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PROTEINAS DE RESPOSTA IMUNE EXPRESSAS NA HEMOLINFA DA Diatraea
saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) EM RESPOSTA A DIFERENTES
MICRORGANISMOS

A Diatraea saccharalis € a praga responsavel por grandes perdas econ6micas a
cultura da cana-de-acucar. Assim como outros integrantes da ordem Lepidoptera, a
D. saccharalis possui resposta imunoldgica inata rapida e eficiente, constituida por
barreira priméaria de defesa, resposta imune celular e resposta imune humoral. Os
peptideos antimicrobianos (PAMs) sédo parte da resposta imune humoral que
apresentam caracteristicas catidnicas e anfifilicas, além de sua massa molecular
baixa, 0 que os tornam potenciais agentes terapéuticos. Neste estudo foram
analisadas proteinas com baixa massa molecular, diferencialmente expressas na
hemolinfa da D. saccharalis, ap0s os intervalos de 6 e 12 horas de inducdo da
resposta imune humoral com diferentes microrganismos em comparac¢ao as lagartas
nao desafiadas (controle). As lagartas em 5° instar foram divididas em grupos (n=
50) e submetidas a desafios sépticos de 6 e 12 horas: controle (grupo 1), desafiadas
por Bacillus subtilis ATCC 6623 (grupo 2), desafiadas por Escherichia coli ATCC
11229 (grupo 3) e desafiadas por Beauveria bassiana cepa 88 (grupo 4). Em cada
lagarta foi inoculada uma concentracdo conhecida do microrganismo e, apdés o
tempo estabelecido, a hemolinfa foi coletada. As proteinas de baixa massa
molecular foram obtidas submetendo cada amostra de hemolinfa a uma solucéao de
extragdo contendo Metanol, Acido Acético e Agua. Posteriormente, 0s extratos
proteicos foram concentrados em colunas e a dosagem proteica realizada em 280
nm. Aproximadamente 500 pg de proteinas foram submetidas a eletroforese
bidimensional (2-DE). Os spots foram retirados dos géis, digeridos com Tripsina, e
submetidos a espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF/ToF. A identificacdo das
proteinas ortdlogas foi realizada utilizando os dados obtidos contra os dados
disponiveis no servidor online MASCOT (Matrixscience), especificando a base de
dados (NCBI e Swissprot) para Drosophila melanogaster e um banco interno de
Lepidoptera. A ferramenta Tagldent foi utilizada para a busca de proteinas por meio
de suas massas moleculares e ponto isoelétrico. Foram identificadas dezoito
proteinas, das quais doze se mostraram envolvidas com a resposta imune em D.
saccharalis. O desafio séptico de 6 horas com B. subtilis foi responsavel pela
alteracdo na expressao da proteina de reconhecimento de peptideoglicano (PGRP),
pelo aumento da expressdo da proteina ligadora de quitina e pela inducdo da
expressao de proteinas como a Atacina-A e a proteina inibidora de serino-protease.
O desafio imunolégico de 6 horas com E. coli levou ao aumento da expressao de
uma provavel proteina de defesa. Os desafios de 12 horas utilizando as bactérias B.
subtilis e E. coli se mostraram responsaveis pelo aumento da expressdo da
Lisozima. O desafio de 6 horas com B. bassiana causou indug¢do da expresséo de
uma Cecropina A2 e uma possivel Drosomicina. Por sua vez, ap6s o desafio fungico
de 12 horas, houve a inducéo da expressao da proteina multifuncional Apolipoforina-
3. Concluiu-se que desafios sépticos com diferentes microrganismos foram capazes
de alterar a expressdo de algumas proteinas envolvidas na resposta imune em D.
saccharalis, importantes para o entendimento deste processo e também para o
apontamento de substancias com fun¢des antimicrobianas.

Palavras-chave: PAMs; resposta imune inata; Lepidoptera



IMMUNE RESPONSE PROTEINS EXPRESSED IN THE HEMOLYMPH OF
DIATRAEA SACCHARALIS (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) IN RESPONSE TO
DIFFERENT MICRORGANISMS

The Diatraea saccharalis is the pest responsible for a great economic loss to the
cultivation of sugar cane. As well as others members of Lepidoptera order, the D.
saccharalis has a fast and efficient immune innate response, characterized by
primary defense barrier, cellular immune response and humoral immune response.
The antimicrobial peptides (AMPSs) are included in humoral immune response that
show cationic and amphiphilic characteristics besides its low molecular weight, what
makes them potentially therapeutic agents. In this study were analyzed proteins with
low molecular weight differently expressed in the hemolymph of D. saccharalis, after
the interval of six and twelve hours of humoral immune response induction with
different microorganisms compared to non-challenged worms (control). The 5th instar
worms were divided in groups (n= 50) and submitted to six and twelve hours of septic
challenges: control (group 1), challenged by Bacillus subtilis ATCC 6623 (group 2),
challenged by Escherichia coli ATCC 11229 (group 3), and challenged by Beauveria
bassiana 88 strain (group 4). In each worm was inoculated a known concentration of
microorganism, and after the established time, the hemolymph was collected. The
low molecular weight proteins were obtained submitting each hemolymph sample to
an extraction solution containing Methanol, Acetic Acid and Water. After that, the
protein extracts were concentrated in columns and protein dosage was realized in
280 nm. About 500 ug of proteins were submitted to two-dimensional electrophoresis
(2-DE). The spots were excised from gels, digested with Tripsin and submitted to
MALDI-ToF/ToF type mass spectrometry. The identification of protein orthologs was
realized using the obtained data against the data available on the MASCOT online
server (Matrix science), with the database (NCBI and Swiss rot) specified for
Drosophila melanogaster and an internal database of Lepidoptera. The Tagldent tool
was utilized for searching proteins through their molecular weight and isoelectric
point. It was possible to identify eighteen proteins, of which twelve demonstrated to
be involved with immune response in D. saccharalis. The six hours septic challenge
with B. subtilis was responsible for modification of expression of Peptidoglycan
recognition protein (PGRP), for increase of expression of Chitin-binding protein and
for induction of expression of proteins like the Attacin-A and the Serine-protease
inhibitor-like. The six hours septic challenge with E. coli increased the expression of a
putative defense protein. The twelve hours septic challenge using B. subtilis and E.
coli were responsible for increase of expression of Lysozyme. The six hours septic
challenge with B. bassiana induced of expression of a Cecropin A2 and a
Drosomycin-like. On the order hand, after twelve hours of fungal challenge, there
was the induction of expression of multifunctional protein Apolipophorin-3. It was
concluded that the septic challenge with different microorganisms were capable of
change the expression of some proteins involved in the immune response in D.
saccharalis, significant for understanding this process as well as for pointing the
substances with antimicrobial functions.

Keywords: AMPs; innate immune response; Lepidoptera.



SUMARIO

1 11 PP v

A B ST R A T o e et Y

LISTA DE TABELAS ..o e e e e e eaas Vil
LISTA DE FIGURAS .ot e e e viii
INTRODUGCAO DA DISSERTACGAOD ..ottt 9

OBUIETIVOS ..ot e e e e e e e e e e e e eenans 10
(@] 0 =2 A 0 T CT=T - | PR 10
ODbjetivoS ESPECITICOS ......oeveiieiiie e e 10
REVISAO DE LITERATURA ....ooiiieieceeeete ettt ee ettt san e 11
Diatraea SACCNANAIIS ........cciiiiiiiiii s 11
Resposta imunol0gica dOS INSELOS .......cceieiiiiiiiiiiiieee e 12
Peptideos antimiCrobIan0s .........c..uuiiiiiiiii e 14
Peptideos antimicrobian0s €M INSELOS..........ccuviiiiiiiieeeie e 16
Resisténcia aos antibDiOtiCOS ...........uuuiiiiiiieieieec e 17
Busca por NOVOS antiDIOtICOS..........uuuuiiiie e 19
Abordagem protedmica para identificacdo de novos PAMS ..........cccvvvvvevvveeeeennnnn. 21
CAPITULO |ttt 23

Proteinas de resposta imune expressas na hemolinfa da Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) em resposta a diferentes microrganismos. (Artigo
submetido a revista Archives os Insect Biochemistry and Phisiology, QUALIS/CAPES
B2)

RESUMO . ...ttt e e e e e 23

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et e et e e te e eneesreenes 24

vi



MATERIAIS E METODOS ......ooviiiiiiieieeie ettt ettt eae s 25

Manutencdo da cultura de D. saccharalis ...........cccooeeeeiiiiiiiiiii e, 25
Desafio imunologico das lagartas de 5% instar............oouuceiiiiiiiiiiiceiiiiie e 25
Coleta das amostras de hemolinfa ...........ccoooviiiiiiiii e 26
Extracdo das proteinas da hemolinfa ..........ccccccceeiii i, 26
Dosagem de proteinas N0 extrato ProteiCO ..........ccevveeeeeeeveiiiiiiiiie e e e e e 26
Focalizacao isoelétrica (IEF) das proteinas extraidas..........cccceeeeeevieiiiiiiinnneeennn, 27

Eletroforese bidimensional (2-DE), analise das imagens de géis e digestdo com

B I 0171 - ST 27

Espectrometria de massas MALDI-ToF/ToF (Matri-Assisted Laser Desorption

[[o] g 172= Ui (o] 1 ) FS TN 28
Identificacdo de proteinas nas bases de dados .............ccc.evvevivviiiiieiiiiiiiii, 28
RESULTADOS . ...t e et e e e e e e e e e e e e e eeaa e eeees 29
Dosagem de proteinas nas amostras controle e desafiadas............ccccccceeeeeennn. 29
Eletroforese bidimensional (2-DE).......ccooooiiiiiiiiiiiie e 29
Identificac@o de proteinas nas bases de dados ..........ccooevvviiiiiiiiieiiiieeie e, 36
DISCUSSAD ...ttt ettt 40
CONCLUSAD ...ttt 44
CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO ......ooiiviiieceececeeeee e 45
CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooviiiiiiiiiieieieieieie et 46
Referéncias bibliograficas da revisédo de literatura...........cccccceevveiieiiiiviiiiciiieeeee, 46
Referéncias bibliograficas do Capitulo | ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 51

vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Extrato proteico das amostras de hemolinfa de D. saccharalis coletadas 6 e
12 horas apOs INJUMA SEPLICA......uuuiiieeeeeeeieee et e e e e e e e e e e e e e aaaas 35

Tabela 2 Spots diferencialmente expressos no extrato proteico da hemolinfa das
lagartas de D. saccharalis apés desafios sépticos de 6 horas com diferentes
L aToT o o F= T T IS 1 0 1SS 38

Tabela 3 Spots expressos no extrato proteico da hemolinfa de D. saccharalis apenas
na condic&o de desafio séptico de 6 horas ...........ccovvvvvviiiiii e, 39

Tabela 4 Spots diferencialmente expressos no extrato proteico da hemolinfa das
lagartas de D. saccharalis apds desafios sépticos de 12 horas com diferentes
IMUCTONGAINISITIOS ...ttt 41

Tabela 5 Spots expressos no extrato proteico da hemolinfa de D. saccharalis apenas
na condicdo de desafio séptico de 12 horas .........ccooovvvviiiiiii i, 42

Tabela 6 Proteinas da hemolinfa de D. saccharalis identificadas por espectrometria
de massas (MASCOT) ou PM e pl (Tagldent).........coooeeeieiieiieeeeeeeeee 44

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 llustracdo dos mecanismos de perturbacdo da membrana exercidos pelos
peptideos antimicrobianos. (A) Modelo barrel-stave. (B) Modelo carpet-like. (C)
AV oo (=] (0 I8 (] o] o F= | 21

Figura 2 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas
de baixo peso molecular extraidas da hemolinfa das lagartas de D. saccharalis apos
6 horas de desafio imunoldgico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do
extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunol6gico
com B. subtilis. (c) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas
submetidas a desafio imunolégico com E. coli. (d) 2-DE do extrato proteico obtido da
hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunoldgico com B. bassiana. Padrdo
de peso molecular LMW (GE Healthcare) ..., 37

Figura 3 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas
de baixo peso molecular extraidas da hemolinfa das lagartas de D. saccharalis apos
12 horas de desafio imunoldgico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do
extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunologico
com B. subtilis. (c) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas
submetidas a desafio imunol6gico com E. coli. (d) 2-DE do extrato proteico obtido da
hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunoldgico com B. bassiana. Padrao
de peso molecular LMW (GE Healthcare)...........cooooviiiiiiiiiii e 40

viii



INTRODUCAO

A espécie Diatraea saccharalis, pertencente a ordem Lepidoptera, € uma
lagarta encontrada na cana-de-acUcar e em outras gramineas. Trata-se de uma
praga que pode causar danos graves para a cultura, e devido a sua relevancia vem
sendo utilizada como objeto de estudo para realizacdo do seu controle.

Os insetos encontram-se constantemente em contato com patégenos sendo
necessario que desenvolvessem um sistema imunolégico muito eficiente. Na
primeira linha de defesa sdo encontrados o tegumento, o0 sistema respiratorio e
digestivo, ja na hemocele encontram-se as substancias que agem como
antimicrobianos e exercem as mais diferentes funcdes imunolégicas como
aglutinacao, ativacdo de enzimas proteoliticas, producdo de melanina e sintese de
peptideos antimicrobianos através do tecido gorduroso.

Os peptideos antimicrobianos, também denominados PAMs, podem ser
produzidos por mamiferos, anfibios, insetos, fungos, vegetais e animais marinhos
em resposta a uma injuria. O mecanismo de acdo é baseado na carga catidnica e
hidrofobicidade, permitindo que estes se liguem as membranas de bactérias tanto
Gram-positivas quando Gram-negativas, causando perturbacao e assim destruindo a
seletividade da barreira, tornando-a suscetivel a passagem de varias substancias
presentes no ambiente proximo.

Pelo fato de estarem envolvidos em processos inflamatérios, os PAMs
tornaram-se importantes objetos de estudo para possiveis adjuvantes de vacinas ou
imunoestimulantes. Ja o seu mecanismo de acao despertou o interesse para seu
uso como farmacos, o que levaria a uma diminuicdo do uso de antibiéticos
largamente prescritos e causadores de resisténcia.

Levando em conta a importancia que os PAMs demonstram na resposta
imunologica dos insetos, e o fato de que alguns antibidticos ja utilizados na clinica
seguem 0 mesmo principio para atacar microrganismos, a analise e a possivel

identificacdo destes se tornam relevante.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar a expressdo diferencial de proteinas e peptideos de baixo peso
molecular que estejam presentes na hemolinfa da D. saccharalis apos inducdo da
resposta imunoldgica pelo desafio séptico das lagartas com as bactérias Bacillus
subtilis e Escherichia coli e o fungo Beauveria bassiana, com o uso de técnicas
proteGmicas como a eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas do
tipo MALDI-ToF/ToF.

Objetivos Especificos

Verificar a presenca de peptideos com baixa massa molecular nas amostras
de hemolinfa obtidas apds desafio séptico; separar os peptideos por meio da
eletroforese bidimensional; realizar a identificacdo das proteinas presentes atraves
da espectrometria de massas por comparacdo dos espectros de massas obtidos
com os depositados no banco de dados MASCOT Database ou através da
ferramenta Tagldent; relacionar a expressao de peptideos com a resposta
imunolégica do modelo de estudo por meio da comparacao entre os experimentos

controle e desafiados.
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REVISAO DE LITERATURA

Diatraea saccharalis

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (2017), estima-se
qgue na safra de 2017/18 seja produzido um total de 647,6 milhdes de toneladas
desta cultura.

Outros paises também s&o grandes produtores como a india, México, China e
Estados Unidos. Por ser uma cultura amplamente distribuida, um dos maiores
desafios atualmente é aumentar o rendimento da producdo muitas vezes
prejudicado pela acdo das pragas, em especial a broca-da-cana (SANCHES et al.,
2017).

A ordem das lepidopteras apresenta sistematica bem estabelecida e é
constituida de uma série de mariposas monéfagas e polifagas com grande potencial
para se tornarem pragas de alguns cultivos como a cana-de-agucar, milho, sorgo,
arroz e outras espécies. A D. saccharalis, popularmente conhecida como broca-da-
cana, pode atingir a cana de acucar em qualquer um dos estagios de cultivo (SILVA-
BRANDAO et al., 2011; CAPELI, 2012).

A D. saccharalis é responsavel por danos preocupantes na planta da cana de
acucar, os quais podem acontecer de forma direta ou indireta. Como dano direto
tem-se a formacdo de tuneis no interior do colmo pela acdo da lagarta e a
consequéncia para a planta é a perda de peso e o seu derrubamento pelo vento. Os
danos indiretos consistem na penetracdo de microrganismos como 0s fungos
Colletotrichum falcatum e Fusarium verticillioides no interior destes colmos
ocasionando podriddo (PAULI, 2009; MEDEIROS et al., 2016).

O ciclo da broca-da-cana inicia com a postura dos ovos (entre 2 e 50), que
eclodem dentro de um periodo de quatro a seis dias. Em seguida, as lagartas em
desenvolvimento passam a se alimentar e permanecem por duas semanas na regiao
dos entrends. A partir dai comecam a escavar o colmo. O estagio intermediario de
pupa ocorre nos espacos criados pela larva no interior da planta e dura de oito a
nove dias. Na fase adulta se apresenta na forma de uma mariposa cor de palha de
habitos noturnos, que permanece viva entre trés e oito dias. Quando séo criadas em
dieta artificial, o estagio larval tende a apresentar seis estagios (CAPINERA, 2001,
PAULL, 2009).
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Resposta imunoldgica dos insetos

Segundo Kingsolver et al. (2013), os insetos ndo possuem resposta imune
adaptativa, porém, a resposta imune inata dos insetos € extremamente eficiente e
funciona devido a acdo das proteinas de reconhecimento de padrbes (PRPs) que
fazem a deteccdo de moléculas presentes no patdbgeno que ndo existem no
hospedeiro, a partir disso se inicia uma cascata de sinalizacdo que termina com a
producdo de moléculas capazes de impedir a replicacado dos patdgenos.

As proteinas responsaveis pelo reconhecimento das moléculas séo capazes
de reconhecer os lipopolissacarideos (LPS) presentes em bactérias Gram-negativas,
o peptideoglicano (PGN) das bactérias Gram-positivas e o B-1,3-glucano dos fungos.
Apos interacdo com os patégenos, acontece sinalizacdo para ativacao de diferentes
cascatas que acabam estimulando a expressao de genes de proteinas participantes
da resposta imune inata (GILBERT, 2012).

No geral, bactérias Gram-positivas ativam a producdo de moléculas
antibacterianas por meio do receptor transmembranar Toll, porém, bacilos Gram-
positivos, como é o caso do B. subtilis utilizado neste trabalho, devido a presenca do
acido diaminopimélico (DAP) em sua parede, utilizam a via do receptor IMD para
inducao da expresséo de genes de PAMs (BISCHOFF et al., 2004).

A resposta imunoldgica dos insetos consiste da barreira primaria de defesa
(tegumento, sistema respiratorio e digestivo), da resposta imune celular e humoral. A
principal porta de entrada para os microrganismos é o sistema digestivo, onde
alcancam a mucosa gastrointestinal e a colonizam. Depois disso, podem: passar a
fazer parte da flora comensal ou se tornarem patogénicos e levar a inducdo da
resposta imunoldgica (KOUNATIDIS & LYGOXIGAKIS, 2012).

A resposta imune celular caracteriza-se por fagocitose e formacédo de
capsula, mediados pelos hemdcitos. Por sua vez, a resposta imune humoral inclui
melanizacdo e coagulacdo devido a cascatas proteoliticas acontecendo na
hemolinfa, producdo de peptideos antimicrobianos sintetizados pelo tecido
gorduroso, producao de polifenolxidase, lisozima, lectina, inibidor de proteinase e
fator antivirus (UTTENWEILER-JOSEPH et al., 1998; ZHANG et al., 2017).

Os insetos contam com a presenca e a acao de células que circulam na sua
hemolinfa, os chamados hemacitos. O processo de hematopoese ocorre quando o
inseto esta na fase de embrido e se estende ao longo da vida. Quando se torna

larva, a segunda fase passa a acontecer no 6rgao conhecido como ganglio linfatico,
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onde estdo contidos 0s progenitores para 0s hemdcitos funcionais. Esses
componentes conseguem fornecer uma resposta imunoldgica rapida, sendo estas as
primeiras células de defesa, pois sdo responsaveis por reconhecer e interagir com
receptores presentes na superficie dos invasores (HILLYER, 2016).

A fagocitose é realizada pelos hemdcitos circulantes e sésseis (resposta
imune celular). Neste processo, o patdgeno é reconhecido por meio de um receptor
da superficie por ser estranho ao organismo do inseto. A partir dai, ocorre a
internalizacdo do patégeno em uma vesicula, o fagossoma. Dentro dessa vesicula,
ocorre a liberacdo de enzimas liticas que digerem a particula (SILVA, 2014).

Os hemdcitos granulares podem apresentar granulos grandes e pequenos.
Nos grandes ficam armazenados os fatores responsaveis pela coagulacdo da
hemolinfa, inibidores de proteases e lectinas. Por sua vez, nos granulos pequenos
se encontram substancias antimicrobianas como taquiplesinas, fator anti-LPS, big-
defensina, taquicitina e taquistatinas, sendo as duas ultimas conhecidas como
proteinas ligadoras de quitina (OSAKI et. al., 1999; SILVA JUNIOR, 2000).

Incluidos na resposta imune humoral temos o processo de coagulacdo, que
consiste na formacao de uma malha de proteinas como um artificio para impedir que
0 patdgeno se espalhe na hemolinfa; e a melanizacéo, que ocorre em casos onde a
fagocitose nao é eficiente e € caracterizada pela formacdo de uma camada de
melanina ao redor do patégeno, causando sua morte por impedimento de acesso
aos nutrientes presentes da hemolinfa (KOUNATIDIS & LYGOXIGAKIS, 2012;
HILLYER, 2016).

A melanizacao € um importante passo da resposta imune humoral dos insetos
onde ocorre a ativacdo de uma cascata proteolitica ap6s as PRPs entrarem em
contato com carboidratos presentes na superficie de fungos e bactérias (GILBERT,
2012).

A fenoloxidase (PO), presente na hemolinfa como profenoloxidase (PPO), é a
enzima responsavel por fazer a conversdo de extratos monofendlicos e difendlicos
para o-quinonas, estas se polimerizam para formar a melanina ao redor dos
invasores. A profenoloxidase é produzida pelos hemacitos e, aléem da hemolinfa,
pode estar presente na cuticula do inseto. Sua estrutura consiste em duas cadeias
de subunidades polipeptidicas semelhantes, a profenoloxidase-1 e -2 (LI et al.,
2009).
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Também como parte da resposta imune humoral esté incluida a producéo de
moléculas efetoras conhecidas como peptideos antimicrobianos ou PAMs, que séo
proteinas com massa molecular baixa, produzidas pelo tecido gorduroso dos insetos
e liberadas na hemolinfa. Causam a morte dos invasores por meio da acéo
desestabilizadora na membrana celular (KOUNATIDIS & LYGOXIGAKIS, 2012).

Peptideos antimicrobianos

Os PAMs estao presentes em muitos organismos como, por exemplo, plantas,
anfibios, insetos e mamiferos, e em todos apresenta a finalidade de
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica rapida devido a uma injdria por meio
de uma baixa concentracdo (JENSSEN et.al., 2006; ULMSCHNEIDER, 2017).

Constituidos basicamente por 10-50 residuos de aminoacidos (1100 - 5500
Da), sédo catibnicos e anfifilicos, codificados por genes e sintetizados nos
ribossomos. Podem ser classificados conforme o seu tamanho, conformacéao
estrutural e aminoacidos que os compdem (GANZ, 2003; CHUNG e KAHNUM,
2016).

Os PAMs podem ser agrupados em quatro classes de estruturas secundarias.
Como estruturas principais e largamente observadas temos as a-hélices, que se
formam quando o peptideo entra em contato com a membrana do microrganismo, e
as folhas-f que sao estruturas estabilizadas por ligacdes dissulfeto 2,4. As
estruturas menos comuns, mas também observadas, sdo as curvadas e as
estendidas (VERLY, 2010).

A imunidade inata dos organismos demonstra extrema importancia na
resposta imunoldgica, visto que ndo depende de moléculas especializadas,
acontecendo rapidamente. Foi verificado que, quando os organismos sdo desafiados
por patdgenos, a producdo de PAMs acontece em poucas horas apos a invasao, e
estes sdo responsaveis por produzirem acdes realmente eficazes contra os
invasores (VILCINSKAS, 2015).

Sabe-se que os PAMs podem atuar por meio de alguns mecanismos de acao
diferentes: a perturbacdo da membrana, sendo o mecanismo melhor esclarecido, a
inibicdo da divisao celular e a intercalacdo nos ribossomos (TIELEMAN, 2017).

A interagdo com lipidios é crucial no direcionamento dos PAMs, pois € aqui
que ocorre a diferenciacdo das células bacterianas, que séo, no geral, carregadas
negativamente em sua superficie, das células de mamiferos, que possuem

fosfatidilcolina e colesterol em sua composicdo. As cargas positivas interagem
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facilmente com as cargas negativas dos fosfolipidios constituintes da membrana dos
invasores, a caracteristica hidrofébica acaba se somando ao carater basico, o que
facilita a interacdo com a membrana e permite a sua lise (FUKUZAWA, 2007; LIPKIN
e LAZARIDIS, 2017).

Até o momento, trés formas de interacdo dos PAMs com as membranas
foram descritas (Figura la; Figura 1b; Figura 1c). Primeiramente, o modelo barrel-
stave onde as moléculas do peptideo reorientam-se, formando agregados cilindricos
que criam poros na membrana. O segundo modelo é conhecido como toroidal, onde
as cargas negativas da membrana do invasor interagem com as cargas positivas do
peptideo antimicrobiano, estes se agregam e conduzem a reorientacdo dos
fosfolipidios acarretando a formacgéo de poros. Por ultimo, o chamado de carpet-like,
onde também atraidas pela diferenca de cargas, as moléculas de PAMs se
acumulam paralelamente a superficie da membrana e causam desagregacéo (acao
detergente) (IAVICOLI et al., 2016).

Figura 1 llustracdo dos mecanismos de perturbacdo da membrana exercidos pelos peptideos antimicrobianos.
(A) Modelo barrel-stave. (B) Modelo carpet-like. (C) Modelo toroidal. Figura modificada de Toke (2005).



16

O processo de obtencéo, purificacdo e caracterizacdo dos PAMs esbarra em
alguns obstaculos, como a baixa quantidade geralmente encontrada nos organismos
VivOos e as suas caracteristicas complexas, apesar disso, € de extrema importancia o
sucesso das etapas para que estudos sobre as suas propriedades e aplicagbes
sejam realizados. Muitos PAMs ja foram identificados por meio das mais variadas

fontes e também por mecanismos de hidrdlise de proteinas (TANG et al., 2015).

Peptideos antimicrobianos em insetos

A producdo de peptideos antimicrobianos vem sendo descrita nas mais
diversas ordens de insetos ao longo dos anos, entre elas: Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Trichoptera e Odonata. Os insetos possuem
as Proteinas de Reconhecimento de Padrdo (PRPs), que sdo responsaveis por
detectar a presenca de um invasor e se ligarem ao padrédo molecular associado ao
patdogeno. Posterior a essa ligacdo, ocorre a ativacdo das diferentes vias de
regulacdo da resposta imune inata: na hemolinfa, onde ocorre a fagocitose e outras
cascatas, e no corpo gorduroso, capaz de produzir e, em seguida, liberar moléculas
efetoras na hemolinfa, como os peptideos antimicrobianos e outras lisozimas. Toda
essa ativacdo ja4 se demonstrou eficiente contra fungos, bactérias e virus
(CYTRYNSKA et.al., 2007; JIANGFAN et.al., 2016).

A Bombyx mori, popularmente conhecido como bicho-da-seda, é um modelo
muito bem estudado com relacdo a producdo de peptideos. Durante o seu
desenvolvimento, é evidente a producdo de proteinas que apresentem até 30 kDa,
uma vez que a presenca de aproximadamente 380 proteinas foi constatada no
tecido gorduroso no estado larval. As proteinas sdo produzidas no corpo gorduroso
principalmente no estagio final de larva, antes de se tornarem pupa (5° instar), e
entdo transportadas para a hemolinfa com a finalidade de atingirem o seu tecido alvo
(PAKKIANATHAN et.al., 2012).

Depois de constatada a producédo dos PAMs pelos insetos (STEINER et al.,
1981) e também o seu envolvimento na imunidade inata, estes despertaram a
curiosidade da ciéncia, e assim ja existe uma quantidade consideravel de peptideos
identificados. Alguns dos insetos muito bem estudados até entéo incluem Drosophila
melanogaster, Anopheles gambiae, Apis mellifera, Tribolium castaneum e Bombyx
mori (TIAN et.al., 2010).
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Os PAMs de insetos conhecidos estdao agrupados em classes, sendo elas:
defensinas, cecropinas, atacinas, lebocinas, moricinas e gloverinas. As defensinas
possuem aproximadamente 4 kDa, sdo catibnicas e demonstraram sua atividade
principal contra bactérias Gram—positivas , atividade contra Gram-negativas e alguns
fungos. As atacinas possuem peso molecular maior, entre 20 e 23 kDa, e
demonstrou atividade principalmente contra E.coli. As gloverinas possuem massa
molecular de aproximadamente 14 kDa e foram identificadas somente na ordem
Lepidoptera, apresentando atividade principal contra E. coli e alguns de seus
mutantes (Y| et.al., 2014; SINGH et.al., 2014).

Resisténcia aos antibioticos

A problemética dos antibidticos vem sendo relatada h& muitos anos e
ganhando destaque recentemente. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(2017), 12 familias de bactérias necessitam urgentemente de novos antibioticos,
pois ja sdo ou estdo se tornando resistentes a todos 0os medicamentos conhecidos.

No momento em que foram descobertos, os antibidticos tornaram-se uma
arma poderosa contra as infecgdes bacterianas, mas sua obtencéo custava caro e
seu uso acabou sendo restrito. Com o passar dos anos, o custo foi reduzido e a
comunidade teve acesso a esses medicamentos, iniciando uma utilizacdo
desenfreada e de forma errbnea que se estende até os dias atuais. Alexander
Fleming alertou sobre o0s excessos que estariam acontecendo e mais tarde
constatou o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos por parte dos
microrganismos (ALANIS, 2005; SIDRACH-CARDONA et al., 2014; CHAKRABORTI
et al., 2014).

De 1930 a 1960 ocorreu uma explosdo na descoberta de produtos naturais
com atividade antimicrobiana (conhecida como a “era de ouro”), e foi neste periodo
que apareceram classes conhecidas até hoje como B-lactamicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos, peptideos e alguns outros. Entre os anos de 1960 e 1980
algumas substancias semissintéticas com atividade contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas foram desenvolvidas. A partir de 1980, as ferramentas para
descoberta de novos antibiéticos mudaram, porém muito pouca novidade apareceu
neste periodo, e concomitante a isso tivemos um aumento no aparecimento de

resisténcia por parte dos microrganismos (GUIMARAES et al., 2010).
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Os antibioticos sdo moléculas relativamente pequenas cujo peso varia de
150-5000 Da. A origem dessas substancias pode variar sendo ela natural, sintética
ou semissintética. Também podem ser classificadas quanto ao efeito causado sobre
0S microrganismos: sendo bactericida, ou seja, causando a morte do microrganismo,
ou podendo atuar de forma bacteriostatica, impedindo o crescimento das bactérias
(FERRI et al., 2015).

Apés a explosdo de descoberta de drogas antibacterianas estabeleceu-se
uma calmaria preocupante e junto com ela trouxe o aparecimento de cepas
resistentes aos tratamentos existentes como, por exemplo, as enterobactérias
resistentes ao Carbapenem (CRE), o segmento de Staphylococcus aureus
resistentes a Meticilina (MRSA), os organismos produtores de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) e o que se conhece por KPC, a Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (HUTTNER et al., 2013).

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte dos
microrganismos acontece devido a uma caracteristica natural de evolugdo e
adaptacdo. Como o tempo de reproducdo das bactérias é pequeno, em apenas
algumas horas € possivel que varias geracbes tenham sido produzidas e a
possibilidade de passagem dos genes responsaveis pela resisténcia aumenta, uma
vez que as bactérias fazem troca de material genético (SILVEIRA et al., 2006;
FERRI et al., 2015).

As bactérias podem se tornar resistentes por meio de mutacdes espontaneas
de genes ou por pressdao do ambiente onde se encontram. Também podem adquirir
resisténcia devido ao compartilhamento de material genético, uma vez que 0s genes
responsaveis ficam localizados em uma regido chamada de transposon, o que
acaba facilitando a passagem destes genes de um plasmideo para o outro (ALANIS,
2005; FERRI et al., 2015).

Os microrganismos podem apresentar dois tipos de resisténcia as drogas
antibidticas: a natural, qgue acontece sem que a bactéria tenha sido exposta ao
agente antimicrobiano anteriormente, ou a adquirida, que ocorre ap0s as trocas
genéticas citadas anteriormente. A resisténcia natural manifesta-se por meio da
auséncia de um processo importante para a acdo da droga, pela producdo de
enzimas capazes de inativar o antimicrobiano ou por alguma caracteristica da
morfologia da bactéria. Por sua vez, a resisténcia adquirida pode se manifestar por

meio de alteracdes na permeabilidade da membrana, no local de acéo, diminuindo a



19

afinidade da droga por ele, na bomba de efluxo, e, por fim, nos mecanismos
enzimaticos, onde as enzimas produzidas inativam o antimicrobiano (BAPTISTA,
2013; RIBEIRO e CORTINA, 2016).

Busca por novos antibiéticos

As drogas antimicrobianas podem apresentar amplo ou estreito espectro de
acdo. Aquelas que possuem amplo espectro sdo mais interessantes para a
comunidade meédica e para a industria farmacéutica, visto que possuem maiores
possibilidades de indicagbes. Ambas podem ser combinadas para driblar a
resisténcia natural de bactérias, por exemplo, um inibidor de B-lactamase associado
a um B-lactamico. Infelizmente, essas drogas séo dificeis de serem desenvolvidas
com esta caracteristica de amplo espectro, diminuindo o0 interesse e 0s
investimentos na pesquisa de novas substancias antibiéticas que nao trardo o
retorno esperado (ZHENG et al., 2017).

A Vancomicina trata-se de um antibiotico da classe dos glicopeptideos que ha
50 anos vem sendo utilizado na pratica clinica como ultima alternativa no tratamento
de infecgbes por MRSA devido ao seu mecanismo de agéo baseado na inibicdo da
sintese da parede celular. As bactérias demonstram dificuldade em adquirir
resisténcia a este mecanismo, porém, nos ultimos anos, a concentracdo inibitoria
minima do medicamento vem aumentando e chamando a atencdo da comunidade
hospitalar (ANVISA, 2007; OBARA et al., 2016).

Uma saida a esta falta de medicamentos antimicrobianos disponiveis e a
crescente aparicdo de microrganismos resistentes € a utilizacdo de drogas que
geralmente sdo utilizadas para outros problemas de saude, mas que dentro das
bactérias se comportam de maneira diferente e podem causar a sua morte. A
Auranofina, por exemplo, € um medicamento utilizado no tratamento de artrite
reumatoide, mas que demonstrou atividade contra Mycobacterium tuberculosis e
bactérias resistentes a outros antimicrobianos como Staphylococcus aureus (MRSA),
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae
(HARBUT et al., 2015).

Outro caminho que vem sendo largamente explorado é o dos PAMSs, visto que
estdo presentes em plantas, vertebrados e invertebrados, e nestes Ultimos se
demonstram essenciais na protecdo contra patdgenos que 0S acometem,

apresentando alta atividade antimicrobiana (MELONI et.al., 2015).
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Quando os PAMs entram em contato com 0 organismo humano nem sempre
se comportam da forma esperada, e isso € um dos obstaculos na sua implantacao
no uso clinico. Como exemplos de reacdes indesejadas tem-se a atividade
hemolitica desempenhada por eles, a rapida degradacdo no corpo, a redugdo da
atividade devido a sensibilidade ao sal e o alto custo de producgéo. Apesar disso,
existem alternativas que podem ser eficazes para contornar esses problemas (AOKI
e UEDA, 2013).

A presenca desses peptideos pode ser verificada, por exemplo, na praga do
tabaco conhecida como Manduca sexta, onde ja foi relatada a presenca de
peptideos antimicrobianos como atacinas, cecropinas, moricinas, lebocinas e
gloverinas, capazes de apresentar tanto atividades antimicrobianas quanto
antifingicas (SOUHAIL et al., 2016).

Silva et al. (2010) detectou a presenca de um PAM da classe das gloverinas
em lagartas de D. saccharalis. Rocha et al. (2016) também descreveram em seu
trabalho com D. saccharalis a presenca de uma proteina com caracteristicas de
massa molecular e ponto isoelétrico sugestivas de uma atacina.

Ja foi demonstrada a atividade contra a formacao de biofilmes por S. aureus
com o peptideo antimicrobiano sintético NA-CATH:ATRA1-ATRAl e o peptideo
natural LL-37 (CHUNG e KAHNUM, 2016).

Infelizmente, a atividade antimicrobiana in vitro ndo é suficiente para dizer que
a substancia ird funcionar in vivo. Sendo assim, Yagi et al. (2017), verificando a
atividade in vitro, testaram atividade de lariotinas e calpinactama (sendo os dois
peptideos) contra Mycobacterium em bichos da seda, obtendo resultados positivos.
O uso de modelos como o bicho-da-seda para testes antifingicos vem sendo
explorado também por outros pesquisadores como alternativa a modelos animais.
Ishii et al. (2017) usaram este modelo para testar atividade antifingica de um novo
composto, o ASP2397.

A busca por novas substancias que venham a servir de protétipos na
producdo de novos medicamentos ndo para, e a atual aliada nessa procura é a
gendmica, ja& que muitos dos microrganismos produtores dessas substancias nao
s&o cultivaveis em laboratério (GUIMARAES et.al., 2010).
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Abordagem proteGmica para identificacdo de novos PAMs

As proteinas presentes nos organismos Vvivos sao todas codificadas por genes
e podemos chamar o mapa de expressao de todas elas de proteoma. O proteoma é
dindmico, visto que as proteinas que aparecem em determinado momento podem
ndo aparecer em outros, uma vez que sofrem acdo do estado fisiolégico do
organismo (BARBOSA et.al., 2012).

O processo de identificacdo de proteinas inclui varias etapas, comecando
pela extracdo destas do seu local de origem, seguido da sua separacao por meio da
eletroforese bidimensional. Depois disso, as proteinas devem ser transformadas em
uma solucao de peptideos com o auxilio de enzimas que irdo cliva-las. Esta solucao
é transferida para um analisador de massas, onde se obtém um espectro de massas
caracteristico para cada peptideo analisado, chamado de Peptide Mass Fingerprint
(PMF). O passo seguinte consiste em fragmentar os picos obtidos por meio de
colisio com um gas inerte para a obtencdo de espectros MS/MS. Com essas
informacdes é possivel analisar os dados de PMF e MS/MS contra bancos de dados
e identificar as proteinas (CANTU et al., 2008).

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE) foi descrita pela
primeira vez por O'Farrell no ano de 1975 e vem sendo utilizada até hoje. Esta
técnica permite a andlise de amostras complexas e com elevado numero de
proteinas. Na primeira dimensao, a amostra € aplicada em tiras com gradiente de pH
especifico, e submetidas a uma corrente elétrica, onde as proteinas sao separadas
conforme o seu ponto isoelétrico (pl). Na segunda dimensdo, as amostras
previamente focalizadas sdo separadas conforme suas massas moleculares. Assim
€ possivel a visualizacdo de proteinas que tenham a mesma massa molecular, mas
apresentem pl diferentes. Para visualizacdo dos spots produzidos no gel de
poliacrilamida, é feita a coloragdo com o corante azul de Coomassie, Nitrato de
Prata ou outros corantes disponiveis no mercado (LANCAS et al., 2003; TEIXEIRA
et al., 2007).

Visto que a técnica 2-DE néo fornece uma identificacdo direta das proteinas,
as espectrometrias de massa foram adotadas para suprir essa necessidade. Os
aparelhos que realizam essa técnica podem ser do tipo Matrix-assisted laser
desorption ionization/time-of-flight mass spectrometry (MALDI-ToF-MS) ou liquid
chromatography electrospray ionization tandem-MS (LC-ESI-MS) (TEIXEIRA et al.,
2007).
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No método de MALDI a amostra é sublimada e ionizada a partir de uma
matriz seca e cristalina, pela acdo de um laser. No método ESI os analitos séao
ionizados a partir de uma solucéo, passando por um campo com voltagem. Assim o
primeiro método é utilizado para amostras relativamente mais simples, e o segundo
para amostras mais complexas. Ambos sao utilizados acoplados a detectores de
massa, nos dando assim MALDI-MS E LC-MS (AEBERSOLD & MANN, 2003).

Depois de ionizadas, as amostras deverao ser analisadas, e para isso temos
trés tipos mais comuns de analisadores: o ToF (Time of Flight), o quadrupolo e o ion
trap. Em analisadores ToF, os ions provenientes da primeira etapa passam por dois
eletrodos, sofrendo aceleracéo e posteriormente passam por um tubo de vacuo em
determinada velocidade. Essa velocidade € inversamente proporcional a massa. Os
analisadores do tipo quadrupolo (Qs) sdo formados por quatro eletrodos,
funcionando como filtros: somente ions de determinada massa passam, 0S outros
sdo desviados. Os analisadores do tipo ion trap aprisionam os ions de interesse em
um campo elétrico e os liberam de forma crescente conforme suas massas
(BARBOSA et al., 2012).

Em insetos modelo, essa analise protedmica € aplicada para identificacdo de
novos PAMs. Cytryn’ska et al. (2007) identificaram oito peptideos da hemolinfa de
Galleria mallonella por meio da espectrometria de massas. Souhail et al. (2016)
utilizaram esta metodologia para caracterizar um peptideo antifingico de Manduca
sexta e, Hou et al. (2016) utilizaram a espectrometria de massas para realizar
analise protedmica comparativa da hemolinfa de Bombyx mori durante os estagios
de metamorfose.

Neste estudo foram aplicadas metodologias de Protedmica com o objetivo de
identificar, além de PAMs, outras proteinas envolvidas na resposta imune em D.
saccharalis, espécie que foi adotada como modelo para estudo de PAMs no

laboratoério de Bioquimica e Biologia Molecular da Unioeste.
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Proteinas de resposta imune expressas na hemolinfa da Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) em resposta a diferentes microrganismos

Ana Claudia Malagutti CORSATO, José Luis da Conceigdo SILVA.

Universidade Estadual do Oeste do Parana, Cascavel, Parana, 85819-110

RESUMO

Os integrantes da ordem Lepidoptera possuem um sistema imune inato muito
eficiente composto por respostas celulares e humorais. O objetivo deste estudo foi
analisar a expressao diferencial de proteinas envolvidas na resposta imunoldgica na
hemolinfa da D. saccharalis, induzidas por diferentes microrganismos (Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Beauveria bassiana) em tempos diferentes de desafio (6 e
12 horas). As amostras de hemolinfa das lagartas desafiadas e ndo desafiadas
(controle) foram submetidas a eletroforese bidimensional (2-DE) e a espectrometria
de massas do tipo MALDI-ToF/ToF para identificagdo das proteinas. Foram
identificadas dezoito proteinas ortélogas, das quais doze se mostraram envolvidas
com a resposta imune em D. saccharalis. O desafio séptico de 6 horas com a
bactéria Gram-positiva B. subtilis foi responsavel pela alteracdo na expressdo da
proteina de reconhecimento de peptideoglicano (PGRP), pelo aumento da
expressdo da proteina ligadora de quitina e pela inducao da expressao de proteinas
como a Atacina-A e a proteina inibidora de serino-protease. O desafio imunoldgico
de 6 horas com E. coli levou ao aumento da expressao de uma provavel proteina de
defesa. Os desafios de 12 horas utilizando as bactérias B. subtilis e E. coli se
mostraram responsaveis pelo aumento da expressdo da Lisozima. O desafio de 6
horas com B. bassiana causou indugcéo da expressdo de uma Cecropina A2 e uma
possivel Drosomicina. Por sua vez, apés o desafio fungico de 12 horas, houve a
inducéo da expressao da proteina multifuncional Apolipoforina-3. Concluiu-se que as
proteinas que sofreram alteracbes na sua expressdo apos realizacdo do desafio
séptico possivelmente estdo envolvidas na resposta imune humoral e sdo de grande
importancia para o entendimento do processo imune em D. saccharalis e para o

apontamento de substancias com importantes func¢des antimicrobianas.

Palavras-chave: resposta imune inata, Lepidoptera, microrganismos
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INTRODUCAO

A Diatraea saccharalis é uma praga que ataca principalmente a cultura de
cana-de-agucar, podendo causar danos diretos (formacdo de tlneis no interior do
colmo) e indiretos a planta (penetragdo de microrganismos no colmo resultando em
podriddo). Devido a sua relevancia, vem sendo utilizada como objeto de estudo para
realizacdo do seu controle (Pauli, 2009; Medeiros et al., 2016).

A resposta imune inata dos insetos € rpida e eficiente, podendo ser
classificada em humoral ou celular (Kingsolver, Huang & Hardy, 2013). A resposta
imune celular é aquela mediada por hemacitos que inclui fagocitose e formacéo de
capsula. Por sua vez, a resposta imune humoral inclui melanizacdo e coagulacao
acontecendo na hemolinfa por meio da producdo de enzimas pelos hemdcitos e sua
liberacdo na circulagdo, e a producdo de peptideos antimicrobianos (PAMs) pelo
tecido gorduroso (Zhang et al., 2017).

Os PAMs apresentam caracteristicas como baixa massa molecular, sao
cationicos e anfifilicos. O seu mecanismo de acdo baseado na perturbacdo da
membrana tornaram estas moléculas objeto de estudo para um possivel tratamento
de microrganismos resistentes aos antibioticos existentes (Chung e Kahnum, 2016;
Vilcinskas, 2015; Meloni, Candusso, Galeotti & Volpati, 2015).

Visto que em insetos a producdo de PAMs ja é descrita ha tempos em
modelos de estudo como Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Apis mellifera,
entre outros, estes jA sdo agrupados em classes, sendo elas: defensinas,
cecropinas, atacinas, lebocinas, moricinas e gloverinas (Tian, Gao, Fang, Ye & Zhu,
2010; Yi, Chowdhury, Huang & Yu, 2014).

O genoma de insetos ja sequenciados e a criagcdo de bancos de dados vém
ajudando muito na caracterizacdo de novos genes da imunidade inata de insetos
modelos e ndo modelos, mostrando a diversidade e a aplicagdo destas biomoléculas
(Viljakainen, 2015). A protebmica € a maior aliada na identificacdo de PAMs em
organismos, contando com técnicas como a eletroforese bidimensional e a
espectrometria de massas (Cantu, Carrilho, Wulff & Palma, 2008).

Neste estudo, o objetivo foi analisar a expressdo diferencial de proteinas de
baixo peso molecular que estdo presentes na hemolinfa apds desafio das lagartas
de D. saccharalis com as bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli e o fungo
Beauveria bassiana, aplicando técnicas proteémicas de eletroforese bidimensional
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(2-DE) e espectrometria de massas, uma vez que estas proteinas participam do

sistema imune inato da broca-da-cana Diatraea saccharalis.

MATERIAIS E METODOS

Manutencédo da cultura de D. saccharalis

As larvas de D. saccharalis foram tratadas com uma dieta especifica (Hensley
& Hammond, 1968) em ambiente controlado, com temperatura média de 26+1 °C e
70% de umidade até atingirem o 5° instar do seu desenvolvimento. Neste momento,

foram retiradas dos tubos de dieta, em fluxo laminar, e higienizadas com alcool 70%.

Desafio imunolégico das lagartas de 5° instar

Os microrganismos escolhidos para o desafio imunoldgico das lagartas foram:
a bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 11229), Bacillus subtilis (ATCC
6623) como uma bactéria Gram-positiva e o fungo Beauveria bassiana (cepa 88). O
desafio foi realizado utilizando-se microaplicador de preciséo (Burkard-PAX 100-3).

O in6culo de bactérias foi preparado adicionando 50 pL de bactérias
conservadas congeladas na presenca de glicerol 100% a 5 mL de meio Luria Bertani
(LB). O crescimento foi realizado overnight (37 °C, 14-16 horas, 150 rpm). Depois
deste periodo, 1 mL das bactérias crescidas foi transferido para um microtubo,
centrifugado (5 minutos, 12 °C a 1520 x g). O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi lavado duas vezes com tampao PBS (Na,HPO4 4,3 mM+ NaH,PO, 1,4mM+
NaCl137 mM).

A densidade Optica do inéculo de bactérias foi determinada em
espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis) a 600 nm para padronizar a diluicdo 10°
células/pL de microrganismos. Cada lagarta foi infectada com 3 pL do in6culo da
bactéria correspondente ao seu grupo.

As lagartas também foram desafiadas com uma suspensao de esporos do
fungo B. bassiana. Em um tubo de ensaio contendo os fungos foi adicionado 10 mL
de Agua e Tween, posteriormente se realizou as diluicdes e a contagem de conidios
em camera de Neubauer. A partir da média de conidios/uL preparou-se uma
suspensdo a 2x10® conidios/pL, e cada lagarta deste grupo foi infectada com 3 pL
da suspensao.

Realizaram-se dois ensaios onde em um deles as lagartas foram desafiadas

pelos microrganismos e a amostra foi coletada apds 6 horas, e no outro a coleta foi
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feita ap6s 12 horas. Em cada um dos experimentos as lagartas foram divididas em
quatro grupos: controle, onde a hemolinfa foi coletada diretamente (grupo 1),
lagartas desafiadas por B. subtilis (grupo 2), lagartas desafiadas por E. coli (grupo 3)
e lagartas desafiadas por B. bassiana (grupo 4). Cada grupo continha

aproximadamente 50 espécimes.

Coleta das amostras de hemolinfa

A hemolinfa foi coletada com a ajuda de uma micropipeta automética, através
de um pequeno corte realizado com tesoura oftalmolégica na extremidade posterior
das lagartas e imediatamente transferida para um microtubo imerso em gelo,
contendo cristais de Feniltioureia (Sigma®), para evitar a melanizacdo e a acao das
proteases. Posteriormente, o material coletado foi centrifugado em 2580 x g (4 °C
por 5 minutos) para separar os constituintes celulares, e o precipitado foi descartado.

A hemolinfa foi armazenada a -20 °C até o uso.

Extracdo de proteinas da hemolinfa

Para extracdo das proteinas de baixo peso molecular da amostra foi utilizada
uma solucéo de extracdo composta por Metanol, Acido Acético e Agua na proporcao
de 90: 1: 9. Em um microtubo de 2 mL foi adicionado 150 pL da amostra de
hemolinfa com 1,5 mL da solugédo de extracédo e centrifugou-se por 30 minutos, a 4
°C, a 20.000 x g. O sobrenadante obtido foi utilizado como amostra contendo 0s
peptideos de baixo peso molecular (Zdybicka-Barabas et al., 2017).

Posteriormente, as amostras foram filtradas em uma coluna de 3000 Da
(Vivaspin 500, Sartorius), que foi submetida a centrifugacéo por 45 minutos a (20 °C,
a 14000 x g). Nesta etapa, os peptideos menores que 3000 Da passaram pela
membrana e os maiores ficaram retidos. Na aliquota de interesse (>3000 Da) foi
adicionado 2 pL de inibidor de proteases (Sigma®) para secagem da amostra em

banho seco a 42 °C. Depois de secas, foram solubilizadas em 100 pL de agua.

Dosagem de proteinas no extrato proteico

A dosagem de proteinas na hemolinfa foi realizada em espectrofotbmetro
Genesys 10S UV-Vis (A= 280 nm), utilizando-se uma cubeta de quartzo. As
amostras foram diluidas 100 vezes e a leitura da Absorbéncia ocorreu na seguinte

ordem: leitura do branco (agua) para zerar o aparelho, leitura da solu¢cdo padréo de
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BSA 1mg/mL e a leitura das amostras (Absorbancia multiplicada por 100). Assim,

obtivemos a seguinte relacéo para descobrir a concentracdo de proteinas:

BSA 1mg/mL — Abs x

Amostra de hemolinfa — Absy

Focalizacao isoelétrica (IEF) das proteinas extraidas

500 pg de proteinas totais extraidas de cada amostra foram aplicadas em
tiras de gradientes de pH imobilizados (Immobiline drystrips, pH 3-10, GE
Healthcare®) para posterior focalizacdo no sistema IPGphor (Amersham
Biosciences®). Os parametros fixados para focalizacdo isoelétrica foram
temperatura de 20 °C e corrente de 0,05 mA por tira de IPG de acordo com 0s cinco
passos: 200 Vhr; 500 Vhr; 800 Vhr; 11.300 Vhr e 12.000 Vhr, acumulando 24.800

Vhr ao final do processo.

Eletroforese bidimensional (2-DE), anédlise das imagens de géis e digestdo com
Tripsina

As tiras de gradientes de pH imobilizados (Immobiline drystrips, pH 3-10, GE
Healthcare®) contendo as proteinas separadas por ponto isoelétrico passaram por
duas etapas: na primeira, as fitas foram mantidas na solu¢édo de equilibrio (Tris-HCI
7,5 mM pH 8.8, Ureia 6 M, Glicerol 29.3 %, SDS 2% e tragos de Azul de Bromofenol)
adicionada de 1% de ditiotreitol (DDT) por 30 minutos para a reducdo dos
grupamentos tidlicos das proteinas. Na segunda etapa, as tiras foram mantidas na
solucéo de equilibrio adicionada de 2,5% de iodoacetamida (IAA) por 30 minutos
para a alquilacéo e estabilizacdo dos grupos tiol das proteinas e eliminacdo do DDT
residual. Por ultimo, as tiras foram transferidas para o gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12.5% conforme metodologia descrita por Zhou et al. (2008). Foram utilizados
15 pL do padrao de peso molecular para SDS-PAGE (Padrdo LMW, GE Healthcare).

Para cada amostra de hemolinfa coletada foi preparado um gel 2-DE. Apés a
eletroforese os géis foram fixados e corados por Coomassie Coloidal (G-250)
overnight. ApGs o processo de descoloracdo dos géis, esses foram digitalizados com
o auxilio do Image Scanner Amersham.

Os spots proteicos expressos foram identificados com o software
ImageMaster 2-DE Platinum 6.0 e os géis das amostras que sofreram desafio

séptico foram comparadas com o controle. Assim como Song, Jung, Eum, Hwang &
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Han (2008), para verificar se o0s spots correspondentes foram diferencialmente
expressos apos desafio imunoldgico, considerou-se um valor de corte de 1.5 para o
Ratio.

Os spots mais evidentes e delimitados de cada gel foram retirados e
submetidos a digestdo com Tripsina (Promega-USA) de acordo com protocolo de
Shevchenko, Wilm, Vorm & Mann (1996).

Espectrometria de massas MALDI-ToF/ToF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization)

Apos a digestdo das amostras com Tripsina, essas foram submetidas ao
espectrometro de massas MALDI-ToF/ToF (Bruker Daltonics®, Autoflex Il), onde os
peptideos foram cristalizados juntamente com a matriz sélida (3,5-dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid), seguida do bombardeio desta por um laser ocasionando a
ionizacdo da amostra. Os peptideos sofreram separacédo pelo analisador ToF (Time
of Flight), de acordo com sua massa e carga (peptideos com menor massa passam
mais rapido pelo tubo do que os maiores até chegarem ao detector), gerando um

espectro massa/carga.

Identificacdo de proteinas nas bases de dados

Os espectros de massal/carga gerados foram tratados pelo programa
FlexAnalysis 2.0 e posteriormente comparados com 0s espectros depositados nos
bancos do NCBIprot e  Swissprot com o  servidor MASCOT
(http://www.matrixscience.com) especificado para busca contra Drosophila

melanogaster e contra um banco interno de proteinas de Lepidoptera. Os
parametros da busca foram ajustados para: modificacdo fixa Carbamidometil (C) e
Oxidacao (M) com janela de erro de 200 ppm. A ferramenta Tagldent disponivel no

site EXPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal (http:// www.expasy.org), que

realiza a busca em bancos de dados de proteinas do UniProtKB/SwissProt

considerando o PM e pl experimental da proteina também foi utilizada.


http://www.matrixscience.com/
http://www.expasy.org/
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RESULTADOS

Dosagem de proteinas nas amostras controle e desafiadas

A concentracdo de proteinas presentes na hemolinfa das lagartas de D.
saccharalis apés extracdo foi obtida por meio da leitura em espectrofotometro (A=
280 nm), visto que a metodologia de Bradford (1976), usualmente utilizada para
proteinas, nos trouxe resultados superestimados de concentracdo proteica.

Por meio desta quantificacdo foi possivel comprovar que o protocolo de
extracao das proteinas das amostras de hemolinfa foi eficiente (Tabela 1).

Tabela 1 Extrato proteico das amostras de hemolinfa de D. saccharalis coletadas 6 e 12 horas apos
injuria séptica

Amostra Proteina em 6h (mg/mL) Proteina em 12h (mg/mL)
HC 12.04 20.45
HBs 14.58 26.40
HEc 23.37 33.33
HBb 11.19 57.58

HC: Hemolinfa controle. HBs: Hemolinfa obtida apds desafio séptico com B. subtilis. HEc: Hemolinfa

obtida apos desafio séptico com E. coli. HBb: Hemolinfa obtida apds desafio séptico com B. bassiana.

Com os resultados obtidos foi possivel constatar um aumento nos valores de
proteinas presentes no extrato proteico apds os desafios sépticos em comparacao a
amostra controle. Verificou-se também que o desafio mais longo, de 12 horas,
causou aumento significativo na concentracao proteica em relagédo ao desafio mais
curto, visivel principalmente na injlria com B. bassiana, onde, apds 6 horas, o valor

erade 11.19 mg/mL e apos 12 horas de 57.58 mg/mL.

Eletroforese bidimensional (2-DE) e anélise dos géis

Na Figura 2 encontram-se os géis Tricina SDS-PAGE 12.5% obtidos apos a
realizacdo da 2-DE dos extratos proteicos da hemolinfa de D. saccharalis
submetidas ao desafio séptico de 6 horas com diferentes microrganismos.

No extrato proteico controle foi constatada a presenca de cinco spots com
variacdo de peso molecular (PM) de 12 a 19 kDa e ponto isoelétrico de 5.21 a 8.44
(Fig. 2a). Como resultado do desafio séptico com B. subtilis, foi possivel a
verificagdo de nove spots com variacado de PM de 12 a 22 kDa e de ponto isoelétrico
de 4.50 a 9.87. (Fig. 2b). Do desafio imunologico com E. coli foram observados
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guatro spots com PM que foram de 11 a 18 kDa e pontos isoelétricos que variaram
de 4.96 a 8.48. (Fig. 2c). Por fim, como resultado do desafio séptico utilizando-se o
fungo B. bassiana foi verificada a presenca de sete spots com PM de 12 a 24 kDa e

pontos isoelétricos variando de 5.15 a 9.94. (Fig. 2d).
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Figura 2 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas de baixo peso molecular extraidas da hemolinfa das lagartas de D. saccharalis
apos 6 horas de desafio imunoldgico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio
imunolégico com B. subtilis. (c) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunologico com E. coli. (d) 2-DE do extrato
proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunolégico com B. bassiana. Padrdo de peso molecular LMW (GE Healthcare).
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Foi realizada analise comparativa entre cada gel de amostra desafiada e seu
gel controle, onde os spots correspondentes entre si foram comparados e um valor
de Ratio foi fornecido pelo programa, demonstrando proteinas diferencialmente
expressas. Assim como McCarthy & Smyth (2009) e Song et. al. (2008), o valor de
cut-off foi estabelecido em 1.5. A diferenca de expressdo pode indicar um aumento
ou diminuicdo da presenca da proteina na condicdo de desafio séptico.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos apds analise comparativa

entre cada amostra desafiada por seis horas e seu respectivo controle.

Tabela 2 Spots diferencialmente expressos no extrato proteico da hemolinfa das lagartas de D.
saccharalis ap0s desafios sépticos de 6 horas com diferentes microrganismos

N° do spot ®PM (kDa) "ol ° Diferenca de expressao
Desafio com B. subtilis

Regulacéo positiva

3 16 8.39 2.21
Regulacéo negativa
2 18 7.45 1.54

Desafio com E. coli

Regulacéo positiva

3 15 8.48 2.26
4 13 4.96 2.36
5 11 6.29 2.81

Desafio com B. bassiana

Regulacéo negativa

1 19 8.22 4.92
2 19 7.72 3.17
4 13 5.15 3.63
5 12 6.49 2.14

®Massa molecular.  Ponto isoelétrico. ° Diferenca de pelo menos 1.5 vezes.

Foi possivel verificar que o desafio séptico de 6 horas com B. subtilis causou
regulacéo positiva de 2.21 vezes em uma proteina (Spot 3) e regulacéo negativa de
1.54 vezes em outra (Spot 2).

Durante o desafio de 6 horas com E. coli os spots 3, 4 e 5 sofreram aumento
da sua expressao em 2.26, 2.36 e 2.81 vezes, respectivamente, e nenhuma proteina
foi suprimida.

O desafio imunolégico com B. bassiana demonstrou uma particularidade em
relacdo aos outros, visto que nenhuma proteina sofreu regulacdo positiva, todas as
correspondentes tiveram sua expressao reduzida no desafio séptico de 6 horas onde
os spots 1, 2, 4 e 5 foram suprimidos 4.92, 3.17, 3.63 e 2.14 vezes, respectivamente.
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Além dos spots que sofreram alteragbes na sua expressdo pelo desafio
séptico, alguns foram expressos apenas apos a realizacdo destes. A Tabela 3 traz a
relacdo dos spots presentes na hemolinfa da D. saccharalis apenas na condi¢ao

desafiada por seis horas.

Tabela 3 Spots expressos no extrato proteico da hemolinfa de D. saccharalis apenas na condicdo de
desafio séptico de 6 horas

N° spot ®PM (kDa) ®pl
Desafio com B. subtilis
6 22 9.87
7 13 5.64
9 12 9.84
Desafio com B. bassiana
6 24 9,9
7 13 9.94
8 12 9.68

2peso molecular. ° Ponto isoelétrico.

A injaria séptica com B. subtilis demonstrou a expressé@o de trés proteinas
ausentes no controle (Spots 6, 7 e 9). Por sua vez, no desafio imunoldgico com E.
coli ndo foi visualizada a expressao de nenhuma proteina adicional ao controle. No
desafio séptico com B. bassiana foi visualizada a presenca de trés spots apenas

nesta condicao (Spots 6, 7 e 8).

A Figura 3 traz os resultados obtidos por meio da 2-DE das amostras de
extrato proteico da hemolinfa das lagartas de D. saccharalis submetidas ao desafio

séptico de 12 horas.
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Figura 2 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas de baixo peso molecular extraidas da hemolinfa das lagartas de D.
saccharalis apos 12 horas de desafio imunolégico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas
submetidas a desafio imunoldgico com B. subtilis. (c) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunolégico com
E. coli. (d) 2-DE do extrato proteico obtido da hemolinfa das lagartas submetidas a desafio imunolégico com B. bassiana. Padrdo de peso molecular

LMW (GE Healthcare).
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Referente ao extrato proteico controle, é possivel observar a presenca de sete
spots com PM entre 11 e 25 kDa e pontos isoelétricos entre 5.25 e 9.36 (Fig. 3a).
Apos desafio imunolégico com B. subtilis foi obtido um total de doze spots com PM
variando entre 11 e 24 kDa e pontos isoelétricos entre 5.07 e 9.65. (Fig. 3b). O
desafio imunologico com E. coli trouxe como resultado a visualizacdo de dez spots
com PM entre 11 e 23 kDa e pontos isoelétricos a partir de 5.16 até 9.37. (Fig. 3c).
Na 2-DE do extrato proteico submetido ao desafio séptico com B. bassiana obteve-
se seis spots com PM entre 11 e 25 kDa e pontos isoelétricos entre 5.02 e 8.53 (Fig.
3d).

Nos desafios sépticos de 12 horas com B. subtilis e E. coli foi possivel
verificar um aumento do namero de proteinas expressas nos geéis 2-DE, indicando
que depois de um tempo maior de desafio ha mais proteinas possivelmente

envolvidas com a resposta imunoldgica na hemolinfa da D. saccharalis.

A andlise comparativa entre as amostras desafiadas por doze horas e seu
respectivo controle mostrou que onze spots sofreram alguma alteracdo na sua

expressao (Tabela 4).

Tabela 4 Spots diferencialmente expressos no extrato proteico da hemolinfa das lagartas de D.
saccharalis apds desafios sépticos de 12 horas com diferentes microrganismos

N° do spot ®PM (kDa) "ol ¢ Diferenca de expressio
Desafio com B. subtilis

Regulacéo positiva

5 16 9.65 2.81

7 11 6.72 5.23
Regulacéo negativa

2 24 5.57 2.07

6 12 5.43 1.96

Desafio com E. coli

Regulacéo positiva

5 14 9.37 2.31

7 11 6.56 1.74
Regulacéo negativa

4 15 8.87 4.39

6 12 5.22 2.34

3 17 8.32 1.63

Desafio com B. bassiana

Regulacéo negativa
4 15 8.53 7.07

6 11 5.43 4.59
®Massa molecular. ° Ponto isoelétrico. ° Diferenca de pelo menos 1.5 vezes.
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O desafio séptico maior, de 12 horas com B. subtilis, mostrou duas proteinas
reguladas positivamente: spot 5 (2.81 vezes) e o spot 7 (5.23 vezes), e duas
negativamente sendo o spot 2 (2.07 vezes) e o spot 6 (1.96 vezes).

Ja no desafio de 12 horas com E. coli os spots 5 e 7 tiveram sua expressao
aumentada em 2.31 e 1.74 vezes. Outras trés proteinas tiveram sua expressao
reduzida apoés a injuria séptica: spots 4 (4.39 vezes), 6 (2.34 vezes) e 3 (1.63 vezes).

Enquanto isso, no desafio séptico de 12 horas com B. bassiana, os spots 4 e
6 tiveram sua expressao diminuida em 7.07 e 4.59 vezes.

Apébs os desafios sépticos de doze horas alguns spots também tiveram sua
expressdo induzida. A Tabela 5 mostra quais sdo 0s spots presentes apenas na

condicdo desafiada e ausentes no controle.

Tabela 5 Spots expressos no extrato proteico da hemolinfa de D. saccharalis apenas na condi¢éo de
desafio séptico de 12 horas

b

N° spot ®PM (kDa) pl

Desafio com B. subtilis

8 13 5.07

9 15 8.36

10 16 8.69

11 15 8.72

12 15 8.92

13 24 5.33

Desafio com E. coli

8 23 5.79

9 17 7.84

10 11 6.09
Desafio com B. bassiana

8 18 6.63

9 18 7.40

10 18 6.04

3 peso molecular. ° Ponto isoelétrico.

ApoOs 12 horas de desafio séptico com B. subtilis, seis proteinas estavam
presentes apenas da condicdo desafiada (Spots 8, 9,10, 11, 12 e 13). A bactéria E.
coli foi capaz de induzir a expressao de trés proteinas (Spots 8, 9 e 10), assim como

o fungo B. bassiana (8, 9 e 10).

Identificac&o de proteinas nas bases de dados
Os spots mais evidentes e delimitados de cada gel foram retirados e

submetidos a digestdo com Tripsina. A retirada de todos os spots dos géis néo foi
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possivel devido ao tamanho de alguns. A identificacdo de proteinas foi realizada por
meio de bancos de dados (MASCOT e ExXPASYy) e os resultados se encontram na
Tabela 6.



Tabela 6 Proteinas da hemolinfa de D. saccharalis identificadas por espectrometria de massas (MASCOT) ou PM e pl (Tagldent)

N° spot Desafio  “PM (kDa) ®pl Proteina (Tagldent/MASCOT) °PM (kDa) “pl
Controle
1 6 horas 18 8.01 CU22 BOMMO (002388) Proteina da cuticula larval LCP-22 17 8.07
PGRP_BOMMO (Q9XTNO) Proteina de reconhecimento do
2 6 horas 19 7.54 peptideoglicano 19 6.71
3 6 horas 16 8.44 DFP_BOMMO (Q008X1) Provavel proteina de defesa 16 8.65
2 12 horas 24 5.50 HGLY_MANSE (Q25513) Glicoproteina da hemolinfa de 27 kDa 24 5.64
5 12 horas 15 9.36 LYS_GALME (P82174) Lisozima 14 9.27
6 12 horas 12 5.31 CU66_HYACE (P45590) Proteina 66 da cuticula rigida larval/pupal 12 4.80
Desafio com B. subtilis
6 6 horas 22 9.87 ATTA_TRINI (P50725) Atacina-A 20 9.16
2 6 horas 18 7.45 PGRP_TRINI (O76537) Proteina de reconhecimento do peptideoglicano 18 6.82
3 6 horas 16 8.39 Proteina de ligacédo a quitina 64 8.41
4 6 horas 13 5.04 ABP2_MANSE (P31417) Proteina 2 de ligagdo a acidos graxos 14 5.09
8 6 horas 13 4.50 PBURS (Q566B2) Associada de Bursicon 13 4.68
9 6 horas 12 9.83 Proteina inibidora de serino-proteases 9.8 8.61
5 12 horas 15 9.36 LYS GALME (P82174) Lisozima 14 9.27
Desafio com E. coli
3 6 horas 16 8.44 DFP_BOMMO (Q008X1) Provavel proteina de defesa 16 8.65
5 12 horas 14 9.36 LYS GALME (P82174) Lisozima 14 9.27
Desafio com B. bassiana
7 6 horas 13 9.94 Cecropina A2 5.8 10.43
8 6 horas 12 9.68 Drosomicina 8.8 8.11
10 12 horas 18 6.04 APL3_SPOLT (077248) Apolipoforina-3 18 6.00

?Peso molecular experimental. ® Ponto isoelétrico experimental. © Peso molecular da proteina. © Ponto isoelétrico da proteina.
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Ao todo, 18 proteinas foram identificadas utilizando as ferramentas MASCOT
ou Tagldent. Cinco delas ndo estdo relacionadas diretamente com a resposta
imunolégica da D. saccharalis, porém, sdo normalmente encontradas na hemolinfa.
S&o elas: Proteina da cuticula larval LCP-22, Glicoproteina da hemolinfa de 27 kDa,
Proteina 66 da cuticula rigida larval/pupal, a Proteina 2 de ligac&o a acidos graxos e
a proteina Associada de Bursicon.

A Atacina-A é correspondente ao Spot 6 presente apds o desafio séptico de 6
horas com B. subtilis e foi identificada por meio da ferramenta Tagldent , tratando-se
de uma proteina de defesa do sistema imune que apresenta massa molecular e pl
de 20.6 kDa e 9.16, valores préoximos aqueles encontrados no nosso experimento
(22 kDa e 9.87).

A Proteina de reconhecimento do peptideoglicano (PGRP), identificada com o
auxilio da ferramenta Tagldent, é referente ao Spot 2 da amostra controle e no
desafio imunolégico de 6 horas com B. subtilis, que sofreu uma leve regulacao
negativa apos a injuria (1.54 vezes). Esta proteina € caracterizada com 18 kDa e
ponto isoelétrico de 6.82, semelhante aos valores encontrados experimentalmente
de 18 kDa e pl de 7.45.

O Spot 3 esteve presente tanto na amostra controle quanto apés os desafios
sépticos de 6 horas com B. subtilis e E. coli. A injuria por B. subtilis alterou a
expressdo desta proteina positivamente em 2.21 vezes, e nesta condi¢do
apresentou homologia e identidade de 64% a uma Proteina de ligacao a quitina de
Danius plexipus plexipus (Lepidoptera: Nymphalidae). Utilizando a ferramenta
Tagldent, tanto na amostra controle quanto na amostra desafiada por E. coli, esta
proteina apresentou massa molecular e ponto isoelétrico semelhante a uma
Provavel proteina de defesa de Bombyx mori, sofrendo regulagdo positiva apos
injaria por E. coli em 2.26 vezes.

A proteina inibidora de serino-proteases teve sua expressdo induzida pelo
desafio séptico de 6 horas com B. subtilis (Spot 9) e, por meio da ferramenta
MASCOT, apresentou 12% de identidade com essa proteina de Drosophila serrata.

O Spot 5 esteve presente tanto na amostra controle quanto nos desafios
sépticos de 12 horas com B. subtilis e E. coli. Por meio da ferramenta Tagldent foi
identificado como uma Lisozima, que apresenta massa molecular de 14 e pl de 9.27,
valores proximos daqueles encontrados apoés realizacdo dos experimentos. O

desafio com B. subtilis foi responsavel pelo aumento da expressdo da Lisozima em
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2.81 vezes, enquanto o desafio com E. coli aumentou 2.31 vezes sua expressao,
mostrando possivel envolvimento com a resposta imune.

O desafio séptico de 6 horas com o fungo B. bassiana induziu a producéao de
duas proteinas identificadas por meio do MASCOT. A Cecropina A2 (Spot 7), que
apresentou homologia e identidade de 37% no Swissprot, foi considerada apesar da
diferenca na massa molecular real (3 — 5 kDa) para a experimental. A Drosomicina
(Spot 8) apresentou 15% de identidade com o peptideo de D. melanogaster,
sugerindo envolvimento com a resposta antifingica.

A Apolipoforina-3 teve expressédo induzida apds 12 horas do desafio séptico
com B. bassiana (Spot 10) e por meio da ferramenta Tagldent foram encontrados
valores experimentais de massa molecular e ponto isoelétrico (18 kDa e 6.04)

realmente proximos aqueles caracteristicos da proteina (18 kDa e 6.00).

DISCUSSAO

A proteina ort6loga ao padrédo de reconhecimento de peptideoglicano (PGRP)
foi identificada tanto na amostra controle quanto na amostra injuriada pela bactéria
Gram-positiva B. subtilis (Spot 2), porém demonstrou uma leve diminuicdo na sua
expressao durante a condicao de desafio.

As PGRPs, que fazem o reconhecimento das bactérias Gram-positivas e
foram isoladas pela primeira vez em B. mori (Li et al., 2015), estdo intimamente
relacionadas com diversas func¢des da resposta imune inata como ativacdo do
receptor Toll e o IMD e da cascata da PPO, podem causar hidrélise dos PGN na
parede das bactérias exibindo atividade antimicrobiana e, por fim, podem induzir
fagocitose (Li et al., 2014). Chen, Liu, He & Jiang (2014) constataram a informacé&o
de que uma infecgcdo leva a indugdo da producdo de PGRP por meio do desafio
séptico de B. mori com P. aeruginosa e S. aureus, que foi capaz de aumentar a
expressao do PGRP-S5. Também foi constatada a participacdo deste na ativacao da
PPO e da inibicao do crescimento bacteriano.

Neste trabalho, o desafio séptico de 6 horas com a bactéria Gram-positiva B.
subtilis induziu a expressao de uma ortdloga da Atacina-A (Spot 6). As Atacinas
apresentam massa molecular entre 20 e 23 kDa e podem ser dividas em basicas (A-
D) e acidas (E e F) (Li et al., 2015).Em outros trabalhos foi constatado o seu
espectro de acao principalmente contra bactérias Gram-negativas como descrito por
Wang, Yu, Han & Chen (2009) e Hu & Aksoy (2005) que constataram uma alta
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atividade antibacteriana contra E. coli. Gupta et al. (2017) verificaram um aumento
da expressdo precoce de Atacina-A em D. melanogaster associada a Wolbachia e
desafiada por P. aeruginosa, outra bactéria Gram-negativa.

A proteina ortéloga a proteina de ligagdo a quitina (Spot 3) identificada em
nosso trabalho sofreu regulacdo positiva pelo desafio séptico de 6 horas com B.
subtilis. Suas caracteristicas de massa molecular e ponto isoelétrico também
condizem com uma provavel proteina de defesa, indicando envolvimento com a
resposta imunoldgica. Esta proteina apresentou homologia com a proteina de
ligacdo a quitina, contudo, a massa molecular encontrada em D. saccharalis € de 16
kDa, bem inferior a 64 kDa da proteina depositada nos bancos de dados.

Em invertebrados, proteinas deste tipo sdo conhecidas como Lectinas do tipo-
C (CTLs). Sua expressao pode ser induzida por fungos e também por bactérias
Gram-positivas devido a alta quantidade de N-acetilglicosamina presente na sua
parede (Souza, 2012). Zhan et al. (2016) relataram o papel regulador das lectinas na
reposta imune. O desafio bacteriano possui a capacidade de causar aumento
significativo na expressao de Lectinas na ordem como constatado por Shahzad,
Zhan, Yang, Yu & Rao (2017) em B. mori, assim como a atividade destas contra
bactérias Gram-positivas, condizendo com os resultados deste trabalho.

A proteina ortéloga do tipo inibidora de serino-proteases (Spot 9) teve
expressao induzida ap0s a realizacdo do desafio séptico de 6 horas com B. subtilis.
Estas proteinas também sdo conhecidas como Serpinas, e estdo envolvidas em
processos fisiolégicos e reacdes de defesa em mamiferos e invertebrados, atuando
no controle da atividade das serino-proteases evitando processos inadequados da
resposta imune (Gilbert, 2012; Yang et al., 2017). A expressdo de um inibidor de
serino-proteases apos realizacdo de um desafio bacteriano neste trabalho faz todo
sentido, visto que em Drosophila as Serpinas estédo relacionadas com a regulagéo
da resposta imune mediada pelo receptor Toll, e em B. mori a Serpina-15 foi
encontrada em altas quantidades na hemolinfa e foi capaz de inibir a ativacao de
PPO e producado de PAMs (Liu et al., 2015).

A proteina ortologa a Lisozima (Spot 5) esteve presente tanto na amostra
controle quanto apés os desafios bacterianos por 12 horas, confirmando a presenca
constante no organismo dos insetos. O aumento da expressdo da Lisozima apds
injaria por microrganismos também foi confirmado. Essas proteinas possuem

importante papel na resposta imune podendo agir sinergicamente com PAMs (Sowa-
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Jasitek et al., 2014), realizar hidrélise nas ligacdes entre o acido N-acetilmuramico e
N-acetilglicosamina da parede das bactérias Gram-positivas (Hillyer, 2016), assim
como B. subtilis utilizado neste trabalho, e também agir contra bactérias Gram-
negativas, como € o caso da E. coli, atividade esta constatada por meio de
Lisozimas isoladas de membros da ordem Lepidoptera (Elmogy et al., 2015).

O fungo B. bassiana induziu a expressdo de uma proteina com homologia a
Cecropina A2 (Spot 7) apos 6 horas de desafio séptico. As Cecropinas possuem
baixo peso molecular (3 - 5 kDa) e foram os primeiros PAMs relatados em insetos,
isoladas da hemolinfa da mariposa Hyalophora cecropia em 1980. Estes PAMs
apresentam amplo espectro de acéo, sendo ativas contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, fungos, parasitas e HIV-1 (Yi et al., 2014; Wei et al.,, 2017), e
levando isto em conta, a Cecropina A2 encontrada aqui ndo necessariamente
apresenta atividade antifungica. A Cecropina A2 do mosquito Aedes aegypti, por
exemplo, apresentou alto MIC contra isolados clinicos de P. aeruginosa, uma
bactéria Gram-negativa de grande importancia clinica (Zheng et al., 2017).

O peptideo semelhante a Drosomicina (Spot 8) teve expressédo induzida pelo
desafio séptico de 6 horas com B. bassiana. A Drosomicina trata-se de um PAM
incluido na classe das Defensinas, isolado pela primeira vez da hemolinfa da D.
melanogaster apds desafio séptico bacteriano, porém, apresenta um espectro de
acao pequeno sendo ativo apenas contra alguns fungos filamentosos (Zhang & Zhu,
2009; Rao, Xu & Yu, 2011), indicando que a inducdo deste PAM pelo fungo B.
bassiana é possivel. Tian et al. (2008) verificaram que tanto a Drosomicina quanto o
mutante Drosomicina-A2 foram inativos contra 13 bactérias, entretanto, foram
capazes de inibir o crescimento dos fungos Neurospora crassa, Geotrichum
candidum e leveduras de Saccharomyces cerevisiae.

No presente trabalho foi verificada a presenca de uma proteina homologa da
Apolipoforina-3 (Spot 10) induzida pelo desafio séptico de 12 horas com B. bassiana.
Esta proteina € caracterizada em outras espécies como proteina multifuncional
atuante na reposta imune, desempenhando fun¢cées como reconhecimento e ligacao
aos padrdes dos patogenos, ativacdo da cascata de PPO, estimulacéo da liberacéo
de PAMs, efeito sinérgico com a Lisozima, transporte de lipideos, entre outros (Bultt,
Coates, Dubovskiy & Ratcliffe, 2016; Wen et al., 2016). Assim como encontrado

neste estudo, Zdybicka-Barabas, Sowa-Jasitek, St aczek, Jakubowicz & Cytrynska
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(2015) observaram que o desafio imunoldgico com fungos foi capaz de induzir a
producado de Apolipoforinas-3 em larvas de G. mellonella.
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CONCLUSAO

A expressao de proteinas relacionadas com o sistema imunolégico inato da D.
saccharalis foi confirmada por meio das técnicas protedbmicas e bioquimicas, e o
auxilio das ferramentas MASCOT e Tagldent permitiu a identificacdo das mesmas.

Todas as proteinas relatadas neste trabalho foram anteriormente descritas na
literatura e demonstraram ser moléculas envolvidas com a resposta imunolégica na
ordem Lepidoptera, apresentando inclusive atividade contra varios microrganismos.

Foram identificadas proteinas com homologia a proteina de reconhecimento
do peptideoglicano, a Atacina-A, a proteina de ligacdo a quitina, a proteina inibidora
de serino-proteases, a Lisozima, a Cecropina A2, a Drosomicina e a Apolipoforina-3.

Em D. saccharalis a identificacdo e caracterizacdo dessas proteinas servirao
para um melhor entendimento do sistema imune deste lepidoptero, considerada uma
importante praga agricola e também servira como objeto de estudo para possivel

utilizacdo no combate a resisténcia bacteriana.
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CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO

Por meio da abordagem protedmica foram obtidos resultados positivos para
identificacdo de proteinas com envolvimento na resposta imunoldgica na lagarta de
D. saccharalis, entretanto, os resultados ainda necessitam de comprovacéo,
principalmente por meio da técnica de espectrometria de massas. A espectrometria
de massas foi realizada na UFPR (Centro Politécnico) com a cooperagdo do Prof.
Dr. Luciano Fernandes Huergo e da Pos-Doutoranda Edileusa Marques Gerhardt,
gue nos auxiliaram em todo o processo no aparelho MALDI-ToF/ToF e na busca nos
bancos de dados.

Apesar da dificuldade com a espectrometria de massas, salientamos que o
desafio imune provocou mudangas na expressao das proteinas ortélogas a PGRPs,
Atacina-A, proteina ligadora de quitina, proteina inibidora de serino-proteases,
Lisozimas, Cecropina-A, Drosomicina e a Apolipoforina-3.

Este estudo é pioneiro na investigacao da resposta imune da praga da cana-
de-acucar, lancando os primeiros resultados nesta importante area de pesquisa,

que, no futuro, podera gerar PAMs candidatos a novos antibidticos.

CONSIDERACOES FINAIS

A principal representante da ordem Lepidoptera, a lagarta Bombyx mori, é
considerada um importante modelo biolégico para estudo da imunidade inata por
apresentar genoma completamente decifrado. Contudo, os lepidépteros pragas
agricolas, ainda sdo pouco estudados, alguns ja emergindo como modelos de
estudo como Manduca sexta. Em contrapartida, a broca-da-cana Diatraea
saccharalis, ainda é carente de estudos genémicos e protedbmicos.

Este trabalho abordou a imunidade inata na fase larval da mariposa,
submetendo-a ao desafio séptico e caracterizando as proteinas de baixo peso
molecular expressas na hemolinfa apds o desafio. Foram obtidas proteinas
possivelmente envolvidas na imunidade inata, contudo, para obtencdo do mapa
protedmico completo, analises adicionais serdo necessarias, bem como o
sequenciamento do genoma da Diatraea saccharalis, para que as bases de dados
fornecam mais informacgdes e, assim, existam subsidios para comparar e discutir os

resultados.
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