligo (dT), foi
coletado 2 pg de mRNA que foi utilizado para construir uma biblioteca de cDNA em A
UNI-ZAP II (Stratagene, Estados Unidos). O titulo da biblioteca foi cerca de 2.10° pfu.

4.7.2. Excisdo da biblioteca de cDNA na forma plasmidial

Previamente, a biblioteca na sua forma de fago foi utilizada para transfectar
bactérias Escherichia coli XL1-Blue para producdo de uma biblioteca plasmidial
(pBluescript). Uma colonia de E. coli SOLR foi inoculada em 5mL de meio
LB/kanamicina 50 mg/mL e cultivada a 37° C com agitagdo 200 rpm durante a noite.
Subsequentemente, 1 mL da pré cultura foi adicionado em 50mL de meio LB liquido
contendo 500 pul de MgSO4 10 mM e 500 pl de maltose 20%. Esta cultura foi crescida a

37° C com agitacao de 200 rpm até a absorbancia em 600 nm igual a 1,0. Em um
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microtubo, 200ul da cultura de bacterias foram misturados a 10 pl da excisdo na forma
plasmidial e incubada a 37° C por 15 min. Apds a incubagdo, 50 ul da mistura foram
plaqueados em LB agar/Ampicilina 100 ug/mL, IPTG 0,4 mM e X-Gal 10 ug/mL e
mantidos a 37° C por 24 horas. As coldnias recombinantes foram selecionadas por meio
da colorag@o. Quando o inserto esta presente o gene LacZ, responsavel pela sintese da -
galactosidase, ¢ inativado e ndo ocorre a sintese desta enzima. Deste modo, o X-Gal ndo
¢ degradado e as colonias produzidas sdo brancas; na auséncia do inserto a [3-

galactosidase ¢ produzida e o X-Gal ¢ degradado produzindo colonias azuis.

4.7.3. Extracdo de DNA plasmidial das colonias recombinantes

As colonias brancas, que continham inserto de cDNA, foram selecionadas para a
extragdo de DNA plasmidial. Para isto, cada colonia foi cultivada em 5SmL de LB
liquido/Ampicilina 100pg/mL a 37° C sob agitagdao de 200 rpm durante a noite.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o isolado com kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification Systemde acordo com o protocolo da empresa (Promega,
Estados Unidos). Desta cultura, 1,5 mL foram centrifugados por 5 min a 4000 rpm para
remocao do meio de cultura. O precipitado resultante foi ressuspenso e as células foram
lisadas, solucdo de Ressuspensdo e de Lise, respectivamente. Para a degradagdo das
proteinas foi adicionado proteinase K e incubagdao por 5 min a temperatura ambiente.
Em seguida a solu¢do foi neutralizada e ajustada para condi¢des otimas de ligagdo do
DNA a membrana de purificagdo com soluciao Neutralizante.

Apo6s a neutralizagdo, a solu¢ao foi centrifugada por 10 min a 12000 rpm em
temperatura ambiente. O DNA plasmidial presente no sobrenadante foi entdo
cuidadosamente transferido a uma coluna de reten¢o e adsorvido seletivamente a resina.
Esta coluna foi centrifugada a 12000 rpm por 1 minuto e apds o fluxo da solugdo, a
coluna foi lavada com etanol para remover as impurezas. Apds nova centrifugacao, o
DNA, agora puro, foi eluido com 4gua ultrapura estéril e armazenado a -20° C.

A andlise do DNA plasmidial foi feita por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao de corrida TAE 1X. Foi utilizado padrao de peso molecular de 1 kb (Bio-Rad,
Estados Unidos). A analise dos insertos foi realizada por eletroforese em de agarose apos

digestdo com a enzima EcoRI.
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4.7.4. Sequenciamento dos clones aleatoriamente selecionados

As amostras de plasmideos foram sequenciadas no departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), UNESP - Jaboticabal, de acordo
com o método de terminagdo dideoxi de Sanger, utilizando um sequenciador ABI PRIS®

3100GeneticAnalyzer (Hitachi).

4.7.5. Analise bioinformatica

Os eletroferogramas obtidos do método de terminacdo dideoxi de Sanger foram
editados e lidos com o programa Bioedit versao 7.1. (HALL, 1999). As sequencias foram
submetidas a analise comparativa com sequencias homologas depositadas no NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa BLAST (blastx e tblastx). As
sequencias que foram submetidas a analise comparativas e tiveram e-value <10 foram
classificadas de acordo as categorias do GO, por meio do banco de dados Universal
Protein  Resource (UniProt) utilizando o parametro Protein Knowledgebase

(UniProtKB).

4.7.6. Sequenciamento completo e analise bioinformaitica das hexamerinas e

enzimas tipo luciferase da biblioteca de cDNA das lanternas de A. luminosa

Os genes que correspondem a hexamerinas e AMP-CoA ligases foram
amplificados utilizando os pares de primers universais: M13-20/M13R e internos
especificos (Tabela 2), na concentracao inicial de 10 uM, conforme protocolo do item
4.6. Apos amplificacdo, foram sequenciadas conforme item 4.7.4.

Os eletroferogramas resultantes foram editados e lidos com o programa BioEdit
7.1. (HALL, 1999), sendo que foram sequenciados em torno de 600 pares de bases. As
sequéncias foram submetidas a andalise comparativa com sequencias homologas
depositadas no banco de dados NCBI por meio dos algoritmos Blastn e Blastx.

As andlises filogenéticas das sequencias de aminodcidos deduzidas de

hexamerinas e de AMP-CoA ligases foram realizadas de acordo com o topico 4.4.3
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Tabela 2: Sequéncias nucleotidicas dos primers usados na amplificacdo e sequenciamento das enzimas
tipo luciferase e hexamerinas das lanternas de 4. luminosa. Onde F refere-se a sequéncia sense dos primers

(forward), e R sequéncia anti-sense (reverse).

Primer Sequéncias (5' - 3")
Lig Arach F F CAT CAG GTA CAA CTGGTT TG
Lig Arach R R TCT CCA GTG TTT ACA TAT CC
292 Hex R R CAC CAA AGT TGT AGA ATT TC
292 Hex F F TAT GCC ACT GGA TAT GAT C

514 Hex R RTTT CAATTC AAC CAC CCA AC
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5. RESULTADOS

5.1. MONTAGEM DE NOVO DOS TRANSCRIPTOMAS DOS TUBULOS DE
MALPIGHI E CORPO GORDUROSO E ANOTACAO FUNCIONAL

O sequenciamento do transcriptoma dos tabulos de Malpighi do tenebrionideo Z.
morio resultou em 120.725.292 reads e do corpo gorduroso 45.350.638 reads. Apos o
processamento dos dados e a montagem de novo dos transcriptomas, foram obtidos
66.698 contigs nos tibulos e 91.799 no corpo gorduroso. Apos a sobreposicdo das
sequéncias que possuiam identidade > 95%, os tubulos apresentaram 22.242 transcritos
nao redundantes e o corpo gorduroso 18.589.

Para validacdo e anotagdo dos transcritos montados, foi realizada a busca por
sequéncias similares por meio do BLASTp nos bancos de dados NCBI's (ndo
redundante) e Uniprot/Swiss-prot que estdo presentes no software Blast2GO (Tabela 3).
Em ambos os tecidos muitos transcritos sdo mostraram nenhuma similaridade com
sequencias disponiveis no banco de dados (3.559 nos tubulos e 2.268 no corpo
gorduroso). Isso indica que muitos genes/proteinas sdo ainda desconhecidos, sendo que
eles podem estar envolvidos em importantes fun¢des nesses tecidos. Tanto nos tibulos
como no corpo gorduroso, a anotacao dos Aits em termos de distribui¢do de espécies foi
similar principalmente aos produtos génicos do Tribolium castaneum (Coleoptera), que €

uma espécie filogeneticamente proxima de Z. morio.

Tabela 3: Blast hits e anotacdo das sequéncias de cada tecido analizado de Z. morio.

Banco de . -
dados Tuabulos de Malpighi Corpo gorduroso
Blast hits 18595 (83,6%) 16320 (87,8%)
NCBI
Anotacdo 8782 (39,48%) 7996 (43,01%)
Blast hits 14311 (64,34%) 13295 (71,52%)
SwissProt
Anotagdo 10908 (49,04%) 9178 (49,37%)

Os transcritos foram classificados de acordo com as trés categorias do GO:
processo bioldgico (série de evento molecular com inicio e fim definidos), fungao
molecular (atividade elementar do produto génico no nivel molecular) e compartimento

celular (localizagdo a nivel subcelular e complexos macromoleculares). A Tabela 4
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indica o numero de transcritos de cada tecido que puderam ser classificados em cada
categoria ¢ as Figs. 8 ¢ 9 mostram as categorias do GO com maior numero de transcritos
de cada tecido. Alguns transcritos podem atuar em multiplos processos celulares, deste
modo, existe alguma redundancia entre as categorias. Muitas proteinas ainda ndo tiveram
suas fungdes preditas, portanto, andlises génicas, como o transcriptoma, podem trazer
importantes informagdes de proteinas no tecido alvo, mas ainda sdo necessarios realizar

estudos funcionais para melhor inferir fungao fisiologica no tecido onde sdo encontradas.

Tabela 4: Numero de transcritos dos tibulos de Malpighi e corpo gorduroso de larvas de Z. morio que

foram classificados de acordo com as categorias do GO .

Categoria do GO Tuabulos de Malpighi Corpo gorduroso
Processo biologico 9.218 9.363
Func¢ao molecular 12.460 11.346
Compartimento celular 4.644 4.749
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Figura 8: Anotacao do GO dos transcritos dos tubulos de Malpighi de larvas de Z. morio.
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Figura 9: Anotacdo do GO dos transcritos do corpo gorduroso de larvas de Z. morio.

Ambos os tecidos possuem a maior parte dos transcritos classificados nas mesmas
categorias do GO. Em termos de fun¢do molecular, a maior parte dos transcritos sao
classificados como proteinas de ligacdo; em termos de compartimento celular as
categorias componente integral de membrana e nucleo exibem a maior porcentagem de
transcritos e em termos de processo bioldgico as categorias processos metabolicos e de
oxidorreducdo possuem o maior numero de transcritos. Para melhor analisar e comparar
os resultados da anotagdo funcional dos transcritos dos tabulos e do corpo gorduroso foi
elaborado um histograma de acordo com a classificagdo da arvore hierarquica do GO na
ferramenta onl/ine WEGO (Fig. 10).

A andlise por meio da ferramenta KEGG resultou em 112 vias metabdlicas em
que os transcritos dos tubulos estao envolvidos e 115 vias para os transcritos dos corpo
gorduroso. Em ambos os tecidos as vias com maior numeros de transcritos foram:
metabolismo de purina, metabolismo de tiamina e biossintese de antibidticos (Tabela 5).
Os tecidos analisados sdo capazes de metabolizar compostos purinicos para excre¢ao,
onde o acido urico proveniente do metabolismo de 4cidos nucléicos e proteinas ¢
principalmente sintetizado no corpo gorduroso e transportado para os tibulos para

armazenamento ou excre¢ao (NATION, 2015).
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Em relacdo ao metabolismo de tiamina, os tecidos exibiram trés classes de
muitas reagdes, como a formagao de succinil-CoA no ciclo do acido citrico para geragao
de energia nas células. Insetos requerem tiamina em sua dieta na forma de vitamina B5

enzimas (desulforase, fosfatase e difosfoquinase). As fosfatases e difosfatases catalizam a
formacdo de intermediarios fosfatados de tiamina. Tiamina pirofosfato ¢ um co-fator em
(CANDY, 1985), e larvas de Z. morio tem uma dieta baseada em farelo de trigo que ¢é
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Tabela 5: Vias metabodlicas nas quais os transcritos dos tubulos de Malpighi e do corpo gorduroso de

larvas de Z. morio estdo relacionados.

0 N°de 0 N° de
. . I N°de . . N°de .
Vias dos tubulos de Malpighi . enzimas na Vias do corpo gorduroso . enzimas na
transcritos . transcritos .
via via
Metabolismo de purinas 706 42 Metabolismo de purinas 680 43
Metabolismo de tiamina 547 3 Metabolismo de tiamina 515 3
Biossintese de antibioticos 178 84 Biossintese de antibioticos 168 91
Degradagdo de aminobenzoato 143 4 Metabolismo de pirimidinas 120 22
Via de sinalizagdo receptor ~ .
107 2 Degradagdo de aminobenzoato 105 3
celular T
. . Via de sinalizacdo receptor
Metabolismo de pirimidinas 106 24 84 2
celular T
Metabolismo d‘? drogas - outras 93 11 Metabolismo de glutationa 68 12
enzimas
Metabohsmo de xenobidticos 65 4 Biossintese de aminoacil-tRNA 65 22
por citocromos P450
Metabolismo de glutationa 64 12 Metabolismo d‘? drogas - outras 65 11
enzimas
Metabolismo de drogas por 63 4 Metabolismo de xenobidticos 49 4
citocromos P450 por citocromos P450
Metabohs.mordcla aglcar e 62 29 Metabohs.mordcla aglcar e 47 20
aminoacido aminoacido
Metabolismo de amido e Metabolismo de drogas por
56 17 ) 46 4
sacarose citocromos P450
Biossintese de aminoacil-tRNA 50 21 Ciclo do acido citrico 46 16
Glicolise/Gliconeogénese 48 18 Glicolise/Gliconeogénese 39 19
Metabolismo de porfirinas e 46 11 Degradagdo de outros glicanos 37 7
clorofila
Sistema de sinalizacdo de Metabolismo de amido e
e 41 9 36 14
fosfatidilinositol sacarose
Ciclo do 4cido citrico 38 15 Vias de fixagdo de carbono em 35 13
procariotos
. . Sistema de sinalizagdo de
Metabolismo do piruvato 34 15 fosfatidilinositol 33 10
Metabolismo de cisteina e Metabolismo de alanina,
S 34 18 33 18
metionina aspartato e glutamato
Degradagdo de glicanos 34 7 Degradagao de lisina 33 5
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Os tiibulos de Malpighi expressam produtos génicos envolvidos no transporte de
compostos, como cations e solutos organicos, seja para a excre¢ao destes ou para a
manutengdo normal do funcionamento das células tubulares; metabolismo do nitrogénio
e sua posterior excrecao; detoxificacdo de compostos toxicos; biossintese de pigmentos
oculares; entre outros (DOW ¢ DAVIES, 2001; WANG et al., 2004; DOW e DAVIES,
2006). A Fig. 11 sumariza alguns produtos génicos relacionados a osmorregulagdo e

excregao, e sua localizacao celular que foram encontrados em nossa analise.

Lumen do tibulo

V-ATPase
Subumidade
51
G Juncdes septadas
E Célula principal Neurogliom
D Newrexin IV
B Contactin
C Lachesin
A Fazcicln eI
F H+
Fatores de transcricio/Ligacio Célula estrelada
aoDNA ﬁi
Cur
Fator de transcrigio GATA

Juncdes GAP /_‘O

Inexinal2, 3.7 Canal de dgua

Aquaporinas
Transportadores
Glicose, trealose
Transportadores ABC (ATP binding
cassete)
Cobre, zinco .
Monocarboxilatos Canalde potassio Rebgpto_m Canalde cloreto
Folato Calcitonina
Anion orgémico Bomba de sodio C-*LP-’.. o
Aminodcidos Horménio dinrético
Multivitamina Fator vascular endotelial

Figura 11: Sumario de alguns produtos génicos envolvidos nas func¢des das células tubulares (células
principais e estreladas) de larvas de Z. morio baseado no modelo proposto para os tubulos de D.

melanogaster. Adaptado de WANG et al., 2004.

5.2. TRANSCRITOS MAIS ABUNDANTES NOS TUBULOS DE MALPIGHI E
CORPO GORDUROSO

Os transcritos mais abundantes nos tubulos e corpo gorduroso sdo mostrados nas
Tabelas 6 e 7, respectivamente. Para comparagdo, gliceraldeido-3-fosfato (gene
constitutivo) exibiu os seguintes valores de abundancia (FPKM): 410,26 nos tubulos e

231,47 no corpo gorduroso.
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Tabela 6: Transcritos mais abundantes nos tibulos de Malpighi de larvas de Z. morio.

ID do transcrito FPKM Descriciao
comp13348 cl seql 92736,94 Proteina sem caracterizag@o
compl14647 c0 seql 70723,41 Proteina hipotética
comp15982 c3 seql 35762,77 Proteina sem caracterizagao
compl15764 c0 _seql 15102,82 Vesicula sinaptica glicoprotéica 2b
comp7348 c0 seql 12199,46 Nenhuma similaridade
comp17006 c0_seql 9064,49 Citocromo c oxidase subunidade 1
comp19246 c3 seql 7608,17 Citocromo c oxidase subunidade 3
comp15826 c0_seql 7546,96 Nenhuma similaridade
comp13348 cl seq2 6556,69 Proteina sem caracterizagao
compl19221 cl_seql 6264,35 Proteina takeout
comp13436 c0 _seql 5650,06 Proteina sem caracterizagao
comp20473 c0_seqd 5317,06 Proteina takeout
comp11790 c0_seql 5176,69 Bifunctional nitrilase nitrile hydratase
compl17324 c0 _seq2 4437,16 Nenhuma similaridade
comp11847 c0 seql 4306,82 Nenhuma similaridade
compl17324 c0 seq3 4053,87 Nenhuma similaridade
comp17324 c0 seql 3957,70 Proteina lazarillo
compl7114 c0 seql 3303,65 Glutationa S-transferase sigma
comp16400 c0 seql 3297,30 Regulator transcricional atrx

Alguns transcritos abundantes dos tiibulos nao sdo caracterizados ou conhecidos,
e outros ja possuem suas func¢des preditas, como glutationa S-transferase, proteina
takeout, proteina lazarillo e vesicula sindptica glicoprotéica 2b. Glutationa S-transferase
sigma ¢ uma classe de glutationa transferase comum em insetos e possui fungdes
constitutivas e no metabolismo de inseticidas (LIU et al., 2015).

Takeout ou proteinas de ligagdo do hormonio juvenil sdo ubiquas, mas seu padrdo
de expressao, regulacao e fungao nao sdo bem compreendidos. Algumas dessas proteinas
estdo envolvidas em quimiorrecepcao na antena e 6rgaos do paladar (HAGALI et al.,
2007). Supde-se que proteinas takeout possuam uma importante fungdo nos tibulos uma
vez que sdo abundantes neste tecido.

A proteina vesicula sindptica glicoprotéica 2b (SV2) pertence a uma grande
familia de proteinas que sdo encontradas em vesiculas de células neurais ou enddcrinas
de vertebrados. Essas proteinas podem atuar tanto como neurotransmissores ou
transportadores de ion ou glicose (BARTHOLOME et al., 2017). Entretanto, proteinas
SV2 ja foram identificadas no intestino e tabulos de Malpighi de Ctenocephalides felis, e
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sugere-se que elas possuam papéis especificos nestes tecidos e possam estar envolvidas
em fungdes diferentes das proteinas de vertebrados (WALMSLER e GAINES, 2004).

A proteina lazarillo pertence a familia de lipocalina de artropodes, essas proteinas
estdo relacionadas a varias fungdes, como: transporte de proteinas e mediagdo da
homeostase celular. Nos tubulos de Schistocerca americana, lazarillo estd envolvida no
crescimento axonal e orientagdo. Entretanto, em D. melanogaster lazarillo ¢ relacionada

ao balango do estresse oxidativo (GANFORNINA et al., 2013).

Tabela 7: Transcritos mais abundantes no corpo gorduroso de larvas de Z. morio.

ID do transcrito FPKM Descricio
comp6951 c0 seql 52837,30 Precursor de apolipoforina-IIT
compl1654 c0_seql 44150,17 Nenhuma similaridade
comp15344 c0 seql 36223,89 Precursor de hexamerina 1 B
comp16209 c0_seq2 31186,27 Proteina early-staged encapsulation-inducing 56 kDa
comp16209 c0_seql 22250,28 Proteina early-staged encapsulation-inducing 56 kDa
comp14862 c3 seql 21795,48 Precursor de hexamerina 2
compl4862 c0 seql 19660,74 Precursor de hexamerina 2
comp12087 c0_seql 18537,55 Proteina hipotética
comp14855 ¢c2 seql 17112,12 Precursor da proteina de estresse hidrico de 28 kDa
compl0564 cl seql 15411,23 Precursor da proteina de hemolinfa de 12 kDa
comp14862 cl seql 15180,35 Precursor de arilforina
compl4862 c2 seql 12062,51 Precursor de hexamerina 2
compl13550 c0 seql 11995,51 Precursor da proteina de hemolinfa de 12 kDa
comp16054 cl seql 11967,84 Precursor de hexamerina 4
compl12275 c0 seq2 10810,08 Nenhuma similaridade

Os transcritos mais abundantes no corpo gorduroso sdo similares a proteinas ou
precursores que sao sintetizados neste tecido e secretados para a hemolinfa, como
hexamerinas, precursor da proteina de estresse hidrico de 28 kDa (dsp28), apolipoforina-
III e precursor da proteina de hemolinfa de 12 kDa (Tabela 8). A proteina dsp28 esta
relacionada na prevengdo do dano de dessecagcdo (GRAHAM et al., 1995) e sua
abundancia pode ser devido as larvas de Z. morio serem adaptadas a ambiente seco. O
diacilglicerol formado a partir do triacilglicerol no corpo gorduroso estd associado a
lipoforina (lipoproteina de insetos) na hemolinfa para o seu transporte (CANAVOSO et
al., 2001). As hexamerinas em insetos sdo primariamente relacionadas ao
armazenamento de proteina e fonte de aminoacidos em periodos de nao alimentagao

(BURMESTER, 1999; TELFER e KUNKEL, 1991). A proteina early-staged
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encapsulation-inducing de 56 kDa atua no encapsulamento em resposta a materiais

exogenos (CHO et al., 1999).

5.3. ANALISE GENICA DA BIBLIOTECA DE c¢cDNA DAS LANTERNAS DE
LARVAS DE 4. luminosa (DIPTERA: KEROPLATIDAE)

Durante este a execugao deste projeto, com o intuito de melhor compreender a
origem da bioluminescéncia no diptero Arachnocampa e suas relagdes com os tubulos de
Malpighi, sequenciamos aleatoriamente cerca de 500 clones da biblioteca de cDNA das
lanternas de A. luminosa, obtendo-se um total de 430 eletroferogramas que possuiam em
torno de 200 a 600 pares de bases e foram analisados comparativamente no NCBI para a
busca de sequencias homologas. Destes, 10% resultaram em nenhuma similaridade com
o banco de dados. As sequencias com e-value < 10~ foram classificadas de acordo com
as trés categorias do GO.

Um total de 168 transcritos teve seu processo biologico inferido; 178 foram
categorizados para compartimento celular e 263 para fungdo molecular (Fig.12). Para a
elaboracdo do gréfico, foram selecionadas as categorias que possuiam trés ou mais
transcritos. Ressalta-se que varios produtos génicos ainda ndo foram categorizados, pois
sua funcdo biologica e molecular permanecem desconhecidas. A maior parte dos
transcritos obtidos das lanternas de A. /uminosa estdo envolvidos com a sintese de
proteinas (proteinas ribossomais) e os produtos génicos mais abundantes (28 transcritos)
sdo similares a hexamerinas que em termos de funcdo molecular do GO sdo

categorizadas como proteinas de armazenamento.

5.3.1. Hexamerinas em lanternas de A. luminosa e nos tubulos de Malpighi e corpo

gorduroso de Z. morio

Obteve-se nas lanternas de 4. luminosa em torno de 7% de sequencias similares a
larval serum protein, uma hexamerina que pertence a uma superfamilia de proteinas que
engloba profenoloxidases de artropodes, hemocianinas de artrépodes, hexamerinas de
insetos e receptores de hexamerinas de Diptera (BURMESTER, 1999). Em nossa analise,
a maioria das hexamerinas foi similar a larval serum protein, XP 001843494.1, de Culex

quinquefasciatus (Diptera), mostrando aproximadamente 60% de identidade. Nossos
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dados também mostram que possivelmente existem duas subunidades diferentes que
formam do hexamero em lanternas de A. luminosa ¢ a massa molecular predita para
ambas as subunidades foi cerca de 80 kDa. As sequencias peptidicas destas subunidades
(clone 292 e clone 514) apresentam 59% de identidade (Fig. 13). Na analise dos
transcritos dos tecidos de Z. morio foram encontrados sequencias similares a precursores
de hexamerinas com massa molecular predita de cerca de 91 kDa. A identidade do
alinhamento entre as hexamerinas de Z. morio e das lanternas de 4. luminosa foi 40%.
Entre as hexamerinas, 18 aminoacidos sdo conservados, a regido conservada mais
notavel entre essas proteinas ¢ o motivo TXX(R)DP localizado na por¢do aminoterminal

(BURMESTER et al., 1998).
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Figura 12: Anotagdo do GO dos transcritos das lanternas do diptero bioluminescente A. luminosa.
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Figura 13: Alinhamento das estruturas primarias das hexamerinas de lanternas de A. luminosa (Hex 292 ¢
Hex 514), tabulos de Malpighi e corpo gorduroso de Z. morio (Hex ZOP), larval serum protein 2 de C.
quinquefasciatus (LSP 2Cqui) XP001843494.1 ¢ hexamerina de Aedes aegypti (HexAaeg)
XP001661466.1. Delineados em preto estdo os residuos conservados nas hexamerinas e em vermelho os
sitios de reconhecimento para glicosilagdo. Cores dos residuos de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas: vermelho - polar acido (D, E); azul escuro - polar basico (K, R); rosa - polar basico nao
carregado em pH 7,0 (H); laranja - estrutura simples e apolar (G); verde escuro e ciano - hidrofébicos (I, L,
M, V, W, A, Y, F); cinza - estrutura ciclia e rigida (P); azul claro - polar neutro (S, N, Q, T); marrom -

cisteina (C).

As relagdes filogenéticas das sequencias dos clones 292 e 514 de A. luminosa e
hexamerina de Z. morio, encontrada no corpo gorduroso e tubulos, foram inferidas
utilizando sequencias de proteinas classificadas na superfamilia das hexamerinas
encontradas no GenBank. A analise filogenética considerou a hemocianina de P.
marginata (Plecoptera) como grupo externo (Fig. 14). As hexamerinas de Coleoptera
(T.castaneum, L. decemLineata e Z. morio) formaram grupos com valores de suporte

altos, bem como as hexamerinas de Diptera (C. vicina, A. luminosa, C. quinquefasciatus

e A. aegypti).

Proteina que se liga a biliverdina [R clavatus] D87272.1

Hexamerina [B discoidalis] AAAT4370.1

Proteina de diapansa 1 [1. decemlineata] Q23271 Arilforma [G. mellonella] AAATA2201

Hexamerma [T castanewm] XP 008197342 1

Hexamerina Z_ morio

Protema que se liga a niboflavina [H. cecropia]
AARI6643.1

Hemociznina [P. marginatz] Q70068

LSP-2[C. vicing] AAC24157.1
Hexamerina [M sexta] AAA29320.1
Hexamerina 2 [4 aegypti] XP 001661466.1

LSP-2[C. quinguefasciatus] XP 00183494.1
Arilforina [C. quinguefasciarus] XP (01849286.1

Clone 314 A huminosa © Clone 202 A luminosa

Figura 14: Arvore filogenética das hexamerinas baseada em analise Bayesiana.
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5.4. OCORRENCIA DE AMP-CoA LIGASES EM TUBULOS DE MALPIGHI E
CORPO GORDUROSO DE Z morio E LANTERNAS DE A. luminosa

5.4.1. Tubulos de Malpighi e corpo gorduroso de larvas de Z. morio

A andlise do transcriptoma dos tubulos de Malpighi de Zophobas identificou
em torno de 20 transcritos que possuem a inferéncia de serem 4-cumarato-CoA (4CL)
ligases e no corpo gorduroso foram obtidos 13 transcritos similares a essas enzimas. As
enzimas 4-cumarato ligases estdo relacionadas ao metabolismo fenilpropandide em
vegetais e pertencem a superfamilia de AMP-CoA ligases, que inclui enzimas que estdo
envolvidas em uma grande variedade de vias metabdlicas, como oxidacdo e biossintese
de acidos graxos (acil-CoA ligases), ativacdo de aminodcidos (tRNA sintetases nao-
ribossomais), reagdo bioluminescente em Coleoptera (luciferases) e metabolismo de
xenobioticos (acil-CoA sintetases) (KNIGHTS ¢ DROGEMULLER, 2000; STUIBLE et
al., 2000; VIVIANI, 2002; SCHMEIZ e NAISMITH, 2009).

A Tabela 8 mostra a identidade resultante dos alinhamentos das estruturas
primarias dos transcritos similares a 4CLs (residuos de aminoacidos > 400) dos tibulos
e do corpo gorduroso com a enzima tipo luciferase anteriormente clonada dos tubulos
(VIVIANI et al., 2009) e as abundancias destes transcritos nos tecidos analisados. A
partir destes alinhamentos nota-se que o corpo gorduroso e tibulos possuem AMP-CoA
ligases cujas estruturas primarias sdo diferentes da enzima tipo luciferase anteriormente
clonada. Entretanto, no corpo gorduroso um dos transcritos (12994) apresentou 92% de
identidade com a enzima tipo luciferase. A abundancia destes transcritos foi baixa em
ambos os tecidos analisados (Tabela 8).

Os alinhamentos das AMP-CoA ligases obtidas do transcriptoma dos tubulos e
corpo gorduroso indicou que Z. morio possui varias isoformas deste grupo de proteinas.
Além disso, ambos os tecidos possuem uma isoforma com 99% de identidade (transcrito
15990 dos tubulos e 14445 do corpo gorduroso). A identidade de outras ligases dos
tubulos com o transcrito 15990 do corpo gorduroso foi de 24-42%.
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Tabela 8: Identidade dostranscritos similares a AMP-CoA ligases dos tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso de Z. morio com a enzima tipo luciferase previamente clonada a partir dos tibulos desta espécie,

e a abundancia (FPKM) destes transcritos nos tecidos analisados.

Tibulos de Malpighi Corpo gorduroso
ID do N° de Identidade com a ID do N° de Identidade com a
transcrito FPKM residuos de enzima tipo transcrito FPKM residuos de enzima tipo
aminoacidos luciferase (%) aminoacidos luciferase (%)

17151 3,74 500 25 12994 3,66 523 92
12540 6,69 430 49 14445 32,65 529 50
17299 9,22 486 37 13996 43,46 528 26
18831 24,26 471 52 7728 4,06 555 22
18957 46,65 570 38 15990 13,69 581 23
18889 14,68 529 55 15351 4,41 406 21
19517 19,57 555 26

20374 13,74 551 28

20839 7,20 474 52

20890 77,1 574 29

20938 3,75 425 29

21052 11,14 425 29

Foi possivel amplificar com primers especificos uma sequencia parcial (~ 600 pb)
de um transcrito similar a uma CoA ligase dos tibulos de Malpighi (Fig. 15), entretanto,
para visualizagdo do amplificado a reagdo foi reamplificada, corroborando com nossos
dados do transcriptoma que indicam baixa abundancia de ligases neste tecido. A baixa
abundancia dessas enzimas pode explicar a auséncia de ligases em nosso estudo anterior
usando transcritos de biblioteca de cDNA dos tibulos de Z. morio (SILVA et al., 2015a),
embora uma enzima tipo luciferase j& tenha sido clonada a partir deste 6rgao (VIVIANI
et al., 2009). A auséncia de amplificacdo com primers especificos no corpo gorduroso

pode ser devido a baixa abundancia destes transcritos.
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Figura 15: Gel de agarose 1% da amplificacdo de um transcrito similar 8 AMP-CoA ligase dos tubulos de
Malpighi de larvas de Z. morio. A. Auséncia de amplificagdo na 1* reagdo. B. Gene amplificado na 2?

reacdo de amplificagdo.
5.4.2. Lanternas de A.luminosa

Na andlise das lanternas do diptero A. luminosa obteve-se cerca de 1% de
sequéncias que possuem similaridade com luciferases de Coleoptera, sendo portanto
AMP-CoA ligases, apesar da distancia filogenética destas ordens. Essas sequencias sao
iguais entre si e exibem 44% de identidade com luciferase de Brasilocerus sp.
(ACT685961), 45% com luciferase de Phrixothrix hirtus (AAD345432) e 44% com
luciferase de Taximastinocerus sp. (ADK564781), todas espécias de Phengodidae. Estes
clones sequenciados possuem sequencias parciais e sao idénticos entre si, sendo iguais a
sequencia de uma enzima tipo luciferase clonada anteriormente por Prof. Dr. Vadim
Viviani que foi predita ser a luciferase desta espécie (comunicagdo pessoal).

Foi realizada a analise filogenética das 4CLs de Z. morio usando sequéncias de
AMP-CoA ligases disponiveis no GenBank e a possivel luciferase de A. luminosa para
tentar elucidar a relacdao das ligases obtidas em nossa analise com outras enzimas dessa
familia (Fig. 16). Foi identificado um grupo que ¢ fortemente suportado pelas luciferases
de vagalumes, bem como um outro grupo formado por enzimas tipo luciferases de
Coleoptera e Diptera. A enzima tipo luciferase de 4. luminosa ¢ mais proxima das
luciferases de vagalumes do que com as AMP-CoA ligases encontradas nos tabulos de
Malpighi e corpo gorduroso de Z. morio, exibindo em torno de 25% de identidade com
essas enzimas. As ligases de Z morio sdo mais proximas de enzimas 4CLs de T.

castaneum ¢ B. mori e AMP-CoA ligase de C. quinquefasciatus.
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AMP-CoA ligase [4 aegypri] ETY57933.1 E 2 .
2-succinilb -CoA ligase [C. guing
ED537631.1

Luciferaze [4 fuminosa)

i 4-cumarato-CoA ligase 1 [Strepromyces sp]
4-cumarato-CoA ligase g A
[4. thaliana] NP188760.3 EGE42661.1

AMP-CoA ligase CG 6178 [D. melanagaster]

Acil CoA sintetaze [E. colf]
BBA13609.1

Luciferaze [P. pyralis] AB644228.1

Luciferase [R ohbai] AB255748.1

Luciferase vermelha [P hirfus]
AF1306451 y
4-chlorebenzoate-CoA ligase [P puiida]

EDS837631.1

Ligase [T molitor] AB098615.1

AMP-CoA ligase dos tibulos de Malpighi e corpe gordurese de Z morio
4-cumarate-CoA ligase 1 [T casianenn] PO13834353.1

Enzima tipo-lnciferase de Z. morio AMP-CoA ligaze [C. gquinguefiscianis] XP001844308.1

4-cumarate-CoA ligase 1 [B. mori] XPO04928343.1

Figura 16: Arvore filogenética das AMP-CoA ligases baseada em anélise Bayesiana.

5.4.3. Multialinhamento de CoA-ligases e analise de modulos funcionais

Como esperado, as ligases de ambos os tecidos apresentam os modulos I
(SSGSTGLPKG), I1 (GYGLTE) e III (LHSGD) que estdo envolvidos na ligacao de ATP
e sdo particularmente conservados na superfamilia das AMP-CoA ligases (Fig. 17). Esses
modulos estariam envolvidos com a fun¢ao de ligagdao ao ATP e adenilagao (VIVIANI,
2002). As ligases dos tubulos e corpo gorduroso apresentam o moddulo I
227SSGTTGLPKG236; em relagdo ao modulo II houveram substituigdes,
377GYGLTE383 (GYGMSE/GYGQTE); e o modulo III 460LRTGD464. O motivo
GEICIRG ¢ conservado em 4CLs e sugere-se que esteja envolvido na estabilizacao da
estrutura proteica (STUIBLE et al., 2000), ligases de Z. morio apresentaram esse motivo
430GELLVKA436.

Além dos moédulos I, IT e III envolvidos com a ligagdo do substrato comum e o
ATP, as ligases também apresentam modulos para a ligagdo especifica do substrato
carboxilico. As enzimas 4CLs ativam derivados de acido cinamico, usualmente acido
cumarico, acido caféico e acido ferulico, entretanto, as isoformas exibem especificidade
diferentes para esses substratos (STUIBLE et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2003). Para

a isoforma At4CL2 foi proposta uma assinatura de 12 aminoacidos, chamada de
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substrate binding pocket (SBP), para explicar a especificidade dessa enzima ao éacido
caféico. Nesta isoforma o SBP ¢ constituido pelos seguintes residuos de aminoécidos:
1252, Y253, N256, M293, K320, G322, A323, G346, G348, P354, V355 e L356. O
modelo também demonstra que a acessabilidade do SBP aos derivados de acido cindmico
monometoxilado ou dimetoxilado ¢ controlada principalmente por exclusdo por tamanho
destes compostos e a ativacao do acido cindmico ¢ mediada pela hidrofobicidade global
do SBP (SCHNEIDER et al., 2003). As ligases de Z. morio apresentaram algumas
substituigdes nesta assinatura de 12 aminoacidos do SBP proposto para At4CL2 (Fig.
16).

As luciferases de besouros possuem na por¢ao C-terminal o tripeptideo sinal
SKL, que as dirige para os peroxissomos (VIVIANI, 2002). A enzima tipo luciferase
previamente encontrada nos tibulos possui sequencia de enderegamento SARI para
reticulo endoplasmatico (Viviani et al., 2009). Nossa andlise indicou que nenhum
transcrito de ambos os tecidos possui a sequencia de enderecamento SARI. Nos tubulos
de Malpighi apenas um transcrito (20689) possui SKL (enderegamento para o
peroxissomo) no final da sequencia, esse transcrito possui 45% de indentidade com a
luciferase de Photinus pyralis (AB644228.1) e 36% com a enzima tipo luciferase clonada
de Z. morio. Ressalta-se que como os transcritos possuem tamanhos variaveis nao ¢é

possivel predizer a sequencia peptidica final de todos eles.
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Figura 17: Comparacdo dos motivos conservados nas enzimas AMP-CoA ligases: ligase dos tubulos de

Malpighi (MT Ligase 17151) e corpo gorduroso (FB Ligase 15990) de Z. morio, 4-cumarate-CoA ligase 2

de Arabidopsis thaliana OAP07084.1(coumarate), enzima tipo luciferase previamente clonada desta

espécie (Proto Zop), luciferase A. luminosa (Luc Arach), luciferase de P. pyralis AB644228.1 (Luc Ppy) e

luciferase de P. hirtus FJ54529.1 (Luc P. hirtus). Sombreados em cinza estdo os mddulos conservados nas

AMP-CoA ligases relacionados com a ligagdo ao ATP e adenilagdo, em amarelo o sitio de ligacdo da

luciferina nas luciferases e em verde o motivo conservado em 4CLs. Residuos que compdem o SBP em

At4CL2 sdo marcados com um *.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho realizamos a compara¢do dos transcriptomas dos tubulos de
Malpighi e do corpo gorduroso de larvas de Zophobas morio, um besouro tenebrionideo
muito utilizado comercialmente, para melhor compreender a fisiologia molecular destes
tecidos em coledpteros. Comparamos também as lanternas do diptero bioluminescente
Arachnocampa luminosa, que derivam dos tubulos de Malpighi, com os tubulos de
Z.morio para melhor entender a diversificacao funcional dos tibulos a nivel molecular

nos insetos, especialmente a origem da bioluminescéncia em Diptera.

6.1. TUBULOS DE MALPIGHI

A maior parte das informagdes sobre os mecanismos e fisiologia dos tubulos de
Malpighi ¢ proveniente de estudos com D. melanogaster e este conhecimento ¢ inferido
para os tubulos dos insetos em geral (DOW et al., 1994; WANG et al., 2004, DOW ¢
DAVIES, 2001; DOW e DAVIES, 2006; DOW, 2009; BEYENBACH et al., 2010).
Nossa analise trouxe informagdes importantes sobre os tubulos de uma larva de
Coleoptera muito utilizada comercialmente, especialmente em tenebrionideos, e sua
diversificacao anatomica e funcional em insetos em geral.

Anadlises do transcriptoma de tibulos ja foram realizadas em muitas espécies,
incluindo os dipteros D. melanogaster (WANG et al., 2004), Anopheles gambiae
(OVEREND et al., 2015), Aedes albopictus (ESQUIVEL et al., 2016) e o coledptero
tenebrionideo Tribolium castaneum, entretanto, neste Ultimo estudo as bibliotecas
incluiram tubulos e intestino posterior (PARK et al., 2008).

Anteriormente realizamos uma analise preliminar do perfil dos transcritos dos
tubulos das larvas de Z. morio baseado numa biblioteca de cDNA (SILVA et al., 2015a).
Na comparacdo desta andlise com a anteriormente realizada, percebeu-se que mesmo
com o numero limitado de sequencias pudemos encontrar genes tipicamente expressos
nos tibulos, como aqueles relacionados com excre¢ao, detoxificagdo e transportadores.
Entretanto, o sequenciamento de nova geragdo do transcriptoma forneceu uma
quantidade maior de dados onde pudemos realizar um estudo mais amplo deste tecido.

Nesta andlise também encontramos varios transcritos que possuem similaridade

com AMP-CoA ligases, enzimas que em nosso estudo anterior ndo foram encontradas
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devido ao niimero limitado de sequencias analisadas, apesar do fato de uma enzima tipo
luciferase ter sido clonada pelo nosso grupo a partir deste 6rgao (VIVIANI et al., 2009).
A existéncia da enzima tipo luciferase nos tubulos de Malpighi de Z. morio pode servir
como modelo para entender a origem evolutiva da bioluminescéncia em Coleoptera e
possivelmente em Diptera, pois as lanternas de Arachnocampa derivam dos tibulos.

Os produtos génicos mais abundantes nos tibulos de Drosophila sao
transportadores, proteinas ribossomais, peptidases, V-ATPase, ATP-sintase, produtos
génicos envolvidos em vias sinalizadoras, alcool desidrogenase, glutationa transferase,
citocromos P450, entre outros (WANG et al., 2004). Na analise dos tiibulos de B. mori
(Lepidoptera) foram identificados genes de varios transportadores, como de cations
organicos, monocarboxilatos e agucares, ¢ genes de enzimas que participam no
metabolismo e detoxificacao, como os citocromos P450 e 4lcool desidrogenase (XIA et
al., 2007). Nossos resultados estdo de acordo com esses estudos e os transcritos citados e
suas fungdes serdo discutidos a seguir. As fungdes dos tibulos na imunidade,
metabolismo de compostos toxicos, metabolismo de nitrogénio e biossintese de
pigmentos oculares serdo discutidas juntamente com os dados obtidos do corpo

gorduroso na se¢ao 6.3.

6.1.1. Juncdes celulares dos tibulos de Malpighi

Similar aos tubulos de Drosophila, os tibulos de 7. castaneum, espécie
filogeneticamente préoxima e de habitos parecidos ao Z. morio, possuem dois tipos
celulares, células principais e estreladas (Fig.18) (BEYENBACH et al., 2010; KING e
DENHOLM, 2014). Nos tubulos de Malpighi, as moléculas e ions podem se movimentar
de forma transcelular, transporte através do epitélio via interior da célula, e paracelular,
transporte entre células epiteliais controlado por jungdes celulares (BEYENBACH et al.,
2010; IZUMI e FURUSE, 2015).

Em invertebrados, o transporte paracelular em tecidos epiteliais envolve juncdes
septadas. Os septos bloqueiam o movimento extracelular de compostos/moléculas e desta
forma atribuem ao epitélio a propriedade de selecionar a troca entre a superficie e

cavidade, no caso o lumen do tibulo (BIOLOGIA CELULAR ATLAS, 2016).
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Figura 18: Células principais e estreladas dos tubulos de Malpighi de Tribolium castaneum. A e B: Porgao
dos tubulos de um individuo adulto marcado para DNA (azul), fator de transcri¢do Tiptop (vermelho que
sobreposto parece rosa escuro) e actina (verde). Em B, a célula estrelada esta circulada em branco e as

célula principal circulada em amarelo. Fonte: KING e DENHOLM, 2014.

Jungdes septadas possuem varias proteinas associadas, incluindo proteinas
transmembranas e citoplasmaticas (IZUMI e FURUSE, 2015). Os tibulos de Malpighi de
larvas de Zophobas possuem as seguintes proteinas que sdo relacionadas com a presenca
de junc¢des septadas: neuroglian, neurexin 1V, contactin, lachesin, fasciclin 11 e 111.

O transporte paracelular em tecidos epiteliais também envolve juncdes de
aderéncia, além das juncgodes septadas (BEYENBACH et al., 2010). Jungdes aderentes
atuam na ancoragem entre as membranas das células adjacentes e ancoragem do
citoesqueleto, onde este ¢ constituido de microfilamentos de actina (BIOLOGIA
CELULAR ATLAS, 2016). As proteinas armadillo e a-catenin sdo associadas a essa
juncao (BEYENBACH et al., 2010) e também foram encontradas em nossa analise dos
tubulos.

A presenca de jungdo comunicante (GAP) nos tibulos sugere que esta juncio
tenha um importante papel na comunicacdo entre as células e diurese. Jungdes
comunicantes sdo canais que mediam a comunicagdo direta entre células vizinhas e em
insetos sao constituidas por inexinas, tais juncdes podem servir como importantes alvos
para o desenvolvimento de inseticidas. As proteinas inexinas estdo relacionadas na
embriogénese em insetos e em insetos adultos sdo importantes para a comunicagdo
neuromuscular ¢ na funcdo renal (CALKINS e PIERMARINI, 2015). Os tubulos de

Zophobas apresentam transcritos similares a inexina 1, 2,3 e 7.

6.1.2. Maquinaria de transporte de ions e agua para formacao de urina

A maior parte do epitélio dos vertebrados utiliza Na/K ATPase para energizar o

transporte transepitelial, os tibulos, entretanto, utilizam a V-tipo H' ATPase para a
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secrecdo transepitelial de eletrdlitos e solutos organicos por meio do bombeamento de
ions de hidrogénio para o limen (CHAPMAN, 1998; BEYENBACH et al., 2010). A V-
tipo H™ ATPase esta localizada na membrana apical das células principais e os ions H"
sao bombeados através da membrana apical sem um ion de carga oposta acompanhando,
gerando um gradiente elétrico. O potencial eletroquimico gerado pela bomba de proton
pode dirigir o transporte do citoplasma para o limen do tibulos de Na', K', CI'; este
ultimo segue via paracelular e/ou pela membrana apical das células estreladas
(BEYENBACH et al., 2010). A importancia da V-ATPase na fun¢ao tubular ¢ reportada
para varias espécies além da Drosophila (WESSING et al., 1993), bem como em 7.
molitor (WIEHART et al., 2003) e Rhodnius (GUTIERREZ et al., 2004).

A Fig. 10 mostra as subunidades de V-ATPases encontradas em nossa analise dos
tabulos de Z. morio. Outros transportadores de ions obtidos nos tibulos de Z. morio
foram: ATPase Na'/K' subunidades a, p 1 ¢ 2 (bomba de Na'/K"); NHj (transporte
acoplado deNa"); NKCC (transporte ativo de Na'/K/CI'); Kir 2 (canal de K'); CIC2 x1 ¢
x2 (canal de CI'); e KCC (transportador de K'/CI") (BEYENBACH et al., 2010; JUEL,
2016; Ll et al., 2017).

Em sistemas bioldgicos a conversao de CO, e H,O em &cido carbonico ¢
catalisada pela enzima anidrase carbonica. Presume-se que nos tibulos a presenga dessa
enzima esteja relacionada com o fornecimento de H' para a V-ATPase, atuando como
uma abundante fonte de protons. A associa¢do da presenca de anidrase carbonica e V-
ATPase também pode ser extendida para os vertebrados, pois as células intercaladas do
ducto coletor possuem V-ATPases e anidrase carbonica I (DOW e DAVIES, 2001).

As células estreladas dos tubulos de Diptera secretam Cl” da hemolinfa para o
lumen. Jungdes comunicantes conectam as células estreladas e principais, dessa forma a
voltagem na membrana apical seria similar em ambos os tipos celulares e permitiria o
transporte de Cl do citoplasma da célula estrelada para o limen por meio de canais de CI
(WENG et al.,, 2008; BEYENBACH et al., 2010). Tais mecanismos de transporte
indicam que ha uma separagao especial no transporte de moléculas carregadas, cations
sdo transportados via células principais e Cl” (anion) por meio das células estreladas
(DOW e DAVIES, 2001).

Nos tibulos, a agua pode se movimentar de forma paracelular e transcelular, esta
ultima ¢ realizada pelos canais de 4gua aquaporina (AQP), proteina encontrada em todos

os grupos de animais (CAMPBELL et al., 2008; BEYENBACH et al., 2010).
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Algumas aquaporinas sdo exclusivamente permedaveis a agua, mas algumas
permitem a passagem de glicerol, uréia, NH3;, NO, CO; e ions. Aquaporinas ja foram
caracterizadas em varios tecidos de insetos, como corpo gorduroso, traquéia, intestino e
tabulos de Malpighi (Drosophila, Rhodnius e Acheta), todas com fun¢do de transporte de
agua (CAMPBELL et al., 2008; BEYENBACH et al., 2010). Entretanto, em Drosophila
foi encontrada uma aquaporina que transporta cations monovalentes (YANOCHKO e
YOOL, 2002). Os tabulos de Z. morio possuem aquaporinas similares a AQPcic,
AQPAng.G e NIP1-2, sendo esta ultima permeavel ao glicerol em Arabidopsis (WEIG e
JAKOB, 2000).

6.1.3. Transporte de solutos organicos e inorganicos

Os tabulos de Malpighi de Drosophila apresentam uma ampla gama de
transportadores de solutos organicos e inorganicos, como acidos monocarboxilicos,
aminoacidos e multivitaminas. A diversidade de transportadores nos tibulos mostrou que
os tubulos possuem importante papel na excre¢ao de compostos além de sua funcao
classica na osmorregulacdo. A existéncia de tantos transportadores nos tubulos torna
desnecessario suscitar o transporte paracelular de tais compostos e essa premissa pode ser
atribuida aos insetos em geral (WANG et al., 2004, DOW e DAVIES, 2006). A Fig. 11
mostra alguns dos transportadores encontrados nos transcritos dos tibulos Zophobas.

Transportadores ABC (ATP binding cassette) compreendem uma das maiores
familias de proteinas paralogas e estdo presentes em todos os organismos. O transporte
mediado por elas requerem a hidrdlise de ATP para transportar os substratos através da
membrana lipidica. Essas proteinas transportadoras sdo, em geral, relativamente
especificas para o seu substrato e existem transportadores ABC para varios tipos de
moléculas, como pequenas, grandes, altamente carregadas e sistemas com moléculas
altamente hidrofébicas que sdo especificos para ions organicos, agucares, aminoacidos,
proteinas e polissacarideos (HIGGINS, 2001; DERMAUW e LEEUWEN, 2014).

Os tabulos de Malpighi de Z. morio apresentam os seguintes transcritos similares
a transportadores ABC: subfamilia G (ABCG 14; ABCG 20; proteina scarlet; proteina
white), subfamilia ABCF4 e transportador ABC de cobre. A subfamilia ABCF possui um
papel fundamental essencial na regulagdo da traducdo. Em relagdo a subfamilia G, a

proteina scarlet transporta um precursor de pigmento do olho e aminas biogénicas; e a
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proteina white, melhor transportador ABC de inseto caracterizado, transporta precursores
de pigmentos oculares, de GMP ciclico, aminas biogénicas e capta acido Ttrico

(DERMAUW e LEEUWEN, 2014).

6.1.4. Canais de calcio e transportadores

A excrecao de calcio em insetos envolve sua captagdo e eliminacdo na forma
solavel. Nos tubulos de Malpighi ocorre o armazenamento de concrecdes de Ca>™ o que
torna este 6rgdo o principal local de armazenamento e furnover de célcio. Os tibulos de
Drosophila possuem a maior parte de Ca®" comparando-se com o resto do corpo e este
conteudo pode aumentar de acordo com a dieta, deste modo, os tubulos atuam no
equilibrio de calcio por dois mecanismos: excre¢do de Ca®" no fluido secretado e pelo
armazenamento na forma granulos nas células dos tibulos. A maior parte do célcio que
entra no tibulo, possivelmente por canais de calcio, ¢ captado e permanece na célula, a
outra parte ¢ secretada por meio de uma Ca®"-ATPase para o limen numa forma solavel
(DUBE et al., 2000; DOW e DAVIES, 2001).

O calcio pode atuar em um mecanismo de sinalizagdo dentro das células
principais. Um neuropeptidio se liga a um receptor na membrana e desencadeia sinais
que levam a formacao de inositol-1,4,5-trifosfato que atua em seu receptor no reticulo
endoplasmatico e libera o Ca®" para o citoplasma e sua saida da célula. O calcio atua na
oxido nitrico sintetase para formagdo de oOxido nitrico que gera GMP ciclico que
(indiretamente) estimula a V-ATPase da membrana plasmatica apical (DOW e DAVIES,
2001). O transcriptoma dos tibulos de Malpighi de Z. morio indicou a presenca de
trasncritos envolvidos na captagdo e transporte de calcio, como canal de célcio, calcium

proton exchanger e calcium uptake protein.

6.1.5. Captacao de metais

fons de metais sdo essenciais para varios processos bioldgicos, como respiragdo e
transcrigdo. Cobre, zinco e ferro s3o metais essenciais, mas a super acumulagdo destes e
de metais toxicos, como cadmio e mercurio, ¢ prejudicial ao organismo. Insetos
necessitam de mecanimos para a manutencdo da homeostase de metais para prevenir o

estresse causado por estes compostos, tais mecanismos envolvem a captacdo,
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distribuicdo, detoxificacdo e eliminacdo de ions metais (YEPISKOPOSYAN et al.,
2006).

Sais insoluveis contendo calcio, magnésio, cobre, cddmio e zinco podem ser
encontrados nos tibulos e sdo armazenados para uso subsequente ou excrecao
(BRADLEY, 2009). Os tubulos de Malpighi atuam na captacdo e armazenamento de
ferro,a ferritina (iron binding protein) ja foi identificada nos tubulos de varias espécies,
como Manduca sexta, D. melanogaster ¢ Rhodinius prolixus (NICHOL e LOCKE,
1989), e em Z. morio alguns transcritos possuem a inferéncia de serem ferritina. Essa
proteina participa na detoxificacdo, armazenamento e transporte de ferro, mas também
pode se ligar a outros metais (LOCKE e NICHOL, 1992; YEPISKOPOSYAN et al.,
2006).

Os tubulos de Z. morio possuem transcritos similares ao transportador ATPase
tipo P que controla a saida de cobre da célula, proteina Cuc da homeostase de cobre,
transportador ABC de cobre, tais transcritos envolvidos no metabolismo de cobre. Em
relagdo ao zinco, os tubulos de Zophobas apresentam proteinas da familia ZIP (1; 2; 7; 9;
11; 13; fear of intimacy - foi) que mediam o transporte de zinco por meio da captagdo do

metal para o citoplasma.

6.2. CORPO GORDUROSO

Ja foram realizadas algumas andlises do transcriptoma do corpo gorduroso de
insetos, como em Glossina morsitans morsitans (ATTARDO et al., 2006), Camponotus
floridanus (GUPTA et al., 2015), D. melanogaster (JIANG et al., 2005), B. mori
(CHENG et al., 2006), A. aegypti (PRICE et al., 2013), Melipona scutellaris (SOUSA et
al., 2013), Bemisia tabaci (WANG et al., 2010) e do coleoptero 7. castaneum
(Tenebrionidae); onde foi utilizado corpo gorduroso juntamente com uma camada de
epiderme de adultos (PARK et al., 2008); e mais recentemente dos coledpteros
bioluminescentes da superfamilia Elateroidea P. hirtus, Phengodidae, (AMARAL et al.,
2017a) e larvas de Aspisoma lineatum, Lampyridae, (AMARAL et al., 2017b). Nossa
analise mostrou a presen¢a de produtos similares as andlises de transcriptoma deste
tecido de outros insetos, incluindo a presenca de transcritos relacionados a imunidade,

armazenamento ¢ utilizagdo de nutrientes para geracdo de energia, detoxificacao,
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metabolismo do nitrogénio e proteinas sintetizadas neste tecido e secretadas para a
hemolinfa.

Na andlise realizada no bicho da seda (B. mori), um conjunto de genes parece ser
expresso especificamente no corpo gorduroso no estagio larval quando comparado com
este tecido da pupa (CHENG et al., 2006), entre os quais foram observados em nosso
estudo: hexamerinas, lisozima, atacina (peptideo imune), SPARC (proteina de matriz
extracelular), transferrina, catalase, coldgeno cadeia alfa 1 e 2, glutationa transferase, S-
adenosilmetionina sintase, fator de elongagao 1 gama e proteina quimiossensorial.

O corpo gorduroso € o principal local da sintese de proteinas como: hexamerinas,
lipoforinas, proteinas envolvidas com o sistema imune, vitelogeninas, transferrinas,
cromoproteinas, proteina de ligacdo ao hormonio juvenil e esterase do hormonio juvenil
(CHAPMAN, 1998; PRAKASH, 2008; ARRESE e SOULAGES, 2010). Obtivemos em
nosso estudo as proteinas citadas e os transcritos mais abundantes no corpo gorduroso
foram proteinas ou precursores sintetizados neste tecido: hexamerinas, precursor da
proteina de estresse hidrico de 28 kDa (dsp28), apolipoforina- III e precursor da proteina

de hemolinfa de 12 kDa (Tabela 8).

6.2.1. Juncoes celulares do corpo gorduroso

As jungdes celulares entre as células do corpo gorduroso sdo desmossomos,
hemidesmossomos e GAP (PRAKASH, 2008). Jungdes desmossomos ¢
hemidesmossomos atuam como pontos de ancoragem para adesdo célula-célula e célula-
substrato. Moléculas transmembranas do desmossomo pertencem a familias de caderinas
e as do hemidesmossomo incluem a classe de integrinas dos receptores de matriz celular
(GREEN e JONES, 1996). O corpo gorduroso de Z. morio possui transcritos de caderinas
1 e 23 (desmossomos), e isoformas de integrina alfa e beta (hemidesmossos).

De forma similar aos tibulos de Malpighi o corpo gorduroso mostrou a presenca

de inexina 1, 2, 3 e 7, que estdo relacionadas as jungdes GAP.

6.2.2. Transportadores de membrana no corpo gorduroso

Uma vez que o corpo gorduroso apresenta um papel chave no metabolismo em

insetos, o transporte eficiente através da membrana celular ¢ extremamente importante
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para a homeostase. Uma variedade de transportadores de membrana foi identificada na
analise do transcriptoma deste tecido em A. aegypti. Sugere-se que transportadores e
canais de ions do corpo gorduroso sejam utilizados como alvos para o desenvolvimento
de novos inseticidas (PRICE et al., 2013).

Nossa analise indicou a presenca de transportadores de membrana das seguintes
moléculas: agucares, aminoacidos, sulfato, oligopeptideo, acido sidlico, transportadores
ABC familias G e E, e aquaporina AQPcic. Em P. vanderplanki, a aquaporina PvAQP2 ¢
expressa somente no corpo gorduroso e sua expressao ¢ inibida em situacao de extrema
dissecacdo (criptobiose). A provavel fungdo da PvAQP2 seria manter a homeostase da
agua no corpo gorduroso durante condi¢des normais, sendo que em periodos de laténcia

nao seria necessaria (CAMPBELL et al., 2008).

6.2.3. Armazenamento e utilizacio de nutrientes

O corpo gorduroso estd principalmente relacionado ao armazenamento de
nutrientes para geracao de energia por meio do metabolismo de carboidratos e lipideos

em insetos (CHAPMAN, 1998; KLOWDEN, 2007).

6.2.3.1. Metabolismo de carboidratos

Em insetos os carboidratos sdo armazenados na forma de glicogénio e trealose
(dissacarideo) quando a ingestao destes € maior que o requerido pelo organismo. Ambos
podem ser facilmente convertidos a glicose quando as reservas sdao mobilizadas.
Glicogénio ¢ sintetizado a partir de UDP-glicose e pode ser armazenado no interior das
células nos musculos de vdo, corpo gorduroso e em volta do tubo digestivo. O glicogénio
armazenado no corpo gorduroso ¢ mobilizado pela atividade da glicogénio fosforilase e
entdo convertido a glicose-1-fosfato que ¢ convertida apds algumas reagdes em trealose
que ¢ liberada na hemolinfa (KLOWDEN, 2007). Enzimas envolvidas na sintese e
mobilizagdo do glicogénio encontradas em nossa andlise do corpo gorduroso sado

mostradas na Fig.19.
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Figura 19: Interconversdes de glicogénio, glicose e trealose. O glicogénio ¢ a forma de armazenamento
dos carboidratos e é convertido em glicose e trealose quando energia ¢ requerida. Adaptado de:

KLOWDEN, 2007.

Trealose ¢ um dissacarideo nao redutor da glicose e o principal agiicar encontrado
na hemolinfa de insetos. Apds a trealose ser convertida em glicose, esta segue para o
primeiro passo da oxidacdo de carboidratos, a glicolise. Os passos basicos da glicolise e
as enzimas envolvidas em insetos sdo similares a outros organismos (KLOWDEN,
2007). A secrecao de trealose pelo corpo gorduroso envolve um transportador chamado
de Tretl, que determina a distribuicdo deste agucar para outros tecidos por meio da
hemolinfa (KIKAWADA et al., 2007). Os tubulos de Malpighi além de participarem da
excre¢ao, também possuem a capacidade de reabsorver do limen moléculas uteis ao
organismo, como agucares ¢ aminoacidos. A trealose pode entrar nos tibulos por meio de
transporte passivo, entretanto, as células principais reabsorvem esse agucar do lumen
provavelmente por meio de um transportador analogo ao Tret/ (KIKUTA et al., 2012).
Em nossa anélise de ambos os tecidos de larvas de Z. morio foram obtidas sequencias

que sao similares ao transportador de trealose Tretl.
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6.2.3.2. Metabolismo de lipideos

A maior parte dos lipideos presentes na hemolinfa esta associada a uma particula
lipoprotéica, a lipoforina, que ¢ o nome comum utilizado para as lipoproteinas de insetos.
Lipoforinas sdo constituidas de uma superficie fosfolipidica protéica e um ntcleo
lipidico, o lipidio usualmente transportado ¢ o diacilglicerol (CANAVOSO et al., 2001).

Apolipoproteinas de insetos sdo sintetizadas pelo corpo gorduroso e junto com o
lipideo a ser transportado sdo empacotadas para formar a particula lipoprotéica soluvel.
Lipoforinas possuem a capacidade de transportar distintos lipideos para especificos
tecidos, como por exemplo, carotendides para a cuticula ou glandulas de seda
(CANAVOSO et al., 2001).

A maior parte dos lipideos armazenados no corpo gorduroso sao os acidos graxos
provenientes da dieta, eles sdo sintetizados no intestino e sdo carregados até o corpo
gorduroso pelas lipoforinas durante periodos de alimentagdo. Lipideos para
armazenamento também sao provenientes da sintese de novo a partir de carboidratos no
corpo gorduroso (CANAVOSO et al., 2001).

A sintese de triglicerideos no corpo gorduroso ¢ similar a que ocorre nos tecidos
de mamiferos. A formagdo do triglicerideo ¢ acompanhada da esterificagdo do
diglicerideo por meio da catdlise da diacilglicerol aciltransferase (ARRESE e
SOULAGENS, 2010).

A gota lipidica ¢ constituida de um nucleo de lipidios (triglicerideos e ésteres de
colesterol) cercado por uma monocamada de fosfolipidio e colesterol em que proteinas
especificas sao associadas ou incorporadas. Essas proteinas associadas fazem parte da
familia PAT, proteinas evolutivamente conservadas, € em insetos ocorre a sintese de duas
proteinas dessa familia, Lsd1 e 2 (lipid storage droplet). Lsdl esta envolvida com a
ativacao da lipolise e Lsd2 estd relacionada com a estimulagdo da acumulacido de
lipideos. Além dessas duas proteinas, existem outras na gota lipidica que podem ter
fungdes na regulacdo da acumulagdo de triglicerideos e sua hidrolise (ARRESE e
SOULAGES, 2010). Como esperado, nossa analise encontrou transcrito similar a 1sd1 no
corpo gorduroso de Z. morio.

Os acidos graxos armazenados nas gotas lipidicas sdo mobilizados para varios
objetivos, como: gerar energia para os musculos de voo, na forma de trealose ou prolina;

fornecimento de lipideos para os ovarios e manuten¢ao da atividade metabolica de outros
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tecidos (ARRESE e SOULAGENS, 2010). No caso das larvas estudadas, provavelmente
a mobilizagdo tinha como proposito o fornecimento de energia para o individuo, uma
vezque as larvas ndo estdo em fase reprodutiva ¢ ndo voam. A primeira etapa para a
mobilizagdo dos triglicerideos € por meio da acdo das lipases do corpo gorduroso que
catalisam a quebra dos triglicerideos (ARRESE ¢ SOULAGENS, 2010). Nossa analise
obteve transcritos relacionados com o anabolismo e catabolismo de lipideos no corpo

gorduroso, como diacilglicerol transferase, 1sd1 e fosfolipase a.

6.3. COMPARACAO DOS TUBULOS DE MALPIGHI COM CORPO GORDUROSO

Embora os tibulos de Malpighi estejam principalmente relacionados com a
excregdo e osmorregulacio (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1998;
KLOWDEN, 2007) e o corpo gorduroso com o metabolismo intermediario (CHAPMAN,
1998; KLOWDEN, 2007) ambos estdo envolvidos na imunidade, biossintese de

pigmentos oculares, detoxificagdo e metabolismo de compostos nitrogenados.

6.3.1. Imunidade

A imunidade inata ¢ um mecanismo importante para a resisténcia a patdogenos em
insetos e a presenca destes ¢ reconhecida por varios receptores celulares que
desencadeiam a ativagcdo de cascatas proteoliticas que levam a: (1) melanizagdo que
sequestra e mata o patéogeno invasor; (2) opsonizagdo e subsequente fagocitose; e (3)
sintese de uma variedade de peptideos antimicrobianos no corpo gorduroso seguida de
secrecdo para a hemolinfa (HOFFMANN, 2003; ATTARDO et al., 2006).

Em Drosophila as vias toll e imd levam a producdo de sete peptideos
antimicrobianos (HOFFMAN, 2003; McGETTIGAN et al., 2005). A ativagao da via toll
¢ estritamente dependente da proteina spaetzle, que esta relacionada com resposta a
infeccdo por fungos e bacterias Gram-positivas. Os receptores toll possuem fungdes
especificas no desenvolvimento, com a proteina to/l sendo também recrutada para a
defesa do organismo. A via imd € primariamente, mas ndo exclusivamente, relacionada
com a defesa contra bactérias Gram-negativas e os peptideos controlados por essa via

sdo: Diptericina, Drosocina, Cecropina e Atacina (HOFFMANN, 2003).
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A Tabela 9 mostra os transcritos identificados no corpo gorduroso de Z. morio

que possuem a inferéncia de estarem envolvidos com o reconhecimento de patogenos,

ativacao de transducao de sinais das vias toll e imd, e cascatas de melanizagao.

Tabela 9: Transcritos do corpo gorduroso de larvas de Z. morio que sdo relacionados com a imunidade.

Processo

Transcrito

Melanizagao

Via da imunidade inata e
efetores

Apoptose

Inibidores de serina protease

Proteinas quinases

Lectinas

Outros processos
relacionados com imunidade

Modular serina protease

Proteina de ligagao a bactéria Gram-negativa
Proteina de reconhecimento peptidoglicano

Atacina A
Spatzie 4 ¢ 7
Easter
Pelle
Dorsal
Toll 1
Cactus

Receptor Scavenger

Inibidor de serina protease 3
Serpina 20, 24, 21, 19, 18, b6, 3,17 ¢ b3

MAP quinase
Cdk 5
Quinase ligada-integrina

Galectina
Lectina tipo C

Fator de crescimento disco imaginal 2 e 4
Malvolio x1

early-staged encapsulation-inducing de 56

kDa

Comparativamente, a andlise do transcriptoma dos tubulos de Z. morio, que

também possuem papel significante na imunidade por meio da secrecao de peptidios

antimicrobianos (NAPPI et al., 2000), possui transcritos que sao inferidos estarem

envolvidos na via de resposta imune toll; receptor de proteina toll, proteina spaetzle 3,

tube (ndo encontrada no corpo gorduroso), atacina, pelle que possui um dominio serina-
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treonina quinase, e cactus. Ambos os tecidos expressaram o peptideo atacina em baixa
abundancia, entretanto, isso evidencia que estes tecidos atuam temporalmente na sintese

de peptideos antimicrobianos.

6.3.2. Orgios endécrinos

Em insetos, os principais hormdnios esterdides sao aqueles relacionados com a
ecdise, a ecdisona ou 20-hidroxiecdisona. Os precursores desta molécula sao sintetizados
na glandula protoracica, entretanto, a reagdo final da sintese ocorre em outros tecidos,
como corpo gorduroso, tibulos de Malpighi e intestino. O citocromo P450 CYP314Al
hidroxila a alfa-ecdisona para originar a forma ativa do hormoénio, 20E (CHAPMAN,
2008; CANAVOSO et al., 2001). Em ambos os tecidos analisados de Z. morio foram
encontrados transcritos similares ao CYP314A1, isso ¢ esperado devido as larvas estarem

no ultimo instar de desenvolvimento.

6.3.3. Detoxificacio

O metabolismo de xenobidticos em mamiferos € em outros organismos pode
ocorrer por dois processos: funcionalizacdo da molécula (Fase I) e por reagdes de
conjugacao, como com CoA e aminodcidos (Fase II); tais vias tornam a molécula mais
hidrofilica facilitando sua excrecdo. As enzimas que participam da fase I catalisam
reacdes de oxidorreducdo, e as que estdo envolvidas na fase II introduzem nos
xenobioticos grupos metil, sulfatos, glutationa e aminoacidos (KNIGHTS e
DROGEMULLER, 2000).

Os tubulos de Malpighi e corpo gorduroso participam na detoxificagdo de
compostos enddgenos e exodgenos, como inseticidas. Além disso, os tubulos também
excretam esses compostos € ¢ bem conhecido que eles expressam citocromos P450,
glutationa S-transferases, alcool desidrogenase e transportadores ABC (WANG et al.,
2004; DOW, 2009; CHACHINE et al., 2012).

Detoxificagdo também pode ocorrer por hidrdlise, na qual carboxilesterases sao
capazes de catalisar a hidrdlise de piretréides e organofosfatos (ZHANG et al., 2016). O
corpo gorduroso e tubulos de Z morio exibiram transcritos identificados como

carboxilesterases.
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6.3.3.1. Citocromos P450

Citocromos P450 sdo encontrados no reticulo endoplasmatico dos eucariotos e
requerem NADPH. Estas enzimas atuam no metabolismo de compostos enddgenos e
xenobioticos, catalisando multiplas reacdes oxidativas em seus substratos. Estes
citocromos possuem como caracteristica marcante a sua grande variedade de substratos
que ¢ devido ao nuimero elevado de isoformas que ocorrem nos individuos (SCOTT,
1999). A expressao de citocromos P450 em insetos ocorre em varios tecidos, como:
sistema nervoso, intestino, corpo gorduroso, tibulos de Malpighi, antena e intestino. Em
insetos, essas enzimas metabolizam uma grande variedade de compostos endogenos;
hormonio juvenil, ecdisterdides, feromonios e seus analogos; bem como compostos
exogenos, como: aleloquimicos e inseticidas (SCOTT e WEN, 2001).

A Fig. 20 mostra os transcritos que possuem a inferéncia de serem citocromos
P450 do corpo gorduroso e tibulos de Malpighi de larvas de Z. morio. Algumas
isoformas sdo expressas em ambos os tecidos de Zophobas. A analise dos padroes de
expressao de P450 em embrides e larvas de D. melanogaster mostrou que nos tibulos
das larvas houve a expressdo de 17 citocromos P450 e no corpo gorduroso 9, sendo que
Cyp4p2 e Cyp4s3 foram exclusivos deste tecido. Em ambos os tecidos houve a expressao
dos seguintes citocromos: 12d1, 4¢3, 6gl, 6w1, 314al e 4p3 (CHUNG et al., 2008).

Os citocromos encontrados em nossa andlise estdo envolvidos com a biossintese
de ecdisona (18al, 306al, 314al, 315al), metabolismo de inseticidas e outros
xenobidticos (lal, 6a2, 6bqll, 6bqg2, 6bg4), e metabolismo de 4acido graxo (4cl).
Ressalta-se que varios citocromos P450 encontrados ainda ndo tiveram sua fungao
caracterizada. Os transcritos similares a essas enzimas presentes tanto nos tubulos como
corpo gorduroso estdo envolvidos no metabolismo de compostos exdgenos e enddogenos.
O citocromo P450 mais abundante no corpo gorduroso foi 304al (FPKM 132,46), que
pode estar relacionado ao metabolismo de hormoénio e quebra de inseticidas (ADAMS et
al., 2000). Nos tubulos, essa isoforma teve baixa abundancia (FPKM 2,89), enquanto que
346b2 exibiu a maior abundancia neste tecido (FPKM 172,58), entretanto, as funcdes

relacionadas a essa isoforma ainda ndo foram descritas.
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Figura 20: Diagrama representando os transcritos similares & citocromos P450 no corpo gorduroso e

tubulos de Malpighi de larvas de Z. morio.

6.3.3.2. Glutationa S-transferases

Glutationa transferases (GSTs) catalizam reacdes de conjugacdes de substratos
eletrofilicos com o grupo tiol de glutationa reduzida (GSH), removem da célula espécies
reativas de oxigénio e também participam da fase Il do metabolismo de xenobidticos, que
resultam em compostos mais soluveis em dgua que sao rapidamente excretados (LI et al.,
2009; SHEEHAN et al, 2001). Seus substratos mais comuns sdo as quinonas, aldeidos,
cetonas e ésteres. A presenca dessas enzimas também esta relacionada com a resisténcia
a inseticidas organofosforados e dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (SHEEHAN et al,
2001).

As GSTs podem ser classificadas de acordo com a sua localizagdo celular;
microssomal, citosolica e um terceiro grupo (classe Kappa) que ¢ encontrado nas
mitocondrias de mamiferos e peroxissomos. Em insetos, existem seis classes de GSTs
citosolicas: delta, epsilon, dmega, sigma, theta e zeta, sendo que as classes delta e epsilon
sdo Unicas nesse grupo, € em D. melanogaster € A. gambiae essas duas classes foram
importantes para a adaptagao dessas espécies em seus ambientes (ENAYATI et al., 2005;
LIU et al., 2015). Um pequeno grupo de glutationa S-transferase ¢ altamente expresso
nos tubulos de Drosophila, sugerindo que essas enzimas podem ter papéis importantes na
fisiologia e bioquimica deste tecido (WANG et al., 2004).

O corpo gorduroso de Z. morio exibiu todas as classes de GSTs citadas e os
tubulos ndo exibiram apenas a classe zeta. GSTs delta e epsilon classes estao envolvidas

no metabolismo de produtos quimicos alogénicos e a classe sigma esta relacionada a
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fungdes constitutivas e também metabolismo de inseticidas (LIU et al., 2015). Como
citado anteriormente, um dos transcritos mais abundantes nos tubulos ¢ uma GST sigma
(FPKM 3303,65), enquanto que no corpo gorduroso uma GST epsilon foi a mais
abundante (FPKM 306,09). Em 7. molitor, uma GST da classe epsilon foi
especificamente distribuida no corpo gorduroso e entre as GSTs predominantemente
expressas nos tubulos de Malpighi uma delas pertencem a classe sigma (LIU et al.,

2015).

6.3.3.3. Alcool desidrogenase

A enzima melhor conhecida que participa da detoxificagdo nos tubulos ¢ a alcool
desidrogenase, considerada um dos genes classicos de Drosophila (DOW e DAVIES,
2006). A presenca de alcool desidrogenase in Drosophila é vista como uma adaptagdo
evolucionaria dos mosquitos a presenca de etanol formado nas frutas em inicio de
decomposi¢cdo (DOW e DAVIES, 2001). O alcool ¢ primeiro convertido a acetaldeido
pela alcool desidrogenase e em seguida a enzima aldeido desidrogenase o converte a
acetato. Os substratos da alcool desidrogenase incluem: alcoois alifaticos e aliciclicos e
compostos aromaticos enddgenos e exdogenos (OPPERMANN e MASER, 2000).

Nos tubulos de Malpighi essas enzimas atuam na protecdo contra os efeitos
toxicos do alcool neste tecido (ZHONG et al., 2013). Nos tubulos, espera-se que o
transporte ativo de compostos e reacdes de detoxificacdo ocorram nas células principais,
entretanto, a atividade da alcool desidrogenase foi detectada nas células estreladas de
Drosophila (DOW e DAVIES, 2001). Atividade do alcool desidrogenase também ¢
encontrada no intestino e corpo gorduroso, e atividade da aldeido desidrogenase ¢ maior
no intestino do que no corpo gorduroso de Drosophila (HEINSTRA et al., 1989).

A abundancia da 4lcool desidrogenase nos tibulos de Z morio foi baixa,
entretanto, no corpo gorduroso um transcrito similar a essa enzima exibiu abundancia de
FPKM 1388,48. Em ambos os tecidos, aldeido desidrogenase teve baixa abundancia. As
larvas de Z. morio possuem dieta pobre em frutas em decomposi¢do, portanto, a alcool
desidrogenase desta larva pode ter como substratos compostos enddgenos. Além da
oxidagdo de alccois, a alcool desidrogenase também cataliza a redugdo de quinonas

(OPPERMANN e MASER, 2000).
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6.3.4. Metabolismo de nitrogénio

Insetos terrestres possuem um sistema de excrecdo uricotélico, em que o
nitrogénio metabdlico derivado do metabolismo das purinas e aminoacidos ¢ excretado
na forma de 4cido urico (Fig. 21). O corpo gorduroso ¢ o principal local para a sintese do
acido urico em insetos e freqiientemente o acido urico € transportado para os tubulos de

Malpighi e intestino posterior (NATION, 2015).
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Figura 21: Via para a sintese de acido urico a partir de acidos nucléicos e proteinas. O intermediario
inosina monofosfato requer ATP para sua formagdo. Os passos da sintese de amonia e didxido de carbono

ndo ocorrem nos insetos. Adaptado de: KLOWDEN, 2007.

Os seguintes transcritos relacionados com a via de formagao de acido urico foram
encontrados em ambos os tecidos analisados: xantina desidrogenase, guanina desaminase
e adenosina desaminase. Dessa forma, ambos os tecidos possuem a capacidade de
metabolizar purinas e formar acido trico para excre¢do. Entretanto, transcritos similares

a xantina desidrogenase no corpo gorduroso exibiram menor abundancia do que nos
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tubulos. A riqueza de produtos génicos desta via pode estar relacionada com a dieta
destas larvas, pois o farelo de trigo ¢ considerado uma importante fonte de proteinas em
criacdoes de animais, cada 28 g do farelo possui 4 g de proteina, sendo que o excesso

dessa biomolécula gera nitrogénio que necessita ser metabolizado e excretado.
6.3.5. Biossintese de pigmentos no corpo gorduroso e tubulos de Malpighi

Em D. melanogaster, a coloragdo dos olhos ¢ devida a presenga de dois tipos de
pigmentos, omoécromos (marrom) derivados do aminoacido triptofano e pteridinas
(vermelho) sintetizadas a partir de guanosina trifosfato (SUMMERS et al., 1982).

A biossintese de pigmentos omocromos em Drosophila envolve uma via com
varias reacdes catalisadas por diferentes enzimas (Fig. 22). A principal fungao biologica
da enzima triptofano oxigenase ¢ degradar o excesso de triptofano, que pode ser
excretado, armazenado na forma de quinurenina ou 3-hidroxiquinurenina para excre¢ao

ou convertido em xantomantina.
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Figura 22: A: Via biossintética de pigmentos omécromos em insetos. B: Estruturas quimicas dos
compostos envolvidos na via biossintética de pigmentos omocromos. Adaptado de: SUMMERS et al.,

1982.

A formacdo de quinurenina a partir do triptofano ocorre ao longo do
desenvolvimento do individuo e nas larvas, o principal local para a sintese de
quinurenina em larvas ¢ o corpo gorduroso, enquanto que no adulto em desenvolvimento

a sintese ocorre no corpo gorduroso e olhos. A enzima que catalisa a conversdo da
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quinurenina a 3-hidroxiquinurenina ¢ encontrada principalmente nos tubulos de Malpighi
de larvas e nos olhos de adultos em desenvolvimento. Desse modo, durante a fase larval
a quinurenina formada no corpo gorduroso deve ser transportada para os tabulos para sua
conversao em 3-hidroxiquinurenina. A 3-hidroxiquinurenina acumulada durante a fase
larval parece ser sintetizada e armazenada principalmente nas células dos tubulos de
Malpighi (SUMMERS et al., 1982). A quinurenina também pode ser convertida em acido
quinurénico pela catidlise da enzima quinurenina aminotransferase e a 3-
hidroxiquinurenina pode ser convertida em acido xanturénico pela 3-hidroxiquinurenina
transaminase (HAN et al., 2007).

Guanosina trifosfato ¢ o precursor das pteridinas (Fig. 23A) e a enzima GTP
ciclohidrolase cataliza a primeira reagdo da via biossintética. Apos algumas reagoes,
ocorre a formacdo da isoxantopterina (Fig. 23B) por meio da catdlise da xantina
desidrogenase, enzima que também converte a xantina em hipoxantina no metabolismo

de purinas (SUMMERS et al., 1982).
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Pteridina Isoxantopteridina

Figura 23: Estrutura quimica de (A) pteridina e (B) isoxantopteridina. Fonte: SUMMERS et al., 1982.

A correlacdao de fenodtipos anormais em olhos e tibulos de Malpighi de larvas ¢
bem documentado em mutantes de cor em D. melanogaster. Uma grande variedade de
compostos que sdo tanto precursores de pigmentos oculares ou relacionados a esses
pigmentos em estrutura quimica sdo encontrados em tubulos de larvas. Alguns mutantes
de coloragdo de olhos de D. melanogaster podem possuir defeitos na capacidade de
captar ou armazenar os precursores dos pigmentos. Dessa forma, os tibulos ndo somente
estdo envolvidos na sintese e armazenamentos dos precursores dos pigmentos, mas
também possuem uma importante fungdo na excregdo de tais metabdlitos (SUMMERS et
al., 1982; DOW e DAVIES, 2003).

Enzimas envolvidas na biossintese desses pigmentos sdo encontradas em
diferentes tecidos, as enzimas triptofano oxigenase e xantina desidrogenase sdo

encontradas no corpo gorduroso e tubulos de Malpighi; quinurenina 3-monoxigenase nos
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tubulos; e a quinurenina formamidase no corpo gorduroso e outros tecidos (SUMMERS
et al., 1982). Estes dados sdo corroborados com nossos resultados, pois encontramos as
enzimas citadas nos tabulos e corpo gorduroso de larvas Z. morio, entretanto, em ambos
os tecidos essas enzimas mostraram baixa abundancia. A enzima triptofano oxigenase,
por exemplo, encontrada em ambos os tecidos exibiu abundancia FPKM 17,97 no corpo
gorduroso e FPKM 4,05 nos tabulos.

Os tubulos e corpo gorduroso de Z. morio também possuem transcritos similares a
quinurenina aminotransferase, no corpo gorduroso sua abundancia ¢ baixa, entretanto,
nos tubulos um transcrito exibiu abundancia de FPKM 133,28. A abundancia deste
transcrito foi a maior quando comparada com os outros transcritos relacionados com a
via do triptofano para a sintese de pigmentos omdcromos. Esses dados podem indicar que
em larvas de Z. morio a maior parte da quinurenina produzida ¢ convertida em acido

quinurénico.

6.4. Funcao das hexamerinas nos tibulos de Malpighi

Hexamerinas de insetos evoluiram das hemocianinas de crustaceos, mas perderam
a capacidade de se ligar ao oxigénio (BURMESTER et al, 1998). Hemocianinas estdo
presentes em Artropoda e Mollusca, embora essas proteinas tenham evoluido
independentemente nestes filos. Hemocianinas de artrépodes sdo hexameros com
subunidades que possuem em torno de 75 kDa e ja foram identificadas em Onychophora,
Chelicerata, crustdceos malacostracos, Myriapoda e em Plecoptera (BURMESTER e
HANKELN, 2007). As hexamerinas sdo constituidas por seis subunidades idénticas ou
muito semelhantes e cada uma possui cerca de 80 kDa. Estas proteinas ja foram isoladas
em varias espécies de insetos e podem ser encontradas acumuladas na hemolinfa nos
estagios larvais (BURMESTER, 1999).

Sugere-se que o acumulo de hexamerinas na fase larval tem a funcdo de
armazenamento de aminoacidos para o fornecimento destas moléculas em estagios em
que o individuo ndo se alimenta para a sintese de tecidos e proteinas do exoesqueleto
(BURMESTER, 1999). Além disto, algumas hexamerinas possuem a capacidades de se
ligar a pequenos compostos organicos, como por exemplo, a riboflavina em Lepidoptera
ou hormodnios juvenis em Orthoptera (BURMESTER et al., 1998). Uma proteina de

armazenamento que pode se ligar a alguns inseticidas foi isolada da hemolinfa de larvas
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de Heliothis zea (Lepidoptera). Devido ao seu alto contetido de aminoacidos aromaticos,
essa proteina foi denominada de arilforina e possui alta afinidade por certos xenobioticos,
como a dieldrina (inseticida) e trifluralina (herbicida), podendo atuar na detoxificacao de
xenobioticos (HAUNERLAND e BOWERS, 1986).

Em Diptera, duas classes diferentes de hexamerinas sdo expressas: arilforinas ou
LSP-1, que possuem altos niveis de grupos aromaticos e metionina; e LSP-2, que
possuem baixos niveis de grupos aromaticos ¢ metionina (BURMESTER et al., 1997).
As LSPs-1 sdo associadas com armazenamento, formagdo de cuticula e transporte de
ecdisona, enquanto que LSPs-2 estdo relacionadas somente com armazenamento,
entretanto, em C. vicina LSPs-2 possuem fung¢des ainda desconhecidas (BURMESTER et
al., 1997, BURMESTER, 1999). Hexamerinas, como a LSP-1 de C. vicina, podem se
ligar a ecdisteroides na fase larval. LSPS-1 também podem estar envolvidas na formacao
da cuticula, sendo que essas proteinas sdo incorporadas para uma matriz e
subsequentemente sofrem reticulacio (BURMESTER, 1999).

Alguns estudos ja apontaram a expressdao de hexamerinas em outros tecidos além
do corpo gorduroso, como as proteinas Hex-1 ¢ Hex-2 do cupim Reticulitermes flavipes
que sdo expressas na hemolinfa, cabeca e corpo gorduroso (ZHOU et al., 2006).

Um estudo sobre a expressdo de uma hexamerina, denominada storage protein-2,
na larva de Hyphantria cunea mostrou que houve expressao desta proteina nos tubulos,
embora seja menos expressa quando comparada com o corpo gorduroso. Supde-se que
essa hexamerina poderia possuir alguma funcdo especifica neste tecido, talvez
relacionada com a excrecdo, uma vez que j4 foi demonstrado que essas proteinas
possuem diversos papéis bioldgicos em outros grupos de insetos, como o transporte de
xenobioticos e riboflavina (HWANG et al., 2001).

Foi observado que o aumento de uma hexamerina (P82) de Heliothis virescens
que transporta riboflavina foi acompanhado pelo aumento do conteudo de riboflavina na
hemolinfa, tibulos de Malpighi e testiculos (MILLER e SILHACEK, 1993). Entretanto,
a maior parte do conteudo de riboflavina acumulado por meio da alimentacao ¢ excretado
pelos tibulos de Malpighi antes mesmo do aumento da concentragcdo da hexamerina que
se liga a esse composto (MAGEE et al., 1994).

Na lagarta de beterraba, Spodoptera exigua, a proteina de armazenamento SeHex
¢ expressa no corpo gorduroso, cuticula, intestino e tibulos de Malpighi; e a SeSPI ¢

expressa no corpo gorduroso, tubulos de Malpighi e traquéia. O RNA de interferéncia
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mostrou que essas hexamerinas possuem importantes fungdes na metamorfose,
reproducdo e no desenvolvimento do inseto. Tais resultados revelam um método em
potencial para controlar essa espécie, que € uma peste, por meio da interferéncia na
regulacao das proteinas de armazenamento (TANG et al., 2010).

A fungdo das hexamerinas nos tibulos ainda permanece desconhecida,
possivelmente poderiam estar envolvidas no transporte e excre¢do de compostos, uma
vez que essas proteinas podem se ligar a compostos, como riboflavina, hormonio juvenil,
ecdisona, biliverdina e xenobioticos (HAUNERLAND e BOWERS, 1986; MILLER e
SILHACEK, 1993; BURMESTER et al, 1998). A identidade do alinhamento da estrutura
primaria da hexamerina encontrada nos tibulos de Z. morio com as hexamerinas que se
ligam aos compostos citados variou 32-43%, assim as hexamerinas de Zophobas podem
nao estar envolvidas com a ligacao destes compostos

A andlise gendmica dos tabulos de Malpighi de Drosophila (WANG et al., 2004;
DOW e DAVIES, 2006; DOW, 2009), o transcriptoma dos tubulos de A. albobictus
(ESQUIVEL et al., 2016) e o estudo protedmico dos tubulos de B. mori (ZHONG et al.,
2013) ndo ressaltaram a presenca de hexamerinas em suas analises deste tecido.
Entretanto, nos tubulos de larvas de 4. aegypti um gene de hexamerina ¢ upregulated
quando comparado com esse tecido de adulto e possui abundancia de FPKM 682,97 (LI
et al., 2017). Os tabulos de Z. morio possuem hexamerina com abundancia de FPKM
79,32, que ¢ baixa quando comparada com a abundancia deste transcrito no corpo
gorduroso (Tabela 8), tecido onde essas proteinas s3o comumente expressas.
Notavelmente, as lanternas do diptero bioluminescente A. luminosa, que derivam dos
tubulos de Malpighi, apresentaram uma abundancia incomum de transcritos similares a

hexamerinas, indicando seu possivel envolvimento com o processo de bioluminescéncia.

6.5. FUNCAO DAS AMP-CoA LIGASES NOS TUBULOS DE MALPIGHI E CORPO
GORDUROSO

As AMP-ligases catalisam a adenilagdo que ¢ um processo bioldgico utilizado
para ativar substratos carboxilicos por meio da condensagdo com ATP com a liberacao
do pirofosfato e formagdo do carboxilato ativado. A enzima que catalisa a formacao do
adenilato também participa do segundo passo, onde um nucleéfilo (amina, alcool ou tiol)
reage com o intermediario para formag¢do do produto desejado liberando AMP

(VIVIANI, 2002; SCHMEIZ e NAISMITH, 2009). As AMP-CoA ligases estdo
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relacionadas a varias vias metabdlicas: como oxidacdo e biossintese de acidos graxos,
ativacdo de aminoacidos, bioluminescéncia em Coleoptera, ativagao de fenilpropondides
em vegetais e metabolismo de xenobioticos em figado e rins de mamiferos (KNIGHTS e
DROGEMULLER, 2000; STUIBLE et al., 2000, VIVIANI, 2002; SCHMEIZ e
NAISMITH, 2009). As enzimas acil-CoA sintetases em mamiferos, além de estarem
associadas a ativagdo de acidos graxos de cadeia média, também estdo relacionadas com
a fase Il na detoxifica¢do de xenobiodticos € exibem uma variedade de substratos, como 4-
clorobenzoato, 4-aminobenzoato e hexanoato (KNIGHTS e DROGEMULLER, 2000).

Entretanto, estudos sobre enzimas da familia das AMP-CoA ligases em insetos,
com exce¢do de luciferases de coledpteros, sdo ausentes. A origem, evolucdo e
diversificacao desta importante familia de enzimas permanecem um mistério. Enzimas
tipo luciferases (protoluciferase) encontradas em Coleoptera ndo bioluminescentes, como
Z.morio, podem servir como modelo para o entendimento do surgimento e evolugdo da
bioluminescéncia e novas fungdes metabolicas das ligases nesse grupo de insetos
(VIVIANI et al., 2009).

Nossos resultados indicaram que os tubulos e corpo gorduroso de Zophobas
possuem varias isoformas de AMP-CoA ligases e que sdo similares a 4-cumarato-ligases
(4CLs), exibindo identidade de ~ 40%. A comparagdo dos transcriptomas de tecidos
fotogénicos e nao-fotogénicos dos coledpteros bioluminescentes P. hirtus com o a regiao
abdominal da espécie nao-bioluminescente Chauliognathus opacus também indicou a
presenga de ligases similares a 4CLs, 13 coOpias nas lanternas e uma copia no corpo
gorduroso de P. hirtus, e em C. opacus aproximadamente 40 copias (AMARAL et al.,
2017a). Alinhamentos entre essas ligases de C. opacus e do corpo gorduroso de Z. morio
exibiram 21-52% de identidade. Esses resultados indicam que insetos, pelo menos
Coleoptera, expressam distintas isoformas de CoA ligases em diferentes tecidos. Plantas
também expressam varias isoformas de 4CLs em diferentes tecidos e € proposto que as
1soformas poderiam ter se especializado em ativar diferentes substratos (SCHNEIDER et
al., 2003).

A andlise filogenética das AMP-CoA ligases (Fig. 16) mostrou que as relagdes
entre 4CLs de 4. thaliana e de Streptomyces, AMP-CoA ligases de C. quinquefasciatus e
de A. aegypti, e 2-succnilbenzoato-CoA ligase nao sao bem definidas, e as ligases de
Zopohobas obtidas nesta analise s3o mais proximas de 4CLs e outras AMP-CoA ligases

de insetos. Isso pode indicar que a divergéncia destes 3 subgrupos de AMP-CoA ligases
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¢ recente. Além disso, a baixa similaridade destas proteinas com as atuais luciferases de

besouros indica claramente que os substratos carboxilicos delas sdo distintos.

6.5.1. Inferéncia dos substratos das AMP-CoA ligases de Z. morio

Considerando que as AMP-CoA ligases presentes nos tubulos de Malpighi e no
corpo gorduroso de Z. morio sao similares a 4CLs, a comparagdo dos moddulos de
especificidade aos substratos carboxilicos das isoformas de 4CLs em vegetais com as
ligases de Z.morio pode ajudar a inferir os possiveis substratos das ligases encontradas
nestes tecidos. Em vegetais, as 4CLs catalizam a ativacdo de 4-cumarato e outros
derivados do acido cinamico, como acido feralico e caféico (Fig. 24), participando de
uma série de reacdes conhecidas como metabolismo do fenilpropanoide nas plantas. Os
compostos fenilpropanodides possuem diversas fungdes: componente estrutural (lignina e
suberina), protecdo contra estresse bidtico e abidtico, moléculas sinalizadoras e

pigmentos de flores (STUIBLE et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2003).

O R, R, R, Nome quimico
N H H cinAmico
OH OH H  p-cumirico
OH OH H caféico
R4 R3 OH OCH, H ferlico

Ra

Figura 24: Estrutura quimica dos principais acidos cindmicos. Adaptado de: ADISAKWATTANA et al.,
2009.

A estrutura tridimensional do sitio de espeficidade da isoforma At4CL2, que
possui maior especificidade ao 4cido caf€ico, propde que os derivados de acido cindmico
sdo posicionados no SBP (substrate binding pocket) de maneira estritamente orientada e
que a ligacdo de hidrogénio entre N256 e o grupo 4-hidroxil do 4cido cumarico e
derivados estabilizam a orientagdao do substrato (Fig. 25) (SCHNEIDER et al., 2003). Na
posi¢ao correspondente a 256 de At4CL2, as ligases de Z. morio exibiram um residuo de

treonina, que também poderia estabilizar os derivados de &cido cinamico no SBP.
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Figura 25: Modelo 3D do SBP da isoforma At4CL2. O modelo mostra os 12 residuos de aminoacidos
envolvidos na ligagdo ao acido caféico. A linha pontilhada representa uma ligagdo de hidrogénio. Fonte:

SCHNEIDER et al., 2003.

A isoforma At4CL2 ¢ inativa na presenca de acido fertlico, entretanto, mutantes
na posi¢cdo 293 ou 320 que possuem aminoacidos pequenos, como leucina e prolina,
ativam o acido fertlico. A enzima tipo selvagem exibe M293 e K320 e a presenga destes
residuos volumosos impedem que o grupo 3-metoxi do acido fertlico se ligue no SBP
por exclusdo de tamanho do substrato. Nessas posicdes, as ligases de Z. morio também
possuem residuos volumosos, fenilalanina e valina, que, portanto, previvem a ativacao
de 4cido ferulico.

A exclusao por tamanho do substrato de acordo com o SBP também foi proposta
para a isoforma 4CL1 de Populus tomentosa que possui preferencialmente como
substrato o acido ctimarico. Foi proposto para esta isoforma que o residuo S240, que nas
ligases de Zophobas ¢ uma treonina, ¢ essencial para ligagdo com o substrato, pois forma
ligacdo de hidrogénio (HU et al., 2010). Algumas 4CLs de vegetais possuem uma
delecdo na V338 que permite que substratos maiores, como o acido sindpico, possam
entrar no SBP (HU et al., 2010). Nessa posicdo, as ligases de Zophobas exibem uma
metionina que ¢ um residuo que apresenta uma cadeia lateral longa que também poderia
nao permitir a ligagdo de susbstratos maiores ao SBP. Portanto, pode ser inferido que as
ligases de Zophobas também sejam capazes de ativar derivados de acidos cindmico,

como o cumarico e caféico, exceto o acido ferulico e acido sindpico.
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A presenca de enzimas tipo cumarato ligases em insetos € surpreendente, pois
estas enzimas sdo exclusivas do metabolismo fenilpropandide de vegetais. Como
derivados do acido cinamico, como o caféico, cumarico e ferulico; sdo encontrados em
farelo de trigo (ONYENEHO ¢ HETTIARACHCHY, 1992), a presen¢a de enzimas tipo
cumarato ligases em tubulos de larvas de Z. morio poderia estar envolvida na ativagdo e

detoxificacdo de acidos fenolicos provenientes da dieta.

6.5.2. Comparacao das AMP-CoA ligases dos tibulos de Malpighi com a enzima

tipo luciferase

Uma enzima tipo luciferase (protoluciferase) que apresenta uma fraca atividade
luminescente na presenca de ATP e D-luciferina de vagalumes foi clonada dos tabulos de
Z. morio (VIVIANI et al, 2009). Em ambos os tecidos analisados, os transcritos similares
a AMP-CoA ligases exibiram identidade variavel de 21-92% com a enzima tipo
luciferase previamente clonada dos tibulos desta espécie. As ligases obtidas do
transcriptoma apresentam em suas sequéncias o residuo H281 que ¢ invariavel nas
luciferases de vagalume (H245 da sequencia de P. pyralis) e favorece a acomodagdo da
luciferina (BRANCHINI et al., 1998). Entretanto, a enzima tipo luciferase previamente
clonada dos tubulos possui um triptofano nessa posi¢ao (W208) que modifica a
polaridade da cavidade e remove a ligacdo de hidrogénio com o grupo carboxila da
luciferina. Na protoluciferase, a regido CGYDCR ¢ mais curta, portanto, muda
drasticamente o volume desta regido da cavidade que esta relacionada com a ligacao do
anel benzotiazolico (PRADO et al., 2016). Nas AMP-CoA ligases analisadas, essa regiao
aparentemente ndo ¢ menor, mas ainda nao temos dados se essas isoformas podem se
ligar a luciferina. De modo geral, a protoluciferase, apesar de utilizar a luciferina como
susbtrato alternativo, ndo possui requerimentos estruturais para aceitar D-luciferina como
um bom substrato. De fato, essa enzima possui amplo espectro de substratos
carboxilicos, entre os preferenciais seriam acidos graxos de cadeia curta e 4-
clorobenzoato (PRADO et al., 2016).

A fun¢do da enzima tipo luciferase e de outras AMP-CoA ligases nos tibulos de
Malpighi permanecem desconhecidas, embora varias evidéncias apontam que a enzima
tipo luciferase esteja envolvida na detoxificagdo/excrecao de acidos carboxilicos nos

tubulos (PRADO et al., 2016).
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Considerando-se que: (1) insetos ndo possuem o metabolismo fenilpropandide
como as plantas, (2) acido graxo sintetases (AMP-CoA ligases) de mamiferos estao
envolvidas com a fase Il de detoxificacao de xenobidticos carboxilicos nos rins (analogos
aos tubulos de insetos) e figados de mamiferos (KNIGHTS e DROGEMULLER, 2000),
(3) a semelhanga existente entre as ligases encontradas nos tubulos e corpo gorduroso em
Z. morio e 4CLs de plantas que podem ativar varios substratos carboxilicos, e (4) que
acidos cumaricos desempenham um papel de defesa quimica contra insetos nas plantas,
sugere-se que as enzimas tipo cumarato ligases nos tubulos possam participar do
processo de excrecao e detoxificacdo de 4cidos oriundos da dieta de farelo de trigo, que
possui acidos fénolicos em sua composi¢do, como o caféico, cumarico e fertlico
(ONYENEHO e HETTIARACHCHY, 1992). Alternativamente poderiam estar
envolvidas no processo de ativacdo de acidos estruturalmente semelhantes a acidos do

metabolismo fenilpropandides de plantas na biossintese de pigmentos de insetos.

6.6. RELACAO MOLECULAR ENTRE OS TUBULOS DE MALPIGHI E A ORIGEM
DAS LANTERNAS NO DIPTERO BIOLUMINESCENTE Arachnocampa spp.

As lanternas do diptero bioluminescente Archnocampa derivam dos tibulos de
Malpighi. Deste modo ¢ interessante comparar o perfil transcricional destes Orgaos
ontogeneticamente relacionados, para melhor entender a diversificacao funcional a nivel
molecular, especialmente a relagcdo entre as funcdes originais dos tubulos de Malpighi e a
origem da bioluminescéncia em dipteros.

Pouco se sabe sobre os genes expressos nas lanternas de organismos
bioluminescentes. A primeira analise do perfil dos transcritos das laternas de 4. luminosa
indicou a abundancia de enzimas AMP-CoA ligases, especialmente de hexamerinas,
proteinas ribossomais, enzimas envolvidas em vias de detoxificagdo, proteinas de
ligacdo, e outros (SILVA et al., 2015b). Uma andlise posterior por sequenciamento de
nova geragao do transcriptoma das lanternas de A. luminosa em conjunto com a
expressao diferencial do o6rgdo luminoso em comparagdo com o resto do corpo
identificou seis transcritos que podem estar envolvidos na bioluminescéncia. Trés desses
transcritos sao proteinas que pertencem a superfamilia das CoA ligases, superfamilia que
engloba as luciferases de vagalumes, sendo que estas trés proteinas sdo possiveis

candidatas a luciferase desta espécie. Os outros trés transcritos diferencialmente
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expressos nas lanternas foram as proteinas aminoacilase, proteina de ligacdo a
fosfotidiletanolamina e glutationa S-transferase (SHARPE et al., 2015).

Uma analise dos genes expressos mais representativos nas lanternas do vagalume
Macrolampis sp. mostrou alta porcentagem de produtos génicos mitocondriais, o que €
esperado em um tecido com muita atividade metabodlica, e enzimas envolvidas na
biossintese e controle hormonal (VIVIANI et al., 2012). As lanternas laterais de P. hirtus
expressaram transcritos relacionados a formacdo de cuticula, luciferases, enzimas de
regeneragdo de luciferina (LRE), biossintese de feromodnios, e outros (AMARAL et al.,
2017a). Embora o sistema bioluminescente encontrado em coledpteros seja
evolutivamente distinto do sistema encontrado em dipteros (VIVIANI et al., 2002) pode-
se fazer uma comparacdo funcional entre os transcritos génicos presentes nessas
lanternas.

Apesar de serem ontogeneticamente relacionados com os tibulos de Malpighi, as
lanternas de A. luminosa ndo mostraram transcritos similares a transportadores de ions
relacionados a produg¢do de urina, aquaporinas e proteinas relacionadas a jungdes
celulares comuns nos tibulos de Malpighi. As células das lanternas perderam suas
caracteristicas de células epiteliais ao adquirirem modifica¢des celulares para a produgao
de luz (GREEN, 1979b), tal afirmacdo pode explicar a auséncia dos transcritos citados
que poderiam estar envolvidos na excre¢ao e osmorregulagao.

Embora as lanternas de A. luminosa nao apresentem transcritos relacionados a
osmorregulagdo, elas exibiram transcritos relacionados a detoxificagdo, como citocromos
P450 (3 transcritos), glutationa S-transferases (11 transcritos) e alcool desidrogenase (2
transcritos), tipicos dos tubulos de Malpighi (WANG et al.,, 2004; DOW, 2009;
CHACHINE et al., 2012). As isoformas de citocromos P450 foram: 1A1, 6AS17 e 6al4,
destes, apenas a isoforma 6al4 foi encontrada nos tibulos de Z. morio e esse citocromo
P450 pode estar relacionado ao metabolismo de hormonios e detoxificagdo de
xenobioticos. Em humanos, o P450 1A1 possui substratos enddgenos, como acido
araquidonico, e xenobioticos (WALSH et al., 2013). Os transcritos similares a glutationa
S-transferase pertencem a classe 6mega, teta, delta epsilon. Glutationas da classe delta e
epsilon estdo envolvidas no metabolismo de produtos quimicos alogénicos (LIU et al.,
2015). A presenca de enzimas de vias de detoxificacao indica que, embora tenha ocorrido
a modificagao das células tubulares para a produgdo de luz, essas vias foram preservadas

nessas células.
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Em relagdo ao metabolismo do nitrogénio, que ocorre nos tubulos de Malpighi,
nas lanternas foi obtida apenas uma sequencia similar a uricase e nenhuma outra enzima
desta via. A enzima uricase (urato oxidase) cataliza a quebra de acido trico formando a
alantoina (KLOWDEN, 2007). Em Drosophila, a uricase ¢ expressa nos olhos de adultos
e nas células principais dos tubulos em larvas de 3° instar e adultos. Espécies
relacionadas de Drosophila também apresentaram a expressdo dessa enzima em certas
fases de vida. Uma provavel explicacdao ¢ que a via da uricase para a sintese da alantoina
fornece uma capacidade extra em estagios de vida, como no ultimo estagio larval, em que
o individuo aumenta intensivamente a ingestdo de alimentos (DOW e DAVIES, 2003).
Nos tubulos de Z. morio ndo foi obtido nenhum transcrito que possui a predi¢do de ser
essa enzima, portanto, larvas de Z. morio (Gltimo estagio larval) ndo ocorre a formagao
de alant6ina para excre¢ao como em algumas espécies de Drosophila. Pode-se supor que
nas lanternas de 4. luminosa o acido urico formado no corpo gorduroso e nos tibulos ¢
convertido para alantoina para armazenamento ou excrecao.

Foi proposto que o acido xanturénico, derivado da via do metabolismo do
triptofano que ocorre nos tubulos, pode ser um dos precursores da luciferina de A.
luminosa (WATKINS, 2016), este acido pode ser formado a partir da 3-
hidroxiquinurenina por meio da catdlise da 3-hidroxiquenurenina transaminase (HAN et
al., 2007). Intrigantemente nao foi obtida nenhuma sequencia similar a enzimas desta via
nas lanternas de Arachnocampa. Se algum dos precursores da luciferina for qualquer
intermediario da via de pigmentos omodcromos (Fig. 20) pode-se supor que ele seja
sintetizado em outro tecido, como a por¢do anterior dos tibulos, e transportado para as
lanternas.

Recentemente, Trowell et al. (2016) descreveram a clonagem e caracterizagdo da
luciferase de A. richardsae (~59 kDa). Esta enzima apresentou alto grau de identidade
com a enzima tipo luciferase de A. luminosa clonada pelo Prof. Dr. Vadim Viviani (~
95%). Os autores também afirmaram que a luciferina de Arachnocampa ¢ a mesma de
vagalumes, e que essa enzima produziria luz azul na presenca de D-luciferina de
vagalumes. Entretanto, Viviani et al. (2002) mostraram que a enzima tipo luciferase de

Arachnocampa luminosa nado ¢ reativa com luciferina de vagalumes.
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6.6.1. Funcao das hexamerinas nas lanternas de A. luminosa

Surpreendentemente, em nossa analise, proteinas da familia das hexamerinas
foram os transcritos mais abundantes encontrados nas lanternas de A. /uminosa. Essas
proteinas sd3o mais similares a hexamerinas de C. quinquefasciatus, mostrando cerca de
60% de identidade, o que foi corroborado por nossa analise filogenética que formou um
grupo com alto valor de suporte para as hexamerinas de Diptera (Fig. 14). A presenga de
hexamerinas nas lanternas de A. luminosa também foi confirmada por espectrometria de
massas de bandas (75 kDa) excisadas de gel de SDS-PAGE de amostras parcialmente
purificadas das lanternas (SILVA et al., 2015b).

Em bacterias o FMNH2, derivado de riboflavina, constitui a luciferina e na reagao
bioluminescente a luciferase heterodimérica (a - P) catalisa a oxidagdao da flavina e de
aldeido de cadeia longa (FRANCKMAN et al, 1990). Proteinas que se ligam a
riboflavinas s3o uma subfamilia dentro das hexamerinas e ja foram identificadas em duas
ordens de insetos, Lepidoptera e Coleoptera. Uma hexamerina que se liga a riboflavina
foi isolada da hemolinfa de H. cecropia, sendo confirmada a presenga de um grupo
sulfidrila que ¢é responsavel pela sua ligagdo (MAGGEE et al, 1994).

Devido a sua abundancia relativa, pode-se inferir que as hexamerinas representam
uma importante funcao na fisiologia e bioluminescéncia nas lanternas de Arachnocampa.
Devido ao fato de algumas hexamerinas poderem se ligar a pequenas moléculas, como a
LSP-1 que ¢ proxima das hexamerinas de 4. luminosa, ¢ possivel que nas lanternas elas
possam estar envolvidas na ligacdo e armazenamento de luciferina, molécula que ¢ muito

instavel nessa espécie.

6.6.2. Funcio das enzimas tipo luciferase nas lanternas de 4. luminosa

Devido algumas enzimas tipo luciferases em insetos coleopteros nao
bioluminescentes mostrarem fraca bioluminescéncia em presenca de D-luciferina, ¢
possivel que as enzimas tipo luciferases de A. luminosa também possam adenilar e
talvez oxidar sua respectiva luciferina produzindo luz de maneira similar as luciferases
de Coleoptera. Entretanto, nao foi obtida atividade de luminescéncia quando a enzima
tipo luciferase de A. luminosa clonada por PCR foi testada com D-luciferina de

vagalume (SILVA et al., 2015b). A falta de atividade pode ser devida ao fato desta
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enzima tipo luciferase ndo corresponder de fato a luciferase de Arachnocampa, ou
ainda, pela auséncia de algum co-fator necessario na reagao de bioluminescéncia.

Notavelmente, foi relatado que enzimas tipo luciferase na espécie A. richardsae
constituem a luciferase deste sistema bioluminescente e que a luciferina de
Arachnocampa ¢ igual aquela de vagalumes (TROWELL et al., 2016), um resultado que
nunca foi corroborado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Vadim Viviani, apesar de
inimeras tentativas e do fato da luciferina de vagalumes ndo ter estrutura quimica
compativel com a emissdo de quimioluminescéncia azul (VIVIANI et al., 2002,
comunicagdo pessoal).

A andlise filogenética mostrou que a enzima tipo luciferase de 4. luminosa,
previamente isolada pelo Prof. Dr. Vadim Viviani, que ¢ igual aos transcritos obtidos
em nossa analise, ¢ mais proxima da enzima tipo luciferase de D. melanogaster
(CG6178) (Fig. 16), um produto génico que mostrou ter atividade luciferdsica na
presenga de um andlogo de adenilato de luciferina de vagalume (MOFFORD et al.,

2014).

6.6.3. Relacio entre CoA-ligases, detoxificacdo de xenoboticos carboxilicos e origem

da bioluminescéncia nos tibulos de Malpighi

A presenca de enzimas tipo luciferase nos tubulos de Malpighi de Zophobas,
uma espécie nao bioluminescente, que produz bioluminescéncia na presenca de ATP e
luciferina de vagalume, um xenobidtioco para esta espécie; leva a suposicdo que AMP-
CoA ligases podem estar envolvidas na detoxificagdo de xenobidticos carboxilicos ou
excre¢ao neste tecido, de forma analoga as acil-CoA sintetases nos rins (VIVIANI et al.,
2009). A obtencdo de AMP-CoA ligases, similares a 4-cumarato ligases, nos tubulos
também indicam que essas enzimas poderiam atuar na detoxificacdo de derivados de
acidos cumaricos provenientes da dieta, ja que alguns destes compostos produzidos por
plantas tem funcdo de defesa contra insetos A presenca de enzimas tipo luciferases e
enzimas envolvidas em detoxificagdo nas lanternas de A. luminosa fornece forte
evidéncia de uma relagdo evolutiva entre detoxificacdo de 4cidos carboxilicos nos
tubulos e a origem da bioluminescéncia em Diptera. O encontro fortuito entre uma
AMP-CoA ligase ancestral generalista envolvida na detoxificagdo/excrecao de

substratos  carboxilicos com um  substrato  potencialmente  oxidavel e
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quimioluminescente pode ter originado as protoluciferases, levando a evolugdo de
diferentes sistemas bioluminescentes em Diptera e Coleoptera (VIVIANI et al., 2009;

2010; SILVA et al., 2015b).
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7. CONCLUSOES

No conjunto, a analise dos transcriptomas dos tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso de Z. morio mostrou a versatilidade fisiologica destes tecidos em uma larva de
Coleoptera. Embora estes tecidos tenham uma funcdo geral diferente nos insetos, eles
compartilham algumas fung¢des, como no metabolismo de nitrogénio; envolvimento na
imunidade; metabolismo de compostos endogenos, como hormonios; detoxificagdo de
compostos toxicos e biossintese de pigmentos. O mais interessante ¢ a presenga de AMP-
CoA ligases nestes tecidos, especialmente enzimas tipo cumarato ligases que sdo
exclusivas de plantas, e a sua possivel possivel associacdo com processos de
detoxificagdo/excrecdo de acidos cumaricos provenientes da dieta ou envolvidas no
processo de ativacao de acidos estruturalmente semelhantes na biossintese de pigmentos
de insetos. Finalmente, a presenca de enzimas tipo luciferase nos tibulos de Malpighi de
besouros e nas lanternas de A. luminosa, que derivam dos tubulos, reforcam uma possivel
relacdo entre CoA ligases, detoxificagdo de acidos carboxilicos aromaticos nos tubulos

de Malpighi e origem e evolucao da bioluminescéncia em Diptera.
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8. PERSPECTIVAS

No presente projeto encontramos AMP-CoA ligases nos tubulos de Malpighi,
cujas funcdes permanecem desconhecidas. Além disto, também foram encontradas em
nosso estudo enzimas tipo-luciferases, que também sao AMP-CoA-ligases, e abundancia
de proteinas da superfamilia das hexamerinas nas lanternas de Arachnocampa, indicando
sua implicacdo no processo de bioluminescéncia. Para melhor entender a funcao destes
transcritos na fisiologia destes importantes 6rgaos em larvas de besouros e lanternas de
dipteros, havera necessidade de comparar o seu nivel de expressao por técnicas de PCR
em tempo real. Assim planejamos realizar a andlise funcional das AMP-CoA ligases
encontradas nos tabulos de Malpighi e corpo gorduroso de Zophobas morio, enzimas tipo
luciferases e hexamerinas de lanternas de Arachoncampa por meio da clonagem,
expressdo e caracterizagdo destes produtos gé€nicos. O sequenciamento completo de
AMP-CoA ligases dos tiibulos e corpo gorduroso de Z. morio estd sendo realizado e

enzimas tipo luciferase estao sendo clonadas e investigadas.
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