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PERFIL PROTEOMICO DO CORPO GORDUROSO DE LARVAS DE Diatraea
saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) SOB CONDICAO DE INJURIA
SEPTICA CAUSADA POR MICROORGANISMOS

Resumo

A Diatraea saccharalis, conhecida como broca-da-cana, € uma mariposa da ordem
Lepidoptera, tratando-se de uma das principais pragas da cana-de-acgUcar,
responsavel por prejuizos a industria de acucar e de alcool. O corpo gorduroso € o
orgdo responsavel por varias fungbes durante a fase larval dos insetos,
principalmente encarregado de sintetizar moléculas com acdes metabdlicas. O
sucesso na adaptacéo dos insetos se deve ao seu eficiente sistema de defesa, no
qual o tecido gorduroso € capaz de sintetizar peptideos antimicrobianos (PAM’s) e
secretad-los na hemolinfa, onde atuam como mecanismo de defesa contra
patdogenos. Os PAM’s tém carater catibnico e apresentam capacidade de interagir
com as moléculas de carga negativas das bactérias, levando a desintegracdo de
suas membranas. Considerando as preocupacdes em relacdo a resisténcia
bacteriana a antibioticos e as propriedades antimicrobianas dos PAM’s como acéo
rapida, mecanismos de acdo variados e amplo espectro contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, tém se tornado atrativo para a realizacdo de estudos
para utilizacdo de PAM’s como antibidtico alternativo ou complementar. Em D.
saccharalis ja foram relatados PAM’s com acdo antimicrobiana em artigos
recentemente publicados empregando metodologia proteémica. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo realizar a analise diferencial das proteinas e peptideos
do corpo gorduroso no 5° instar de larvas controles e desafiadas com Escherichia
coli, Bacillus subtilis e Beauveria bassiana, utilizando eletroforese bidimensional (2-
DE) com géis tricina SDS-PAGE 12,5%, espectrometria de massas do tipo MALDI-
ToF e a pesquisa em bancos de dados de proteinas (Mascot e Tagldent). Apos
analise, foram encontradas seis proteinas de defesa do sistema imune inato
utiizando a ferramenta de identificacdo Tagldent, sendo elas Apolipophorin-3,
Atacina, Atacina-F, Proteina de reconhecimento de peptidoglicano (PGRPS),
Provavel proteina de defesa 1 e Provavel proteina de defesa 3. O PAM Atacina
apresentou regulacdo positiva em relacdo ao gel controle, indicando que o desafio
séptico por B. bassiana estimulou o sistema imune da D. saccharalis. Este trabalho
fornece os primeiros relatos de proteinas do sistema imune produzidas pelo corpo
gorduroso de D. saccharalis.

Palavras chaves: peptideos antimicrobianos; Diatraea saccharalis; MALDI-ToOF;
Eletroforese.



PROTEOMIC PROFILE OF ADIPOSE TISSUE OF DIATRAEA
SACCHARALIS LARVAE (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) UNDER SEPTIC
INJURY CAUSED BY MICROORGANISMS

Abstract: Diatraea saccharalis, known as a sugarcane borer, is a moth of the
Lepidoptera order, being one of the main pests on sugarcane, responsible for
damage to the sugar and alcohol industries. The fat body is the organ responsible for
several functions during the larval phase of insects, mainly in charge of synthesizing
molecules with metabolic actions. The success in insects’ adaptation is due to its
efficient defense system, in which the fat body is able to synthesize antimicrobial
peptides (AMP’s) and secrete them in the hemolymph, where they act as a defense
mechanism against pathogens. AMP’s has a cationic character and present the
capacity to interact with negative charge molecules of the bacteria, leading to the
disintegration of their membranes. Considering the concerns regarding bacterial
resistance to antibiotics and antimicrobial properties of AMP’s, such as fast-acting,
varied mechanisms of action and wide range against Gram-positive and Gram-
negative bacteria; it has become appropriate to carry out studies to use AMP’s as
alternative or complementary antibiotic. In D. saccharalis, AMP’s with antimicrobial
action have been reported in recently published papers using proteomic
methodology. Thereby, this study aimed to perform the differential analysis of the
proteins and peptides of the fat body in the 5th instar of larvae challenged
with Escherichia coli, Bacillus subtilis and Beauveria bassiana; using the two-
dimensional electrophoresis technique (2-DE), with 12.5% SDS-PAGE tricine gels,
MALDI-TOF type mass spectrometry and the research in protein databases (Mascot
and Tagldent). After analysis, six defense proteins of the innate immune system were
found using the Tagldent identification tool: apolipophorin-3, attacin, attacin-F,
Peptidoglycan recognition protein (PGRPs), putative defense protein 1 and putative
defense protein 3. The AMP attacin presented a positive regulation in relation to the
control gel indicating that the B. bassiana septic challenge stimulated the immune
system of D. saccharalis. This study provides the first reports of proteins of the
immune system produced by the adipose tissue of D. saccharalis.

Keywords: antimicrobial peptides; Diatraea saccharalis; MALDI-TOF;
Electrophoresis.
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1. INTRODUCAO

Na agricultura brasileira, a producdo de cana-de-acUcar estd entre as
principais fontes da economia. Uma de suas principais pragas trata-se da Diatraea
saccharalis, conhecida como broca-da-cana, que pode trazer grandes prejuizos para
a industria de alcool e de acucar.

A D. saccharlis (Leipoptera: Crambidae), assim como os demais insetos da
ordem Lepidoptera, possui um sistema imune inato eficiente contra patdogenos. Seus
primeiros mecanismos de defesa estdo no tegumento, no sistema respiratério e no
digestivo. Patbgenos como as bactérias ndo apresentam capacidade para invadir a
hemocele (cavidade interna) através do tegumento, apenas quando essa barreira
sofre injdrias por outros meios, entdo encontram outros mecanismos de defesa,
como lipidios e proteinas, que sdo componentes antimicrobianos para evitar o
crescimento na hemocele.

O corpo gorduroso de insetos € um Orgdo metabdlico responsavel pela
homeostase do sistema principalmente durante a fase larval, estoca e produz
nutrientes e € onde ocorre a sintese de peptideos antimicrobianos (PAM’s) e outras
moléculas efetoras para a defesa do sistema contra patégenos.

Os peptideos antimicrobianos (PAM’s) sao efetores do sistema imune inato na
protecdo da maioria dos organismos vivos, entre eles estdo os insetos. A grande
maioria dos PAM'’'s tém carater catibnico. As caracteristicas das membranas
celulares microbianas e as propriedades fisico-quimicas do peptideo séo os fatores
gue determinam a interacdo do PAM com a célula do patégeno. Um exemplo disso
esta na capacidade de um peptideo catibnico interagir com as cargas negativas da
membrana externa de bactérias Gram-negativas, formando um canal que leva a
desestabilizacdo da membrana.

Sao caracteristicas como acao rapida, amplo espectro contra bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas e diferentes mecanismos de agdo, que diminuem as
chances da ocorréncia de resisténcia de microrganismos estdo atraindo atencao
para a utilizacdo de PAM’s como antibidtico alternativo ou complementar.

Sabendo que os PAM’s séo sintetizados no tecido gorduroso e tém potencial
terapéutico contra patdgenos, torna-se relevante a investigacéo e a identificacdo dos
peptideos presentes no tecido gorduroso da larva de D. saccharalis, popularmente

conhecida como broca-da-cana.



11

2. OBJETIVOS
Objetivos gerais

O objetivo desse estudo foi realizar a andlise diferencial de proteinas e
peptideos expressos no corpo gorduroso da broca-da-cana, D. saccharlis, utilizando
eletroforese bidimensional (2-DE) e espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF.
Determinar o perfil prote6mico do tecido gorduroso da larva D. saccharalis em 5°
instar, em grupos de larvas nativas e infectadas com E. coli, com B. subtilis e com o

fungo entomopatogénico B. bassiana.

Objetivos especificos

Investigar a presenca de proteinas e/ou peptideos que estejam envolvidos
na resposta imune do inseto que apresentem atividade antimicrobiana e que sejam
reguladas positiva ou negativamente na situacado de infeccdo por microrganismos
utiizados para o desafio séptico. Posteriormente, identificar os peptideos
empregando ferramentas de bioinformatica para comparacdo dos espectros de
massas experimentais e caracteristicas bioquimicas (ponto isoelétrico e massa
molecular) com dados depositados nos bancos de dados NCBI e Swissprot usando

o servidor Mascot (http://www.matrixscience.com).



http://www.matrixscience.com/
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Diatraea saccharalis

A cana-de-acgucar, Saccharaum officinarum, € uma monocotiledénea perene
da familia Gramineae, produzida em climas tropicais e subtropicais, o que favorece
ao Brasil ser o seu principal produtor mundial. A cana é utilizada como matéria prima
na producdo de alimentos, alcool, acucar, racdo animal e seus residuos sao
utilizados na geracdo de energia elétrica. Entre suas principais pragas destacam-se
a cigarrinha da folha (Mahanarva posticata), a cigarrinha da raiz (Mahanarva
fimbriolata), a broca gigante (Telchin licus) e as brocas do género Diatraea spp.
(CARVALHO et al., 2013a).

A D. saccharlis, (Lepidoptera: Crambidae), € uma mariposa nativa do
hemisfério ocidental, distribuida em todo territério da América do Sul, Central e Sul
dos Estados Unidos, conhecida como broca-da-cana (JOYCE et al., 2014).

As larvas da broca-da-cana podem ser responsaveis por danos diretos e
indiretos na planta, desenvolvem-se no interior do colmo da cana-de-agucar,
reduzem sua biomassa e seus acUcares e criam galerias que deixam a planta
suscetivel a entrada de patdégenos e a quebra pelo vento (BERNARDI et al., 2015;
JOYCE et al.,, 2014). Os fungos que causam a podridao do caule, Colletotrichum
falcatum e Fusarium verticillioides, sdo comumente encontrados em taneis causados
pela D. saccharalis (MEDEIROS et al., 2016).

A D. saccharlis apresenta quatro estagios morfolégicos (Figura 1): Ovo, larva,
pupa e mariposas, que reiniciam o ciclo com a oviposi¢cao (HOU et al., 2016). Seu
ciclo de vida inicia a ap6s o0 acasalamento, quando a fémea p6e os ovos nas folhas
da planta, 5 a 50 em cada postura e sua eclosao ocorre em até nove dias, iniciando
0 estagio larval, ou de lagarta. Nesta fase perfuram o colmo da planta e passam
para o interior da planta, em cerca de 40 dias completam seu desenvolvimento,
passando ao estagio de pupa que pode levar em média 10 dias e entdo emergem
para o exterior através dos orificios criados em sua fase larval, tomam sua forma
adulta de mariposa e reiniciam o ciclo (CAPELI, 2012).

A D. saccharalis desenvolveu resisténcia a diversos inseticidas, incluindo
carbamatos, organofosforados e piretrdides e, por consequéncia, sendo responsavel
por perdas econdémicas significantes na producdo da cana-de-acucar (KANG et al.,

2014). Uma forma de controle bioldgico € por meio do parasitoide Cotesia flavipes,
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uma vespa que parasita a broca-da-cana, podendo retardar seu ciclo de vida ou
leva-la a morte, afetando significativamente o crescimento populacional (SIMOES et
al., 2012).

>

Ciclo da Broca-da-Cana (Diatraea saccharalis) ”
- v =
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Figura 1 Ciclo de vida da Diatraea saccharalis (Fonte: http://www.biocontrol.com.br/produtos-cotesia)

Sistema imunolégico dos insetos

Os insetos ndo possuem um sistema imune adaptativo, semelhante aos
vertebrados, entdo, todo seu sistema imunolégico de defesa depende do sistema
inato para protecao contra patégenos que conseguem ultrapassar sua primeira linha
de defesa, as barreiras fisicas (CRAVA et al., 2015). O sistema imune inato possui
as proteinas de reconhecimento de padrdo (PRPs) capazes de reconhecer
moléculas estranhas ao hospedeiro. O reconhecimento do patégeno desencadeia a
ativacao de vias de sinalizacdo para producdo de moléculas efetoras para impedir a
replicacdo do microrganismo invasor, amplificando a resposta imune inata e
induzindo a producao de fatores com atividade antimicrobiana (KINGSOLVER et al.,
2013).

Em insetos, o sistema imune inato pode ser divido em duas vias. A primeira
via € a imunidade celular, composta por hemdcitos, que sao ceélulas responsaveis
por interagir e reconhecer as células invasoras. A via celular é responsavel pela
fagocitose, nodulacdo e encapsulacdo. A segunda via € a imunidade humoral,
composta por proteinas antimicrobianas, lisozima, enzima fenol-oxidase e outras
moléculas efetoras com atividade litica. Esta via € responsavel por realizar a
coagulacéao e a melanizacdo. A hemolinfa atua como centro da resposta imune, nela
esta presente os hemdcitos e € onde ocorrem as cascatas proteoliticas e secrecdes
de peptideos antimicrobianos (ARDIA et al., 2012; JIANGFAN et al., 2016).
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A fagocitose é um processo rapido, mediado por hemdcitos, ocorre quando
uma particula estranha é reconhecida, é englobada em um fagossoma e digerida por
enzimas hidroliticas. A encapsulacdo ocorre quando a particula invasora € grande
demais para ser fagocitada, ocorre por meio da agregacdo de plasmocitos e
granulécitos que envolvem o patdgeno. A nodulacdo ocorre para grandes agregados
de bactérias, também ocorre a agregacao de granulécitos e plasmécitos que liberam
seu conteudo e envolvem as bactérias, posterior a isso toda a estrutura é
melanizada. A melanizacdo corresponde a reacfes de conversdo da tirosina em
melanina mediada pela enzima fenol-oxidase, ocorre a formacdo de uma camada de
melanina que envolve o microrganismo invasor, levando-o & morte por falta de
nutrientes ou por danos oxidativos (HILLYER, 2016).

A entrada de patdgenos estimula a secrecdo de proteinas antimicrobianas,
lisozima e outras moléculas efetoras a partir do tecido gorduroso. O tecido gorduroso
€ 0 O0rgao responsavel pela sintese dos PAM’s que sdo secretados na hemolinfa. O
corpo gorduroso também apresenta funcbes metabdlicas, sintese e estocagem de
nutrientes, € responsavel pela homeostase do sistema e pela formacéo dos outros
tecidos, além de participar no metabolismo das diferentes fases da metamorfose dos
insetos (PINHEIRO et al., 2010).

Peptideos antimicrobianos (PAM’s)

Peptideos antimicrobianos estdo vastamente distribuidos na natureza. Na

base de dados de peptideos antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/main.php)

estdo depositados 2817 peptideos distribuidos em diversos reinos, sendo mais
abrangente em animais, com 2152 peptideos registrados com diversas atividades
descritas. Por exemplo, atividade antibacteriana, antibiofilme, anti-HIV, antifingicos,
antiparasitarios, anticancer e antioxidante. Para um peptideo ser adicionado ao
banco de dados é necessario que sua sequéncia de aminoacidos seja determinada
e que apresente atividade antimicrobiana (WANG et al., 2014).

Insetos sdo uma das principais fontes de peptideos antimicrobianos (PAM’s),
geralmente apresentam atividades contra bactérias e fungos e outros também contra
parasitas e virus. Em 1974, foi observada pela primeira vez atividade antimicrobiana
na hemolinfa da pupa de Hyalophora cecropia e, posteriormente, em 1980, foi

purificado o primeiro PAM derivado de insetos, a cecropina (STEINER et al., 1981).
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Até entdo, mais de 150 PAM’s foram purificados ou identificados (YI et al., 2014).
Em insetos, os PAM’s sédo sintetizados no corpo gorduroso da fase larval,
geralmente no instar final, quando estdo quase passando para o estagio de pupa
(PAKKIANATHAN et al., 2012).

Em muitos organismos, os PAM’'s podem atuar como moduladores da
resposta imune inata, mas sua principal funcdo é a eliminacdo de patégenos
(JENSSEN et al., 2006). Uma vasta producdo de peptideos ocorre poucas horas
apos serem desafiados por patdégenos e induzem uma resposta antimicrobiana
efetiva (VILCINSKAS, 2015).

Uma caracteristica especial dos PAM’s € a menor probabilidade para que
bactérias desenvolvam resisténcia contra eles, pois esses nado utilizam um
mecanismo especifico como receptor ou proteinas do alvo para realizar sua
atividade antimicrobiana, atuando diretamente nas membranas celulares bacterianas
(ONATE-GARZON et al., 2016). O mecanismo de acdo dos PAM’'s ¢ baseado em
suas propriedades estruturais, como sequéncia de aminoacidos, tamanho molecular,
natureza catiénica e anfipaticidade (CHUNG & KHANUM, 2016). O principio basico
da interacdo entre o PAM com seu alvo € por meio de interacfes eletrostaticas
(Figura 2), em que o PAM com natureza cationica interage com estruturas de
natureza anidnicas presentes nas membranas celulares (MYLONAKIS et al., 2016).
Por exemplo, com os grupos fosfatos dentro dos lipopolissacarideos das bactérias
Gram-negativas ou com o0s acidos lipoteicdicos presentes na superficie de
membrana das bactérias Gram-positivas (JENSSEN et al., 2006).

Peptideo Antimicrobiano

-+

(fraca) eletrostatica (forte)

L7 4
Interagdo hidrofo'b7 Interagdo hidrofébica e

+
Membrana + * g +
externa W fb/% RQ
Membrana \4)0808 gHO & g g
interna
Membrana plasmatica Membrana plasmatica
de eritrécito bacteriana

S Q
0 n il
Colesterol Fosfolipideos Fosfolipideos

acidos zwiteridnicos

Figura 2 Interagdo de um peptideo antimicrobiano com seu alvo através de interagdes eletrostaticas. Figura modificada de
Carvalho & Machini, 2013b.
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Existem mais de um modelo para tentar explicar 0 mecanismo de acao
utilizado pelos PAM’s para desestabilizar a membrana celular bacteriana (Figura 3).
O primeiro é o modelo de poros é o Barrel stave, em que 0s peptideos interagem
lateralmente entre si e criam um canal especifico semelhante a um canal de ions, o
outro modelo de poros é o Toroidal, nesse caso nao ocorre interacdo especifica
peptideo-peptideo, 0 que acontece € uma interacdo dos peptideos com a curvatura
da membrana até a formacdo de uma interacdo do peptideo com o lipidio da
membrana da bactéria. Mecanismos de acdo que nao formam poros também séo
utilizados para explicar como ocorre a desestabilizacdo da membrana, o modelo
Carpet € 0 mais citado, neste caso 0s peptideos se acumulam na superficie da
membrana e quando atingem uma concentracao critica ocorre a permeabilizacao,
pois ocorreu uma desestabilizacdo global da bicamada (WIMLEY & HRISTOVA,
2011).

Outros mecanismos de acgéao utilizados pelos PAM’s podem ser a inibicdo da
sintese de proteinas e bactérias, a repressédo de processos celulares e inibicdo da
sintese da parede celular. Por exemplo, drosomicina e apidaecina, peptideos
isolados de insetos, causam choques térmicos em células e reprimem suas
respostas de estresse, outro exemplo é o buforina Il, isolado do sapo asiatico Bufo
gargarzins que atravessa a membrana celular e inibe funcdes de DNA e RNA (AOKI
& UEDA, 2013).

Barrel-stave Carpete Poro toroidal

(AMP)

Figura 3 Mecanismos de desestabilizacdo da membrana celular bacteriana pela acdo dos peptideos antimicrobianos. Figura
modificada de Carvalho & Machini, 2013b.
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O tamanho dos peptideos varia de 10-50 residuos de aminoacidos e sdo
classificados de acordo com o tipo de aminoacidos e sua conformacdo estrutural
(CHUNG & KHANUM, 2016). Os PAM’s de insetos podem ser classificados de
acordo com sua estrutura conformacional em trés grandes classes: peptideos alfa-
hélice linear, peptideos folha-beta globular e peptideos que contém grande numero
de aminoéacidos especificos (Ricos em glicina, ricos em prolina e ricos em cisteina)
(MYLONAKIS et al., 2016).

Cecropinas sdo uma das principais classes de PAM’s nos insetos, tém
estrutura alfa-hélice, sao catidnicos e apresentam um espectro de atividade contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. As defensinas sdo outra classe
importante de PAM’s derivados de insetos, apresentam estrutura folha-beta globular.
Apresentam atividade antimicrobiana principalmente para bactérias Gram-positivas
como B. subtilis ou Staphylococcus aureus, algumas defensinas apresentam
atividade para Gram-negativas como E. coli e alguns fungos. Outra classe que se
destaca é a das atacinas, apresentam uma estrutura conformacional de peptideos
ricos em glicina, a maioria das atacinas apresenta atividade contra Gram-negativas,
principalmente para E. coli, mas também apresentam atividade para algumas
bactérias Gram-positivas, ex. B. subtilis e Listeria monocytogenes e fungos, ex.
Candida albicans. Outras classes que ja foram identificas em insetos sdo lebocinas,
gloverinas e moricinas (Y| et al., 2014).

Devido a sua diversidade de mecanismos de acdo, rara aquisicdo de
resisténcia, alta estabilidade a variacdes de pH e temperatura, baixa toxicidade a
células eucaridticas e sua efetividade contra organismos patogénicos que sao
resistentes as drogas convencionais os PAM’s sdo considerados como potenciais
futuros antibidticos. Também existem grandes dificuldades que impedem o
desenvolvimento de PAM’'s como novas drogas: Atividade hemolitica, alguns
peptideos podem interagir diretamente com as células do hospedeiro e promover
lise celular. Rapida eliminacdo do corpo humano, alguns PAM’s podem ser
degradados rapidamente por proteases. Reducéo de atividade por sensibilidade a
sais; para que ocorra a interacdo eletrostatica com as células-alvo os peptideos
precisam formar suas estruturas secundarias, que sao sensiveis a altas
concentracOes de sais presentes nos fluidos do corpo humano. A alta quantidade de
peptideos necessaria para testes clinicos tem um custo muito elevado em

comparacao a antibidticos tradicionais e a producdo de heterologos em sistemas
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procariontes é dificultada devido a toxicidade dos PAM’'s para as células
procariontes (AOKI & UEDA, 2013; CHUNG & KHANUM, 2016).

A maioria dos PAM’s para aplicacdo clinica que estdo em fase de testes
foram desenvolvidos em forma farmacéutica topica. Pexiganan € o PAM mais
investigado em relagdo ao desenvolvimento de drogas e mostrou eficacia em
ensaios clinicos de fase Ill para tratamento de infec¢ges de Ulceras de pé diabético e
Omiganan estd em desenvolvimento para prevencdo de infec¢cbes associadas ao
cateter (SEO et al., 2012; CHUNG & KHANUM, 20186).

Resisténcia aos antimicrobianos

O primeiro antibiético a ser descoberto foi a penicilina, em 1928, por
Alexander Fleming, e atualmente toneladas de antibiéticos sdo produzidos
anualmente, e, enquanto isso, bactérias tém habilidades para utilizar varias
estratégias para desenvolver resisténcia contra antibiéticos (CHAKRABORTI et al.,
2014).

O uso excessivo e abusivo de antibidticos na medicina humana e veterinaria,
na agricultura e em alimentos levou a criacdo de mecanismos de resisténcia a
drogas por parte das bactérias. Além de ser um problema de saude publica, a
resisténcia a antibidticos representa um alto custo financeiro para os sistemas de
salde (SIDRACH-CARDONA et al., 2014).

O problema de resisténcia a antibidéticos toma uma proporcdo ainda maior
com as bactérias resistentes a mudltiplas drogas e a formacdo de biofilmes,
agregados de bactérias que sao encapsulados e dificultam ainda mais a penetracédo
do antibidtico (DEMAIN & SANCHEZ, 2009).

Sao varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos que impactam o
tratamento clinico de doencas. O primeiro consiste em evitar o acesso do antibiético
ao seu alvo por meio da reducédo da expressdo de poros ou aumento da bomba de
efluxo. O segundo mecanismo é baseado na alteragdo do sitio alvo evitando o
reconhecimento pela droga. Por fim, as bactérias sdo capazes de exercer alteracdes
na molécula da droga inativando-as (BLAIR et al., 2014).

A resisténcia a antibioticos pode ser natural ou adquirida. Dois elementos sao
importantes para o desenvolvimento da resisténcia a antibioticos: Um antibiotico

capaz de eliminar quase todas as bactérias de uma coldnia heterogénea e uma
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bactéria transportando um gene capaz de expressar resisténcia a esse antibidtico
(resisténcia natural), quando este gene é propagado para outras bactérias por meio
de mecanismos genéticos como transducdo, transformacdo, transposicdo e
conjugacao ocorre a resisténcia adquirida (ALANIS, 2005; RIBEIRO & CORTINA,
2016).

As doencgas infecciosas estdo entre as principais causas de mortalidade no
mundo, as taxas de resisténcia aos antimicrobianos estéo elevadas, principalmente
em ambientes hospitalares e existem poucos farmacos novos disponiveis no
mercado. Esses dados alarmantes reforcam a necessidade para a busca de novas
moléculas com propriedades antimicrobianas, com novos mecanismos de agdo. Os
produtos naturais sdo o ponto de partida para a descoberta de muitas classes de
antibioticos, desde o ano 2000 apenas cinco classes de drogas foram descobertas
para tratamento de infecgcbes humanas, sendo trés delas provenientes de produtos
naturais (GUIMARAES et al., 2010; HARVEY et al., 2015).

Ferramentas protedmicas na busca de novos PAM’s

O termo proteoma significa o conjunto de todas as proteinas expressas por
um genoma. Sao todas as proteinas que intervém nos processos bioldgicos de uma
espécie. As proteinas tém diversas funcbes e exercem papéis essenciais em todos
0s processos biologicos. Ap6s conhecer o genoma humano, 0 novo objetivo dos
cientistas foi determinar a composicdo, a estrutura e as funcdes de todas as
proteinas para entender como elas interagem entre si (LANCAS et al., 2003).

Diferente do genoma que € estatico, o proteoma é dindmico. O status
fisiolégico e a fase de diferenciacdo celular alteram o seu perfil. O proteoma é
amplo, apresenta os produtos traduzidos das sequéncias genbmicas e proteinas
resultantes dos processos poés-transcricionais e pés-traducionais (BARBOSA et al.,
2012).

As industrias farmacéuticas apresentam enorme interesse pelo proteoma,
pois procuram novos alvos e proteinas especificas para que possam trabalhar para
0 desenvolvimento de um novo medicamento (LANCAS et al., 2003).

Uma das técnicas mais comuns para avaliar a expressao de proteinas é por
meio da eletroforese bidimensional (2-DE). Para obtencdo de bons resultados

utilizando a eletroforese € necessario que a extracdo de proteinas tenha sido
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adequada. Por se tratar de amostras de origem bioldgica distintas, cada uma
necessita de uma otimizacgao individual. Em muitos casos, as proteinas precisam ser
desagregadas, solubilizadas, desnaturadas e submetidas a tratamento com agentes
redutores de pontes dissulfeto (BARBOSA et al., 2012).

A metodologia da eletroforese 2-DE é dividida em duas etapas. A primeira
etapa é a focalizagéo isoelétrica (IEF), onde as moléculas migram em um gradiente
de pH imobilizado até atingirem seu ponto isoelétrico (pl). Na segunda etapa, as
proteinas sao separadas por peso molecular, a eletroforese ocorre em direcao
perpendicular a IEF, em um gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). As bandas ou spots sdo corados com azul de Coomassie, nitrato de
prata ou outro corante comercial para que fiqguem visiveis. Os géis sao digitalizados
e analisados por softwares para quantificacdo de volumes proteicos e intensidades
(BARBOSA et al., 2012).

Com o advento de métodos de ionizacdo e de dessorcdo a laser auxiliado por
matriz, a espectrometria de massa (MALDI-MS) se tornou o método principal para
analise de proteinas, levando a pesquisas de proteoma acontecerem com maior
abrangéncia, qualidade, profundidade e velocidade (RICHARDS et al., 2015).

Por meio da técnica de MALDI-ToF (time of flight) é possivel determinar a
massa da proteina analisada, em que os peptideos sdo cristalizados em uma matriz
sélida, a qual é bombardeada com um laser para ionizar os peptideos com uma
carga positiva. Nesta técnica, as particulas menores passam através de um tubo de
VOO mais rapido que as particulas maiores e com mais carga, assim é gerado um
espectro de picos de massa e carga (DAVIS & HANASH, 2006). Os peptideos
detectados por MS podem ser comparados com um banco de dados de proteinas e
peptideos de organismos com genes ja sequenciados (RICHARDS et al., 2015).

O estudo protedmico ja resultou na identificacéo de diversos PAM’s, exemplos
séo: gloverinas, cecropinas e defensinas (CELORIO-MANCERA et al., 2011). Por
meio da técnica utilizando MALDI-ToF, o peptideo antifingico diapausina foi isolado
da hemolinfa da Lepidoptera Manduca sexta, por Souhail et al. (2016) e o peptideo
gloverina foi identificado na hemolinfa de D. sachharalis por Silva et al. (2010).
Rocha et al. (2016) também descreveram peptideos presentes na hemolinfa da D.
saccharalis que podem estar envolvidos na resposta imune de insetos, como

defensin-like e attacin-like.
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RESUMO

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) € uma praga da cana-de-acglcar
responsavel por grandes prejuizos a industria de acucar e de alcool. Os insetos sao
adaptados aos mais variados ambientes, sendo amplamente distribuidos na
natureza, iIsso se deve ao seu sistema imune inato extremamente eficiente em
reconhecimento de patdégenos e na producdo de moléculas efetoras para impedir o
invasor. Os peptideos antimicrobianos (PAM’s) sdo produzidos no corpo gorduroso,
orgdo metabdlico dos insetos responsavel pela producéo de moléculas de defesa do
sistema imune. Uma andlise diferencial das proteinas expressas no corpo gorduroso
da larva de D. saccharlis ap6s desafio séptico com microrganismos foi realizada
utilizando eletroforese 2-DE em gel tricina SDS-PAGE 12,5%, espectrometria de
massa do tipo MALDI-ToF e comparacdo com bancos de dados (Mascot e Tagldent)
para avaliar a resposta do sistema imune inato. Neste trabalho foram encontradas
seis proteinas ortdlogas de defesa do sistema imune inato utilizando a ferramenta de
identificacdo Tagldent, sendo elas Apolipophorin-3, Atacina, Atacina-F, Proteina de
reconhecimento de peptidoglicano (PGRPs), Proteina de defesa pupativa 1 e
Proteina de defesa pupativa 3. O PAM Atacina apresentou regulacao positiva em
relacdo ao gel controle, indicando que o desafio séptico por B. bassiana estimulou o
sistema imune da D. saccharalis. Este trabalho fornece os primeiros relatos de
proteinas do sistema imune e proteinas com func¢des estruturais e bioquimicas
produzidas pelo corpo gorduroso de D. saccharalis.

Palavras chave: Imunidade inata, Peptideos antimicrobianos, Espectrometria de
massas, Eletroforese bidimensional, Diatraea saccharalis.

Titulo reduzido: Alteracdes do perfil proteémico do corpo gorduroso de Diatraea
saccharalis.
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INTRODUCAO

A lagarta Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) é uma praga da
cana-de-agucar presente em todo o territorio da América do Sul, seu estudo torna-se
relevante tendo em vista que o Brasil € um dos principais produtores mundiais de
cana-de-acucar (JOYCE, 2014). A broca-da-cana, como € conhecida, € responsavel
por grandes prejuizos econdmicos a industria de acucar e de alcool (CARVALHO et
al, 2013a). A safra de cana-de-agucar em 2016/2017 obteve uma produc¢éo de 30,3
bilhdes de litros de alcool e 37,5 milhdes de toneladas de acucar em nove milhdes
de hectares plantados no Brasil segundo Almeida (2016), tendo um prejuizo de R$
4,88 bilhdes em percas de producao devido a danos causados pela broca-da-cana e
em gastos em seu controle biolégico.

A disseminacdo da praga € mantida em baixos niveis por meio do controle
biologico realizado com a liberacdo massiva da vespa Cotesia flavipes nas
planta¢Bes, contudo, a broca-da-cana ainda é encontrada em plantacdes de cana-
de-acucar, porém, em quantidades aceitaveis (SANDOVAL & SENO, 2010).

Os insetos sdo adaptados aos mais variados ambientes, sendo amplamente
distribuidos na natureza, isso se deve ao seu sistema imune inato extremamente
eficiente em reconhecimento de patégenos e producdo de moléculas efetoras para
impedir o invasor (KINGSOLVER et al., 2013). Este sistema € divido em via celular,
com a atuacdo dos hemdcitos e via humoral, que é representada por proteinas
antimicrobianas (ARDIA et al., 2012).

O corpo gorduroso (CG) de insetos € um 6rgado metabdlico responsavel pela
homeostase do sistema e nele sdo produzidas moléculas efetoras de defesa do
organismo frente a uma invasdo por patdogenos. Os peptideos antimicrobianos
(PAM’s) sé@o produzidos no CG e secretados na hemolinfa onde irdo atuar para a
eliminacdo dos patégenos (bactérias, fungos, virus) (PINHEIRO et al., 2010).

Os PAM’s apresentam um mecanismo de acdo baseado em suas
propriedades estruturais de natureza catidnica e de anfipacidade, interagindo e
desestabilizando as membranas celulares dos microrganismos, essas caracteristicas
levam a uma menor probabilidade de os patégenos desenvolverem resisténcia a
efetividade desses peptideos (ONATE-GARZON et al., 2016; CHUNG & KHANUM,
2016).
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O sistema imune de espécies de Lepidépteros modelos como Bombyx mori,
Manduca sexta, Galeria melonella, por exemplo, vem sendo estudado e diversas
familias de PAM’s, como atacinas, defensinas e cecropinas ja foram isoladas em
suas hemolinfas. Gloverinas e moricinas sado familias de PAM’s encontrados
exclusivamente nos Lepidopteros. A familia de lebocinas foi isolada pela primeira
vez na hemolinfa do bicho-da-seda, B. mori, 0s quais apresentam atividade contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e contra alguns fungos (YI et al., 2014).
Nos atimos anos, Silva et al. (2010) identificaram o peptideo gloverina induzido por
desafio séptico na hemolinfa de D. saccharalise e, recentemente, Rocha et al. (2016)
também reportaram na hemolinfa uma Attacin-like protein que esta envolvida na
resposta imune de D. saccharallis.

Nesse estudo, utilizamos a técnica de eletroforese bidimensional (2-DE) e
analisamos as alteracdes no perfil da expressédo de proteinas do corpo gorduroso de
larvas de D. saccharlis apos o desafio por injuria séptica com microrganismos,
buscando investigar a regulacdo de proteinas que possam estar envolvidas com o
sistema imune inato. Este € o primeiro relato na literatura de proteinas e peptideos

expressos no corpo gorduroso de D. saccharalis sob desafio de injuria séptica.

MATERIAIS E METODOS
Manutencédo da cultura de D. saccharalis

As larvas de D. saccharalis foram tratadas com uma dieta especifica
(HENSLEY e HAMOND, 1968) e em condicfes controladas, com temperatura média
de 261 °C e 70% de umidade. Ao atingirem o 5° instar, as larvas foram retiradas

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

Desafio imunoldgico das larvas por microrganismos e coleta do material
biolégico

As larvas foram desafiadas pelas bactérias Escherichia coli (ATCC 11229),
Bacillus subtilis (ATCC 6623) conforme a metodologia descrita por Rocha et al.
(2016) e pelo fungo Beauveria bassiana de acordo com Liu et al. (2014), utilizando
microaplicador de preciséo (Burkard-PAX 100-3) para injetar 3 yL da suspensao de

microrganismaos.



24

O in6culo de bactérias foi preparado em meio Luria Bertani (LB), e, ap0s
crescimento overnight (14-16 horas a 37 °C), o meio foi centrifugado (800x g/10 min)
e 0 precipitado foi lavado com tampdo PBS (fosfato de sodio dibasico 4,3 mM,
monobasico 1,4 mM e cloreto de sédio 137 mM). A densidade 6ptica foi determinada
em espectrofotdmetro a 600 nm para padronizar a concentracdo 10° células/uL de
microrganismos.

O in6culo de Beauveria bassiana foi preparado em um tubo de ensaio
contendo as células do fungo, agua e Tween, posteriormente foram feitas as
diluicdes e a contagem de conidios em camera de Neubauer. A partir da média de
conidios/pL, preparou-se uma suspensao a 2x108 conidios/pL.

O experimento foi conduzido utilizando 50 larvas para cada grupo, sendo um
grupo controle (sem desafio) e um grupo para cada microrganismo utilizado no
desafio, totalizando quatro grupos de amostra. Foram realizados dois experimentos
separados, sendo um experimento com tempo de coleta do corpo gorduroso apds 6
horas e outro experimento com tempo de 12 horas apo6s o desafio imunoldgico das
larvas.

O corpo gorduroso de larvas de 5° instar foi coletado e transferido para um
microtubo imerso em gelo, contendo cristais de Feniltioureia (Sigma) e PMSF (1mM),
para evitar, respectivamente, a melanizacado e a acao das proteases. As amostras

foram armazenadas em freezer —20 °C até a extragdo de proteinas.

Extracdo e dosagem de proteinas

A extracdo de proteinas seguiu o protocolo de Masova et al. (2010), no qual o
corpo gorduroso foi homogeneizado em tampéo de lise e sonicado em um aparelho
Ultronique QR500 por 10 segundos, trés vezes na poténcia 60%, posteriormente
centrifugado (16000x g/10 min), o extrato de proteinas foi obtido no sobrenadante.

Posteriormente, foi utilizado o protocolo de Pakkianathan et al. (2012) para
extrair as proteinas utilizando metanol, em seguida, o metanol foi desprezado e o
pellet de proteinas foi desidratado em banho seco a 37°C para evaporacgao total do
solvente e re-solubilizado em &gua. As proteinas totais foram quantificadas pelo

método colorimétrico de Bradford (1976).
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Focalizacao isoelétrica (IEF) das proteinas extraidas

A focalizagdo isoelétrica em um sistema da IPGphor (Amersham
Biosciences). Cerca de 500 ug de proteinas totais extraidas foram aplicadas em tiras
de gradientes de pH imobilizados (Immobiline drystrips, pH 3-10, GE Healthcare)
para a focalizacdo. Os parametros para focalizacdo isoelétrica foram fixados em
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), andlise das imagens de géis e digestao
com tripsina

As tiras de gradientes de pH imobilizados (Immobiline drystrips, pH 3-10, GE
Healthcare) contendo as proteinas separadas por ponto isoelétrico (pl) passaram por
etapas de reducdo e alquilacdo das proteinas, acondicionamento em solucdo de
equilibrio (Tris-HCI 7,5 mM pH 8.8, Ureia 6 M, Glicerol 29,3 %, SDS 2% e tracos de
azul de bromofenol). Na primeira etapa, as tiras foram mantidas na solucdo de
equilibrio adicionada de 1% de ditiotreitol (DDT) por 30 minutos para a reducao dos
grupamentos tiélicos das proteinas. Em seguida, as tiras foram mantidas na solucéo
de equilibrio adicionadas de 2,5 % de iodoacetamida (IAA) por 30 minutos para a
alquilacdo e a estabilizacdo dos grupos tiol das proteinas e eliminacdo do DDT
residual. As tiras foram transferidas para o sistema de eletroforese (Ruby-Amershan)
para a realizacdo da 2-DE em Tricina SDS-PAGE 12,5%. Essas analises seguiram a
metodologia descrita por Zhou et al. (2008).

Foi realizado um gel 2-DE para cada amostra de tecido gorduroso coletado. A
eletroforese foi realizada na programacao de 600 volts para entrada no gel, com
corrente de 8 mA/gel durante 30 minutos, e fase 2 de 600 volts, 30 mA/gel até o final
da corrida. O sistema foi refrigerado a 12 °C com bomba de circulacdo de agua
(Marconi MA-186). Posteriormente, os géis foram fixados e corados por Coomassie
Coloidal (G-250) overnight. Ap6s o processo de descoloragdo do gel, esses foram
escaneados no Image Scaneer Amersham e 0s spots proteicos expressos foram
analisados com o software ImageMaster 2-DE Platinum 6.0.

A analise incluiu a deteccdo automatica de spots, seguida por designacao

manual dos spots como pontos de referéncia para o alinhamento do gel. Os spots
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diferencialmente expressos em condicdo de infeccdo de, pelo menos, 1,5 vezes,
foram determinados ao serem comparados com o gel da amostra controle (SONG et
al., 2008). Os spots mais evidentes e delimitados de cada gel foram excisados e
digeridos com Tripsina (Promega-USA) de acordo com protocolo de Shevchenko et
al. (1996).

Espectrometria de massa MALDI-ToF

As amostras digeridas com Tripsina Gold (Promega) foram analisadas
utilizando o equipamento hibrido MALDI-ToF-MS/MS (Brucker Daltonics) modelo
autoflex 1. O programa de computador utilizado foi o FlexControl 2.0. A analise dos
espectros foi feita utilizando o programa FlexAnalysis 2.0.

Identificacdo das Proteinas em bancos de dados

Os espectros de massa ou Peptides Mass Fingerprint (PMF) das amostras
foram analisados com a interface  MASCOT (Matrix Science) -
http://www.matrixscience.com - associado ao uso de banco de dados para
Drosophila melanogaster depositados no Swiss-Prot e NCBI. Os parametros de
busca utilizados foram: enzima tripsina, um sitio de clivagem perdido,
carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa e oxidacdo de metionina
como modificacdo variavel e janela de erro de 200 ppm.

De acordo com as caracteristicas bioquimicas das proteinas (peso molecular
e 0 ponto isoelétrico) foi realizada uma busca nos bancos de dados de proteinas
UniProtKB/Swiss-Prot especificado para Lepiddépteros, utilizando a ferramenta

Tagldent na plataforma online Expasy (SIB Bioinformatics Resource Portal).
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RESULTADOS
Dosagem de proteinas do extrato proteico do corpo gorduroso das larvas

As concentragdes de proteinas nas amostras de corpo gorduroso encontram-

se na Tabela 1.

Tabela 1 Quantidade de proteinas obtidas nas amostras de corpo gorduroso de D. saccharalis apos desafio imunolégico de 6h
e 12 horas.

Amostra Proteina (mg/ml)

Corpo gorduroso controle 6h 11,78

Corpo gorduroso desafiado E. coli 6h 87,21
Corpo gorduroso desafiado B. subtilis 6h 89,23
Corpo gorduroso desafiado B. bassiana 6h 8,04

Corpo gorduroso controle 12h 124,13

Corpo gorduroso desafiado E. coli 12h 106,87

Corpo gorduroso desafiado B. subtilis 12h 102,25
Corpo gorduroso desafiado B. bassiana 12h 94,04

Podem-se observar altos valores de dosagem, contudo, essa concentracéo
elevada deve-se aos interferentes no tampdo de lise, que algumas vezes

proporciona superestimativa da concentracdo de proteinas nas amostras.

Andlise dos géis de eletroforese bidimensional (2-DE) do extrato proteico
do corpo gorduroso de Diatraea saccharalis apds desafio por injaria séptica de
6 horas

O gel 2-DE de proteinas do corpo gorduroso de D. saccharlis, ap6s desafio
por injaria séptica de 6 horas com B. subtilis, apresentou 66 spots com peso
molecular (PM) de 16 a 91 kDa sendo 19 spots menores que 30 kDa. O ponto
isoelétrico (pl) dos spots apresentou uma variacdo de 3,5 a 9,6. Sete spots
apresentaram match significativo com o gel controle, ou seja, obtiveram um ratio >
1,5, sendo que trés spots apresentaram upregulation, pois estdo mais concentrados
no gel desafiado em comparacdo ao gel controle e quatro spots sofreram
downregulation, apresentando uma concentracdo maior no gel controle em
comparacdo ao gel desafiado. Os spots que apresentaram match significativo
encontram-se na Tabela 2 com seus respectivos pesos moleculares, pl e

concentracao.
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Tabela 2 Resultado da comparacéo entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com B. subtilis apés 6 horas.

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [Controle] [Desafiado]
CGBs 87 49 7,2 1,6 2,099 1,333
CGBs 107 37 6,2 15 0,834 0,545
CGBs 117 31 6,0 15 0,816 1,195
CGBs 123 30 7,2 15 0,477 0,706
CGBs 134 23 7,6 1,9 0,219 0,410
CGBs 144 20 9,6 1,6 2,575 1,646
CGBs 147 18 6,1 15 0,457 0,702

CGBs: Corpo gorduroso desafiado por B. subtilis. Spot ID: Numero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl:
Ponto isoelétrico.

O gel 2-DE de proteinas do corpo gorduroso de D. saccharalis, apds 6h de
desafio séptico com E. coli, apresentou 77 spots com peso molecular de 14 a 81
kDa, sendo 32 spots com peso molecular até 30 kDa. O pl variou de 3,3 a 9,6. Neste
gel, 16 spots apresentaram match significativo com o gel controle, 4 apresentaram
upregulation e 12 sofreram downregulation. Os spots que apresentaram match
significativo encontram-se na Tabela 3 com seus respectivos pesos moleculares, pl

e concentragao.

Tabela 3 Resultado da comparacao entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com E. coli apés 6 horas.

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [controle] [Desafiado]
CGEc 48 74 7,1 15 2,157 1,472
CGEc 82 53 9,5 1,8 1,847 1,038
CGEc 65 62 5,8 1,9 1,194 0,636
CGEc 70 60 6,0 1,6 5,020 3,177
CGEc 68 60 50 25 1,134 0,455
CGEc 90 51 6,9 15 1,023 0,680
CGEc 94 49 6,2 1,6 2,575 1,586
CGEc 97 48 7,0 2,6 2,254 0,858
CGEc 114 42 91 1,9 1,576 0,818
CGEc 133 37 8,3 1,8 0,821 1,438
CGEc 140 35 6,6 2,0 7,982 3,970
CGEc 143 35 6,9 1,7 4,501 2,574
CGEc 175 25 6,4 1,7 1,501 0,894
CGEc 188 23 3,9 1,6 0,355 0,564
CGEc 184 24 7.9 15 0,154 0,228
CGEc 204 18 5,8 3,3 0,178 0,595

CGEc: Corpo gorduroso desafiado por E. coli. Spot ID: Numero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl: Ponto
isoelétrico

O gel 2-DE de proteinas do corpo gorduroso de D. saccharalis, desafiado por
injuria séptica com B. bassiana, apds 6h apresentou 69 spots com peso molecular
de 16 a 89 kDa, sendo 25 spots com peso molecular de até 30 kDa. O pl variou de
4,1 a 9,8. Neste gel, 20 spots obtiveram match significativo com o gel controle,
sendo que 4 apresentaram upregulation e 16 sofreram downregulation. Os spots que
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apresentaram match significativo encontram-se na Tabela 4 com seus respectivos

pesos moleculares, pl e concentracao.

Tabela 4 Resultado da comparacéo entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com B.bassiana apds 6 horas.

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [Controle] [Desafiado]
CGBb 64 62 5,2 4,0 6,049 1,498
CGBb 78 58 41 2,1 9,196 4,453
CGBb 79 58 7,0 4,8 12,472 2,579
CGBb 85 55 8,0 2,4 3,139 1,322
CGBb 76 57 4.8 1,7 2,865 4,961
CGBb 97 48 7,2 2,3 3,644 1,551
CGBb 96 48 7,0 1,8 4,645 2,559
CGBb 99 48 7,8 2,5 2,916 1,150
CGBb 104 46 50 1,6 3,469 2,160
CGBb 122 36 8,3 5,9 0,726 4,278
CGBb 119 36 7,6 2,4 1,664 0,706
CGBb 127 33 7,8 2,9 3,469 1,199
CGBb 140 29 9,8 5,2 0,753 3,940
CGBb 153 25 6,0 1,5 0,618 0,907
CGBb 141 28 7.9 41 1,959 0,482
CGBb 147 26 6,9 51 1,902 0,374
CGBb 152 25 8,3 1,7 1,170 0,703
CGBb 157 23 5,8 2,0 0,886 0,452
CGBb 168 18 6,7 2,3 2,175 0,930
CGBb 217 16 5,6 7,5 0,976 0,130

CGBb: Corpo gorduroso desafiado por B. bassiana. Spot ID: Nimero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl:

Ponto isoelétrico
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A Figura 4 apresenta o gel 2-DE do extrato proteico controle de corpo
gorduroso de D. saccharalis e os géis 2-DE dos extratos proteicos de corpo
gorduroso de Diatraea saccharalis desafiados por injuria séptica com

microrganismos em um tempo de 6 horas.
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Figura 4 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas extraidas do corpo gorduroso das larvas
de D. saccharalis apds 6 horas de desafio imunoldgico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 6 horas com B. subtilis. (c) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 6 horas com E. coli. (d) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunoldgico de 6 horas com B. bassiana
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A Figura 5 destaca os spots com peso molecular menor do que 30 kDa e que
apresentaram diferenca significativa (ratio > 1,5) quando comparados no gel controle

e no gel desafiado por injaria séptica com microrganismos no tempo de 6 horas.
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Figura 5 Analise dos géis 2-DE em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas com peso molecular de até 30 kDa extraidas
do corpo gorduroso das larvas de D. saccharalis apds 6 horas de desafio imunolégico. (a) 2-DE do extrato proteico obtido do
corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolédgico de 6 horas com B. subtilis. (b) 2-DE do extrato proteico obtido do
corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 6 horas com E. coli. (c) 2-DE do extrato proteico obtido do
corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 6 horas com B. bassiana
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Andélise dos géis de eletroforese bidimensional (2-DE) do extrato proteico
do corpo gorduroso de Diatraea saccharalis apos desafio por injaria séptica de
12 horas

O gel 2-DE de proteinas do corpo gorduroso desafiado por injuria séptica com
B. subtilis por 12 horas apresentou 34 spots com peso molecular de 16 a 78 kDa,
sendo 17 spots menores de 30 kDa. O pl variou de 3,9 a 9,2. O gel apresentou sete
spots com match significativo com o gel controle, sendo 5 com upregulation e 2 que
sofreram downregulation. Os spots que apresentaram match significativo encontram-

se na Tabela 5 com seus respectivos pesos moleculares, pl e concentracao.

Tabela 5 Resultado da comparacéo entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com B.subtilis ap6s 12 horas

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [Controle] [Desafiado]
CGBs 212 61 9,1 5,6 1,196 6,639
CGBs 80 46 5,6 15 3,237 4,951
CGBs 117 35 6,9 3,5 1,745 6,063
CGBs 120 34 7,2 1,8 3,921 7,035
CGBs 154 22 4,2 3,1 1,284 0,408
CGBs 147 25 5,7 15 0,922 1,396
CGBs 167 18 6,0 15 1,275 0,925

CGBs: Corpo gorduroso desafiado por B. subtilis. Spot ID: Numero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl:
Ponto isoelétrico

O gel 2-DE desafiado por injuria séptica com E. coli 12h apresentou 41 spots
com peso molecular de 15 a 92 kDa, sendo 15 spots menores de 30 kDa. O pl
variou de 4,3 a 9,1. O gel apresentou 11 spots com match significativo com o gel
controle, sendo 6 com upregulation e 5 que sofreram downregulation. Os spots que
apresentaram match significativo encontram-se na Tabela 6 com seus respectivos

pesos moleculares, pl e concentracao.

Tabela 6 Resultado da comparacéo entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com E. coli ap6s 12 horas

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [Controle] [Desafiado]
CGEc 39 74 53 15 1,984 3,051
CGEc 51 62 51 15 0,889 1,365
CGEc 187 57 9,0 4,5 1,196 5,402
CGEc 57 55 6,2 2,0 5,267 2,647
CGEc 92 41 6,2 1,6 1,281 2,080
CGEc 111 33 6,9 2,5 1,745 4,408
CGEc 188 29 9,1 2,0 1,627 3,297
CGEc 126 28 7,3 2,6 2,363 0,919
CGEc 138 22 7,6 2,7 1,248 0,455
CGEc 140 22 6,1 19 2,332 1,244
CGEc 150 15 53 1,8 1,397 0,794

CGECc Corpo gorduroso desafiado por E. coli. Spot ID: Nimero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl: Ponto
isoelétrico

O gel 2-DE desafiado por injuria séptica com B. bassiana 12 horas apresentou

54 spots com peso molecular de 14 a 79 kDa, sendo 16 spots menores que 30 kDa.
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O pl variou de 3,9 a 9,2. O gel apresentou 9 spots que tiveram match significativo
com o gel controle, sendo que 5 tiveram upregulation e 4 downregulation. Os spots
que apresentaram match significativo encontram-se na Tabela 7 com seus

respectivos pesos moleculares, pl e concentracao.

Tabela 7 Resultado da comparacéo entre o gel controle e o gel desafiado por injuria séptica com B. bassiana ap6s 12 horas

Gel Spot ID PM (kDa) pl Ratio [Controle] [Desafiado]
CGBb 58 56 9,1 17,5 0,549 9,584
CGBb 65 52 6,3 18 11,436 6,249
CGBb 64 53 6,1 19 5,311 2,801
CGBb 81 44 6,5 18 3,341 1,813
CGBb 83 44 6,4 1,6 4,259 2,593
CGBb 124 28 9,2 9,8 0,690 6,794
CGBb 125 28 7,2 1,6 1,796 2,818
CGBb 138 19 9,3 2,8 1,053 2,933
CGBb 141 15 5,7 2,0 0,325 0,643

CGBb: Corpo gorduroso desafiado por B. bassiana. Spot ID: Nimero de identificagdo do spot no gel. PM: Peso molecular. pl:
Ponto isoelétrico

A Figura 6 apresenta o gel 2-DE do extrato proteico controle de corpo
gorduroso de D. saccharalis e os géis 2-DE dos extratos proteicos do corpo
gorduroso de Diatraea saccharalis desafiados por injaria séptica com

microrganismos em um tempo de 12 horas.
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Figura 6 Eletroforese bidimensional em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas extraidas do corpo gordurso das larvas de
D. saccharalis apés 12 horas de desafio imunolégico. (a) 2-DE do extrato proteico controle. (b) 2-DE do extrato proteico obtido
do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 12 horas com B. subitilis. (c) 2-DE do extrato proteico obtido
do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 12 horas com E. coli. (d) 2-DE do extrato proteico obtido do
corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunoldgico de 12 horas com B. bassiana

A Figura 7 destaca os spots com peso molecular menor do que 30 kDa e que
apresentaram diferenca significativa (ratio > 1,5) quando comparados no gel controle

e no gel desafiado por injaria séptica com microrganismos no tempo de 12 horas.
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Figura 7 Andlise dos géis 2-DE em gel Tricina SDS-PAGE 12,5% das proteinas com peso moleculares de até 30 kDa
extraidas do corpo gorduroso das larvas de D. saccharalis apds 12 horas de desafio imunolégico. (a) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 12 horas com B. subtilis. (b) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 12 horas com E. coli. (c) 2-DE do extrato proteico
obtido do corpo gorduroso de larvas submetidas a desafio imunolégico de 12 horas com B. bassiana

Espectros de massa (MALDI-ToF) e identificacdo de proteinas do extrato
proteico do corpo gorduroso
De 63 spots digeridos e analisados por MALDI-Tof, somente dois spots
geraram identificagdo positiva pelo servidor Mascot (Matrixscience), foi considerado
como fator limitante a qualidade dos espectros obtidos, que devido a outros fatores

como concentracao ou digestdo nao produziram espectros com uma resolucao ideal.
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Os spots identificados correspondem a Succinato-CoA Ligase, proteina
envolvida com a sintese de ATP no ciclo do &cido citrico.

A tabela 8 apresenta os spots que apresentaram identificacdo positiva em
analise na interface do MASCOT.

Tabela 8 Spots dos géis de extrato proteico de corpo gorduroso de D. saccharalis que apresentaram identificagdo positiva pelo
servidor Mascot (Matrixscience).

Banco de

1 0,
Spot ID dados pl PM (kDa) Proteina Score Obcobertura
CGBS 12 . Succinate-
141 SwissProt 9,1 34 CoA ligase 52 11
CGEC 12 . Succinate-
133 SwissProt 9,1 34 CoA ligase 51 11

Os espectros de massa/carga dos spots da tabela 8 encontram-se na figura 8.
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Figura 8 Espectros carga/massa referente aos spotsCGBs 12 141 (A), CGEc 12 132 (B), CGEc 12 133 (C).

Identificacdo das proteinas presentes no extrato proteico do corpo
gorduroso por caracteristicas bioquimicas.

Os spots com peso molecular até 30 kDa foram comparados de acordo com
suas caracteristicas bioquimicas (pl e PM) com os bancos de dados de proteinas
UniProtKB/Swiss-Prot especificado para Lepiddpteros, utilizando a ferramenta
Tagldent na plataforma online Expasy (SIB Bioinformatics Resource Portal).
Utilizando o banco de dados de proteinas do Mascot o spot CGEC 12 132 com pl
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6,9 e peso molecular 25 kDa, apresentou identificacdo positiva para a proteina de
estresse Heat Shock Protein 37.
A tabela 9 apresenta as proteinas que podem estar relacionadas com o0s

spots dos géis 2-DE desafiados por injuria séptica de 6 horas.

Tabela 9 Identificacdo das proteinas do corpo gorduroso de Diatraea saccharalis desafiado por microrganismos apds 6 horas
identificadas utilizando a ferramenta Tagldent

Spot ID PM (kDa) pl Proteina (Tagldent) Funcéo
CGBs 129 25 8,3 Trypsin CFT-1 Bioguimica
CGBs 130 25 6,6 Microvitellogenin Biogquimica
CGBs 136 22 9,4 Achelase-1 Bioquimica
CGBs 138 22 6,0 Insecticyanin-A Bioguimica
CGBs 140 22 47 MBI TEE U oy g it Bioquimica

chain 2
CGBs 147 18 6,1 Apolipophorin-3 Defesa
CGBs 152 16 5,2 CramerEl seerEmHmemg Bioquimica
protein 2
CGEc 159 29 9,3 Ubiquinone biosynthesis Bioquimica
protein
Low molecular 30 kDa
CGEc 166 27 6,0 lipoprotein PBMHP-6 Estrutural
CGEc 168 27 56 Cytochrome ¢ oxidase Bioguimica
subunit 2
CGEc 175 25 6,4 Microvitellogenin Bioquimica
CGEc 177 24 54 Larval C““C'gopmte'” LCP- Estrutural
CGEc 185 24 4,4 Pupal cuticle protein 362 Estrutural
CGEc 187 23 53 Larval cuticle protein Estrutural
CGEc 189 23 5,7 21/ WO ISel i 1) Estrutural
glycoprotein
CGEc 200 19 6.0 Peptidoglycan _recognltlon Defesa
protein
CGEc 201 19 5,6 Attacin-F Defesa
CGEc 202 19 9,6 Attacin Defesa
CGEc 204 18 5,8 Apolipophorin-3 Defesa
CGEc 205 18 57 Apolipophorin-3 Defesa
CGEc 210 17 4,6 Pupal cuticle protein 27 Estrutural
Low molecular 30kDa
CGBb 139 29 5,8 lipoprotein PBMHP-6 Estrutural
CGBb 140 29 9,8 40s ribosomal protein S3a Estrutural
CGBb 148 26 57 Casein k”;)aeiz Il subunit Bioquimica
CGBb 152 25 8,3 Trypsin CFT-1 Bioquimica
CGBb 155 23 48 Myosin regulatory light Bioquimica
chain 2
CGBb 157 23 58 e Estrutural
glycoprotein
CGBb 160 22 9,8 40S ribosomal protein S7 Estrutural
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CGBb 163

CGBb 165
CGBb 168

CGBb 169
CGBb 170
CGBb 217

21

20
18

18
18
16

4,8
6,3
6,7

6,4
4,5
5,6

Myosin regulatory light
chain 2

J domain-containing protein

Peptiglycan recognition
protein
Apolipophorin-3
Pupal cuticle protein 27

Pupative defense protein 1

Bioquimica
Bioquimica
Defesa

Defesa
Estrutural
Defesa

A tabela 10 apresenta proteinas que podem estar relacionadas com 0s spots

dos géis 2-DE desafiados por injuria séptica de 12 horas.

Tabela 10 Identificagdo das proteinas do corpo gorduroso de Diatraea saccharalis desafiado por microrganismos apés 12
horas identificadas utilizando a ferramenta Tagldent

Spot ID PM (kDa) pl Proteina (tagldent) Funcéo
CGBs 143 26 6,7 Microvitellogenin Bioquimica
CGBs 147 25 5,7 Pupal cuticle protein Estrutural
CGBs 151 23 5,6 21 (OB (e inp ] Estrutural

glycoprotein
CGBs 152 22 6,1 Insecticyanin-A Bioguimica
CGBs 156 21 6,2 Insecticyanin-A Bioquimica
CGBs 161 20 5,9 Attacin-F Defesa
CGBs 167 18 6,0 Apolipophorin-3 Defesa
CGBs 170 16 5,3 General odorant- Bioquifmica
binding protein 2
CGEc 132 25 6,4 Microvitellogenin Bioquimica
CGEc 133 25 6,7 Microvitellogenin Bioguimica
CGEc 135 24 4,3 Elongation fator 1-beta Bioquimica
CGEc 137 24 5,8 Pupal cuticle protein Estrutural
CGEc 140 22 6,1 Insecticyanin-A Bioguimica
CGEc 147 19 6,0 Attacin-F Defesa
CGEc 149 16 4.7 FUENYS (_jefense Defesa
protein 3

Cytochrome C oxidase S
CGEc 186 28 5,7 subunit 2 Bioquimica
CGBb 126 25 6,7 Microvitellogenin Bioquimica
CGBb 127 25 6,4 Microvitellogenin Bioguimica
CGBb 128 25 5,8 Pupal cuticle protein Estrutural
CGBb 138 19 9,3 Attacin Defesa
CGBb 139 17 45 Pupal cuticle protein 27 Estrutural
CGBb 141 14 5,7 Profilin Bioguimica
CGBb 181 19 5,9 Apolipophorin-3 Defesa

As proteinas apresentadas nas tabelas 9 e 10 podem ser classificadas de

acordo com sua funcao bioldgica. Dos 57 spots dos géis 2-DE do extrato proteico do

corpo gorduroso que apresentaram identificacdo por meio da ferramenta Tagldent

foram encontradas 27 provaveis proteinas, sendo que 12 proteinas estao envolvidas

em processos bioquimicos gerais, 9 podem ser classificadas como proteinas

estruturais e 6 sdo proteinas de defesa do sistema imune.
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Proteinas do corpo gorduroso de D. saccharalis

Figura 9 Perfil de proteinas obtidas do corpo gorduroso de acordo com a funcéo bioldgica.

DISCUSSAO

Neste trabalho foram encontradas seis proteinas de defesa do sistema imune
utiizando a ferramenta de identificacdo Tagldent, sendo elas Apolipophorin-3,
Atacina, Atacina-F, Proteina de reconhecimento de peptidoglicano (PGRPS),
provavel proteina de defesa 1 e provavel proteina de defesa 3.

A imunidade inata de insetos utiliza proteinas de reconhecimento de padrao
(PRPs) para realizar o reconhecimento de padrbes moleculares presentes em
patdgenos, como lipopolissacarideos e peptidoglicanos. Uma das principais familias
de PRPs sdo as proteinas de reconhecimento de peptidoglicanos (PGRPS),
reconhecem patdégenos e ativam cascatas de defesa do sistema imune como da
Prophenoloxidase, IMD e Toll, que séo vias de sinalizagdo para melanizacéo e a
producdo de peptideos antimicrobianos, assim como algumas PGPRs apresentam
atividade direta contra microrganismos (YANG et al, 2017; CHEN et al, 2016).

O primeiro PGRP foi isolado por Yoshida et al. (1996) da hemolinfa da
lepidoptera Bombyx mori, uma proteina de 19 kDa, com peso molecular semelhante
ao da proteina encontrada no corpo gorduroso de D. saccharalis desafiado por B.
bassiana por 6 horas. Recentemente, Rocha et al. (2016) relataram, pela primeira
vez, uma PGRP em D. saccharalis na hemolinfa desafiada por B. subitilis e E. coli.

Uma vez iniciada as cascatas IMD e Toll, serdao produzidos os PAM’s como

resposta inata humoral ao desafio microbiano, no qual o inseto produzira uma gama
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de PAM’s, por exemplo, cecropinas, defensinas, gloverinas, atacinas e outros PAM’s
(CHEN et al. 2016).

Atacina € um peptideo antimicrobiano isolado pela primeira vez da hemolinfa
da lepidoptera H. cecropia desafiada por E. coli, a partir de entdo ja foi identificado
em diversas espécies de lepiddpteros. Atacinas apresentam atividade principalmente
contra E. coli e outras Gram-negativas, aumentam a permeabilidade da membrana
externa das bactérias e também podem inibir a sintese de proteinas da membrana
externa. A literatura também cita atividade antimicrobiana para Gram-positivos e
fungos (Yl et al., 2014).

A Atacina encontrada no corpo gorduroso de D. saccharalis desafiado por B.
bassiana por 12 horas neste trabalho apresentou regulacéo positiva em relacéo ao
gel controle. Darsouei et al. (2017), em seu trabalho, apresentaram dados
condizentes com estes ao desafiar larvas de Spodoptera exigua em 5° instar com
proteinas toxicas isoladas da bactéria Xenorhabdus nematophila, tendo
umaregulacéo positiva de atacina em relacao as larvas ndo desafiadas.

Alguns efetores da resposta imune humoral sdo proteinas multifuncionais com
capacidade de atuar sinergicamente estimulando a produgdo de PAM’s durante o
desafio imune (BUTT et al., 2016).

Apolipophorina-3 (apoLp-Ill) € uma proteina multifuncional transportadora de
lipidios presentes no corpo gorduroso de insetos, que também apresenta papel
fundamental na resposta imune inata contra infeccdes microbianas (STACZEK et al,
2017). Wen et al. (2016), ao desafiarem larvas de Antheraea pernyi (Lepidoptera:
Saturniidae) com Staphylococcus aureus, verificaram que essa demonstrou
sinergismo entre a producdo de PAM’'s e a presengca de apolLp-lll. Atacina,
Cecropina e Lisozima apresentaram niveis de expressdo mais baixos em larvas com
o gene de apoLp-lll silenciado e também demonstrou que a apolLp-lll é capaz de
reconhecer e ligar-se com padrdes moleculares da membrana de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos.

Neste trabalho, a apoLp-Ill apresentou regulacao positiva no corpo gorduroso
desafiado por B. subtilis e E. coli ap0s 6 horas e apresentou regulacdo negativa em
corpo gorduroso desafiado por B. subtilis ap6s 12 horas. Zdybicka-Barabas et al.
(2015) observaram uma diminuicdo na concentragdo de apolLp-Illl no corpo

gorduroso de larvas de Galleria mellonella desafiadas com E. coli e um aumento
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significativo na concentracdo de apoLp-lll apdés o desafio utilizando o fungo
filamentoso Fusarium oxysporum.

A superclasse de proteinas conhecidas como proteinas de estresse ou
proteinas de choque térmico (Heat-shock protein — HSP) desempenham papéis
importantes no metabolismo de proteinas em condigdes normais e sobre estresses
ambientais. As HSP sd@o chaperonas moleculares que protegem as proteinas por
meio de regulacdo e da manutencéo estrutural. HSPs sédo expressas de acordo com
as condicdes fisiologicas do ambiente, como choque térmico, privacao de nutrientes,
metais pesados, radicais livres e infec¢cdes bacterianas e virais (ZHOU et al., 2010;
SUN et al., 2014). Zhou et al. (2010) demonstraram aumentos nos niveis de HSPs
nos hemacitos de camarédo branco, Litopenaeus vannamei apos desafio séptico com
S. aureus e Vibrio alginolyticus sugerindo que as proteinas de estresse estdo
presentes na resposta imune apos infec¢éo bacteriana. Esses dados condizem com
a proteina ortéloga de Heat shock 27 proveniente do corpo gorduroso de D.
saccharalis desafiado por E. coli sugerida neste trabalho apos identificacdo na
interface MASCOT.

Com as andlises de comparacéo entre os géis desafiados por microrganismos
e 0s geéis controles foi possivel observar que houve inducdo ou repressao de
proteinas apd6s o desafio séptico. 70 spots apresentaram diferencas significativas
(ratio > 1,5) em sua expressdo nos geéis 2-DE desafiados por microrganismos em
relacdo aos géis controle, sendo que 27 spots sofreram inducéo e 43 apresentaram
repressdo. Masova et al. (2010), ao analisarem as proteinas do corpo gorduroso das
larvas de Sarcophaga bullata desafiadas por E. coli, também encontraram proteinas
gue sofreram induc&o ou repressao em relagcdo ao corpo gorduroso nao desafiado.

Concluimos que os resultados desse trabalho demonstram a importancia de
técnicas protedmicas para avaliar as modificacdes do sistema imune em espécies de
lepidopteros que ainda ndo possuam muitos dados genéticos e ndo tenham genoma

seguenciado.
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5. CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO

O desafio por injuria séptica mostrou ser capaz de induzir a expressédo ou
reprimir proteinas do corpo gorduroso de D. saccharalis, o que indica que essas
proteinas possam estar envolvidas com o sistema imunoldgico do inseto.

A identificacdo positiva das proteinas do sistema imune inato com o0s
espectros obtidos da espectrometria de massas MALDI-ToF e a busca nas bases de
dados (Mascot) foram prejudicadas devido a falta de dados genbémicos da D.
saccharalis e, com isso, a pesquisa foi realizada em bases de dados muito distante
do tdxon Lepidoptera. As buscas foram realizadas contra o banco de dados de
Drosophila melanogaster, a Unica espécie de inseto presente na base de dados
Mascot. Outra razdo metodolégica que pode ter influenciado na identificacao foi a
concentracdo das proteinas digeridas, que pode ter sido insuficiente para gerar
espectros com qualidade para identificacdo positiva.

Entretanto, utilizando a ferramenta Tagldent, foi possivel identificar provaveis
proteinas com os dados de pl e PM, e, desta forma, relacionar as condi¢cfes
experimentais e aos dados obtidos para encontrar as provaveis proteinas
correspondentes nos bancos de dados. Essa ferramenta possibilitou a identificacao
das proteinas elencadas no artigo da dissertacdo. Foram apontadas 6 proteinas de
defesa do sistema imune, sendo elas Apolipophorin-3, Atacina, Atacina-F, Proteina
de reconhecimento de peptidoglicano (PGRPs), provavel proteina de defesa 1 e

Provavel proteina de defesa 3.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A principal representante da ordem Lepidoptera com ampla quantidade de
estudos gendémicos e protedmicos € a lagarta da seda Bombyx mori, considerada
um importante modelo biolégico para estudo da imunidade inata.

As lepiddpteras pragas agricolas ainda sdo pouco estudadas, entretanto,
algumas ja estdo emergindo como modelos de estudo, podemos citar: Manduca
sexta e Galleria mellonela. Em contrapartida, a broca-da-cana D. saccharalis ainda é
carente de estudos gendémicos e protedmicos.

Este trabalho abordou a imunidade inata na fase larval da D. saccharalis,
submetendo-a ao desafio séptico e caracterizando as proteinas expressas no corpo
gorduroso apls o desafio com microorganismos. Foram obtidas algumas proteinas
ortologas possivelmente envolvidas na imunidade inata e outras com funcéo
bioquimica e estrutural, contudo, para a obtencdo do mapa protedbmico completo do
corpo gorduroso, andlises adicionais serdo necessarias, bem como o
sequenciamento do genoma da D. saccharalis, para que as bases de dados
fornecam mais informacdes e, assim, existam subsidios para comparar e discutir os

resultados.
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