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RESUMO

Os coleopteros constituem uma ordem de insetos bastante conhecidos como besouros. A
maioria das espécies de coledptero sdo insetos fitofagos e por esta razdo constituem
importantes pragas de culturas e de armazenamento, como o Tribolium castaneum. O
metabolismo de lipideos é importante para as funcGes bioldgicas de insetos, exercendo papel
na geracdo de energia metabdlica e em outros processos celulares. As proteinas
transportadoras de &cidos graxos (FATPs) exercem papel crucial no transporte de acidos
graxos extracelulares para as células, possuem sequéncia conservada entre as espécies e estao
envolvidas na sintese de hormonios e feroménios. Estudos recentes mostram que 0
silenciamento do gene para FATPs através de técnicas de RNA de interferéncia (RNAI) em
insetos afetam a absorcdo de acidos graxos e a sintese de feroménio. Este trabalho tem como
objetivo caracterizar proteinas homdlogas a FATPs presentes no genoma de Tribolium
castaneum, avaliar a expressao génica nos tecidos, fases de desenvolvimento e em insetos
tratados com Orlistate e avaliar o efeito do silenciamento de FATPs no metabolismo
energético. Foram realizadas andlises bioinforméaticas com as sequéncias de aminoacidos e a
avaliacdo da expressdo génica foi realizada por PCR em tempo real. Os efeitos do farmaco
Orlistate foram avaliados através de qPCR e analise dos indices nutricionais. A busca de
sequéncias no genoma do T. castaneum revelou duas sequéncias de proteinas homologas a
FATPs e a andlise bioinformatica foi realizada. O estudo da expressdo génica de FATPs por
gPCR demonstrou maior expressao dos dois genes no corpo gorduroso de larvas e expressao
consideravel em todos os estagios de desenvolvimento do inseto, com maior expressdo no
estagio de pupa. Os efeitos do Orlistate na expressdo das FATPs evidenciaram a influéncia da
composi¢do da dieta na regulacdo da expressdo génica dessas proteinas. O silenciamento
génico de TcasFATP foi alcancado, mas ndo foram observados efeitos diretos na dindmica
energética das larvas, pois os niveis de triacilglicerol ¢ as taxas de B-oxidacdo ndo foram
afetadas. Dessa forma, estudos mais detalhados com uso do silenciamento génico serdo
necessarios para melhor caracterizagdo funcional das FATPs e elucidagdo do seu papel no

metabolismo energético do inseto.

Palavras-chave: FATP, RNAI, gPCR, lipideos, Tribolium castaneum, Coleoptera



ABSTRACT

Coleoptera is an order of insects well known as beetles. Most coleopteran species are
phytophagous insects and for this reason are essential to crop and storage pests such as the
Tribolium castaneum. Lipid metabolism is vital for the biological functions of insects, playing
a role in the generation of metabolic energy and other cellular processes. Fatty acid transport
proteins (FATPs) play a crucial role in the transport of extracellular fatty acids to cells, have a
conserved sequence between species and are involved in the synthesis of hormones and
pheromones. Recent studies show that silencing the gene for FATPs through interfering RNAI
techniques (RNAI) in insects affects fatty acid uptake and pheromone synthesis. This work
aims to characterize proteins homologous to FATPs present in the genome of Tribolium
castaneum, to evaluate the gene expression in tissues, developmental stages and insects
treated with Orlistat and to evaluate the effect of FATP silencing on energy metabolism.
Bioinformatics analyzes were performed with the amino acid sequences, and real-time PCR
evaluated the gene expression. The effects of the drug Orlistat were evaluated through gPCR
and analysis of nutritional index. The search for sequences in the T. castaneum genome
revealed two sequences of proteins homologous to FATPs and bioinformatic analysis was
performed. The study of the gene expression of FATPs by qPCR demonstrated more
significant expression of the two genes in the fat body of larvae and many expressions in all
stages of development of the insect, with higher expression in the pupa stage. The effects of
Orlistat on the expression of FATPs evidenced the influence of diet composition on the
regulation of the gene expression of these proteins. Gene silencing of TcasFATP was
achieved, but no direct effects on the energetic dynamics of the larvae were observed since
triacylglycerol levels, and B-oxidation rates were not affected. Thus, more detailed studies
with the use of gene silencing will be necessary to characterize FATPs better and elucidate

their role in insect energy metabolism.

Keywords: FATP, RNAI, qPCR, Lipids, Tribolium castaneum, Coleoptera
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1 INTRODUCAO

A ordem Coleoptera é considerada a ordem de insetos mais diversa, com espécies que
demonstram boa adaptacdo a nichos ecoldgicos variados (WOODCOCK et al., 2013). Os
coledpteros sdo popularmente conhecidos como besouros e predominantemente séo fit6fagos,
pois alimentam-se exclusivamente de tecido vegetativo e, por este motivo, sdo bastante
conhecidos como importantes pragas de culturas, causando vastas perdas econémicas para 0s
produtores (RAFAEL et al., 2012). O Tribolium castaneum é uma espécie de besouro com
coloracdo castanho avermelhada que é bem conhecido como praga de armazenamento de
grdos. O genoma do T. castaneum ja foi descrito e depositado em banco de dados, o que
facilita seu uso em estudos de Biologia Molecular (RICHARDS et al., 2008). A facilidade em
trabalhar com suas sequéncias de aminoacidos e a identificacdo de muitas proteinas com
sequéncias homdlogas a outras espécies tem o colocado como importante modelo
experimental nos ultimos anos (RICHARDS et al., 2008; YU et al., 2013).

Os insetos sdo incapazes de sintetizar alguns metabdlitos e precisam adquirir esses
nutrientes através da alimentagdo (BEHMER et al., 1999), sendo o triacilglicerol o principal
componente lipidico da dieta e a forma em que sdo estocados 0s acidos graxos utilizados para
a homeostase energética do inseto (BEENAKKERS et al., 1985). As proteinas transportadoras
de &cidos graxos (FATPs) exercem papel importante no metabolismo energético, pois estdo
intimamente envolvidas com o transporte e estocagem desses compostos (DOEGE & STAHL,
2006). A familia de FATPs apresenta dominios bastante conservados em sua sequéncia de
aminoacidos ao longo das espécies: um dominio de ligacdo a ATP/AMP e um segundo
dominio FATP-ACSVL, envolvido na ligacdo de acidos graxos (DIRUSSO et al., 2008).
Devido a importancia dos lipideos para 0 metabolismo de insetos, o estudo da acdo de FATPs
na mobilizacdo de acidos graxos e no desenvolvimento do inseto em aspectos moleculares é
de suma importancia.

Poucas sdo as informagdes sobre a funcdo de FATPs em insetos, a maior parte dos
estudos demonstram sua expressdo nas glandulas de feroménio e discutem seu envolvimento
no transporte de &cidos graxos para a sintese de feromoénio de agregacdo (QIAN et al., 2011).
A expressdo de genes homologos codificantes para FATPs nos tecidos de T. castaneum ainda
ndo foi demonstrada na literatura, nem o seu envolvimento na transferéncia de lipideos nos

enterdcitos e no corpo gorduroso, revelando uma lacuna a ser compreendida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os insetos como modelo experimental

Os insetos representam um dos grupos mais importantes do reino animal, quer sob o
aspecto econdmico, ou sob o aspecto médico (LEHANE, 1991). A classe Insecta constitui o
grupo mais numeroso dos artropodes e compreende cerca de 70% de todas as espécies
animais conhecidas e é a classe que maior sucesso evolutivo obteve dentre as espécies
eucarioticas. Um dos fatores que contribuiram para o seu sucesso foi o fato de manterem um
ciclo de vida altamente especializado, onde adultos e larvas se desenvolvem, em sua grande
maioria, com habitos alimentares diferentes. Um fator que contribuiu muito para o sucesso
adaptativo do grupo foi, sem davida, a presenca de asas, que possibilitou a conquista dos
ambientes mais diversos. Esta caracteristica Ihes permitiu uma maior eficiéncia na busca do
alimento e defesa contra predacdo, além de garantir o fluxo génico das espécies através da
migracdo (MARANHAO, 1977). Além disso, muitas espécies de insetos se reproduzem
facilmente e apresentam um ciclo de vida curto, que pode ser acompanhado em todas as fases,
possibilitando com isso, um bom modelo para o desenvolvimento de ensaios experimentais.
Os insetos tém outra vantagem em relacdo aos outros grupos, sd0 pequenos e apresentam
6rgdos que podem ser facilmente manipulados.

Por apresentarem maior resisténcia a intervencdes cirurgicas, devido ao fato de nédo
necessitarem sofrer incubacdo para irrigacdo com oxigénio; por possuirem um sistema
nervoso menos complexo, entre outras caracteristicas, 0s insetos constituem um grupo de
escolha para diversos tipos de estudos dentre eles, genéticos, bioquimicos, celulares e
moleculares (GRILLO, 2005). Alguns estudos utilizando insetos como modelo geraram
descobertas que podem ser aplicadas aos vertebrados. A descoberta do mecanismo de agéo
dos hormonios esteroides iniciou-se com a descricdo da agdo da ecdisona, um hormonio
esteroide de insetos, que estimulava a sintese de novo de RNA no nucleo das células
(KARLSON, 1963). Estudos realizados em Drosophila melanogaster levaram ao
estabelecimento de conceitos basicos de citogenética e biologia do desenvolvimento, como a
demonstracdo da localizacdo dos genes nos cromossomas (MURRAY & HUNT, 1993) e a
descoberta dos genes “Homeobox”, responsaveis por determinar o padrao de organiza¢ao dos
eixos corporais (AKAM, 1989). Também em D. melanogaster, estudos genéticos e

moleculares no sistema nervoso central (SNC) apontaram os locais relevantes para
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comportamentos sexuais masculinos (DEMIR & DICKSON, 2005; SAKAI & KITAMOTO,
2006).

Estudos envolvendo sequenciamentos e estudos de clonagem tém fornecido dados
importantes a respeito da sequéncia do genoma e informacdes sobre a estrutura genética de
receptores em invertebrados. A descoberta de receptores é de grande valia para a
compreensdo de mecanismos farmacoldgicos. Em insetos, a ampla sequéncia de um grupo de
receptores de neurotransmissores/neuro-hormonais foi descoberta, sdo receptores de aminas
biogénicas acoplados a proteina G (GPCRs), porém ainda sdo poucas as informac6es sobre o
mecanismo farmacolégico envolvido (VLEUGELS et al., 2014). Em Tribolium castaneum,
através de técnicas de biologia molecular, foram identificados altos niveis de expressdo de
receptores de serotonina do tipo 5-HT7 no cérebro, representando possivel envolvimento em
processos neuronais (VLEUGELS et al., 2014). Também em T. castaneum, estudos
demonstraram a importancia deste inseto como modelo experimental na avaliagdo do efeito de
fatores dietéticos encontrados nos brocolis na expressao de genes homdlogos envolvidos na
resisténcia ao estresse e responsaveis pelos efeitos sobre a longevidade, como os genes Nrf-2,
Jnk-1 e Foxo-1 (GRUNWALD et al., 2013).

O inseto Rhodnius prolixus foi um dos primeiros modelos utilizados para estudo do
metabolismo em artrépodes. O inseto hematéfago é o principal vetor da Doenga de Chagas
(LENT & WYGODZYNSK, 1979), que o coloca como importante alvo para estudos devido a
sua importancia médica. A maior parte das informacdes acerca do metabolismo energético em
insetos foi descoberta atraves do estudo deste modelo. O mecanismo de distribuicdo de
lipideos através da lipoproteina Lipoforina é bem elucidado em insetos e muitos estudos
envolvendo o receptor de Lipoforina nos enterdcitos, utilizando o R. prolixus como modelo,
revelaram a importancia destas estruturas para uma captacdo eficaz dos lipideos da dieta e
desenvolvimento do inseto (GONDIM & WELLS, 2000; GRILLO et al., 2003). O R. prolixus
teve seu genoma sequenciado (MESQUITA et al., 2015), o que tem permitido o estudo dos
mecanismos adaptativos do inseto e novos alvos para controle biologico.

Um estudo com Rhynchophorus ferrugineus obteve sucesso na descoberta do
transcriptoma durante a fase embrionéria deste inseto, onde foram identificadas as sequéncias
de 22.532 genes de um total de 26.581 genes ativos durante a embriogénese (YIN et al.,
2013). Com esses estudos, os autores dividiram a embriogénese de R. ferrugineus em 5
estagios de desenvolvimento, fornecendo informacdes de quais proteinas eram mais expressas
em cada fase. Kunieda et al. (2006) sequenciaram o genoma da abelha Apis mellifera e

avaliaram quais genes estavam envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipideos desse
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inseto, comparando com o genoma de outros insetos que possuem alimentacdo diferente
(Drosophila melanogaster e Anopheles gambiae), fornecendo informac6es sobre alteragdes de
genes através da evolucdo. Os resultados encontrados mostraram uma grande semelhanca
entre os genes codificantes de enzimas do metabolismo de lipideos e carboidratos, porém
foram observadas taxas de alteragdes significativas entre 0s genes das espécies, quando se
tratando dos genes envolvidos na glicélise e gliconeogénese, principalmente nas enzimas
hexoquinase e piruvato-quinase. Poucas alteracdes no nimero de genes das vias de sintese e
metabolismo de acidos graxos e cetogénese foram identificadas.

Estudos envolvendo a descoberta de genomas de insetos tem obtido sucesso e
colocado estes artropodes como importantes modelos de estudo, principalmente para estudos
envolvendo biologia molecular. O inseto T. castaneum, mais importante modelo artropode e
de praga agricola, teve seu genoma publicado em 2008 (RICHARDS et al., 2008), o que tem
resultado em grande numero de estudos envolvendo genes homoélogos a genes em humanos.
Yu et al. (2013) caracterizaram em T. castaneum a presenca de neuropeptideos homologos aos
neuropeptideos em mamiferos gastrina/colecistoquinina, elucidando aspectos envolvidos no
controle da ingestdo de alimentos. Além disso, a disponibilidade da sequéncia genética de T.
castaneum permitiu também o estudo sobre o envolvimento do gene quitina sintase 1 (CS1)
na maior resisténcia desta praga agricola a fungos entomopatogénicos (HAYAKAWA et al.,
2017). Por possuirem seus mecanismos bioldgicos bastante conhecidos, o T. castaneum tem
sido a segunda escolha como sistema modelo para estudos em insetos, ficando atras apenas da
mosca-da-fruta Drosophila melanogaster, que lidera os estudos na area de genética (DONITZ
et al., 2013). S&o poucos os genomas de insetos totalmente descritos que estdo disponiveis em
bancos de dados, mas a riqueza de informagdes permite os estudos sobre as semelhangas entre

sequéncias de aminoacidos de insetos e também entre insetos e humanos.

2.2 O inseto Tribolium castaneum

O Tribolium castaneum é uma das principais pragas de grdos armazenados com
distribuicdo mundial, responsével por grandes perdas econdmicas neste setor de produtos. A
especie pertence a ordem Coleoptera e familia Tenebrionidae e sdo popularmente conhecidos
como besouro vermelho da farinha, por apresentarem uma coloracdo castanho-avermelhada
(Figura 1). A familia Tenebrionidae engloba mais de 10.000 espécies, sendo 100 delas
caracterizadas como pragas secundarias de produtos alimenticios armazenados. O T.
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castaneum é considerado uma praga de produtos armazenados de grande importancia,
principalmente de cereais como milho, arroz e trigo (FARONI & FRABETTI, 2009).

O T. castaneum ¢é um inseto holometabolo, que passa por metamorfose completa em
seu desenvolvimento, seu ciclo de vida compreende de 30 a 40 dias, quando em temperatura
favoravel de 35°C e umidade relativa do ar de 70% (BERNARDO QUIMICA, 2006). Os ovos
de T. castaneum medem aproximadamente 0,6 x 0,3 mm de comprimento, séo claros e
recobertos por uma camada de substancia viscosa e 0 periodo para eclosdo é de cerca de 5-7
dias. Cada fémea pode ovipositar cerca de 450 ovos a cada ciclo (BERNARDO QUIMICA,
2006).

As larvas de T. castaneum sdo cilindricas, amareladas, medem cerca de 7mm e
possuem o Ultimo segmento abdominal com uma bifurcacdo. As larvas passam por 6 a 8
instares até chegarem a fase de pupa. O estagio de pupa de T. castaneum dura cerca de 7 dias
(Figura 1) (GALLO et al., 2002). Ja os insetos adultos de T. castaneum, apresentam coloracéo
castanho-avermelhada, medem cerca de 3-4 mm, possuem corpo achatado e duas depressoes
transversais na cabeca (ELIAS et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento do Tribolium castaneum: ovo, larva, pupa e adulto.

Fonte: http://grainscanada.gc.ca — Acesso em 22 de Junho de 2017.

Esta espécie acomete principalmente grdos moidos e conseguem se desenvolver bem
em ambientes e alimentos extremamente secos. Essa capacidade se deve a presenca em sua
estrutura de Tubulos de Malpighi dispostos em um sistema criptonefridial altamente
desenvolvido, onde os tubulos estdo inseridos no reto e permitem a reabsor¢do quase
completa da agua. Esta adaptacdo dos Tubulos de Malpighi permitem uma perfeita
osmorregulacédo e seu grande potencial adaptativo tem justificado a alta resisténcia observada

para a maioria dos inseticidas. Muitos genes duplicados foram observados em T. castaneum,
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principalmente em genes da subfamilia CYP450, CYP6 e CYP9, e esta duplicagdo esta
relacionada a maior resisténcia a inseticidas em dipteros (DABORN et al., 2005). Cerca de
152 genes duplicados em Tribolium apresentam-se como cépia Unica em outras espécies de
insetos como D. melanogaster, essa duplicacdo é indicativo de neo-funcionalizacdo espeécie-
especifica (CICCARELLI et al., 2005; RICHARDS et al., 2008).

O T. castaneum tem sido muito utilizado como modelo para estudos de anélises
genéticas devido a facilidade de sua cultura, alta fecundidade, genoma descrito, ciclo de vida
curto e a possibilidade para estudos transgeracionais. Possui 16.404 genes identificados e suas
sequéncias apresentam intensa relacdo de homologia com outras espécies, incluindo humanos.
Cerca de 7.579 genes, aproximadamente 47% dos genes de T. castaneum, demonstram
relacGes ort6logas rastreaveis entre insetos e vertebrados, como esquematizado na Figura 2,
onde sdo observados porcentagens relativas de Ortologos N:N:N em espécies de vertebrados e
invertebrados, representando a presenca de genes com multiplas cdpias em todas as espécies.
T. castaneum e humanos compartilnam 126 grupos de genes ortdlogos (RICHARDS et al.,
2008). Devido a alta homologia observada entre as espécies e 0 alto grau de conservacdo em
sequéncias com dominios caracteristicos de familias de proteinas, muitos estudos tém sido
realizados utilizando o T. castaneum como modelo, como por exemplo estudos de interacéo
entre fatores nutricionais e expressdo génica utilizando genes homologos. A facilidade na
incorporagdo de fatores nutricionais na alimentagdo de Tribolium tem o colocado como
importante modelo para estudos deste tipo, constituindo uma alternativa importante para a
diminuicdo do uso de animais em laboratdrios para testes de screening (GRUNWALD et al.,
2013).

Figura 2 — Ortologia dos genes de espécies de insetos e espécies de vertebrados. A
arvore foi construida pelo método de maxima-verossimilhanga com utilizagdo dos genomas.
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Os efeitos observados do RNA de interferéncia (RNAIi) em T. castaneum sao sistémicos e
permitem o silenciamento de genes em tecidos especificos e estagios de desenvolvimento por
injecdo de RNA dupla fita (dSRNA) (RICHARDS et al., 2008).

2.3 Digestéo, absorcéo e transporte de lipideos em insetos

Informacdes descritas na literatura referente ao processo digestivo e metabolismo de
lipideos em insetos, sugerem que a digestdo de lipideos nesses animais ocorra de forma
analoga a dos mamiferos (PONTES et al., 2002; GRILLO et al., 2003; GRILLO et al., 2007).
Os insetos sdo incapazes de sintetizar alguns metabdlitos e precisam adquirir outros nutrientes
através da alimentacdo (BEHMER et al., 1999), sendo o triacilglicerol o principal componente
lipidico da dieta e a forma em que sdo estocados os &cidos graxos utilizados para a
homeostase energética (BEENAKKERS et al., 1985).

A digestdo, absorcdo e transporte dos lipideos da dieta em insetos ocorre,
essencialmente, no intestino médio (TURUNEN & CRAILSHEIM, 1996). Atualmente, sdo
considerados dois possiveis modelos de digestdo de lipideos em insetos:

e Completa hidrolise de triacilglicerol a acidos graxos e glicerol (WEINTRAB &
TIETZ, 1973; TSUCHIDA & WELLS, 1988);

e Hidrolise de triacilglicerol gerando monoacilglicerois e acidos graxos (HOFFMAN &
DOWNER, 1979) (Figura 3).

Os dois modelos foram propostos por pesquisas que utilizaram a marcagdo de produtos da
digestdo com materiais radioativos. A hidrélise dos triacilglicerois provenientes da dieta por
acdo da TAG-lipase geram &cidos graxos que serdo absorvidos através do epitélio do intestino
médio. Sabe-se que a absorcdo de &cidos graxos é bastante eficiente, mas ndo é bem
compreendida quanto a forma como o transporte através dos enterdcitos € realizada
(TSUCHIDA & WELLS, 1988; ARRESE et al.,, 2001; CANAVOSO et al., 2001). A
atividade Triacilglicerol-lipase e absor¢édo de acidos graxos pelos enterdcitos ja é bem descrita
no inseto Rhodnius prolixus (GRILLO et al., 2007).

Os lipideos absorvidos através das membranas dos enterocitos irdo entrar em rotas
metabolicas especificas, a depender da demanda energética da célula. Os acidos graxos de

cadeia longa, ainda nos enterocitos, sdo ativados ao acil-CoA correspondente para que possam
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ser utilizados em vias metabdlicas e essa ativacao é feita pela adicdo de uma molécula de
coenzima A, reacdo catalisada por enzimas da familia acil-CoA sintetase (ACS)
(GREVENGOED et al., 2014; ALVES-BEZERRA et al., 2016). Em insetos, ainda ndo esta
esclarecido se esta ativacdo é realizada por proteinas transportadoras que possuem atividade
intrinseca de acil-CoA sintase (FATP/ACSVL) ou se esta ativagdo ocorre por ACS
citoplasmaticas (DOURLEN et al., 2015; ALVES-BEZERRA et al., 2016).

Figura 3 — Mecanismo de hidrolise de Triacilglicerol a &cidos graxos e

monoacilglicerol.
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Fonte: Manual de Bioquimica com Correlagdes Clinicas, THOMAS DEVLIN, 52 edi¢do.

Algumas isoformas de ACS foram identificadas e clonadas em D. melanogaster, mas pouco
se sabe do seu mecanismo e envolvimento no metabolismo (OBA et al., 2005). Apds serem
ativados, os acil-CoAs precisam estar ligados a proteinas ligadoras de acil-CoA (ACBP)
dentro das células. Estudos com R. prolixus mostram que quanto maior a ingestdo de dieta
rica em lipideos, maior a quantidade de acil-CoA ligado as ACBPs, evidenciando a
necessidade de os lipideos da dieta serem direcionados a ativacdo por Coenzima A e ligacdo
as ACBPs para que possam ser metabolizados pelas células (ALVES-BEZERRA et al., 2010).

O acil-CoA produzido nos enterdcitos pode ser direcionado para a sintese de

triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG) e fosfolipideos, ou podem ser utilizados
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imediatamente no local ou exportados para outro 6rgdo a depender da demanda energética
(GREVENGOED et al., 2014). Estudos in vivo e in vitro em diferentes ordens de insetos
demonstraram que o DAG é o principal lipideo presente na hemolinfa ap6s a digestdo
(CANAVOSO & WELLS, 2000; GRILLO et al., 2007). A conversdao dos produtos da
digestdo em diacilglicerol pode ocorrer pela via do acido fosfatidico (sintese de novo a partir
de glicerol 3-fosfato) ou pela via do Monoacilglicerol por acilacdo estereoespecifica de 2-
monoacilglicerol (ALVES-BEZERRA & GONDIM, 2012). Estas duas vias sdo as mesmas
utilizadas por mamiferos, porém, ao contrario do que ocorre em mamiferos, a via do &cido
fosfatidico é a predominante no metabolismo dos insetos (ALVES-BEZERRA & GONDIM,
2012). Em buscas no genoma de Rhodnius prolixus, ndo foi identificado nenhum gene
codificante para Monoacilglicerol-aciltransferase (MGAT), enzima central na via do
Monoacilglicerol. Enquanto as buscas por genes codificantes das enzimas Glicerol-3-fosfato
aciltransferase (GPAT), 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase (AGPAT) e Fosfatidato
fosfohidrolase (PAP), enzimas centrais da via do &cido fosfatidico, obtiveram resultados
positivos e tiveram seu perfil transcricional confirmados por g°PCR (ALVES-BEZERRA &
GONDIM, 2012). Em larvas de borboleta Pieris brassicae, foi observado que o glicerol
consumido da dieta foi utilizado nas células do intestino médio para a sintese de sn-1,2-DAG,
indicando a atuagdo pela via do &cido fosfatidico (TURUNEN, 1993). Também em M. sexta,
estudos mostraram que a sintese de DAG é realizada pela via do acido fosfatidico, sem
contribuicdo da via do monoacilglicerol (CANAVOSO & WELLS, 2000).

Sugere-se que 0s acidos graxos absorvidos sdo transportados na forma de DAG e sdo
posteriormente convertidos em triacilglicerol, funcionando como reserva de lipideos de onde
o diacilglicerol sera liberado para a hemolinfa para utilizacdo a depender das necessidades
energéticas (MAJEROWICZ, 2009; GRILLO et al., 2007). Este mecanismo assegura a
absorcdo méxima de acidos graxos a partir do lumen, contribui para a manutencdo de uma
baixa concentracdo intracelular de DAG, o qual pode ser toxico em altas concentracdes
(Figura 4). Um estudo com M. sexta demonstrou que o DAG é realmente o lipideo presente
em maior quantidade na hemolinfa. Através da marcacdo dos lipideos da dieta com trioleina,
0 autor encontrou mais de 90% do marcador ligado a DAG na hemolinfa do inseto. Além
disso, mais de 70% do marcador foi encontrado, apds 4 horas, no corpo gorduroso do inseto
na forma de TAG (TSUCHIDA & WELLS, 1988). Este fato confirma a hipdtese proposta
para a digestdo em insetos, de que os lipideos da dieta sdo hidrolisados, absorvidos, ativados e
convertidos em DAG e transportados pela hemolinfa até sua estocagem no corpo gorduroso,

onde sdo imediatamente reconvertidos a TAG.
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Figura 4 — Esquema do processo de digestdo e transporte de lipideos da dieta em insetos. AG
= Acidos Graxos; ACS = Acil-CoA sintase; DAG = Diacilglicerol; TAG = Tricilglicerol;
FATP = Proteina transportadora de acidos graxos; Lp = Lipoforina; nLp = Lipoforina
nascente; LTP = Particula transferidora de lipideos.
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Estudos em vertebrados demonstram a participacdo de trés grupos de proteinas na
absorcdo dos lipideos: proteinas ligadoras de acido graxo associadas a membrana (FABPpm),
proteinas transportadoras de acidos graxos (FATP) e transportador de &cidos graxos (CD36).
Essas proteinas possuem alta afinidade por &cidos graxos e a expressdo de proteinas
semelhantes ja foi identificada em insetos como Manduca sexta, Bombix mori, Drosophila
melanogaster, Eilema japonica (NIOT et al., 2009; SMITH et al., 1992; DOURLEN et al.,
2012; QIAN et al., 2011). Ja& foram descritas sequéncias de genes codificantes para proteinas
transportadoras de acidos graxos em Aedes aegypti (SANDERS et al., 2003) e B. mori
(OHNISHI et al., 2009). Proteinas semelhantes a CD36 também ja foram identificadas em
alguns insetos, como em B. mori, D. melanogaster, A. aegypti e Tribolium castaneum
(NICHOLS & VOGT, 2008), mas detalhes sobre o seu envolvimento no mecanismo de
transporte ainda ndo foram esclarecidos.

Além dos lipideos adquiridos diretamente da dieta, os acidos graxos também podem
ser sintetizados dentro das células através de um processo chamado sintese de novo, a partir
de precursores glicidicos. Em mamiferos essa via alternativa é ativada principalmente no
figado, mas também em menor proporcdo no tecido adiposo. Neste caso, a sintese de novo de

acidos graxos é ativada pelo excesso de carboidratos, que sdo convertidos primeiramente a
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citrato e depois a acetil-CoA por acdo da enzima ATP-citrato liase. Apds essa etapa, o acetil-
CoA ¢é convertido a malonil-CoA através de uma carboxilacéo por acdo da enzima acetil-CoA
carboxilase. O malonil-CoA sofre entdo acdo da enzima acido graxo sintase, que catalisara as
reacOes de conversdo a palmitoil-CoA (AMEER et al., 2014). Em insetos, poucas informacoes
estdo disponiveis sobre a presenca e contribui¢cdo da via de sintese de novo na homeostase
lipidica, mesmo ja havendo estudos que identificaram a atividade de enzimas envolvidas nesta
via, como a acetil-CoA carboxilase (ACC) na mosca Glossina morsitans, A. aegypti e
Rhodnius prolixus (GOLDRING & READ, 1994; ALABASTER et al., 2011; SARAIVA,
2015).

2.4 Transporte de lipideos entre tecidos

Os acidos graxos da dieta s@o convertidos em diacilglicerol e transportados das células
intestinais, através da hemolinfa, até o corpo gorduroso ou até tecidos para utilizagdo imediata
por uma lipoproteina de alta densidade chamada lipoforina, que é sintetizada no corpo
gorduroso (BEENAKKERS et al., 1985; CHINO et al., 1981). De forma contraria ao que
ocorre nos vertebrados, onde lipoproteinas sdo empacotadas com classes lipidicas para
transportar os lipideos da dieta, nos insetos os lipideos sdo adicionados diretamente a
lipoforina ja presente na hemolinfa (CHINO, 1985; SOULAGES & WELLS, 1994). A
lipoforina é carregada no intestino e circula pela hemolinfa, transportando-os até outros
Orgdos, como o corpo gorduroso, onde eles sdo descarregados e estocados. Ela também
transporta os lipideos ja estocados no corpo gorduroso para os sitios de utilizacdo. O principal
lipideo transportado é o diacilglicerol, mas colesterol, hidrocarbonetos, acidos graxos livres,
carotenoides e fosfolipideos também podem ser transportados (CHINO & GILBERT, 1971;
GONDIM et al., 1989). A lipoforina ndo é endocitada por nenhum tecido; apos liberar os
lipideos para estoque no corpo gorduroso, sua funcdo de transporte é restabelecida
(TSUCHIDA & WELLS, 1988; SOULAGES & WELLS, 1994). A depender do estagio de
desenvolvimento do inseto e da demanda energética do organismo, a lipoforina pode
apresentar diferentes densidades: LDLp (lipoforina de baixa densidade), HDLp (Lipoforina de
alta densidade) e VHDLp (lipoforina de densidade muito alta) (BEENAKERS et al., 1985).
Estudos bioquimicos e imunocitoquimicos em larvas de Aeschna cyanea, uma espécie de
libélula, confirmam a hipdtese de que a lipoforina ndo é endocitada por células intestinais
durante seu carregamento (BAUERFEIND & KOMNICK, 1992). Uma das particularidades

do metabolismo de lipideos em insetos é a especificidade da lipoforina para o tecido de
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entrega. A mesma lipoproteina pode fazer a entrega de DAG para 0 corpo gorduroso, ou
transportar mais hidrocarbonetos para a cuticula de M. sexta, a depender da situacdo
metabolica, suportando as hipoOteses de que ha a presenca de um receptor para a lipoforina
envolvida no processo de transferéncia nos tecidos (ARRESE et al., 2001; GRILLO et al.,
2007).

A distribuicdo de lipideos realizada pela lipoforina, tanto para o corpo gorduroso como
para outros 0rgdos é bem descrita em insetos. A transferéncia de lipideos inicia-se por ligacéo
da lipoforina a um receptor especifico nos enterdcitos, onde os lipideos sdo carregados na
lipoforina por auxilio de uma particula transferidora de lipideos (LTP) (SOULAGES &
WELLS, 1994; BLACKLOCK & RYAN, 1994; GOLODNE et al., 2001). Essa transferéncia
dos lipideos ocorre na superficie das células, sem que ocorra endocitose da proteina
transportadora (GONDIM et al., 1989; CANAVOSO & WELLS, 2001; GRILLO et al., 2003;
PONTES et al., 2002). Gondim e Wells (2000) caracterizaram a interagdo da lipoforina com
receptores em células intestinais de larvas de M. sexta utilizando preparacfes de membrana.
Em M. sexta, uma proteina de membrana com atividade caracteristica de ligacdo a lipoforina
foi identificada no corpo gorduroso das larvas. Apos processos de purificacdo, esse suposto
receptor foi isolado e identificado como uma proteina de 120 kDa (TSUCHIDA & WELLS,
1990). Em R. prolixus, HDLp foi purificada da hemolinfa do inseto e utilizada em ensaios de
ligagéo utilizando preparacdes de membrana do corpo gorduroso, os resultados demonstraram
a interacdo da lipoforina com sitios de ligacao especificos na superficie celular. Também foi
observado em ensaios de competicao que a lipoforina purificada de Manduca sexta foi capaz
de se ligar aos sitios de ligacdo das preparacfes de membrana de R. prolixus, 0 que sugere que
0 mecanismo de ligacdo da lipoforina é conservado entre as espécies de insetos (PONTES et
al., 2002).

A participacdo da particula transferidora de lipideos (LTP) tem sido descrita como de
grande importancia nessa transferéncia. A LTP & uma lipoproteina de densidade muito alta
(VHDL) que ja foi isolada a partir da hemolinfa de varias espécies (BLACKLOCK & RYAN,
1994; RYAN et al., 1986) e sua fungéo esta relacionada, provavelmente, com a redistribuicdo
de lipideos entre lipoforinas e entre lipoforina e as membranas dos tecidos (ARRESE et al.,
2001; RYAN & VAN DER HORST, 2000). Sendo assim, o destino final do transporte dos
lipideos da dieta é a estocagem no corpo gorduroso. O corpo gorduroso funciona nos insetos
como um tecido de funcdo anéloga a do figado e do tecido adiposo em vertebrados, sendo
responsavel pela sintese da maior parte das lipoproteinas presentes na hemolinfa e o principal
sitio de estocagem de glicogénio (BEENAKKERS et al., 1985).
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Durante os estados de alta demanda energética, os lipideos estocados sdo muito
importantes porque custeiam processos metabdlicos de alto gasto de energia, como durante o
processo de ovogénese, onde altos niveis de energia sdo requeridos para suportar o
desenvolvimento do embrido. Nos ovos, a maior parte dos lipideos esté estocado na forma de
TAG (ZIEGLER & VAN ANTWERPEN, 2006; SANTOS et al., 2011), sendo a maior parte
da reserva lipidica oriundos da captacdo de lipideos da dieta pela lipoforina. Corpo gorduroso
e ovarios possuem a capacidade de fazer sintese de novo de &cidos graxos, mas dados
mostram que 0s ovarios possuem baixa capacidade (LORENZ & ANAND, 2004; ZIEGLER
& VAN ANTWERPEN, 2006).

Nas situaces de alta demanda energética a maioria dos lipideos estocados no corpo
gorduroso sdo mobilizados para a B-oxidacdo. Os lipideos estocados no corpo gorduroso na
forma de triacilglicerol (TAG) sdo mobilizados pela a¢do da enzima Triacilglicerol-lipase
(TAG-lipase) que libera como produto o DAG que sera transportado pela lipoforina até os
orgdos para [-oxidagédo e utilizacdo imediata. A ativacdo da enzima TAG-Lipase geralmente
ocorre por sinalizacdo pelo horménio adipocinético (AKH) (ALVES-BEZERRA et al., 2015).
O hormo6nio adipocinético € um neuropeptideo que regula o metabolismo energético de
insetos em condic¢des de alta demanda energética e durante o jejum, estimulando a circulacdo
de DAG e trealose na hemolinfa para distribuicdo entre tecidos. O AKH se liga ao seu
receptor especifico acoplado a proteina G que esta localizado na superficie das células do
corpo gorduroso e ativa a cascata de reacdes que resultam no aumento das concentracdes de
AMPc e célcio intracelular, ativando a TAG-lipase (GADE & AUERSWALD, 2003). Os
efeitos da sinalizacdo pelo hormonio adipocinético ja foram descritos em vérias espécies de
insetos, onde 0 aumento nos niveis circulantes de DAG foi observado ap6s a sinalizacéo por
AKH (ARRESE et al., 1996; GADE et al., 2006; CANAVOSO et al., 2001). Assim, 0s
lipideos mobilizados do corpo gorduroso na forma de DAG séo direcionados para os tecidos

para sofrerem B-oxidacao.

2.5 Proteinas Transportadoras de Acidos Graxos (ACSVL/FATP)

As proteinas transportadoras de 4acidos graxos (FATP) pertencem a familia de
carreadores de soluto 27 (SLC27), sdo proteinas de membrana que facilitam o transporte de
acidos graxos de cadeia longa (LCFA) para o citoplasma, compostos que sdo a principal fonte
de energia das células. Mais de 90% dos LCFAs da dieta sdo absorvidos por vias mediadas
por proteinas, como as FATPs (RICHIERI & KLEINFELD, 1995). Como essas proteinas
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também sdo encontradas em membranas internas de células, como as enzimas da familia ACS
(Acil-CoA Sintetase), e a maioria delas ativa acidos graxos de cadeia longa, elas tém sido
renomeadas na literatura, nos Gltimos anos, como ACSVL (Acil-CoA Sintetase de cadeias
muito longas, do inglés “Very-long chain Acyl-CoA Synthetases). Usualmente, as proteinas
transportadoras de acidos graxos tém sido mencionadas como ACSVL/FATP ou FATP, neste
texto essas proteinas serdo mencionadas como FATP. Em mamiferos sdo 6 isoformas de
FATPs (6 membros SLC27) ja identificadas, com distribuicdes teciduais especificas e padrbes
de expressdo diferentes entre os tecidos, que evidenciam o envolvimento de cada isoforma na
homeostase lipidica em pontos distintos do metabolismo (Figura 5) (ANDERSON & STAHL,
2013). Estudos utilizando sistemas de modelo knockout gene-especifico demonstram a
especificidade de cada isoforma de FATP e revelam gue ndo ha compensacdo do transporte
por outra FATP caso uma isoforma seja deletada (RICHIERI & KLEINFELD, 1995). As
ACSVLs/FATPs facilitam o transporte de acidos graxos de cadeia muito longa através das
membranas e auxiliam no processo de canalizagdo desses &cidos graxos em excesso para vias
metabolicas especificas, a depender das necessidades celulares. Ao facilitar o transporte e ao
mesmo tempo ativar os acidos graxos a Acil-CoA, essas proteinas exercem papel importante
no direcionamento metabolico unidirecional, ao aprisionar o Acil-Coa formado dentro das
células, comprometendo-os a uma via metabolica especifica (GREVENGOED et al., 2014;
ZHAN et al., 2012). Essa fungdo de canalizagdo das FATPs ocorre, geralmente, devido a
formacdo de complexos multienzimaticos entre essas proteinas de membrana e outras enzimas
da célula, como com a Carnitina-Palmitoil transferase 1 (CPT-1). A formacao desse complexo
enzimatico entre FATP e CPT-1, por exemplo, direciona os &cidos graxos de cadeia muito
longa para a B-oxidagdo mitocondrial. As FATPs podem interagir com outras enzimas e
canalizar os &cidos graxos de cadeia muito longa para a sintese de Triacilglicerol ou de
fosfolipideos, a depender das necessidades celulares (GREVENGOED et al., 2014; SRERE,
1987; MIHALIK et al., 2002).

Em mamiferos, a FATP1 é o membro da familia FATP mais expresso no tecido
adiposo, mas tambem apresenta expressdo no musculo esquelético e no coracéo. Jaa FATP2 €
predominantemente expressa no figado e rins, enquanto a FATP3 encontra-se mais expressa
no pulméo e no figado. A FATP4 é a unica isoforma expressa no intestino menor, exercendo
funcdo importante na captacdo de lipideos da dieta, além de transportar preferencialmente
acidos graxos de cadeia longa como palmitato, oleato e linolato (ANDERSON & STAHL,
2013; STAHL et al., 1999). A isoforma 5 de FATP é expressa exclusivamente no figado e
estudos com delecdo de FATPS em ratos demonstraram falha nas reac6es de conjugacéo dos
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acidos biliares, enquanto a FATP6 apresenta-se expressa somente no musculo cardiaco
(Figura 5) (ANDERSON & STAHL, 2013).

Doencas relacionadas a obesidade estdo intimamente ligadas ao influxo anormal de
LCFA pelo tecido adiposo por um transporte mediado por proteinas (STAHL et al., 2002). A
absorcdo anormal de LCFA por tecidos como coragéo, figado e musculo levam ao acimulo de
lipideos que ocasionam aumento dos niveis plasméticos de triacilglicerol, resisténcia a
insulina e injurias hepéaticas (MEIRHAEGHE et al., 2000; GERTOW et al., 2004; AUINGER
etal., 2010; KAZANTZIS & STAHL, 2011).

Figura 5 — Representacdo dos niveis de expressao relativa de FATP em tecidos de
mamiferos. O tamanho crescente da fonte corresponde a intensidades maiores de expressdo. *:
FATPS5 é expressa apenas no figado e a FATPG6 € expressa quase exclusivamente no coragéo.

#: Expressdo no endotélio ndo foi determinada.

FATP5*

FATP3

L
Pulmao Fioad sATes
FATP4 gado  Rin
FATP1 ) FATP1 3
s Tecido Adiposo FATP4
Intestino Menor

Cérebro Marrom

) { _:{'V =

Sy 5 -

Endotélio 7
FATP1s . - ek
FATP3: N .
FATP4s

Tecido Adiposo

Branco
FATP1
FATP4

Misculo

FATP1

FATP4 Coragao

FATP6*

FATP1
FATP4

Fonte: Adaptado de ANDERSON & STAHL, 2013.

Por estarem associadas a diversas desordens lipidicas e no transporte de LCFAs, a familia de
proteinas transportadoras de acidos graxos (FATPS) constituem importante alvo terapéutico
para estas desordens (KAZANTZIS & STAHL, 2011). A FATP1 de mamiferos esta
localizada, principalmente, na membrana das células adiposas do tecido adiposo marrom e
estudos com ratos knockout para o gene FATP1 demonstram a diminuicdo acentuada da
absorcdo de acidos graxos de cadeia longa que resultam em diminuicdo do tamanho dos

adipdcitos, caracterizando a funcdo de FATP1 neste tecido (Figura 6) (WU et al., 2006).
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As FATPs possuem pelo menos um dominio transmembranar (LEWIS et al., 2001),
apresentam peso molecular entre 63-80kDa (LEWIS et al., 2001) e sequéncias altamente
conservadas entre as espécies, como insetos, leveduras e humanos (Figura 7A) (DOURLEN et
al., 2015).

Figura 6 — Mudancas nos adipocitos de ratos de linhagem selvagem e ratos knockout FATP1.
(A) Cortes histolégicos de tecido adiposo branco corados com hematoxilina-eosina de ratos
linhagem selvagem (S) e ratos knockout FATP1 (KO); (B) Diametro dos adip6citos dos
grupos de animais testados.
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Fonte: Adaptado de WU et al., 2006.

Tanto em vertebrados como em invertebrados, os membros da familia FATP apresentam
perfis de expressdo tecido-especificos (DOURLEN et al., 2015). Em insetos, as FATPs de
Drosophila melanogaster (a espécie possui trés membros da familia FATP) apresentam maior
expressao no intestino e corpo gorduroso. A expressao destes genes em insetos adultos de D.
melanogaster é moderada quando comparada ao estagio larval (DOURLEN et al., 2015).
Entre mamiferos, as sequéncias de FATP apresentam grande similaridade (Fig. 7B).

Os membros da familia FATP sdo altamente conservados entre as especies, com uma
sequéncia de assinatura ja conhecida com aproximadamente 311 aminoacidos. Esta sequéncia
compreende subdominios caracteristicos desta familia de proteinas: um motivo ATP-AMP
que é caracteristico dos membros da familia de enzimas formadoras de adenilato; e um
motivo FATP-ACSVL, que é restrito as FATPs. O motivo ATP-AMP constitui um segmento
de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, possui uma regido hidrofdbica ligada a
membrana responsavel pela ligagdo e transporte dos LCFAs, também € um motivo presente
em enzimas Acil-CoA sintase (ACS) (MILGER et al., 2006; BLACK & DIRUSSO, 2003;
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DIRUSSO et al., 2008; COE et al., 1999). O motivo FATP-ACSVL estd envolvido na
atividade intrinseca de Acil-CoA sintase j& descrito para algumas FATPs (DOURLEN et al.,
2015).

As FATPs facilitam a absor¢do de acidos graxos e a maioria delas apresenta atividade
Acil-CoA sintase (ACS). As enzimas ACS catalisam a ativacdo dos acidos graxos de cadeia
longa (LCFA) por adi¢do de uma molécula de coenzima A formando os tio-ésteres Acil-CoA
correspondentes.

Figura 7 — (A) Fragmentos das sequéncias conservadas de proteinas transportadoras de
4cidos graxos (FATP) e proteinas homologas, demonstrando as regides consenso; (B) Arvore
filogenética de proteinas transportadoras de acidos graxos (FATP) de ratos e humanos. Em
(A), o alinhamento foi realizado no programa MultAlin tool. Fatp = Drosophila; FATP1,4e 6
= humanos; ACS-20 e ACS-22 = Caenorhabditis elegans; Fatlp = Leveduras. Residuos em
vermelho e azul correspondem a residuos com forte consenso (>90%) e fraco consenso
(>50%). O motivo I e 1l correspondem, respectivamente, ao motivo ATP/AMP e ao motivo
FATP-ACSVL. Em (B), o alinhamento foi realizado no Clustal e &rvore filogenética
construida no programa TreeViewPPC. Homo sapiens = hs; Mus musculus = mm.
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Fonte: Adaptado de DOURLEN et al., 2015 & STAHL, 2003.
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Essa etapa de ativacdo dos LCFA é necesséria para que os acidos graxos possam ser utilizados
como substratos em outras vias metabodlicas, como sintese de fosfolipideos, 3-oxidacdo e
sintese de acidos graxos (BLACK & DIRUSSO, 2007) (Figura 8). Estudos com mutacdes no
gene FATP1 em leveduras e linhagem de células COS1 mostram reducéo tanto na absorcédo
de acidos graxos quanto na atividade ACS, o que sugere que as FATPs estdo envolvidas
nestes dois processos (WATKINS et al., 1998; COE et al., 1999). Estudos também mostram
que, em leveduras, as proteinas FATP1 e Acil-CoA sintase de cadeia longa (ACSL-1) formam
um complexo, onde a inibi¢do de ACSL-1 impacta na absorcdo de acidos graxos, reduzindo a
absorcdo. Ou seja, demonstra que a ativacao do LCFA por interacdo entre FATP1 e ACSL-1 é
imprescindivel para que os acidos graxos sejam absorvidos (RICHARDS et al., 2006). Em
mamiferos, a atividade ACS das FATPs 1,2,3 e 6 sdo especificas para acidos graxos de cadeia
muito longa (VLCFA), enquanto que a FATP4 exerce atividade ACS também para LCFA
(DIRUSSO et al., 2005). Dessa forma, varios estudos recentes sugerem que as FATPs
exercem sua funcdo de absorcdo e ativacdo de acidos graxos por um processo chamado de
acilacdo vetorial (DIRUSSO et al., 2008). A acilacdo vetorial consiste em um processo onde a
absorcédo de acidos graxos exdgenos do plasma esta acoplado a ativacdo desses acidos graxos
por esterificacdo com coenzima A, reacdo regulada pelas necessidades metabdlicas das
celulas (Figura 8) (BLACK & DIRUSSO, 2003; BLACK & DIRUSSO, 2007). Estudos em
levedura Saccharomyces cerevisae evidenciam que as FATPs ativam, preferencialmente,
acidos graxos de cadeia longa e de cadeia muito longa (DIRUSSO et al., 2005).

As FATPs estdo localizadas, principalmente, nas membranas celulares, devido ao seu
papel na absorcdo e ativacdo de acidos graxos enddgenos. Mas algumas isoformas de FATP
podem estar dispostas nos espagos intracelulares ou na membrana do reticulo endoplasmatico,
a depender de sua localizacdo tecidual e funcdo. A literatura sugere que a localizagao celular
das FATPs ndo é estatica, elas podem sofrer translocacdo do citoplasma para a membrana
plasmatica como resposta a uma sinalizacdo por insulina (STAHL et al., 2002). A FATP1 de
adipdcitos de Mus musculus sofre translocacdo apés sinalizagdo por insulina, localiza-se
normalmente no compartimento perinuclear intracelular, co-localizadas com os
transportadores de glicose GLUT4, e como sdo sensiveis a insulina, sdo translocadas até a
membrana plasmatica apds o estimulo (STAHL et al., 2002). O estimulo a translocacdo de
FATP causado pela insulina evidencia que a regulacdo hormonal de FATPs desempenham
papel importante na homeostase lipidica (STAHL et al., 2002).

A sinalizacdo por insulina estimula a translocacdo para a membrana plasmatica tanto

dos transportadores de glicose GLUT4 quanto das FATPs, principalmente no tecido adiposo
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branco e masculo esquelético para FATP1, hepatécitos para FATP2 e FATP5, enterdcitos
para FATP4 e cardiomidcitos para FATP6 (Figura 9) (WU et al., 2006).

Figura 8 — Transporte e atividade Acil-CoA sintase (ACS) de proteinas FATP. AGL =
Acidos graxos livres; AG = Acidos graxos; CoA = Coenzima A.
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Fonte: Adaptado de DOURLEN et al., 2015.

Figura 9 — Expressao de FATPs em tecidos e linhares celulares apds sinalizacdo por insulina
(50nM). - : auséncia de expressdo; + a +++: aumento da intensidade de expressao.

Niveis de expressao no tecido (absorcdo de LCFA induzida por insulina [ % de
estimulacgéo])
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FATP1 +++ +++ + - -
FATP2 = = - +++ -
FATP3 + + + ++ -
FATP4 ++ ++ ++ + +++
FATP5 - - - +++ -
FATP6 - - +++ - -

Fonte: Adaptado de WU et al., 2006.

A expressdo génica de FATPs é regulada por nutrientes, hormonios e por algumas
citocinas. Dados de estudos recentes mostram que ratos alimentados com dieta rica em

lipideos aumentam a expressdo de FATP no coracdo, mas nenhum efeito é observado na
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expressdo desta proteina no figado (OUALI et al., 2000). A regulagdo da expressdo também
pode ocorrer pela acdo do Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), onde sdo observados efeitos
negativos na expressao no figado e nos adipocitos (MEMOM et al., 1998; STAHL et al.,
2002); ja os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR-a, PPAR-y, PPAR-
y/retinoide X) regulam positivamente a expressao de FATPs em ratos e como os derivados de
acidos graxos sdo ligantes de PPAR, como as prostaglandinas, possivelmente também
regulam positivamente a expressdo de FATPs (MARTIN et al., 2000). A insulina regula
positivamente a translocacdo de FATPs do citoplasma para a membrana, mas estudos
mostram que a sinalizacdo por insulina ndo afeta a expressdo desses genes nos adipécitos
(STAHL et al., 2002). O hormdnio adiponectina secretado pelos adipécitos também afeta a
expressao de FATPs causando aumento da expressdao de FATP1 no musculo esquelético
(MAEDA et al.,, 2002). O gene FATP2 em humanos esta envolvido no mecanismo
fisiopatolégico da diabetes gestacional, apresentando expressdo diminuida em gestantes
obesas (LAPPAS, 2014). Outro horménio que também regula a expressdo génica de FATPs
em humanos é a leptina, um hormdnio sintetizado principalmente nos adipdcitos que exerce
funcdo sobre o controle da ingestdo alimentar e € uma adipocina pro-inflamatoria. Altos
niveis de leptina no tecido adiposo, adipocinas pré-inflamatérias que estdo aumentadas no
periodo gestacional, causam diminuicdo da expressdo génica da FATP2 e FATP6 em tecidos
de mulheres obesas com resisténcia a insulina e em gestantes com diabetes, causando
diminuicdo da absorcdo de &cidos graxos e reduzindo também a sintese de novo de acidos
graxos (LAPPAS, 2014; MEMON et al., 1998; STEINBERG et al., 2002).

S&o poucas as pesquisas sobre FATPs em insetos, onde a fungdo de FATPs homologas
ndo estd ainda bem caracterizada. Estudos utilizando sequéncias de proteinas homdlogas a
FATPs de insetos demonstraram seu envolvimento na sintese de feroménio no bicho da seda
Bombix mori, pois uma alta expressdao de BmFATP foi observada na glandula de feroménio.
Técnicas de silenciamento génico, utilizando RNAI (RNA de interferéncia), foram utilizadas
para caracterizar a fungdo de BmFATP na glandula e os resultados observados mostraram que
0s insetos com este gene silenciado tinham biossintese do feromo6nio bombicol prejudicada,
além de ter sua atividade acil-CoA sintase reduzida, o que permite correlacionar com uma
possivel atividade ACS intrinseca da FATP (OHNISHI et al., 2009). J& em Eilema japonica,
uma espécie de mariposa, o envolvimento de FATPs homdlogas também foi estudado atraves
de expressdo funcional em Escherichia coli e os resultados demonstraram que ndo ha
envolvimento destas proteinas transportadoras na biossintese de feroménio. Entretanto, niveis

transcricionais relevantes de FATP homologa foram observados na glandula de feromonio,
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masculo de vdo, ovario, tubulo de malpighi, corpo gorduroso, intestino médio e epiderme
(QIAN et al., 2011). Nenhum dos estudos com proteinas homologas a FATPs em insetos
propGem estudar a funcéo destas proteinas especificamente no metabolismo lipidico. Dessa

forma, esta tese tem o intuito de estudar essas lacunas ainda ndo compreendidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Caracterizar molecularmente proteinas transportadoras de &cidos graxos (FATPS)

do inseto Tribolium castaneum e inferir sobre suas funcdes bioldgicas.

3.2 Objetivos especificos:

e Identificar genes codificantes de proteinas homoélogas as proteinas
transportadoras de 4acidos graxos (FATPS) no genoma de Tribolium
castaneum;

e Caracterizar a expressdo de genes FATP de T. castaneum nos tecidos e
estagios de desenvolvimento;

e Inibir a expressdo génica de FATP pela técnica de RNAI e verificar os
efeitos causados no metabolismo energético;

e Estudar o metabolismo de lipideos do inseto através da incorporacdo de

inibidor de lipase (Orlistate® - Tetraidrolipstatina) na dieta.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Insetos

Os insetos Tribolium castaneum utilizados neste trabalho foram obtidos de uma
coldénia mantida no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos da Universidade
Federal de Alagoas. Os insetos faziam parte de uma col6nia mantida a 30°C com umidade
relativa entre 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h. Nos experimentos foram testados

todos os estagios de desenvolvimento do inseto.

4.2 Busca de genes FATP no genoma de Tribolium castaneum

A busca por sequéncias de proteinas homologas a proteinas transportadoras de acidos
graxos (FATPs) no genoma do T. castaneum foi realizada utilizando o banco de dados através
do codigo de acesso do Pfam (http:// http://pfam.xfam.org/) para familia de proteinas com
dominio de ligacdo a AMP (Acesso: PF00501). Para buscar sequéncias pertencentes a essa
familia dentro do genoma do T. castaneum foi utilizada a ferramenta BioMart do portal de
genomas Ensembl-Metazoa (http://metazoa.ensembl.org/biomart). As sequéncias encontradas
de proteinas com dominio de ligacdo a AMP foram analisadas no Banco de dados de
Dominios Conservados (CDD - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) para
identificar quais delas faziam parte da familia das FATPs. Para confirmacédo, as sequéncias de
FATP encontradas foram submetidas ao algoritmo tBLASTnN (https://blast.ncbi.nim.nih.gov)
dentro do genoma do T. castaneum (taxid:7070). As sequéncias de FATP encontradas no

genoma e confirmadas sdo mencionadas neste texto como TcasFATP e TcasFATPLike.

4.3 Andlise Bioinformatica

A analise bioinformética foi iniciada com o alinhamento entre as sequéncias de
diferentes FATPs utilizando o programa ClustalW v. 2.0 (LARKIN et al., 2007). A arvore
filogenética de relacéo evolutiva entre as proteinas homologas foi obtida através do algoritmo
estimativa de Maxima Verossimilhanca (ECK & DAYHOFF, 1966) utilizando 1000
repeticdes para os calculos de “bootstrapping” no programa MEGA 7.0 (TAMURA et al.,
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2013). A massa molecular das FATPs e seus pontos isoelétricos tedricos foram obtidos
através da andlise das sequéncias no programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). A
predicdo de peptideo sinal foi realizada pelo programa SignalP 4.0 (PETERSEN et al., 2011)
e a predicao da localizacao celular das FATPs foi realizada utilizando o programa PSORT 11
(NAKAI & HORTON, 1999). A busca de possiveis sitios de fosforilagdo nas seqliéncias
proteicas das FATPs foi realizada utilizando o programa NetPhos 3.1 (BLOM et al., 1999).
Possiveis regides de dominio transmembrana foram localizadas com os programas TMHMM
2.0 (KROGH et al.,, 2001), SOSUI (HIROKAWA et al., 1998), TMpred e HMMTop
(TUSNADY & SIMON, 2001). Foi considerada a existéncia de dominio transmembranar
quando o resultado foi positivo em pelo menos 2 programas.

4.4 Caracterizacao da expressdo génica de TcasFATP e TcasFATPIlike em tecidos e
estagios de desenvolvimento do inseto por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR)

A expressdo de genes FATP foi analisada nos seguintes estagios de desenvolvimento:
larva, pupa e inseto adulto. Para analise do perfil de expressdo tecidual, as larvas de T.
castaneum foram dissecadas e o intestino e corpo gorduroso foram retirados para extracdo do
RNA total.

4.4.1 Sintese dos iniciadores

Os iniciadores para amplificagdo e utilizagdo em RT-qgPCR foram desenhados baseados
nas sequéncias de FATP obtidas, utilizando o programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) (ROZEN & SKALETSKY, 2000) e posteriormente
analisados no Programa OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Os
iniciadores utilizados, nimeros de acesso dos genes no NCBI e tamanho dos amplicons estéo

descritos na tabela 1.
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Tabela 1 — Genes, numero de acesso no NCBI, sequéncia dos iniciadores desenhados e

tamanho dos fragmentos amplificados pelos primers utilizados.

Gene Simbolo NUmero de acesso Sequéncia dos iniciadores Tamanho do
(NCBI) / Referéncia amplicon
(pb)
Proteina
Transportadora de
Acidos Graxos de TcasFATP XP_008193688.1 F-CAAATGCACG
cadeia longa 4
ATTGCTCAGT ~200
R-ACAATGTTG
GCGTTTCCTTC
Proteina TcasFATPLike XP_967675.1 F-CGGCCCTGA
Transportadora de
Acidos Graxos de TCAACAGTAAT ~200
cadeia longa 4 Like
R-CAATGGTCC
GTCTTGTTCCT
Proteina Ribossomal TcasRPS3 NP_001165863.1 F-CCGTCGTATTC ~200
S3
GTGAATTGACTT
R-TCTAAGAGACTC
TGCTTGTGCAATG
F-GGCAGCGATTA
Sulfakinina TcasSK EFA04708.1 AGCCAATAA ~200
R-TGCAAAATTTA
TTACCAGCCATT
F-ACCCAAAGTGGT
Receptor de insulina TcasInR LIN et al., 2016 GAATAGCA ~200
R- TCGTCCATCATAG
AGCGTAA
F- TTACGTCTGGTC
Peptideo semelhante a TcasInl SHENG et al., 2011 TTCACCGCACAT ~200
Insulina 1
R-TGGTTGGGTTTG
GATTCGGAGAGT
F- TGGCCGGAATA
Peptideo semelhante a TcasIn2 SHENG et al., 2011 CACACTTGTAGGA ~200

Insulina

R- TCTTCTTCCGCAG

TAGACCGCTTT

Fonte: Autor, 2018.
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Como gene de referéncia, foi utilizado o gene codificante para Proteina Ribossomal 3 de
T. castaneum (TcasRPS3). Este gene foi escolhido devido ao seu intenso uso em estudos de
expressao génica e por apresentar um perfil de expressdo estavel j& comprovado em T.
castaneum, principalmente em estudos entre estdgios de desenvolvimento do inseto
(TOUTGES et al., 2010).

4.4.2 Extragdo de RNA total

O RNA total foi extraido com o kit Maxwell®16 LEV simplyRNA tissue utilizando o
equipamento extrator de acidos nucleicos Maxwell®16 Forensic Instrument (Promega,
Madison, EUA), conforme as recomendacdes do fabricante. Primeiramente, 0s insetos ou
tecidos previamente dissecados em estereoscopio foram macerados em 200uL de solugdo de
homogeneizacdo, onde foram adicionados mais 200uL do tampéao de lise para agitacdo em
vortex. As amostras processadas foram colocadas no primeiro po¢o do cartucho de extracédo e
5uL da enzima DNase foi adicionado ao poco 4 do cartucho. O cartucho de extracdo foi
montado no equipamento com os plugs e os tubos de eluicdo e submetidos a extracdo por
aproximadamente 60 minutos. O método de extracdo € baseado no uso de particulas
magnéticas para extracdo do RNA e o préprio protocolo do equipamento ja inclui o

tratamento com DNase para retirada da contaminag¢do por DNA genémico.

4.4.3 Dosagem de RNA total

ApOs a extracdo e o tratamento com DNase, as amostras de RNA foram quantificadas
em espectofotbmetro L-quant (Loccus, Cotia, BRA). As dosagens foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Integrativa da Universidade Federal de Alagoas, coordenado pela
Profa. Tami Mott. As amostras de RNA também foram avaliadas quanto a pureza por analise
da razéo entre a absorbancia observada no comprimento de onda de 260nm e 280nm. As
amostras foram consideradas préprias para uso quando a razdo 260/280 foi maior que 1.8 e
menor que 2 (LEHNINGER et al., 2004). A partir da definicdo da concentracdo de cada
extrato de RNA total, as amostras foram diluidas e utilizados 20ng de RNA em cada reagdo de

PCR. Todos os experimentos foram padronizados utilizando 20ng de RNA em cada reacao.
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4.4.4 Determinagédo da eficiéncia dos iniciadores

Para determinar a concentracdo ideal para melhor eficiéncia na amplificacdo, varias
concentragdes dos iniciadores, dentro da faixa recomendada pelo fabricante, foram testadas.
As reacOes de amplificagdo foram otimizadas utilizando 0,2uM de cada um dos iniciadores

(senso e anti-senso) e 33nM de CXR Reference Dye.

4.45 Determinacdo da eficiéncia de amplificacdo e andlise da curva de

dissociacdo

Para determinacdo da eficiéncia de amplificacdo, foram geradas as curvas-padréo
baseadas em cinco pontos de diluigdes 1:2 (20ng, 10ng, 5ng, 2.5ng, 1.25ng) do RNA. Para
isso, utilizou-se o valor de CT obtido em cada diluicdo versus o log das respectivas diluicdes.
A partir da correlacdo entre esses dois fatores, as eficiéncias de amplificacdo (E) foram

determinadas através da formula:

E = [10¢slope) _ 1] x 100,

em que slope é a inclinacdo da reta obtida.

A determinacdo da eficiéncia de amplificagio em experimentos de RT-gPCR é de
fundamental importancia, pois os calculos realizados para obtengdo dos niveis de expressao
relativa através do método 2 -AACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) levam em
consideracdo que as reacdes de amplificagdo estdo ocorrendo com eficiéncia de amplificacdo
dentro do intervalo de 90-110%. A eficiéncia de amplificacdo geralmente é calculada através
da variacdo da concentragdo de cDNA utilizada na amplificacdo. Porém, como o reagente
utilizado neste trabalho faz transcricdo reversa e amplificagdo em uma s etapa, pois usa

como molde o RNA, consideramos a margem de eficiéncia dentro do intervalo 90-120%.
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Para avaliar a especificidade de amplificacdo das reacdes de amplificacdo e a possivel
formacéo de dimeros, foi realizada a curva de dissociacao (curva de Melt). Os resultados das
curvas de dissociacdo mostram a presenca de apenas um pico (Figura 10), o que garante a

auséncia de amplificacdes inespecificas ou de formacéo de dimeros de primers.

Figura 10 - Curvas de dissociacdo obtidas dos primers dos genes analisados, geradas
pelo programa StepOnePlus™ (Applied Biosystems). (A) TcasFATP; (B) TcasFATPLike;
(C) TcasRPS3.

A B C

Melt Curve Melt Curve Melt Curve

A e mC MO M MF WG MH i.n 5 Mic WD Me MF MG MK A w5 mC MO ME MF MG MH

Fonte: Autor, 2018.

4.4.6 PCR em tempo real (RT-gPCR)

As reacdes de RT-qPCR foram realizadas utilizando o Kit GoTagq® 1-Step RT-qPCR
System (Promega, Madison, EUA), segundo instrucdes do fabricante. Todos os experimentos
foram realizados no equipamento StepOnePlus™ Real-Time gPCR System (Applied
Biosystems, Foster city, EUA) do Laboratério de Biologia Celular e Molecular da
Universidade Federal de Alagoas, sob coordenacgédo do Prof. Daniel Leite Goes Gitai. Em cada
reacdo de gPCR foram adicionados 10puL de GoTag® gPCR Master Mix 2x, 0.2uM de cada
um dos iniciadores (senso e anti-senso), 0.4uL de GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-qPCR
50x, 20ng de RNA, 33nM de CXR Reference Dye e agua livre de nuclease para completar o
volume total de 20uL da reacdo. O programa termociclador utilizado para a reagcdo de RT-
gPCR 1-Step seguiu as seguintes condi¢Bes: 15 minutos & 37°C para transcricdo reversa; 10
minutos & 95°C para inativagdo da Transcriptase Reversa; 40 ciclos de 10 segundos & 95°C
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(desnaturacdo), 30 segundos a 60°C (anelamento) e 30 segundos a 72°C (alongamento). E por
fim, a dissociacdo através da curva de Melting (60-95°C). Os fragmentos produzidos nas
reacOes de RT-qPCR tem aproximadamente 200pb. Todos 0s pontos experimentais foram
feitos em triplicata e os brancos foram feitos utilizando agua livre de nuclease ao invés de
RNA. O numero de ciclos de PCR em que a fluorescéncia atingiu o limiar (threshold) na
curva de amplificacdo —threshold cycle (Ct) — foi determinado automaticamente pelo

programa StepOnePlus™ (Applied Biosystems).

Todas as reacdes de qPCR foram realizadas conforme o protocolo descrito neste
topico, sendo apenas as amostras diferentes, de acordo com a proposta do experimento
(estagios diferentes de desenvolvimento do inseto, tecidos dissecados, insetos tratados com

farmacos).

4.4.7 Anélise dos dados do RT-gPCR

Os valores de AACt e de quantidade relativa expressdo foram calculados a partir dos
valores de Ct (“threshold cycle”, que ¢ o numero de ciclos necessarios para produzir uma
quantidade de fluorescéncia definida), obtidos através do PCR em tempo real, segundo
(NORGARD et al., 2006). Esses valores foram utilizados para as andlises estatisticas
especificas de cada experimento (teste t de Student, ou ANOVA de uma ou duas vias)
conforme indicado nas legendas das figuras. Os valores de expressdo relativa (2-AACt) foram

utilizados apenas para montagem dos graficos.

4.5 Avaliacdo dos efeitos da injecdo de dsRNA para TcasFATP em larvas de T.

castaneum

Os experimentos utilizando a técnica de RNA interferente (RNAI) foram realizados em
parceria com o Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) sob orientagdo da Profa. Dra. Kéatia Calp Gondim e Prof. David

Majerowicz.
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45.1 Sintese de dsSRNA para TcasFATP

Para a realizacdo da técnica de RNAI, foi produzido um dsRNA que cobria toda a
sequéncia de leitura aberta (ORF) do gene TcasFATP. Como controle nédo-relacionado, foi
produzido um dsRNA homologo a uma proteina ligadora de maltose de Escherichia coli
(Mal).

Para a producdo de molde para a sintese do dsRNA para a proteina Mal, as reacdes de
PCR utilizaram a enzima Tag DNA Polimerase (Fermentas). As misturas de reacdo para PCR
continham 5 pl de tampédo para Tag DNA Polimerase, 1,5 pl de MgCI2 (25 mM), 1 ul de
dNTP (10 mM), 2 ul do iniciador T7minimal (5> - TAA TAC GAC TCA CTA TAG G - 37)
(15 uM), 0,2 ul da enzima Tag DNA Polimerase (5 U/ul), 0,2 ul do plasmideo 28iMal (0,5
pg/ul) (New England BiolLabs, Ipswich, EUA) e H20 Milli-Q autoclavada para completar um
volume final de 50 pl. As amostras foram levadas ao termociclador sob o programa: 94 °C por
5 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 seg, 44 °C por 30 seg e 72 °C por 1 min; e 72 °C por 10 min.
Essa reacdo de PCR gerava um fragmento de aproximadamente 1000 pb. Para a producéo do
molde para a sintese do dsRNA para o gene TcasFATP, as reacBes de PCR utilizaram a
enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas). As misturas de reagcdo para PCR continham 5 pl
de tampdo para Tag DNA Polimerase, 3 pl de MgCI2 (25 mM), 1 pl de dNTP (10 mM), 0,4
pl do iniciador senso (15 uM), 0,4 pl do iniciador anti-senso, 0,2 pl da enzima Taq DNA
Polimerase (5 U/ul), 1 pl de cDNA produzido a partir de RNA de larvas de 20 dias de T.
castaneum como descrito nas se¢des anteriores e H20 Milli-Q autoclavada para completar um
volume final de 50 pl. As amostras foram levadas ao termociclador sob o programa: 94 °C por
2 min; 5 ciclos de 94 °C por 30 seg, 45 °C por 30 seg e 72 °C por 30 seg; 30 ciclos de 94 °C
por 30 seg, 62 °C por 30 seg e 72 °C por 30 seg; e 72 °C por 10 min. Os iniciadores utilizados

foram:

TcasFATPRNAIF: 5° - TT-AATTTTAGTTGCTATCGTTG (senso)
TcasFATPRNAIR: 5° - T7-TTTGGTTGGTGTTTATTAGT (anti-senso)

Essa reacdo de PCR gerava um fragmento de aproximadamente 400 pb. A qualidade
de ambos os produtos de PCR foi checada por eletroforese em gel de agarose 1,5 % com 0,2
pug/ml de brometo de etidio. Terminada a eletroforese, as bandas foram visualizadas sob luz

ultravioleta em transiluminador UV e o gel foi fotografado. Esses produtos de PCR s6 foram
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utilizados como molde para a sintese de dSRNA caso ndo fossem detectadas bandas néo-
especificas ou dimeros de iniciadores. O dsRNA para o gene foi produzido com o kit
MEGAScript® RNAI Kit (Ambion, Austin, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante,
como descrito abaixo.

Primeiramente, o dsRNA foi produzido por uma reacdo de transcrigédo utilizando uma
T7 RNA Polimerase. Em um tubo de 0,2 ml no gelo, foram adicionados de 1 a 2 pg de
produto de PCR como molde de gene a ser silenciado, 2 pl de tampéo para T7 RNA
Polimerase (10x), 2 pl de ATP (75 mM), 2 ul de UTP (75 mM), 2 ul de CTP (75 mM), 2 pl
de GTP (75 mM), 2 ul da enzima T7 RNA Polimerase e H20-DEPC 0,1% (Merck) suficiente
para completar um volume final de 20 pl. A reagdo foi incubada por 16 horas a 37°C. Apos
essa incubacdo, a reacao foi aquecida a 75 °C por 5 min e resfriada a temperatura ambiente,
para maximizar a formacao de dupla-fita. Apos essa etapa, foram adicionados ao tubo 5 ul de
tampéo de nucleases (10x), 2ul de DNase | (2 U/ul), 2 pl de RNase e H20-DEPC 0,1%
(Merck) suficiente para completar um volume final de 50 pl. A reacéo foi entdo incubada a 37
°C por 1 hora. Apos a digestdo com as nucleases, a reacao foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e a ela foram adicionados 50 pul do tampéo de ligacéo (10x), 250 pul
de etanol 100% (Merck) e H20-DEPC 0,1% (Merck) para completar um volume final de 500
pl. A amostra foi transferida para a coluna de purificagdo do kit e centrifugada a 14000 g por
2 min a temperatura ambiente. A coluna foi entdo lavada duas vezes com tampéo de lavagem
através de centrifugacdo a 14000 g por 2 min a temperatura ambiente. O dsRNA foi eluido da
resina da coluna com 100 ul de H.O-DEPC 0,1% (Merck) aquecida a 95 °C e centrifugacao a
14000 g por 2 min a temperatura ambiente. O procedimento foi repetido duas vezes,
totalizando uma elui¢do com 200 ul de volume final.

ApoOs cada etapa de sintese, ou seja, transcri¢cdo, anelamento, tratamento com
nucleases e purificacdo, uma aliquota equivalente a 1/200 do volume total foi retirada para
avaliagéo da eficiéncia de sintese do dsSRNA. As aliquotas foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1,5% com 0,2 pg/ml de brometo de etidio. Terminada a eletroforese, as bandas
foram visualizadas sob luz ultravioleta em transiluminador UV e o gel foi fotografado. As
amostras de dsRNA foram dosadas por espectrometria em cubetas de quartzo (LEE &
SCHMITTGEN, 2006). As amostras foram diluidas 250 vezes em &gua deionizada e a
concentracdo de RNA nas amostras foi medida considerando que cada unidade de D.O. a

260nm equivale & concentragdo de 45 pg/ml de dsRNA.
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As amostras de dsSRNA foram entdo evaporadas totalmente em liofilizador a vacuo,
ressuspensas em tampéao de eluicdo (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) até a concentracdo de

1 pg/ul e conservadas a -20 °C até o uso.

4.5.2 Injecdo de dsRNA para TcasFATP em larvas de T. castaneum

A injecdo do dsRNA foi realizada utilizando o microinjetor Nanoject Il (Drummond
Scientific Company, Pensilvania, EUA), foram aplicados 96 nanolitros de dsRNA no 3°
segmento dorsal das larvas com 15 dias de idade (L15). As larvas injetadas foram
acompanhadas a fim de observar alteracdes fenotipicas. Os niveis de Triacilglicerol, Beta-
Oxidacdo e a expressdao do gene TcasFATP foram quantificados 3 dias ap6s a injecéo,
conforme descrito por Alves-Bezerra et al. (2016). A quantificacdo de Triacilglicerol (TAG)
foi realizada conforme descrito no item 4.5. As larvas que foram injetadas com dsRNA, apds
3 dias tiveram seu RNA total extraido conforme descrito no item 4.4.2 e a expressdo do gene

TcasFATP foi posteriormente quantificada conforme descrito no item 4.4.6.

453 Medida de g-Oxidagéo

Corpos gordurosos de larvas de T. castaneum foram dissecados € homogeneizados em
tampé&o H gelado (HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, sacarose 0,25 M, EDTA 1 mM, DTT 1 mM,
coquetel de inibidores de proteases 0,002% (Sigma), utilizando homogeneizador tipo
PotterElvehjem (15 movimentos), no 3° dia (insetos silenciados para TcasFATP) apos a
injecdo. As amostras (150 pg de proteina) foram diluidas em meio de reagdo contendo Tris-
HCI 75 mM, pH 7,4, MgCI2 2 mM, albumina (livre de &cidos graxos) 2 mg/mL, ATP 5 mM,
DTT 5 mM, CoA 0,2 mM, L-carnitina 10 mM, palmitato 20 mM e 8 uCi [ 3H]palmitato (0,1
MCi/uL; Perkin-Elmer) em volume final de 200 pL. Apos incubagdo a 28°C por 30 min, a
reacao foi interrompida por adi¢cdo de 200 pL de acido perclorico 24% gelado, e armazenada a
4°C por ao menos 16h para precipitacdo da albumina conjugada ao palmitato ndo oxidado.

As amostras (aproximadamente 100 pL) foram entdo transferidas para microtubos, e
centrifugadas a 14.000 rpm e 4°C por 5 min. O sobrenadante foi transferido para tubos
conicos de vidro e as fases aquosa e organica foram separadas pela adi¢do de 400 ul de H>O,
1 mL de metanol, e 2 mL de cloroférmio, seguido de forte agitacdo por 2 minutos e
centrifugagdo a 3.000 rpm por 15 minutos (BLIGH e DYER, 1959). A radioatividade
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associada a fracdo aquosa foi determinada por contagem em cintilador liquido na presenga de
2 mL de Optiphase Hisafe 3 (Perkin-Elmer).

4.5.4 Quantificacdo de Triacilglicerol

No 3° dia apds a injecdo de dsRNA, as larvas foram maceradas em salina 0,9% e 0s
extratos centrifugados para obtencdo do sobrenadante para as analises. Os extratos proteicos
foram padronizados por quantificacdo de proteinas (Bradford, 1976) e submetidos a

quantificacdo de Triacilglicerol conforme descrito no item 4.7.

4.6 Avaliacdo dos efeitos do Orlistate® (tetraidrolipstatina) nos indices nutricionais,

triacilglicerol e na expresséo de genes relacionados

O farmaco Orlistate® (tetraidrolipstatina) foi incorporado em discos de farinha de
trigo, conforme descrito por Xie et al. (1996). Grupos de 30 larvas com 10 dias de idade (L10)
foram colocados em placas de Petri com disco de farinha incorporado com farmaco
(concentracdo final 0,1mg Orlistate/mg de farinha). O peso das larvas, dos discos e a
mortalidade foram acompanhados nos tempos de Oh, 24h, 48h, 72h, 96h (XIE et al., 1996).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e o controle foi feito utilizando discos
somente com farinha de trigo. Os indices nutricionais foram calculados a partir das formulas
de Taxa de crescimento relativo (RGR), Taxa de consumo relativo (RCR) e Eficiéncia de

converséo de alimento ingerido (ECI) (XIE et al., 1996).

RGR = mg de biomassa ganha/mg de biomassa inicial do inseto x dia
RCR = mg de biomassa ingerido/mg de biomassa inicial do inseto x dia

ECI (%) = biomassa ganha/alimento ingerido x 100

Os dados de mortalidade observados nos tempos de Oh, 24h, 48h, 72h e 96h ap0s

inicio do tratamento foram utilizados para tragar a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier.

As larvas, tanto do grupo controle quanto do tratamento, apds 0 acompanhamento por

96h foram utilizadas para extracdo de RNA total e as amostras foram submetidas ao RT-
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gPCR para determinar a expressao das proteinas transportadoras de &cidos graxos (TcasFATP
e TcasFATPLIke) e de genes envolvidos na sinalizagéo (TcasInl, TcasIn2, TcasSK, TcasInR).
O perfil de expressdo dos genes foi comparado entre as larvas do grupo controle e as larvas

tratadas com Orlistate por 96h.

Além disso, as larvas do grupo controle e do grupo tratado com Orlistate também
foram utilizadas para quantificar os triacilglicerol (TAG) no corpo total, conforme descrito no
item 4.7.

4.7 Quantificacédo de Triacilglicerol (TAG)

Para quantificacdo dos triacilglicerois das larvas submetidas aos tratamentos, 20 larvas
foram maceradas em 600puL de salina 0,9% e o homogenato foi centrifugado por 15 minutos a
10.000 rpm. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante e o fat cake formado foram retirados,
homogeneizados e utilizados como amostra para as dosagens de TAG. Essas amostras foram
entdo quantificadas quanto a concentracdo de proteinas pelo método de Bradford (1976), a
fim de padronizar as analises da concentracdo de TAG por quantidade de proteina. Dessa
forma, o volume correspondente a 20g de proteina de cada extrato foi utilizado para dosar
Triacilglicerol. As dosagens de Triacilglicerol foram realizadas com kit comercial (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, BR), segundo orientacBes do fabricante. As amostras foram
incubadas com o reagente analitico a 37°C por 10 minutos em placas de 96 pocos, depois da
incubacdo procedeu-se a leitura em leitora de microplacas Flex Station 3 (Molecular Devices,
California, EUA) no comprimento de onda 505nm. Os valores de absorbancia obtidos foram
convertidos a concentracdo através de uma curva padrdo para triacilglicerol. Todas as
dosagens foram realizadas em triplicata e o branco foi feito com reagente na auséncia de
amostra. Os valores de concentracdo de TAG foram expressos no grafico como mg de

TAG/mg de proteina.



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Busca de sequéncias homologas a FATP e Analise Bioinformatica

A busca por sequéncias de proteinas homologas a proteinas transportadoras de &cidos
graxos (FATPs) no genoma do Tribolium castaneum foi iniciada no banco de dados através
do cddigo de acesso do Pfam para familia de proteinas com dominio de ligacdo a AMP
(Acesso: PF00501). Na busca das sequéncias pertencentes a essa familia dentro do genoma do
T. castaneum (Ferramenta BioMart - Ensembl-Metazoa) foram encontradas 32 sequéncias de
proteinas com dominio de ligacdo a AMP e a analise dessas sequéncias no Banco de Dados de
Dominios Conservados (CDD - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)
revelou que apenas 2 dessas sequéncias fazem parte da familia das FATPs. Essas 2 sequéncias
encontradas foram submetidas ao algoritmo tBLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) dentro
do genoma do T. castaneum (taxid:7070), confirmando a presenca de 2 sequéncias de FATP
depositadas no banco de dados, anotadas como FATP4 (n° de acesso NCBI:
XP_008193688.1) e FATP4like (n° de acesso NCBI: XP_967675.1). As 2 sequéncias de
FATP homologas foram alinhadas no programa ClustalW v. 2.0 (LARKIN et al., 2007) para
confirmacédo de que ndo se tratavam da mesma proteina (Figura 11). A existéncia de apenas 2
sequéncias para FATP foram também confirmadas por parceria com o Laboratério de
Bioinformatica do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (sob
orientacdo do Prof. Dr. Rafael Dias Mesquita). A analise bioinformatica e todos os estudos de
expressdao foram conduzidos baseados nestas duas sequéncias, aqui identificadas como
TcasFATP e TcasFATPlike, respectivamente.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de TcasFATP e TcasFATPLike com
FATPs de variados organismos, realizado com o programa ClustalW v. 2.0 (LARKIN et al.,
2007), mostrou que as sequéncias possuem regides bastante conservadas, incluindo 2
dominios caracteristicos de FATPs ja bem descritos na literatura: dominio ATP/AMP e
dominio de ligacdo de acidos graxos FATP/ACSVL (Figura 12) (OHNISHI et al., 2009;
DIRUSSO et a., 2008). Sendo o dominio de ligacdo ATP/AMP responsavel pela ligacéo de
ATP, dominio comum em enzimas formadoras de adenilato (MILGER et al., 2006; BLACK
& DIRUSSO, 2003; DIRUSSO et al., 2008), e o dominio FATP/ACSVL (restrito as FATPS)
que contribui para a especificidade de ligagcdo de acidos graxos e estd envolvido na atividade
intrinseca de Acil-CoA sintase ja descrito para algumas FATPs (BLACK & DIRUSSO, 2003;
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DOURLEN et al., 2015). Na Figura 12 foram alocados apenas os fragmentos que continham
dominios conservados de FATP.

Figura 11 - Alinhamento das seqliéncias de aminoacidos de TcasFATPLike e TcasFATP. (*),
(:) e (.) indicam identidade, alta similaridade e baixa similaridade, respectivamente.

TcasFATPlike

TcasFATP MDKKINGNAKICENRQSEDLESGKAAVGEESSRESATRHKSLKTRPVRVLIRRILVMTAI
TcasFATPlike @  -------------- MIFT--AVFVILLSIFLLTNRRYRWFYIIYKTLGRDVRAGIRFTIL
TcasFATP VAVLVALSAVVCFFLGWKCLVQLILVAIVAYLAAGKWRWFYVALMTAPRDIKALYKYLRL
el . Smwe @ %S - HKKK X kk..% .. X
TcasFATPlike NFQLWRYEKTNQTVAKIFTKLVAKHPQKVAFYFESEIWTFEDVDKYSNKIAHYFKNEGFK
TcasFATP LIQIKSWQREDVTLADIFRRNVKRHPNKACILFEDQEWSFAQLEEYSNKVANVFKSHGVK
< Kok KX . K KKK . KK . KoK ... KKKK.K. KK XX
TcasFATPlike RGDAVALVLESRPEYVTLWLGLAKIGVVTALINSNLVADPLAHSIQVADAKAVVYGSDFA
TcasFATP KGDVVALFLENRPEFIALWLGLSKLGVITPLINTNQRLDSLVHSITIAGSQAVIFGSDLS
SHK KKK KK KKK . - ORKKK . KKK R KOKKLK K K KKK LK . okok. kKK .
TcasFATPlike KGINDISGKIP-KVKLYQFGKSDQLLPN-SVDLIKELEKEQDGPLTSDIKSGKPRDKLLF
TcasFATP DAIIDVFEKIEAKVTFYQLCITDKSNVDQRFRDLRQLINDAPPTPPSISEKLHHHDRLVY
L% k. kX Kk kK. .. <. ek.X.
TcasFATPlike IFTSGTTGLPKAAVITNLRFFFMALGIRYMAVITEDDIIYDPLPLYHSAGAIVGVGQCIL
TcasFATP IYTSGTTGLPKAAVISSSRYIFIAAAIHWLSGFKSSDCFYTPLPLYHTAGGCMSVGQMLI
R RRRORKKRRRKKRKK . K. oKX K..o.. . K ok RKRKKK.KRX . XKk ..
TcasFATPlike KGTTVVIRKKFSASYFWVDCIKYRCTVAQYIGEICRYLLAAHASDDRSIPHQVTKMLGNG
TcasFATP YGATLVIRKKFSASAYFPDCEKYKCTIAQYIGEMCRYILAVPPKP- SDTQHHLRMIYGNG
R K OROORIORKKRK <. KK KK KK ORKRKK L RRK KK e
TcasFATPlike LRPQIWNKFVTRFGVKEVYEFYGATEGNSNLINIDSKVGAVGFVPRYASIFYPVTLIKCD
TcasFATP LRPQIWCEFVERFKIPKVAEFYGATEGNANIVNVDNTVGAIGFVSRIIPSVYPISIIKVD
SRORRRRK :** 33 . :* *********:*::*:*__***:*** X _**:::** LS
TcasFATPlike EETGAPIRNSDGFCQRCDPGEPGVCIGIVNPKKTVNDFAGYADKKATEKKLIENVFKKGD
TcasFATP PQTGEPIRNAHGLCVPCKPNEPGVFIGKIIPNNPSRAFLGYVDEEASKKKVVTDVFHRGD
SRR OKKKK. KoK K K KKKK KK . K.. K KK K. oK. .KK.. KK oKX
TcasFATPlike RYFNSGDILIQDEFGYYFFKDRTGDTFRWKGENVATSEIEAVISNIVDLSDAIVYGVEIP
TcasFATP KAFLSGDILVADEFGYLFFKDRTGDTFRWKGENVSTSEVEAVLSNVISYKDVVWYGVEIR
© R RREKK . RORRKK ORORORCROORIORICRORRK KKK 0RK XK. . X L 0RKKRKX
TcasFATPlike GTEGRAGMVAIVDRNNTLNMKQFCLGLKNNLPSYAVPIFVRVMTTVPMTGTYKLKKTELQ
TcasFATP GVEGRAGMAAIFDPEGTVDLAQLAEGTKKALPFYARPIFIRILKKLDMTGTYKLKKNDLQ
*_******_**_* :_*::: *:_ L3 * KK KK KEXK. *____: *********_:**
TcasFATPlike KEGFNLEKIQDKLFLYDAKNVDYIELTKEKYHDIMTGKVRL
TcasFATP KEGFDVSKISDDIYYLDSKG-TYSLVTPEVYQQINDGIIRV

*kkK. . kXK X .- LEE * X X k..X K .kK.

Fonte: Autor, 2018.
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Figura 12 - Fragmentos do alinhamento de sequéncias de FATP de diferentes espécies
utilizando o ClustalW v.2.0. Sdo mostrados apenas os fragmentos onde ha dominios
conservados caracteristicos das FATPs. O dominio ATP/AMP esta destacado em vermelho e
0 dominio FATP-ACSVL esta destacado em preto. As sequéncias de FATP de T. castaneum
estédo destacados em amarelo. ScerFATP1 = Saccharomyces cerevisae; MmusFATP4 = Mus
musculus; TcasFATPLIKE = Tribolium castaneum; BmoriFATP = Bombix mori; TcasFATP
= Tribolium castaneum; DmFATP = Drosophila melanogaster; AQFATP = Anopheles

gambiae.

ScerFATP1 = = W ——=——————- IMHELLNSQSPEFLOODNVRTPLGLTDFKP! YTSGTTGLPKSAIMEW

MmusFATP4 --—--VBVSTEHLDPLLEDAPKHLPS-—-——-- HPDKGFTDKL YTSGTTGLPEARAIV
TcasFATPLIKES @~ — —-==——-— PNSVDLIKELEKEQDGPLTSD----IKSGKPRDKLLHIFTSGTTGLPKAAVIEN
BmoriFATP DAVRVVESENDFTHMLETTPP-APWSL----SDGEGFIGKLLYIYTSGTTGLPKAAVIED
TcasFATP, = —==—- DRRFRDLROLINDAPP-TPPSI--—--SEKLHHHDRL YTSGTTGLPKAAVIES
DmFATP --EKNIPQAKNLNALLTTASYEKP--N----KTQUNHHDKL YTSGTTGLPKAAVIEH
AgFATP —-=—=-VLANAKDLTTILMQSASKELPVNG-—-—--VKKPNHHDKLIWIYTSGTTGLPKAAVIFH

- - :&&bhﬁh&&k:&::
ScerFATP1 KQVYLTGATHIQYVGEVCRYLLHTPISKY-ERMHKVKVAYGNGLRPDIWQDFRKRFNIEV
MmusFATP4 DDCIKYNQTIVQYIGELCRYLLNQPPREA-ESRHKVRMALGNGLRQSIWIDFSSRFHIPY
TcasFATPLIKE VDCIKYR QYIGEICRYLLAAHASPDRSIPHQUVIKMLGNGLRPQIWNKFVIRFGVKE
BmoriFATP PDCIK ARHYIGEMCRYILATPPSET-DROHKVRTVYGNGMRPTIWTEFVKRFNIKR
TcasFATP PDCEKYKQTIAQYIGEMCRYILAVPPKPS-DTQHHLRMIYGNGLRPQIWCEFVERFKIEK
DmFATP ADCAKYNATIGQYIGEMARYITATKPSEY-DOKHRVRLVFGNGLRPQIWPQFVORFNIAK
AgQFATPE ADCORYNQTIAQYIGEMCRYILATEVS PV-DKAHKVRLIFGNGLREPQIWPQFVERFNIPR

- :i:&*:.i&:& = &:: &&&:& -~ .& - -
ScerFATPl KGFCEVAPVGEPGEMIMRIFFPKKPETSFOCYLGNAKETHSKVVRDVFRRGDAWYRCGDL
MmusFATP4 DEVCIPCQPGRPGQLVGR-IIQQDPLRRFDEYLNG-G. IANDVFEKGDRQAYLTGDV
TcasFATPLIKE DEFCQRCDPGEPGVCIGI-VNPKKTVNDFAGYADK-KAT IENVFKKGDRYFNSGDI
BmoriFATP KGLCQLAKPYEPGVFIGK-IKPNNPSRAFLGYVDK-EAS IVRDVFNIGDSAFISGDI
TcasFATP HGLCVPCKPNEPGVFIGK-IIPNNPSRAFLGYVDE-E DVFHRGDKAFLSGDI
DmFATP NGLCQLCAPNEPGVFIGK-IVKEGNPSREFLGYVDE-KAS IVKDVFKHGDMAFISGDL
AgFATP DELCQLCKPNEPGLFIGK-IIPNNPSRAFLGYVDK-GAT IVRDIFRKGDAAFLSGDL
_b_dy 5 :&& z » - e - -:&_ -~ = bb:
ScerFATP1 LEADEYGLWYFLDRMGDTFRWKSENVSTTEVEDPLTASNKEQYAQVLVVGIKVPKYEGRA
MmusFATP4 LVMDELGYLYFRDRTGDTFRWKGENVSTTEVEGFL--SRLLHMADVAVYGVEVPGTEGRA
TcasFATPLIKE LIQDEFGYYFFKDRTGDTFRWKGENVATSEIEAFI--SNIVDLSDAIVYGVEIPGTEGRA
BmoriFATP LVADELGYLYFRDRTGDTFRWRGENVSTTEVEARV--SRCANQRDAVVYGVEIENTEGRA
TcasFATPE LVADEFGYLFFKDRTGDTFRWKGENVSTSEVEAFL--SNVISYKDVVVYGVEIRGVEGRA
DmFATP LVADEKGYLYFKDRTGDTFRWKGENVSTSEVEARV--SNVAGYKDTVVYGVIIPHTEGRR
AgFATP LVADERGSLFFKDRTGDTYRWKGENVSTSEVERAEV-—-SNACGYRDTVVYGVEVENLEGRA
- h :& - - &&&:&ﬁ:_&h#:&:*:& - &. =L ~ J': - e

Fonte: Autor, 2018.

As relacOes de ancestralidade entre as sequéncias de aminoacidos das FATPs estdo

dispostas na arvore filogenética, que foi construida com as 2 sequéncias de T. castaneum e
com sequéncias de FATP de outras espécies retiradas do GenBank utilizando o software
MEGA 6.0 com o algoritmo Maximum likelihood e bootstrap de 1000 replicacbes (Figura
13). As sequéncias de FATP de T. castaneum apresentam-se em clados diferentes na arvore
filogenética, indicando que pertencem a grupos diferentes de FATPs, 0 que sugere que
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possam ter ganho fungdes especializadas durante a evolucdo. Este resultado também é
evidenciado pela predicdo da localizagdo celular que indica localizagbes subcelulares
diferentes. A TcasFATPLike foi agrupada, na filogenia, proxima ao clado de Acil-CoAs
sintases de cadeia muito longa do hemiptero R. prolixus (RprolACSVL 1 e 2), o que sugere
que esta proteina também apresenta atividade Acil-CoA sintase intrinseca, por possuir regides
homdlogas da sequéncia de aminoécidos que compreendem o dominio FATP/ACSVL
envolvido na ativacdo de acidos graxos (DOURLEN et al., 2015, ALVES-BEZERRA et al.,

2016).

Figura 13 — Arvore filogenética construida utilizando o software MEGA 6.0 com o
algoritmo Maximum likelihood e bootstrap de 1000 replicacdes. EjFATP = Eilema
japonica; AsFATP = Ascotis selenaria; BmoriFATP = Bombix mori; OsFATP = Ostrinia
scapulalis; TcasFATP = Tribolium castaneum; TcasFATPIlike = Tribolium castaneum;
DmFATP = Drosophila melanogaster; CQFATP = Culex quinquefasciatus ; AQFATP =
Anopheles gambiae; TcasFATPLIKE = Tribolium castaneum; MsSFATP = Manduca sexta ;
MmusFATP = Mus musculus; HSFATP = Homo sapiens; RprolACSVL = Rhodnius
prolixus, AcilCoA Sintase de cadeia muito longa/proteina transportadora de acido graxo;
ScerFATP1 = Saccharomyces cerevisae.
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A analise bioinformética para a sequéncia TcasFATP de Tribolium castaneum sugeriu
que esta proteina possui dominio transmembranar (a predicao foi realizada em 4 programas:
TMHMM 2.0, SOSUI, TMpred e HMMTop e considerou-se presente o dominio quando o
resultado foi positivo em pelo menos 2 dos programas). A presenca de dominio
transmembranar jA € bem caracterizada na literatura de FATPs de insetos e mamiferos
(OHNISHI et al., 2009; LEWIS et al., 2001). A localizagéo subcelular foi predita utilizando o
Programa PSORT Il e os resultados sugeriram sua localizagdo na membrana celular,
correlacionando com o0s resultados encontrados para a presenca de dominios
transmembranares da familia de FATPs (HALL et al., 2003; OHNISHI et al., 2009). Néo foi
predito a presenca de peptideo sinal na sequéncia de TcasFATP (Tabela 2), em contraposi¢cdo
aos resultados positivos para dominio transmembrana. Estes resultados podem sugerir que
esta ndo é uma proteina transmembrana propriamente dita, podendo estar somente associada a
membrana, sofrendo translocagdo para dominio transmembranar apés sinalizagdo por insulina
ou outro sinalizador (MAJEROWICZ, 2009; STAHL et al., 2002). Os resultados da analise
no programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005) estimam para TcasFATP uma proteina de
699 aminoéacidos, com peso molecular de aproximadamente 78kDa e ponto isoelétrico de 8,96
(Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise Bioinformatica das sequéncias de proteinas homélogas a FATP de
Tribolium castaneum. As predicdes foram feitas nos Programas SignalP 4.0 (Peptideo sinal);
TMHMM 2.0, SOSUI, TMpred e HMMTop (Dominio Transmembrana); ProtParam (Peso
molecular, Ponto isoelétrico, localizacdo subcelular e n° de aminoacidos); NetPhos 3.1(sitios
de fosforilacéo).

TcasFATP TcasFATPLike

Peptideo Sinal Né&o Néo
Dominio Transmembrana Sim Sim

Peso Molecular 78,4 kDa 70,4kDa
pl 8,96 9,03

Localizagéo subcelular Membrana Plasmatica Reticulo endoplasmatico
N° de aminoé&cidos 699 aa 623 aa

Sitios de fosforilacéo ~55 ~ 49

Fonte: Autor, 2018.

Os resultados da analise bioinformatica para a sequéncia de TcasFATPlike também
demonstram a presencga de dominios transmembranares e a auséncia de peptideo sinal (Tabela
2). A localizacdo celular predita mostrou alta porcentagem para o reticulo endoplasmatico,

resultado possivelmente relacionado a origem desta organela na invaginagdo da membrana
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plasmética. Gene homdlogo a FATP em Caenorhabditis elegans (ACS-20) foi localizado no
reticulo endoplasmatico, mas nenhuma expressdo deste gene foi observada na membrana
plasmatica do nematddeo, sugerindo que ndo ha envolvimento desta proteina no transporte
direto de acidos graxos, sendo o transporte dependente da sua translocacdo para a membrana
(KAGE-NAKADAI et al., 2010). J& os resultados da analise no programa ProtParam
(GASTEIGER et al., 2005) estimam que TcasFATPlike é uma proteina de 623 amino&cidos,
com peso molecular de aproximadamente 70kDa e ponto isoelétrico de 9,03.

A predicédo dos sitios de fosforilacdo das sequéncias de FATP foi realizada utilizando
0 NetPhos 3.1, os resultados demonstram as posi¢des dos residuos de Serina, Treonina e
Tirosina nas sequéncias de FATP que foram identificados como possiveis sitios de
fosforilacdo (Tabela 2). Para TcasFATP foram preditos aproximadamente 55 sitios passiveis
de fosforilacdo, enquanto em TcasFATPLike 49 sitios de fosforilacdo foram identificados.
Porém, como o programa utilizado ndo leva em consideracdo a estrutura tridimensional da
proteina, possivelmente muitos dos sitios identificados estdo localizados em regiGes nédo
acessiveis pelas cinases. Nao ha relatos na literatura de fosforilagdo em FATPs como

mecanismo de ativacdo da atividade dessas proteinas.

5.2 Caracterizacdo da expressao génica de TcasFATP e TcasFATPIlike em tecidos
e estagios de desenvolvimento por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR)

A expressdao dos genes TcasFATP e TcasFATPLike no inseto T. castaneum foi
caracterizada entre os estagios de desenvolvimento e nos tecidos. Os valores de AACt e de
quantidade relativa de expresséo foram calculados a partir dos valores de Ct (threshold cycle)
obtidos através do PCR em tempo real (NORGARD et al., 2006). Os valores de expressdo
relativa (2-AACt) foram utilizados para montagem dos graficos. A proteina ribossomal 3 foi

utilizada como controle endogeno.

A expressao relativa dos genes codificantes para FATP foi avaliada ao longo dos
estagios de desenvolvimento do inseto: Larvas de 20 dias (L20), Recém pupas (P1), Pupas
(P2) e Adultos de 3 dias (A3) (Figura 14).

Os resultados mostram expressao das FATPs em todos os estagios de desenvolvimento

do inseto, para ambos o0s genes. Porém, para TcasFATP ha maior expressdo nos estagios de
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pupa (P1 e P2) (Figura 14A), possivelmente relacionado ao seu envolvimento com alta
demanda energética caracteristica dessa fase, devido as transformagdes que ocorrem para o
processo de muda para a fase adulta (ZIEGLER, 1991).

Figura 14 — Expressdo relativa de TcasFATP (A) e TcasFATPLike (B) durante os estagios de
desenvolvimento de T. castaneum por PCR em tempo real. L20 = Larva de 20 dias; P1 =
recém pupas; P2 = Pupas; A3 = Adultos de 3 dias. As barras representam média + erro padrao
de 3 determinac0es. *: Significativamente diferentes por teste de ANOVA uma via, p<0,01;

**: n<0,005.
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Fonte: Autor, 2018.

Enquanto que TcasFATPLike apresenta expressdo predominante somente no estagio P2
(Figura 14B). A fase de pupa é a fase onde o inseto ndo se alimenta e onde todas as suas
modificacfes metabdlicas ocorrem custeadas pelas reservas energéticas do corpo gorduroso, o
que pode estar relacionado com possivel papel das FATPs na mobilizacdo de energia através
da lipolise no corpo gorduroso. N&o existem informacdes na literatura que correlacionem
diretamente a fungdo de FATPs com a [-oxidacdo, mas sugere-se que estas proteinas estejam
envolvidas, principalmente devido a sua alta expressdo no corpo gorduroso. Em Rhodnius
prolixus, o silenciamento de uma Acil-CoA sintetase de cadeia longa (RhoprACSL-2)
resultou em redug¢do de 90% nas taxas de f-oxidacdo de acidos graxos no corpo gorduroso
(ALVES-BEZERRA et al., 2016). Como as FATPs pertencem a mesma familia das ACS e a
maioria das isoformas realizam ativacdo dos acidos graxos por adicdo de coenzima A, o
aumento observado da expressao de FATPs em estagios de alta taxa metabdlica (Figura 14A e
14B) pode estar relacionado a funcdo de acilagdo destas proteinas. Ao contrario do descrito

para a maioria das FATPs, nem todas exercem suas funcdes ligadas a membrana. Estudos
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com FATP4 em linhagens celulares COS-1 e Neuro2a demonstraram sublocalizagdes
diferentes: reticulo endoplasmatico e mitocdndria, respectivamente. Estudos knockout FATP4
em células Neuro2a demonstraram reducéo de 17% na ativacdo de C16:0, enquanto a taxa de
absorcéo de acidos graxos apés o silenciamento nao foi afetado, ou seja, evidencia a fungéo
proeminente de FATP4 na acilacdo de acidos graxos, caracteristica de sua sublocalizacdo na
linhagem celular (JIA et al., 2007). Analisando a distribuicdo tecidual da expressédo de FATPs
em larvas de T. castaneum (Figura 15), os resultados mostram maior expressdo no corpo

gorduroso, para ambos 0s genes, mas expressdo também é observada no intestino do inseto.

Figura 15: Expressao relativa de TcasFATP (A) e TcasFATPLike (B) em tecidos de larvas de
T. castaneum por PCR em tempo real. As barras representam média + erro padréo de 3
determinages. *: Significativamente diferentes por teste t, p<0,001.
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Tanto em vertebrados quanto em invertebrados, a expressdo de membros da familia FATP ¢
tecido-especifica, apresentando perfis de expressédo e fungdes diferentes a depender do tecido
(ANDERSON & STAHL, 2013; DOURLEN et al., 2015). Em ratos, o perfil de expressdo de
isoformas de FATP também é tecido-especifica, A isoforma 1 (Fatpl) apresenta-se mais
expressa no tecido adiposo (funcdo correspondente ao corpo gorduroso em insetos) e esta
relacionada com o acumulo de reservas energéticas. Ja a isoforma Fatp4 apresenta-se mais
expressa no intestino menor, especializada no transporte de &cidos graxos durante a absorcao
de lipideos da dieta nos enterdcitos (MISHIMA et al., 2011). A isoforma 1 de FATP é o
membro da familia FATP mais expresso no tecido adiposo em varias espécies e a

desregulacdo da expressdo de membros da familia FATP tem sido correlacionada com
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alteracbes da homeostase lipidica e com dessensibilizacdo a insulina (BODEN, 1997). Em
cultura de células de adipdcitos, a translocagdo da FATP1 de um compartimento intracelular
para a membrana plasmatica apés sinalizacao por insulina foi correlacionada com aumento da
taxa de absorcdo de acidos graxos de cadeia longa (STAHL et al., 2002). Mas FATP1 néo
apresenta expressdo somente no tecido adiposo, no musculo esquelético a translocagdo da
proteina de transporte para a membrana por efeito da insulina também ocorre, evidenciando a
distribuicdo tecido-especifica das isoformas que depende da funcdo que exercem em cada
tecido (WU et al., 2006). Ratos modelo knockout para FATP1 no musculo esquelético,
hiperinsulinémicos e hiperglicémicos, apresentaram-se protegidos dos efeitos da
dessensibilizacdo a insulina mesmo sob alimentacéo rica em lipideos, efeito associado a perda
de funcdo de FATP1 e consequente reducdo nas taxas de transporte de acidos graxos (KIM et
al., 2004).

N&o existem na literatura estudos que caracterizem a funcdo de FATPs no
metabolismo de insetos, porém estudos com Bombyx mori também identificaram expresséo
consideravel de FATP no corpo gorduroso de larvas desta espécie, ao contrario do que foi
observado no corpo gorduroso de adultos neste mesmo estudo (OHNISHI te al., 2009),
evidenciando as diferencas de expressdo entre os estadgios de desenvolvimento do inseto,
como também foi observado na Figura 14. Altos niveis de expressdo de FATP também foram
observados na glandula de feromonio de B. mori adultos, evidenciando o envolvimento de
FATPs em 6rgdos que absorvem grandes por¢des de acidos graxos, como intestino, corpo
gorduroso e glandulas de feromdnio (OHNISHI et al., 2009). Na mariposa Eilema japonica e
na traca do feijdo Ostrinia scapulalis foi observada a auséncia de expressdao de FATP no
corpo gorduroso de adultos (QIAN et al., 2011), o que sugere que as FATPs tenham papel
crucial nos estagios de desenvolvimento do inseto onde ha maior mobilizacdo de reservas

energéticas, como nas pupas.

5.3 Avaliacdo dos efeitos da injecdo de dsRNA para TcasFATP em larvas de T.

castaneum

As larvas de 20 dias de idade (L20) que foram injetadas com dsRNA para TcasFATP
tiveram a mortalidade e desenvolvimento acompanhados durante 7 dias depois do tratamento.
Uma taxa irrelevante de mortalidade foi observada tanto para o grupo controle quanto para o



62

grupo tratado com dsRNA, nenhuma interferéncia fenotipica foi observada e o
desenvolvimento da pupa e emergéncia dos insetos adultos manteve-se normal. Apos 3 dias,
as larvas foram submetidas a extracdo de RNA total, tratamento com DNase e sintese de
cDNA conforme ja descrito no item 4.4.2. Posteriormente, a reacdo de qPCR foi realizada
conforme descrito no item 4.4.6 para avaliar o efeito da injecdo de dsRNA na expressédo do
gene TcasFATP. Os resultados do g°PCR mostram que um silenciamento de aproximadamente
90% do gene TcasFATP foi alcancado, quando comparado ao grupo controle onde foi

injetado o0 dsSRNA para a proteina ligadora de manose (Mal) de E. coli (Figura 16).

Figura 16 — Inibicdo da expressao do gene TcasFATP pela injecdo de dsFATP.
**: Significativamente diferente dos valores dos insetos injetados com a mesma quantidade de
dsRNA para Mal por teste t, p<0,0001. As barras representam média + erro padrdo de 3
determinagdes.
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Fonte: Autor, 2018.

Para avaliar o efeito direto do silenciamento do gene TcasFATP na dinamica
energética, a quantificacdo da concentracdo total de Triacilglicerol das larvas foi realizada,
seguida dos ensaios de f-Oxidagdo. Os resultados da quantificacdo de TAG ndao mostraram
diferencas entre as larvas do grupo controle (injecédo de dsMal) e do grupo tratado (dsFATP)
(Figura 17A), efeito contrario ao esperado. Ohnishi et al. (2009) observou, em Bombyx mori,
reducdo do contetdo de lipideos armazenados no citoplasma apds silenciamento do gene
BmFATP utilizando técnicas de coloragdo com vermelho do Nilo e HPLC. Em R. prolixus, o
silenciamento de uma enzima ACS de cadeia longa resultou em aumento no contetdo de
TAG do corpo gorduroso apos 15 dias, as analises mostraram concomitante reducéo das taxas
de B-oxidacdo e aumento da sintese de novo de lipideos. A origem do aumento do contetdo
de TAG ap6s o silenciamento foi atribuido & sintese de lipideos, j& que a via de absorcdo de

acidos graxos proteina-dependente encontrava-se ausente (ALVES-BEZERRA et al., 2016).
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A perda da funcdo da proteina ligadora de Acil-CoA (ACBP) em Caenorhabditis elegans,
proteina com funcdo interligada a da FATP, ocasiona diminuicdo no contetdo de
Triacilglicerol nas goticulas lipidicas (ELLE et al., 2011). Acredita-se que ndo foram
observados efeitos na concentracdo de TAG em larvas knockout para TcasFATP neste estudo
devido ao processamento da amostra, pois 0s ensaios foram realizados utilizando o corpo total
das larvas, sem dissecacdo para analise especifica do conteudo de TAG nos tecidos,
principalmente no corpo gorduroso. Também ndo foram observadas alteracdes significativas
nas taxas de f-oxidacdo entre o grupo controle e o grupo silenciado com dsTcasFATP (Figura
17B). As taxas de -oxidacdo também foram quantificadas utilizando o corpo total das larvas,
sem haver separagdo dos tecidos o que prejudicou a observacdo dos reais efeitos. Alves-
Bezerra et al. (2016) silenciou o gene codificante de Acil-CoA Sintase de cadeia longa 2
(RhoprACSL2) e para avaliar o efeito do metabolismo lipidico, quantificou o contetdo de
Triacilglicerol, as taxas de sintese de novo de lipideos ¢ as taxas de B-oxidacao; os resultados
encontrados mostraram que ndo houve efeito sobre a sintese de novo de lipideos, mas foi
observado aumento do contetdo de TAG estocado no corpo gorduroso como resultado do
bloqueio de 90% das taxas de PB-oxidacdo neste tecido. As enzimas Acil-CoA sintase
catalisam a ativacdo de acidos graxos de cadeia longa por adicdo de Coenzima A e afetam a
absorcdo de acidos graxos exdgenos, essa reacdo de acilacdo vetorial aprisiona o0 &cido graxo
dentro da célula e o direciona para a etapa de B-oxidacdo (EHEHALT et al., 2006). Dessa
forma, com o silenciamento do gene RhoprACSL?2 a ativacdo em Acil-CoA € blogueada e 0s
acidos graxos ndo conseguem ser utilizados como fonte energética durante a -oxidagdo. A
maioria das isoformas de FATP possuem atividade Acil-CoA Sintase e exercem sua funcao
nas reagdes de acilagdo, contribuindo muito pouco com o mecanismo de transporte saturavel
de acidos graxos através da membrana (BLACK & DIRUSSO, 2003; JIA et al., 2007). A
correlagdo entre a atividade ACS e as reagdes de B-oxidagdo também foi evidenciada em
ratos, onde o silenciamento de uma Acil-CoA de cadeia longa 1 (ACSL1) reduziu em 50% a
expressdo de genes envolvidos na f-oxidacdo, como o gene codificante para Acil-Carnitinas
(Lietal., 2009).
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Figura 17 - Efeito na concentracao de Triacilglicerol em larvas ap0s injecdo de dsFATP (A);
Taxas de B-oxidacdo em larvas apos injecdo de dsFATP (B).
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Fonte: Autor, 2018.

5.4 Avaliacdo dos efeitos do Orlistate® (tetraidrolipstatina) nos indices

nutricionais, triacilglicerol e expressdo de genes relacionados

As larvas do grupo controle e as alimentadas com farinha de trigo incorporada com
Orlistate tiveram seu peso e mortalidade avaliados ao longo de 96h. Inicialmente foram
calculados os indices nutricionais dos grupos testados. Os resultados da taxa de consumo
relativo (RCR), maior no grupo tratado, mostram que houve aumento da ingestdo de alimento
pelas larvas que tinham Orlistate em sua alimentagdo. Uma taxa maior de consumo de
alimento no grupo tratado com Orlistate pode estar relacionado a uma maior ingestdo de
alimento a fim de compensar a reducdo da absorcdo de lipideos da dieta causada pelo
farmaco. Alem disso, foi observado uma taxa de crescimento semelhante para 0s grupos
estudados. A eficiéncia de conversdo de alimento (ECI) também foi avaliada e os resultados
demonstram uma reducgdo da eficiéncia no grupo tratado com Orlistate (19,58%), efeito

N = =g .

das lipases intestinais por acdo do farmaco (Tabela 3).



65

Tabela 3 - Analise dos indices nutricionais da larva do Tribolium castaneum em tratamento
com Orlistate ap6s 96h. RGR = Taxa de crescimento relativo, RCR = taxa de consumo
relativo, ECI = eficiéncia da conversao de alimento ingerido. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o teste t e a representacdo com letras diferentes nas colunas indicam
diferencas estatisticas, p < 0,0001.

CONTROLE TRATAMENTO
RGR RCR ECI (%) RGR RCR ECI (%)
Orlistate
0,1mg/mg 0,068a 0,1472 46,5% 0,05542 0,283b 19,58%
de farinha

Fonte: Autor, 2018.

Os dados de mortalidade mostram que ndo houve diferenca significativa nas taxas de
sobrevivéncia entre os grupos controle e tratado, aparentemente demonstrando que 0 uso de
um inibidor de lipase ndo provocou mortalidade significativa (Figura 18B), ou seja, mesmo
com menor aporte de lipideos vindos da dieta, os insetos conseguiram manter a sobrevivéncia
em taxas normais. Muitos estudos em animais tém esclarecido a relacdo entre estoques de
lipideos e longevidade. Em D. melanogaster, a indugdo de genes componentes da via de -
oxidacdo aumentou a longevidade dos insetos por aumentar a tolerdncia as condicGes de
stress. Quanto ao peso, ndao foram observadas diferencas significativas no peso médio das
larvas ocasionadas pelo tratamento com Orlistate em comparacdo ao grupo controle (Figura
18A).

Figura 18 — Peso médio de larvas tratadas com Orlistate (0,21mg/mg de farinha) frente ao
grupo controle (A); Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (B). As barras representam
média + erro padrdo de 3 determinacgdes. A analise estatistica foi realizada pelo teste de

ANOVA duas vias.
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Fonte: Autor, 2018.

Os mesmos grupos de larvas utilizados para acompanhar a mortalidade e peso médio

foram testados quanto aos niveis de Triacilglicerol (TAG) e quanto a expressao de FATPs por
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PCR em tempo real. Os niveis de triacilglicerol presente em homogenatos de larvas
(padrozinados por mg de proteina do extrato) mostraram reducdo significativa na
concentracdo de TAG nas larvas tratadas com tetraidrolipstatina quando comparadas ao
controle (Figura 19). A diminuicdo observada nos niveis de TAG em larvas tratadas sugere
que a inibicdo da digestdo de triacilglicerol oriundos da dieta (~2,5%) aparentemente
impulsiona vias endogenas de mobilizacéo de &cidos graxos a partir do triacilglicerol estocado
no corpo gorduroso através da lipolise, efeito também observado nas taxas de ECI, onde a
eficiéncia de conversdo de alimento apresenta-se reduzida devido a diminuicdo da absorcéo
de lipideos e necessidade de mobilizacdo interna. Para manutencdo das taxas metabdlicas em
resposta a diminuicdo do aporte energético ingerido, as vias metabolicas sdo reorganizadas
para manter a homeostase. A maior parte das reservas energéticas em insetos estdo na forma
de triacilglicerol no corpo gorduroso e situacfes metabdlicas como stress, reproducéo,
periodos de jejum e ovogénese na maioria das vezes sdo custeadas por essas reservas,
garantindo a sobrevivéncia mesmo em condigdes adversas (DJAWDAN et al., 1998;
HANSEN et al., 20013). Para avaliar as taxas de mobilizacdo de acidos graxos do corpo
gorduroso através da lipolise, a atividade lipasica foi quantificada no intestino e corpo
gorduroso das larvas tratadas (Figura 20). Os resultados mostraram que a atividade lipasica
intestinal apresenta reducdo estatisticamente comprovada apos o tratamento (Figura 20A),
efeito relacionado a inibicdo enzimética causada pelo farmaco. J& a atividade lipasica do
corpo gorduroso (Figura 20B) apresenta-se elevada apds o tratamento, 0 que sustenta a
hipétese de que a lipdlise se encontra ativada apds inibicdo da lipase intestinal para
compensacao metabolica. Dessa forma, considera-se que a diminui¢do na absorcao de acidos
graxos por efeito do farmaco na alimentagdo, considerada aqui como uma condicdo de stress,
pode direcionar as vias metabdlicas para o consumo dos estoques de triacilglicerol para
manutencdo da sobrevivéncia (Figura 19). Em Drosophila melanogaster, observou-se uma
forte relacdo positiva entre os estoques de lipideos, estoques de carboidrato e a maior
resisténcia as condicOes de stress (DJAWDAN et al., 1998). Destacando a importancia do
corpo gorduroso como estoque de triacilglicerol, Judd et al. (2011) submeteu gafanhotos a
ovariectomia e observou como efeito a hipertrofia do corpo gorduroso, justificada pela
auséncia do processo de ovogénese. Hipertrofia do corpo gorduroso também foi observada em
fémeas estéreis mutantes de D. melanogaster, que apos receberem implantacdo de ovarios da

linhagem selvagem restabeleceram as caracteristicas normais do tecido (DOANE, 1961).
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Figura 19 — Quantificacdo de Triacilglicerol (TAG) em larvas de grupo tratado com Orlistate
por 96h e em larvas do grupo controle. As barras representam média + erro padréo de 3
determinacges independentes. **: Significativamente diferentes por teste t, p<0,0001.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 20 — Quantificacdo da atividade lipasica no intestino (A) e no corpo gorduroso
(B) de larvas de grupo tratado com Orlistate por 96h e em larvas do grupo controle. As barras
representam média + erro padrdo de 3 determinac¢des independentes. *: Significativamente
diferentes por teste t, p<0,005; **: p<0,0001.
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Fonte: Autor, 2018.

Em larvas tratadas com Orlistate, a analise da expressao relativa dos genes TcasFATP
e TcasFATPLike por PCR em tempo real mostra aumento significativo da expressdo de
ambos 0s genes apds 96 horas de tratamento (Figura 21A e 21B). Porém, a expressao relativa
do gene TcasFATPLike (Figura 21B) aumenta com mais intensidade em larvas tratadas com
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Orlistate. Sugere-se que 0 aumento da expressdo desses genes ocorre cOmo mecanismo
compensatério para a diminuicdo da captacdo de &cidos graxos da dieta causada pelo
Orlistate, como forma de suprir as células com mais transportadores disponiveis a fim de
normalizar a captacdo desses lipideos e consequentemente manter o aporte energeético
necessario para as células.

Diante do bloqueio da captacdo de acidos graxos vindos da dieta, neste caso
provocado pelo Orlistate, 0 metabolismo sofre desvio para ativacao de outras vias metabolicas
paralelas a fim de manter o suprimento de lipideos para a producdo de energia dentro das
células (LIU et al., 2010). Dessa forma, a sintese de novo de acidos graxos ou a B-oxidagdo de
lipideos armazenados no corpo gorduroso podem ser ativadas (AMEER et al., 2014). Ja foi
observado em Drosophila melanogaster que a B-oxidacdo de acidos graxos ativa a lipélise no
corpo gorduroso (KISHITA et al., 2012), o que sugere que em insetos o transporte de acidos
graxos para fora dos adipdcitos com destino a p-oxidagdo também é ativado. O aumento
observado na atividade lipasica no corpo gorduroso das larvas ap6s o tratamento com
Orlistate (Figura 20B), sugere que a intensa mobilizacdo das reservas de Triacilglicerol do
corpo gorduroso devem ser direcionadas para a via de p-oxidacdo em T. castaneum, como
forma de compensacdo energética. No tecido adiposo subcutaneo de mamiferos, quando na
auséncia da proteina FATP4, as enzimas lipoliticas ndo sdo afetadas, o que sugere que a
lipblise permanece ativa mesmo quando o tréafico de acidos graxos é alterado (LENZ et al.,
2011).

O farmaco Orlistate tem seu mecanismo baseado na inibicdo da lipase pancreatica
(HECK et al, 2000) e em niveis moleculares também é capaz de inibir a enzima Acido Graxo
Sintase (ACS) envolvida na sintese de novo de lipideos, impedindo a biossintese de lipideos e
ativando a hidrélise de triacilglicerol estocados no tecido adiposo (FAKO et al., 2014).
Enzimas &cido graxo sintase ja foram identificadas em alguns insetos (LUMMEN et al.,
2014), mas existem poucas informagdes sobre a sintese de novo nesses animais. Dessa forma,
sugere-se que a captacdo de acidos graxos da dieta pode estar reduzida nas larvas alimentadas
com Orlistate e a via de sintese de novo de lipideos possivelmente encontra-se inativa por
efeito do farmaco, como sugere a literatura. Assim, sugere-se a hipdtese de que o
metabolismo possivelmente seja deslocado para ativacdo da hidrolise de triacilglicerol no
corpo gorduroso, a fim de fornecer acidos graxos como substrato para a B-oxidagdo nos

tecidos com alta demanda energética
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Figura 21 - Expresséo relativa de TcasFATP (A) e TcasFATPLike (B) em larvas de
grupo tratado com Orlistate por 96h e em larvas do grupo controle. As barras representam
média + erro padrdo de 3 determinagdes independentes. *: Significativamente diferentes por
teste t, p<0,05.
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Fonte: Autor, 2018.

Esta hipdtese é sustentada pelos resultados demonstrados neste trabalho, na Figura 19
observou-se a diminuicdo da concentracdo de triacilglicerol nas larvas tratadas, sendo o efeito
causado possivelmente pela ativacdo da lipélise, também sugerida pelos resultados da figura
20B, onde a atividade lipasica é estimulada apés o tratamento com o Orlistate.

Foi realizada a caracterizacdo da expressao dos genes relacionados ap6s o tratamento
com Orlistate. A expressdo do gene Sulfakinina (TcasSK) e dos genes codificantes para
insulina (TcasInl e TcasIn2) foram quantificados na cabeca das larvas tratadas. E a expressdo
do gene codificante para receptor de insulina (TcasInR) foi quantificada utilizando o corpo
total das larvas (Figura 22).

A regulagéo das taxas de alimentacdo em insetos ocorre por um sistema complexo, por
acdo de peptideos semelhantes a insulina (In) e de neuropeptidios importantes, como as
Sulfakininas (SK). As sulfakininas sdo neuropeptideos que ao serem liberados, inibem a
ingestdo de alimento pelo inseto, agindo de forma semelhante ao sistema de saciedade
Gastrina/Colecistoquinina de mamiferos (DOWNER et al., 2007; LIN et al., 2016).
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Figura 22 - Expresséo relativa de TcasInl (A), TcasIn2 (B), TcasSK (C) em cabeca de
larvas e TcasInR (D) em tecido de larva total. Resultados para grupo tratado com Orlistate por
96h e em larvas do grupo controle. As barras representam média + erro padrdo de 3
determinac®es independentes. *: Significativamente diferentes por teste t, p<0,05; **:
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Em T. castaneum, ja foi observado que quando ha o silenciamento do gene codificante para a

sulfakinina, ocorre aumento da ingestdo de alimento pelo inseto, evidenciando seu papel na

saciedade (YU et al., 2013a; YU et al., 2013b). Neste trabalho, ap6s o tratamento realizado

com Orlistate nas larvas, observou-se que a expressédo para 2 peptideos semelhantes a insulina

(In1 e In2) reduziram drasticamente (Figura 22A e 22B), assim como a expressdo de

sulfakininas (Figura 22C) e de receptores de insulina periféricos (InR) (Figura 22D). Os dados

sugerem que as vias de sinalizagcdo de sulfakininas e peptideos semelhantes a insulina neste

inseto se sobrepdem, como ja observado em Drosophila melanogaster, onde esses dois genes

sdo co-expressos por células cerebrais (LIN et al., 2016). Em insetos, as vias de fluxo de
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energia sdo bem semelhantes a de mamiferos. Apds a alimentagdo, quando ha altos niveis de
acucar circulante na hemolinfa, sdo liberados peptideos semelhantes a insulina que exercem
efeito semelhante a insulina em mamiferos (GRAHAM & PICK, 2017). Estudos em D.
melanogaster utilizando dieta rica em acucar, indicam que a resisténcia a insulina também
pode ocorrer em insetos, acompanhada do aumento dos niveis de lipideos e da superexpresséo
de receptores para insulina, 0 que sugere que as vias metabolicas e os genes relacionados com
a fisiopatologia do diabetes tipo 2 possam ser estudadas em insetos (MUSSELMAN et al.,
2013). A obesidade é o principal fator fisiopatoldgico associado ao Diabetes mellitus tipo 2
(FRUHBECK et al., 2013). A farmacoterapia com Orlistate ¢ muito utilizada no tratamento da
obesidade e quando é alcancada a reducdo de peso de cerca de 5-10% é observado um melhor
controle glicémico, lipidico e da pressao arterial em pacientes com Diabetes tipo 2 (CHUKIR
et al., 2018). Esse melhor controle possivelmente esta relacionado a reducdo da resisténcia a
insulina, condicdo tipica desses pacientes, devido a reducdo dos niveis de lipideos,
principalmente das lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A redugdo nos lipideos totais
parece estar associada a maior sensibilidade dos receptores de insulina e melhor controle
glicémico (MILES et al., 2002; CHUKIR et al., 2018). Os resultados apresentados neste
trabalho indicam que, em T. castaneum, o tratamento com Orlistate provoca a reducdo das
reservas de Triacilglicerol (Figura 19) e intensifica a acdo de lipases no corpo gorduroso
(Figura 20B), o que ocasiona maior sensibilidade dos tecidos larvais a insulina, sendo
necessarios menores concentracdes de Inl e In2 e do respectivo receptor (InR) para
manutencdo da homeostase (Figura 22). Adicionalmente, a reducdo na expressdo de
Sulfakininas (Figura 22C) ocorre como mecanismo de feedback para aumentar o consumo de
alimentos pelas larvas (Tabela 3) a fim de compensar a diminuicdo da captacdo de lipideos da
dieta por efeito do farmaco. Portanto, diante dos resultados apresentados, o inseto T.
castaneum demonstra ser um modelo véalido para estudo de vias metabdlicas e genes

relacionados a resisténcia a insulina e obesidade.
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6 CONCLUSAO

Os resultados descritos neste trabalho demonstram a presenca de 2 genes codificantes
para Proteinas Transportadoras de Acidos Graxos (FATPs) no genoma de T. castaneum, que
sdo expressas principalmente no corpo gorduroso das larvas, mas também no intestino desses
insetos. As diferencas no perfil de expressdo entre os estagios de desenvolvimento do inseto
demonstram a importancia dessas proteinas durante cada fase, principalmente nas fases onde
h& maior consumo dos estoques de lipideos, como é o caso do estagio de pupa. Evidéncia que
sugere sua participacdo direta no metabolismo de lipideos, principalmente nos periodos de
alta demanda energética.

O silenciamento do gene TcasFATP em larvas de T. castaneum foi alcancado, mas
efeitos pronunciados na estocagem de lipideos e nas taxas de P-oxidacdo ndo foram
observados, sendo necessario a repeticdo dos testes com tecidos especificos do inseto,
considerando um processamento mais adequado das amostras.

O uso de um inibidor de lipase comercial (Orlistate) possibilitou observar as
flutuacGes na expressdo dos genes TcasFATP e TcasFATPLike. Além disso, as vias de
regulacdo da ingestdo de alimento que envolve a expressao de sulfakininas e peptideos
semelhantes a insulina também foram caracterizadas, 0 que sugere que as Proteinas
Transportadoras de Acidos Graxos devem ter a expressdo regulada pela alimentacdo e s&o
sujeitas as suas vias de regulacéo.

Diante dos resultados encontrados neste trabalho e na literatura, o T. castaneum
representa um modelo invertebrado vélido para estudos de interacdo organismo-meio
ambiente, principalmente em relacdo a interferéncia de farmacos no metabolismo. S&o
organismos simples, de baixo custo de manutencdo e representam uma ferramenta acessivel
para estudos de triagem de compostos quimicos, principalmente para doencas metabolicas
lipidicas. Os modelos invertebrados podem contribuir bastante para compreensdo dos
mecanismos moleculares da familia FATP (DOURLEN et al., 2015; GRUNWALD et al.,
2013).
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Highlights
e Five guanylhydrazone derivatives were evaluated as lipase inhibitors in vitro
e The derivative LQM11 was the more active with 1Csp of 14.70 + 0.61 uM
e LQM11 leads to structural changes in lipase through electrostatic interactions
e LMQ11 is a non-competitive inhibitor by spectroscopic and theoretical studies

e LQM11 can be promisor compound to the control of Rhynchophorus palmarum
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Abstract

This work aimed to evaluate the inhibition of Candida rugosa lipase by five guanylhydrazone
derivatives through biological, biophysical and theoretical studies simulating physiologic
conditions. The compounds most and least active against the enzyme inhibition were LQM11
(ICso = 14.70 uM) and LQM16 (ICso = 171.8 uM), respectively, therefore, for a better
understanding of the interaction process spectroscopic and theoretical studies was performed.
In fluorescence assays, LQM11 and LQM16 interact with Candida rugosa lipase by a static
quenching mechanism with non-fluorescent supramolecular complex formation changing the
native protein structure. The binding constant ranged from 4.48x10° M? (LQM11) to
0.41x10° M (LQM16) at 38°C, in agreement with the results of lipase inhibition. The
binding process was spontaneous (AG < 0) and electrostatic forces (AH < 0 and AS > 0)
played a preferential role in stabilizing the complex. The compounds were classified as non-
competitive inhibitors using Orlistat as a reference in competition studies. Based on the 'H
NMR assays it was possible to propose the epitopes of LQM11 and LQM16. Theoretical
studies were consistent with the experimental results. Finally, the guanylhydrazones
derivatives were assessed in the inhibition of lipase form crude intestinal extract of larvae of

Rhynchophorus palmarum, an important agricultural plague.

Keywords: Candida rugosa lipase; guanylhydrazones derivatives; lipase inhibitors.
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1. Introduction

Guanylhydrazone derivatives represent a class of compounds showing critical
pharmacological properties. The aminoguanidine presents a versatile moiety with hydrogen
bond acceptor and donor properties as well as being able to establish electrostatic interactions
[1-5]. Noteworthy, there are many compounds content the hydrazone moiety in their
structures whose present a sizeable biological profile, which, for example, favors the use of
these upon adipose-triglyceride lipases (ATGL), avoiding the increase of the plasma fatty acid
(FA) levels [6].

In the last decades, several pieces of evidence have suggested that FA metabolism is
closely related to the development of metabolic disorders. The increase of FA in the
circulations, as verified in obesity, should be caused by FA overload of non-adipose tissues,
resulting in triglyceride (TG) accumulation, which is related to impaired metabolic functions
of these tissues, insulin resistance, and inflammation [7,8]. In general, plasma FA levels will
determine by lipases catalyzing the degradation of TG stores in adipose tissue. Based on this,
the decreasing of these levels is an exciting strategy to counteract the development of
metabolic disease.

The Candida rugosa lipase (CRL) is an enzyme that consists of 535 amino acids in an
alpha-beta hydrolase fold. Features of this protein include a hydrophobic core, a variety of -
sheet and helix secondary structure, and a lid formed by an amphipathic a-helix which covers
the active site when closed and can spontaneously open to expose the active catalytic triad
(Ser209-Glu341-His449) to the solvent [9, 10]. However, the lid-opening event is thought to
occur in the presence of phase boundaries and hydrophobic environments [6]. Moreover, there
is an oxyanion formed by Gly124 and Ala210. The formation of the oxyanion hole does not
depend on the repositioning of amino acid residues following the opening of the lid [9]. The

mechanism of the hydrolysis consists of several steps and remains will be fully elucidated, but
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a suggested pathway has been extrapolating from that proposed for serine proteases; where
the final step involves the release of a carboxylic acid [11-14]. In this context, CRL is an
essential industrial enzyme, which is employing in biotechnological applications such as the
production of FA and the synthesis of several esters [15,16]. Furthermore, it is applying as a
biocatalyst to pharmaceuticals, cosmetics, textiles, and food industries [17,18]. Therefore, this
enzyme was selected as the model for the inhibition studies.

This work aimed to evaluate the inhibition of CRL activity by guanylhydrazone
derivatives through biological, biophysical and theoretical studies. The guanylhydrazone
derivatives performed CRL activity inhibition assays, and the best and worst inhibitors were
then select for comparative analysis. Spectroscopic studies and a computer model was used to
predict the behavior and types of interactions, using molecular dynamics and docking, and
evidencing the properties of the interfacial activation, concerning the lipolytic activity
decreases. Additionally, the Density Functional Theory (DFT) was employed as a method to
described strong Gibbs free energy values for each complex formation. Finally, due to
Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae) feed on the plant species of 12
different families and have been reported as one of the most important pests on commercial
palm plantations [19, 20], lipase inhibition assays on the crude extract of the intestine of
Rhynchophorus palmarum larvae were performed aiming a new possibility for

biotechnological application.

2. Experimental
2.1 Reagents and solutions

The enzyme used in the inhibition assays and interaction studies was a commercial
lipase from Candida rugosa type VII (1135 units mg?), 2,3-dimercapto-1-propanol

tributyrate, 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), Triton X-100, Tris-HCI, orlistat, 8-
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anilinonaphthalene-1-sulfonic acid (ANS), deuterium oxide (D2O) and 4-methyl-umbelliferyl
butyrate were obtained from Sigma-Aldrich® (St. Louis, EUA). Other reagents employed in
the assays were of analytical grade with purity above 98%. Stock and work solutions of
guanylhydrazones derivatives and CRL were prepared in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8.0 +
0.1). Ultrapure water (18.2 MQ cm™') was used in all the experiments to prepare the solutions
(Millipore, USA). The variations in the concentrations of enzyme and guanylhydrazones
derivatives employed in the different experiments are related to the sensitivity and

specificities of each technique or method applied.

2.2 Guanylhydrazone derivatives
The guanylhydrazone derivatives (LQM, Fig. 1) were prepared by the reaction of an
aryl aldehyde with aminoguanidine hydrochloride (1:1.25 eq.). The compounds evaluated in

this work as CRL inhibitors were previously described and characterized by Franga et al. [21].

N_ _NH N_ ~u
2 NS 2
\N/ \n/ N/ \n/
NH, ¢1” HO NH, c1m
Cl ]];11 NH
2
LQMO02 SN \n/ 0 LQM11
NH," CI”
u HO "

NH N NH
INT 2 \N/ 2
LQM10
NH, CI™ o NH, C1~
/
N LQMO03 LQM16

Fig. 1. Chemical structure of LQM guanylhydrazone derivatives evaluate(ij as CRL inhibitor.
2.3 Lipase inhibitory activity assay in vitro

Lipase activity screening was assayed as described by Choi etal. [22]. A standard
mixture was prepared using 10 mM of 2,3-dimercapto-1-propanol tributyrate (DMPTB),
40 mM of 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 0.5 M EDTA, 10% (m/v) of Triton
X-100 and 1.0 M of Tris-HCI (pH 8.0 + 0.1), 2 U of the enzyme (1.8 pL of 1 mg mL*

solution) and incubated at 37°C. A control in the absence of DMPTB was employed.
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Inhibition of CRL activity by guanylhydrazone derivatives (200 uM) was evaluated by pre-
incubation (10 min) at different concentrations. After this, the absorbance at 405 nm was
measured. CRL and crude extract from the anterior and posterior gut of Rhynchophorus
palmarum larvae were used as the source of enzymes for the inhibition assays. The assays for
inhibition concentration (ICso) calculations were performed using the fluorogenic substrate 4-
methyl-umbelliferyl (MUF) butyrate based on Diaz et al. [23]. The I1Cso value has been shown

employing the statistical method of the sigmoidal dose-response curve.

2.4 Biotechnological application: insects and enzyme sources

The larvae (third instar) of Rhynchophorum palmarum employed in this study were
fed exclusively on live vegetative tissue and taken from a colony maintained at 28°C with
80% relative humidity. The foregut and hindgut were dissected from the Rhynchophorum
palmarum larvae. The luminal content was removed, and the tissues were homogenized in a
cold buffer (20 mM Tris-HCI at pH 8.0 and containing 0.25 M sucrose) and were used as
enzyme sources [19]. The protein concentrations were determined as described by Bradford

using bovine serum albumin as a standard [24].

2.5 Biophysical studies exploring spectroscopic techniques

The molecular fluorescence spectra in the steady-state mode were obtained using a
spectrofluorophotometer model RF-5301PC (Shimadzu, Japan) with a xenon lamp (150 W) as
the radiation source. The measurements were made in a quartz cuvette with an optical path of
1.0 cm. The excitation and emission slits were 5 and 10 nm, respectively. In the
spectrofluorometric titrations of the enzyme (Aex/Aem = 280/343 nm), increasing increments of
guanylhydrazone derivatives LQM11 or LQM16 (0 - 100 uM) was added in CRL solution

(0.1 mg mL1) at different temperatures (22, 30 and 38°C).
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For the 3D-fluorescence experiments, CRL solutions (0.1 mg mL™?) in the absence and
presence of LQM11 or LQM16 (60 uM) were excited in the 220-350 nm range with emission
spectra recorded from 250 to 650 nm. Synchronous fluorescence studies were applied to
monitor the tryptophan (AA = 60 nm) and tyrosine (AA = 15 nm) residues separately, as well
as the evaluation of the microenvironment polarity of these amino acids in the enzyme [25].
Finally, orlistat (10 and 30 uM) was used as a competitive lipase inhibitor in the competition
assay with guanylhydrazone derivatives by the active site of the enzyme.

The UV-vis experiments were performed employing spectrophotometer AXJ-6100PC
(Micronal, Brazil) of double beam equipped with a quartz cuvettes pair having 1.0 cm of the
optical path. The spectra of CRL (0.2 mg mL™), guanylhydrazone derivatives (10 uM) and the
respective mixture (CRL + LQM11 or LQM16) were obtained in the absorbance module at
30°C.

The interaction between CRL with the and guanylhydrazone derivatives by *H NMR
was evaluated based on LQM11 or LQM16 (1 mM) spectra profile in the absence and
presence of 0.4 mg mL™? of the enzyme. The spectra were obtained on a Bruker 400 MHz
spectrometer (Bo = 9.4 T), using an indirect detection probe of 5 nm at 22°C. The solutions
were prepared in 10 mM phosphate buffer (pH 8.0) using H.O/D,0 (1:10) containing 40 uM
sodium trimethylsilyl propionate (TMSP) at final concentration [26,27]. In the experiments
containing the mixture CRL and guanylhydrazone derivatives the resolution, peaks
multiplicity, and variation of the chemical shift (5) were used as an evaluation parameter.

2.6 Theoretical studies of CRL with guanylhydrazone derivatives (LQM11 and LQM16)

2.6.1Molecular dynamics simulations
The X-ray crystal structure (2.1 A resolution) of the Lipase from Candida rugosa

(PDB entry: 1TRH) was selected for carrying out the molecular dynamics (MD) simulations.
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All hydrogen atoms were added using the AutoDock Tools® version 1.5.4

(http://mgltools.scripps.edu/downloads/previous-releases/mgltools-1-5.4/mgltools-1-5.4) [28].

Moreover, the pKa values of the macromolecule were estimated applying the empirical
PROPKA® version 3.1 at pH 7.4 (physiological conditions) [29-31]. Gromacs® 2016

software (http://www.gromacs.org/) was used to perform the MD simulations. In total,

fourteen sodium counterions (Na*) were added into the system to obtain electroneutrality, and
the full system was placed in an orthorhombic box of water molecules (1000 A®%). The CRL
structure and water molecules were minimized by OPLS force field, implemented in the
Gromacs® 2016 program. In a sense, the Simple Point Charge (SPC) 2016 model was used to
describe the water solvation model [13]. The complete system was described as a total of
46210 atoms, and it was relaxed for 20 ns at 300 K. Finally, to validate the CRL structure
generated by MD the Ramachandran plots were obtained using Rampage® server

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) developed by Crystallography and

Bioinformatics Group from the University of Cambridge [32].

2.6.2 Docking molecular
In the studies, by docking molecular, the ligand structures were drawn in .smiles” format,
and they were converted into three-dimensional .mol2” files using Corina® (Molecular

Networks, http://www.molecular-networks.com/) [33]. Austin Model (AM1) was employed

as a method for energy minimization by  ArgusLab® version 4.0.1

(http://www.arquslab.com/arquslab.com/ArqusLab.html). All final structures were converted

in .pdbqt* files by AutoDock Tools® version 1.5.6. The ligand structures were considered into
pH 7.4 (at physiological conditions). Finally, the protonation states were generated using the

Fixpka from QUACPAC® version 15.0 program (http://www.eyesopen.com/news/quacpac-

v150-released). Furthermore, ions and water molecules from the more stable CRL generated


http://mgltools.scripps.edu/downloads/previous-releases/mgltools-1-5.4/mgltools-1-5.4
http://www.gromacs.org/
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
http://www.molecular-networks.com/
http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html
http://www.eyesopen.com/news/quacpac-v150-released
http://www.eyesopen.com/news/quacpac-v150-released

99

by MD simulations were removed, using the graphical interface of AutoDock Tools v. 1.5.6
[33]. Based on the possibility that there is an allosteric binding site, the blind-docking method
was employed as a more convenient docking protocol. In sense, a grid box centered on x: -
0.06; y: 0.096; and z: 0.289 A was applied. This grid was used to evaluate the steric boundary
of the CRL and van der Waals and/or hydrogen bond interactions between the ligands and the
binding site [34]. Partial atomic charges were added by using the Kollman mathematical
method, and all atoms were assigned as AD4 type. Finally, the molecule was converted to

.pdbgt* extension [35,36].

2.6.3 Gibbs free energies of binding (AG) determination by density functional theory
Recently, several studies using broadly employed docking programs concluded that no
docking program is capable of predicting accurate Gibbs free energy of binding (AG) [37-40].
On the other hand, the AG between a ligand and macromolecular target can be accurately
obtained from the application of rigorous chemical calculations, based on quantum chemistry
[41,42]. The Density Functional Theory (DFT) calculations were performed using the M06/6-
31G(d) level of theory from the Spartan® version 14.0 program. This level of theory was
applied to provide the corrected values of AG from the ligands-CRL complex formation. The
MO06 method applies the global hybrid functional, which is the top performer within the six
functionals of the leading group, thermochemistry, kinetics and non-covalent interactions [43-
45]. In a sense, the correct structures of the ligands and their active sites into CRL structure
were required, whose they were extracted from the molecular docking studies. The binding
energy values were obtained applying the equation 1, where the AG was calculated as the
difference between the complex energy (Ecompiex) and the sum of the CRL enzyme (Eenzyme)

and ligand (Eiigand) €nergies considered separately:

AG = [Ecomplex - (Eenzyme + Eligand)] equation (1)
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In these calculations, the electrostatic and steric effects of the protein environment
surrounding the active site were ignored entirely. Finally, all these procedures were performed

as described by Silva-Junior et al. [42].

3. Results and discussion

3.1 Biological studies: inhibition of the lipase activity and 1Cso determination in vitro

The inhibition assays using a commercial C. rugosa lipase (CRL) showed that
significant inhibition only with the guanylhydrazone derivatives LQMO02 and LQM11, with

lipase activity reduction of 23 and 47%, respectively (Fig. 2A).
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Fig. 2. (A) Effect of guanylhydrazone derivatives on the activity of CRL. For the screening assay, enzyme
activity was assessed containing 200 uM of guanylhydrazones derivatives at pH 8.0. (B) LQM11 and (C)
LQM16 dose-response curve profile for inhibition concentration (ICso) determination. The error bars represent
the SD for the three determinations (*p < 0.05).

To evaluate the inhibition profile and predict the possible interactions between
guanylhydrazone derivatives and enzyme LQM11 and LQM16 compounds were selected
(best and worst inhibitor, respectively) to proceeds in more specific interaction studies.
Considering that the carboxylic acid in LQM11 in the pH 8.0 will be dissociated entirely, the
main difference between the selected compounds is a methyl group, which leads to drastic
changes in the activity of guanylhydrazone derivative LQM11 about LQM16. The small
structural variation in the compounds carried out selectivity inhibition in the CRL activity

(Fig. 2A), this behavior is supported by Barreiro et al. [46], which presented several examples
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of the methylation effect on physical, chemical and biological properties. Therefore, the half
maximal inhibitory concentration (ICsp) was calculated for both guanylhydrazone derivatives.
The best inhibitor (LQM 11) showed ICso of 14.70 £ 0.61 uM (Fig. 2B), while the worst
inhibitor (LQM16), showed ICso values around 171.8 = 1.6 uM (Fig. 2C), consequently, the
LQM11 derivative was approximately 12 times more active than their analogous.

Finally, the guanylhydrazone derivative LQM11 presents ICso value comparable to
other lipase inhibitors (in vitro assays) reported in the literature for synthetic and natural
compounds against different enzymes models (Table S1, supplementary material).
Surprisingly, the compound LQM11 was more active against the CRL when compared to the

orlistat (ICsp = 137.2 uM at pH 7) [47].

3.2 Evaluation of interaction process by biophysical studies
The biophysical studies based on different spectroscopic techniques were applied to
obtain a mutual understanding of enzymatic inhibition process of CRL by guanylhydrazone

derivatives LQM11 and LQM16.

3.2.1 Binding and thermodynamics parameters exploring fluorescence spectroscopy

Proteins there is often three intrinsic fluorophores tryptophan (Trp), tyrosine (Tyr),
and phenylalanine (Phe) residues. The Phe residue has low fluorescence quantum yield, while
Tyr residue fluorescence is almost entirely quenched by the carboxyl group, disulfide bonds
or Trp residue. Lipase from C. rugosa contains five Trp residues at locations 119, 161, 188,
221 and 489 and twenty Tyr residues [48]. The CRL intrinsic fluorescence is contributed
mainly by Trp residues, which can be used as intrinsic fluorophores to provide information on

the enzyme-ligand interaction and ligand-induced conformational change around the binding
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site [26]. Thus, the binding and thermodynamic parameters of guanylhydrazone derivatives
LQM11 and LQM16 (best and worst enzyme inhibitor, respectively) with CRL exploring
fluorescence spectroscopy was established.

To evaluate the interaction among guanylhydrazones derivatives (LQM11 and
LQM16) and CRL was explored by spectrofluorometric titration based on protein intrinsic
fluorescence. The fluorescence spectra profile of CRL titrated with the ligand LQM11 is

shown in Fig. 3A. A similar spectral profile as obtained to CRL and LQM16.
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Fig. 3. (A) Lipase from Candida rugosa (0.1 mg mL™) emission spectral profile at different concentrations of
LQM11 from 0 to 100 uM in pH 8.0 and 30°C. (B) Stern-Volmer quenching plot. The inset in (B) corresponds
to a linear range in the Stern-Volmer plot. (C) Double logarithmic curve to the binding constant calculation.

The CRL presented an intense and broad band, centered at 343 nm when excited at
280 nm and the ligands addition carried out the decrease in fluorescence intensity, besides
emission band shift from 343 to 345 nm. The redshift caused by ligands interaction with CRL
lead to exposure of the Trp to a more polar microenvironment, indicating a change in the
conformational of the native enzyme [49]. Thus, to examine the mechanism of interaction
between LQM11 and LQM16 with CRL was applied the Stern-Volmer equation:

i}
F

FO

=1+K,7,[Q] or 3 =1+K,, [Q] equation (2)

Fo and F are the fluorescence intensities in the absence and the presence of the ligand,

respectively; Kq is the bimolecular diffusion quenching rate constant, 1o is the average lifetime
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(10® s), [Q] is the ligand concentration (quencher), and Ksy is the Stern-Volmer quenching

constant [27]. The binding constant was calculated according to equation 3:
F-F
log [(O—F)}: logK, +nlog[Q] equation (3)

Kb is the binding constant and n is the number of binding sites. The Fig. 3B-C shows
linearization of the equations (2) and (3), respectively, to calculate the binding parameters
(Ksv, Kb, and n). The temperature effect on the interaction process between guanylhydrazones
derivatives (LQM11 and LQM16) and CRL was further investigated and the results
summarized in Table 1.

The exponential profile of Ksv plot (Fig. 3B) indicates that all Trp residues are
accessible to the quencher or, only one of Trp residues is responsible for fluorescence
emission [50]. The concentration liner range obtained employing guanylhydrazone derivatives
from 5.0 to 60 uM was employed to calculate Ksv values (Table 1) and determine the
qguenching mechanism. The Ksyv values decreased upon an increment of temperature from 22
to 38°C, indicating the unusual occurrence of static quenching, due to higher temperatures
affect the enzyme-ligand complex stability [51]. In contrast, the increment in Ksy values
associated with the increase in temperature would lead to typical dynamic quenching due to
larger diffusion coefficient values. According to Das et al. [52], when the Kgq is less than
2.0x10° M s occurs a dynamic quenching, while higher Kq values are an indication of
static quenching mechanism. The K values obtained in this study (Table 1) varied from 1.87
to 2.55x10'2 M st confirming that the interaction process occurs through the static
quenching.

The ligand affinity with CRL is a relevant parameter for the enzyme-ligand interaction
study and thereby helps to explain the lipase inhibition profile. The K, values for the

guanylhydrazone derivatives and CRL complexes interaction ranged from 4.48 to 5.17x10°
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M-t for LQM11 and 0.41 to 0.54x10° M for LQM16 based on temperature variation (Table
1), and the n was close to unity indicating that there is a single site of binding of the ligands
with the enzyme. Therefore, the compound LQM11 presented more affinity towards CRL,
since the Ky values were ~11-folder greater than that of LQM16 (at 38°C), corroborating with
biological activity assay, being obtained an ICso value for LQM11 ~12-folder greater than

that of LQM16.



Table 1

Binding and thermodynamic parameters of the interaction process of LQM11 and LQM16 with CRL.

105

Quenching parameters

Binding parameters

Thermodynamic parameters

Compound T (°C) Ksv ) Kq Kb X AH AS AG
(10* M) (102 M*s) (10° M) " r (kI molY) (I molK™L) (kI mol™)
22 2.55+0.08 0.9976 2.55 5.17+0.24 1.27 £ 0.07 0.9942 - 28.84
LOM11 30 2.46 +£0.09 0.9963 2.46 492 +0.19 1.29+0.04 0.9972 - 29.67 + 2.93 -28.81
38 2.38+0.01 0.9959 2.38 448 +0.11 1.17 £ 0.06 0.9964 -28.79
22 2.05+0.05 0.9974 2.05 0.54 +0.03 1.09 £ 0.05 0.9962 -5.83
LQM16 30 1.98 + 0.03 0.9992 1.98 0.47+£0.01 1.05+0.03 0.9951 -13.46 + 25.86 -5.62
38 1.87 £ 0.02 0.9978 1.87 0.41 £0.02 1.07 £ 0.04 0.9948 -5.42

“r represents the linear correlation coefficient (Pearson coefficient)
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Binding sites number (n) were calculated and varying for evaluated compounds from
1.05 to 1.27, indicating the interactions among these ligands and enzyme occur in the ratio
1:1. Additionally, the guanylhydrazone derivatives assessed shown binding constant values
comparable to other compounds interacting with different lipases models (Table S2).

The thermodynamic parameters (AH and AS) were calculated according to the
linearization of the Van't Hoff equation (Fig. S1, supplementary material) whereas the heat of

reaction does not change with temperature [53]:

AH| 1 AS
InK, = -—| = |[+—= '
b R {T} R equation (4)

T is the temperature in Kelvin (K), and R is the universal gas constant. The Gibbs free energy
(AG) value was obtained using the following equation:

AG = AH - TAS equation (5)

The calculated thermodynamic parameters are presented in Table 1. According to Ross and
Subramanian [54], when AH < 0 and AS > 0 the interaction between LQM11 and LQM16
with CRL is preferably governed by electrostatic forces. This fact can be justified by the
chemical structure of the compounds, where protonation of the positively charged amine
groups (in both compounds) and dissociation of the carboxylic acid group with a negative
charge (in LQM11) is expected. Besides, was evident that the interaction of LQM11 was
more associated with enthalpic factors, whereas of LQM16 about entropic factors. Finally, all

values of AG were negative indicating the spontaneity of the interaction.

3.2.2. UV-vis evaluation of interaction process

The UV-vis spectroscopy was used to assess the formation of the guanylhydrazone
derivatives and CRL complexes based on monitoring of the structural changes in the protein,
besides confirming the quenching mechanism related with the fluorescence suppression

process [55].
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The free CRL presented maximum absorption at 277 nm associated aromatic residues
of Trp, Tyr and Phe absorption due to the transitions n—n" [50], while the Amax for LQM11
and LQM16 were 313 and 317 nm, respectively, because the transitions t—n" and n—x" (Fig.
S2). Once LQM11 was added to the CRL solution, verified a hyperchromic effect followed
by a 29 nm bathochromic shift, indicating an interaction between enzyme and ligand with the
supramolecular complex formation. The spectrum acquired from subtraction of the complex
spectra by the free ligand (LQM11) resulted in a non-overlapping spectrum to the free CRL
spectrum (Fig. S2A), proving that there was no additive effect of Beer’s law (Table S3) and
confirming the enzyme and LQM11 complex formation. Similar results were obtained for
guanylhydrazone derivative LQM16.

Since that supramolecular complex formation shown by UV-vis is related with
changes in the ground state of evaluated compounds (LQM11 and LQM16) and CRL in the
interaction process [51,52], the static quenching mechanism previously reported by molecular

fluorescence results is confirmed.

3.2.3. Evaluation of conformational changes in the structure of CRL

3.2.3.1. Three-dimensional fluorescence spectroscopy

The three-dimensional (3D) fluorescence spectroscopy to allows a study of the
conformational changes in the secondary structure of the proteins [25-27]. The 3D
fluorescence spectra for CRL and several complexes with LQM11 and LQM16 are presented

in Fig. 4.
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Fig. 4. Tridimensional fluorescence spectra of (A) CRL (B) CRL-LQM11 and (C) CRL-LQM16 complex. Enzyme and ligands at 0.1 mg mL™ and 60 pM, respectively, all
systems at pH 8.0 and 30°C.

1ﬁz:—§imensional fluorescence spectrum parameters for the CRL and the complexes with LQM11 and LQM16. Conditions: pH of 8.0 at 30°C.
CRL CRL + LQM11 CRL + LQM16
Peak Position Stokes shift ~ Fluorescence Position Stokes shift ~ Fluorescence Position Stokes shift ~ Fluorescence
(Nex/ Aem)? A (nm)P intensity (Mex/ Aem)? AL (nm)P intensity (Mex/ Aem)? A (nm)P intensity
(1) Rayleigh scattering Aex = Aem 0 >1015 Aex = Aem 0 >1015 Aex = Aem 0 >1015
(2) Trp and Tyr 285/342 55 878 (100%) 276/ 350 74 292 (33%) 276/ 346 70 361 (41%)
(3) Polypeptide chain 238/339 101 295 (100%) 238/355 117 107 (36%) 248 /352 104 173 (59%)

ayalues in nm // P AL = dem - Aex



109

The 3D fluorescence spectrum of free CRL (Fig. 4A) and the complexes of LQM11
and LMQ16 with the enzyme (Fig. 4B-C) presented three peaks (1, 2 and 3). The peak 1
corresponds to Rayleigh scattering, which is characterized by radiation re-emission (Aex = Aem)
by solvent (water) of the medium; thereby a small fraction of the absorbed radiation is
scattered in all directions at the same wavelength. The peak 2 is related to the emission of Trp
and Tyr residues, and peak three the emission of the polypeptide backbone of the CRL [56].
After guanylhydrazone derivatives addition, the fluorescence intensity of the peaks 2 and
three was reduced 67 and 64% for LQM11 and 59 and 41% for LQML6, respectively (Table
2).

The reduction in the fluorescence signal of the peak 2 indicates changing in the Trp
and Tyr microenvironment, while for peak 3, modification in the native protein structure. The
most significant variations were verified for the CRL-LQM11 complex, thus, alterations in
polypeptide protein chain, amino acids microenvironment and the original enzyme folding,
resulting in the efficient lipase activity inhibition for this compound. Additionally, the change
in the Xex Or Aem related to the fluorescence peaks (2 and 3) indicates that the native protein
structure was altered. Similarly, was verified by Stokes shift in each system in comparison
with free CRL that LQM11 presented the highest variation, corroborating the previous

results.

3.2.3.2. Synchronous fluorescence

Based on synchronous fluorescence measures, it is possible to monitor the interaction
process and changes in the microenvironment polarity of the Trp and Tyr residues, separately
[57]. In this work, Stern-VVolmer constant (Ksv) based on AL = 15 nm (Tyr) and AL = 60 nm
(Trp) was the analytical parameter used to the evaluated interaction between

guanylhydrazones derivatives and CRL. Synchronous fluorescence spectra profile for CRL
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and LQM11 system at pH 8.0 are shown in Fig. 5, similar results were obtained for LQM16.
The Table S4 presented binding parameters obtained for guanylhydrazones derivatives
evaluated with CRL.

Considering the results obtained there was an emission maximum shift for both
compounds evaluated against the enzyme (Fig. 5 and Table S4). For the LQM11 and LQM16
the shifts were more pronounced for Tyr residues than Trp, probably is due to these residues,
in the CRL structure, are more accessible to ligands in comparison to Trp. The real variation
indicates there was an increase in polarity of the microenvironment, as well as negative
variation is related to polarity reduction, both processes allow describing changes in the

original protein structure [58].
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Fig. 5. Lipase from Candida rugosa (0.1 mg mL™) synchronous fluorescence spectra upon addition of
increasing concentrations of LQM11 at different concentrations in pH 8.0 and 30°C, monitoring (A) AX =15 nm
(Tyr) and (B) AL =60 nm (Trp).

According to the Ksv values Tyr residues of CRL were systematically most affected
when compared to Trp (Table S4) and had their microenvironment changed more

significantly than Trp, in the interaction process. The results obtained by synchronous
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fluorescence were in good agreement with those achieved by molecular docking (presented at

the theoretical studies session).

3.2.4. Protein binding site evaluation

For evaluation of the preferential binding sites between the guanylhydrazone
derivatives and the CRL, were used compounds with selectivity by some areas of the enzyme,
thus acting as labeling probes.

Orlistat is a compound that binds to the catalytic site of lipase being a competitive
inhibitor [59]. To evaluate the site interaction in the CRL with guanylhydrazone derivatives
(LQM11 and LQM16) spectrofluorometric titration based on intrinsic protein fluorescence
was performed in the presence and absence of the competitor (orlistat). The ratio between
binding constants was used as the evaluation parameter, where Ky  is the constant in the
presence of the orlistat (at two different levels of concentration), and Ky in the absence of
competitor. When the ratio Ky / Ky > 1 indicate that complex between the evaluated
guanylhydrazones and CRL is favored. On the other hand, for ratio K" / Ky < 1 occurs
hindrance toward supramolecular complex formation due to competition among the LQM11
or LQM16 and orlistat, probably, by the same region, in this case, the catalytic site of the
lipase.

The results showed that orlistat did not displace of LQM11 or LQM16 from the lipase
binding site (Table 3), consequently, the guanylhydrazone derivatives and orlistat bind in
different regions of the enzyme (Kv" / Ky =~ 1). Therefore, the central mechanism of action of
the LQM11 and LQM16 is based on non-competitive inhibition, binding at an allosteric site
of the CRL. The competitive assay with orlistat presented a good agreement with molecular

docking results (presented at the theoretical studies session).



112

Table 3
CRL binding constants ratio of guanylhydrazone derivatives in the presence (K,") and absence (Kp) of orlistat, a
competitive lipase inhibitor. Conditions: pH of 8.0 at 30°C.

Binding constant ratio (Ky / Kbp)

Orlistat (1M)

LQM11 LQM16
10 1.05 1.02
30 0.98 1.23

The 8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid (ANS) is a probe that selectively binds to
hydrophobic regions of the proteins [60]. The ANS presents weak fluoresce in an aqueous
medium, however, in the presence of the lipase, the probe binding in the protein hydrophobic
sites and occur a significant increase in the fluorescence intensity (Fig. S3). When a ligand is
capable of binding to the same ANS site, it is displaced, and the fluorescence intensity is
reduced. In this study, none of the guanylhydrazones derivatives could replace the ANS
(spectral overlap) of its hydrophobic site (Fig. S3A-B), which corroborates that main forces of
complex formation are electrostatic based on thermodynamic parameters. Therefore, the
binding site of LQM11 and LQM16 in the CRL should be a more polar region, compared at

the ANS probe binding local.

3.2.5. Evaluation of the interaction process by *H NMR

In this study, it was possible to monitor changes in the ligands evaluated, while in the
previous spectroscopic experiments, it was assessed variations resulting mainly to the
modifications in the protein structure [61]. Thus, the chemical shift (5) was one of the
parameters selected to monitor the effect of the interaction of LQM11 and LQM16 with the
CRL by the nuclear magnetic resonance of hydrogen (*H NMR). The *H NMR spectra of
LQM11 and LQM16 in the absence and presence of CRL with all of the hydrogens assigned

are shown in Fig. 6.
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In the presence of an enzyme, the guanylhydrazone derivatives signals were
observed to be enlarged. However, the chemical shifts varied only for the hydrogens Ha and
Hc of LQM11 (Table S5), due to intermolecular interaction between this compound and the
enzyme. The variation in the chemical shifts (A3) for LQM11 hydrogen atoms Ha and Hc in
the absence and presence of CRL was + 0.01 (Table S5). Thus, the region of the compound
LQM11 near the hydrogen atoms Ha and Hc (sites nearby the positive and negative charges
of the compound), should be the epitope of the molecule, where the interaction process is
most effective [26]. Finally, the *H NMR studies corroborate with the previous results, where
the compound LQM11 presented more significant interaction with the CRL in comparison to

LQM16.

3.3. Evaluation of the interaction process by theoretical studies

3.3.1 Molecular dynamic

Initially, the generated 3D-structure of CRL enzyme by MD simulations was
validated. The validation of the backbones and amino acid side chains for this model was
performed by generating and analyzing the corresponding Ramachandran plots, which
represent the distributions of the glycine and proline dihedral angles ¢ and v (Fig. S4).

The Ramachandran plotted was used to determine the validation of CRL enzyme
generated by MD simulation. In a sense, it was verified that the 90% of the residues are in the
most favored regions (dark blue) and 10%, in additional allowed regions (pale blue and
orange). No amino acid residues were found in the disallowed region (white). The plots at the
top- and bottom-left quadrants indicate that the model contains both -sheet and -helix
structures (Fig. S4). Moreover, the plots at the top- and bottom-right quadrants represent the

lid structure. Finally, these results prove that the model is highly plausible.
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In general, CRL is active upon interfacial activation. Interfacial activation implies the
opening of the lid, with the cis-trans isomerization of Pro92 and the shift of the lid almost
19.0 A before the fatty acid can be adsorbed on the active site [62,63]. However, the only way
that proline in the CRL's lid can suffer isomerization is upon protonation and change of the
amide N to a transition state with an ammonium character. Water or even buffer of pH 7.0 is
not acidic enough to protonate N from proline [64]. Additionally, it is suggested that the
reaction mechanism of CRL involves acylation and deacylation steps, similar to those of
serine protease [65,66].

The CRL structure relaxes to a root-mean-square deviation (RMSD) of about 3.15 A
during the first six ns of MD simulation. The low RMSD value indicates that the enzyme
exhibits a little conformational deviation from its starting structure. Additionally, it was
observed that the CRL-LQM11 complex stabilization occurs about 8.5 ns (Fig. 7A), and for
the CRL-LQM16 complex, about 15.8 ns (Fig. 7B).

The conformational stability of CRL-LQM11 and CRL-LQM16 complexes were
investigated during the MD simulation. For this propose, the RMSD from the initial structure
throughout the simulation was analyzed. In the Fig. 7A, it is possible to suggest which there is
a transition state for CRL-LQM11 complex formation, at five ns, whose it is stabilized after
eight ns of dynamic simulation. At transition state, there is an RMSD gap of 1.45 A which fall
to 0.4 A, after complex formation, suggesting a good affinity between them. For the CRL-
LQM16 RMSD (Fig. 7B), it is observed that the transitional state is not transparent, but the
complex stabilization (RMSD gap value of 0.8 A) occurs about of 15 ns, suggesting that the

LQM16 no effectively interacts with CRL enzyme.
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Fig. 7. Molecular dynamics trajectory plots correlating RMSD deviation from the initial CRL enzyme Ca-atoms
and (A) LQM11 (blue) and (B) LQM16 (green) coordinates over a simulation time of 20 ns.

Interestingly, crystals of CRL enzyme can be found in a closed conformation, with the
hydrophobic pocket and catalytic triad (Ser209, Glu341, and His449) obscured, such as
1TRH.pdb structure. Thus, the enzyme may be closed when soluble and may open to
engaging a fat droplet at the catalytic site [62,67]. This fact was confirmed by a comparative
study of the CRL crystal structure from PDB and CRL structure generated by MD simulation
(Fig. 8A). In both of case, it was observed the closed conformation for the lid which became
the catalytic triad inaccessible, by results observed by Burney et al. [6]. Furthermore, it was
verified that the LQM11 and LQM16 preferentially interact with a completely different

active site, mainly on the opposite side of the CRL enzyme (Fig. 8B).
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Closed lid

Fig. 8. A comparative view of the lid from CRL crystal structure PDB (A) and lid from CRL structure after
dynamic simulation at pH 8.0 (B) LQM11 (magenta) and LQM16 (cyan) compounds are showed in the complex
in the allosteric site.

Considering the closed lid conformation, the results corroborate with the hypothesis that
there is an allosteric site, due to the monitoring of distances and positions of the side chains of
the catalytic residues Ser209, Glu341 and His449 not showed any essential alterations in the
structural organization of the catalytic triad, suggesting non-competitive inhibition, and which

this hypothesis corroborates with the spectroscopic results.

3.3.2 Docking molecular

It is worth noticing that the LQM11 and LQM16 interact with a different binding
pocket, considering the catalytic triad. This fact contributes to suggest that there is an
allosteric binding site involved in the activity of these compounds, supported by the
experimental results. In Fig. 9 are shown all interactions for these guanylhydrazone

derivatives.
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Fig. 9. Protein-ligand interactions for (A) LQM11 and (B) LQM16. Yellow dots represent hydrogen bond
interactions.

Based on docking molecular was verified that LQM11 and LQM16 compounds
present van der Waals interactions with Pro43. Individually, the LQM11 compound interacts
with the Leu6, GIn187, and Asn192, hydrophobically. Also, it was also observed three H-
bonds, such as COO" group with -C=NH," at Trp188 (3.28 A) and Pro27 (4.4 A) residues; and
-C=NH:" group with COO" at Tyr228 (2.83 A) residue. These hydrogen interactions favor the
complex stabilization and increase the affinity. In contrast, LQM16 interacts with the Ala7,
Trpl88, and Tyr228 residues, hydrophobically. Moreover, there is an H-bond between -
C=NH* and COO" at Asn8 (3.24 A) residue. Finally, it is possible to suggest that Pro43,
Tyrl88, and 228 amino acids should be considered as critical residues for allosteric
modulation of CRL enzyme. However, Leu6, Pro27, GIn187, and Asn192 could contribute to

the activity, as stabilizing residues.

3.3.3 Gibbs free energies of binding (4G) determination by density functional theory
Frequently, the algorithms used in molecular docking simulations are not able to

predict accurate Gibbs free energies (AG) [63]. In a sense, quantum mechanical (QM)

calculations can be applied as a safe method to predict AG values more reliable [42]. The

binding pose for each ligand and their corresponding active sites were utilized as a starting
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point, which was extracted from the molecular docking simulations. Based on this, DFT
calculations using M06/6-31G(d) as the level of theory were applied to determine the
corrected AG values from the CRL-guanylhydrazone derivatives complexes formation.
Finally, all energetic values were calculated as described in the methods section. The results

for this evaluation are shown in Table 4.

Table 4
Gibbs free energy (AG) values predicted by M06/6-31G(d).
Energy (kcal mol?) AG
Compounds
pod Ecomplex Eenzyme Eligand (kcal mol™)
LQM11 -2638883.624 -2188148.415 -450703.3515 -31.85
LQM16 -2206953.38 -1712400.95 -494540.6069 -11.82

It is possible to observe that there is a relationship between the experimental and the
predicted AG values by M06/6-31G(d). The LQM11 presented a high affinity to the CRL
enzyme, with a AG value of -31.85 kcal mol™ (Table 4). In contrast, LQM16 demonstrated a
low affinity to the CRL, with a AG value of -11.82 kcal mol™. Interestingly, some information
can be derived from these QM calculations. Considering the structural similarity between both
guanylhydrazone analogs is possible verified that there are significant energetic differences
when all results are individually analyzed. In general, both compounds present similar Eiigand
values, due to they have approximately the same number of atoms. Although, LQM16
showed to be more stable in its free form that to LQM11.

In contrast, it was observed a high difference in the Ecompiex and Eenzyme Vvalues.
Concerning the complex formation (Ecomplex), it was demonstrated that the LQM11 presents
an excellent value, suggesting that this compound effectively interacts with the CRL enzyme,
where this fact confirm that the H-bonds observed in molecular docking simulations
significantly contribute to the stability of this compound in CRL-LQM11 complex formation.
In contrast, LQM16 presents only one H-bond, corroborating with its low Ecompiex Value.
Additionally, the binding site (Eenzyme) for LQM11 is more stable than to LQM16, suggesting

that larger binding sites are more stables. Finally, it is possible to suggest that these
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compounds should not only have a high Ecompiex Value, but their corresponding binding sites

should have an excellent stability, thus contributing to final AG values.

3.4. Biotechnological application

As possible biotechnological applications proposed for use guanylhydrazone
derivatives, such as potential inhibitor compounds were also tested against the crude extract
of guts from Rhynchophorus palmarum (Fig. 10A-B), an agricultural pest of economic
importance [68]. In insect lipase, a similar inhibition profile for the guanylhydrazone
derivatives was observed in both tissues tested. The LQM11 causes inhibition of 58% of the
lipase activity in the foregut (Fig. 10C), and 79% in the hindgut (Fig. 10D). The LQM16,
however, does not cause significant inhibition in the foregut, causing inhibition of only 17%

in the hindgut (Fig. 10D).
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Fig. 10. Rhynchophorus palmarum (A) insect and (B) larvae picture. Inhibition of lipase activity of crude extract
of the (C) foregut and (D) hindgut of Rhynchophorus palmarum larvae by the guanylhydrazone derivatives. The
error bars represent the SD for the three determinations (*p < 0.05).

The results of the inhibition of lipase activity of crude insect gut extracts demonstrated
inhibition profile similar to that observed for inhibition in purified CRL enzyme. The use of
the crude extract in this evaluation mimics the biological conditions that occur in the insect in
vivo, where the enzyme exerts its operation in complex and heterogeneous composition

medium. Thus, as the same inhibition profile was observed in this condition, the inhibition of
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lipase activity by guanylhydrazone derivatives may be an essential and potential tool for the
control of agricultural pests through interference in the insect digestion process. However,
more studies will be necessary to evaluate the real potential of this biotechnological

application.

4. Conclusion

The biological, biophysical and theoretical studies carried out in this work are
concordant that LQM11 is a potent inhibitor of isolated enzyme lipases (CRL) and insect gut
extracts. The guanylhydrazone derivative LQM11 showed high affinity for the enzyme and
ICso lower than that of Orlistat, showing to be a non-competitive inhibitor that binds
preferably by electrostatic interaction to a specific allosteric site of the enzyme. Thus,
LQM11 proves to be a promising compound for use in the biotechnological application, but

more studies are needed to evaluate the viability of this compound in this proposed.
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Fig. S1. Van't Hoff plot for the systems CRL-LQM11 and CRL-LQM16. Based on the K, and temperature

values of Table 1.
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Fig. S2. Absorption spectra of CRL (0.2 mg mL™?), (A) LQM11 (10 uM), CRL + LQM11 mixture, the spectral
difference (CRL + LQM11) — CRL and (B) LQM16 (10 uM), CRL + LQM16 mixture and the spectral
difference (CRL + LQM16) — CRL. Conditions: pH of 8.0 at 30°C.
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Fig. S3. Evaluation of competition of (A) LQM11 and (B) LQM16 with ANS by hydrophobic sites on CRL.
Conditions: pH of 8.0 at 30°C.
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Fig. S4. Ramachandran plots showing the distribution of the Phi (¢) and Psi (w) dihedral angles of the amino
acid side chains (Glycine and Proline) in  the model of CRL enzyme.
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Tables
Table S1
ICs values (in vitro) of lipase inhibition from synthetic and natural compounds.
Compound and derivatives Type Lipase model ICso (LM)? Reference
1,3,4-oxadiazol-2-ones (ortho-substituted, n* = 06) Synthetic compounds Human recombinant monoacylglycerol 0.22 - 22 [1]
Phenylboronic acids derivatives (n = 10) Synthetic compounds Endothelial lipase 0.1-22 [2]
Pinacol(phenylboronate) esters derivatives (n = 14) Synthetic compounds Endothelial lipase 1.0-300 [2]
Longifolene Natural compound Porcine pancreatic pancreas 25.10 [3]
Diaryl substituted pyrazolyl thiazolidinediones (n = 6) Synthetic compounds Porcine pancreatic pancreas 10.30 - 18.81 [4]
Benzimidazole derivatives (n = 14) Synthetic compounds Porcine pancreatic pancreas 0.98 -5.64 [5]
2-(carbazol-3-yl)-2-oxoacetamides derivatives (n = 24) Synthetic compounds Porcine pancreatic pancreas 6.31 - 56.18 [6]
Carbamate derivatives (n = 9) Synthetic compounds Monoacylglycerol lipase 45-13.4 [7]
B-Aescin (saponin) 8.0
(D;)Q?:c;?ézh(isr??gg\l/?noi d) Natural compounds Candida rugosa ggboo [8]
Rescinnamine (alkaloid) 160
Benzylisoquinoline derivatives (n = 32) gla:]t?hrstligcé?ﬁ]%lé:izand Porcine pancreatic pancreas 10.28 - > 100 [9]
Caffeic acid 401.5
p-Coumaric acid Natural compounds Porcine pancreatic pancreas 170.2 [10]
Quercetin 6.1
Quercetin Natural compound . 800
Tetracycline Synthetic compound Candida rugosa 2500 [11]
3-O-trans-p-coumaroyl actinidic acid 14.95
X;?;)tlilg ggilg Natural compounds Porcine pancreatic pancreas %gig [12]
Betulinic acid 21.10
Rutin 15.88
Quercetin Natural compounds Porcine pancreatic pancreas 49.33 [13]
Isoquercetin 23.71
Quinazolinone-coumarin hybrids derivatives (n =18) Synthetic compounds Porcine pancreatic pancreas 2.85-6.49 [14]
0.99 [4]
0.0007 [5]
Orlistat Synthetic compound Porcine pancreatic pancreas 1.01 [9]
4.0 [10]
0.32 [12]
Orlistat Synthetic compound Candida rugosa 137.2 [15]
Guanylhydrazone derivative (LQM11) Synthetic compound Candida rugosa 14.70 This work

In = number of derivatives evaluated // ?value of 1Cso or range (min — max) based on the set of compounds evaluated.

References:

[1] H. K&snénen, A. Minkkild, S. Taupila, J. Z. Patel, T. Parkkari, M. Lahtela-Kakkonen, S. M. Saario, T. Nevalainen, A. Poso, Eur. J. Pharm. Sci. 49 (2013) 423-433.



133

[2] D. P. O’Connell, D. F. LeBlanc, D. Cromley, J. Billheimer, D. J. Rader, W.W. Bachovchin, Bioorganic Med. Chem. Lett. 22 (2012) 1397-1401.

[3] M. Wang, D. Gu, H. Li, Q. Wang, J. Kang, T. Chu, H. Guo, Y. Yang, J. Tian, Phytochemistry 141 (2017) 114-120.

[4]1 S. N. C. Sridhar, D. Bhurta, D. Kantiwal, G. George, V. Monga, A. T. Paul, Bioorganic Med. Chem. Lett. 27 (2017) 3749-3754.

[5] E. Mentes, F. Yilmaz, M. Emirik, S. Ulker, B. Kahveci, Bioorganic Chem. 76 (2018) 478-486.

[6] S. N. C. Sridhar, G. Ginson, P. O. V. Reddy, M. P. Tantak, D. Kumar, A. T. Paul, Bioorganic Med. Chem. 25 (2017) 609-620.

[71S. Lauria, C. Perrotta, S. Casati, |. Di Renzo, R. Ottria, I. Eberini, L. Palazzolo, C. Parravicini, P. Ciuffreda, Bioorganic Med. Chem. 26 (2018) 2561-2572.
[8] C. Ruiz, S. Falcocchio, E. Xoxi, L. Villo, G. Nicolosi, F. I. J. Pastor, P. Diaz, L. Saso, J. Mol. Catal. B: Enzym. 40 (2006) 138-143.

[9] T. Feng, L. V. Hao-Yu, Z. Ji-Long, W. Yi, D. Meng-Jun, C. Xiao-Qin, L. Dan, Z. Liang, J. Jian-Qin, Chin J Nat Med. 14 (2016) 382-390.

[10] A. I. Martinez-Gonzalez, E. Alvarez-Parrilla, A. G. Diaz-Sanchez, L. A. de la Rosa, J. A. Nufiez-Gastélum, A. A. Vazquez-Flores, G. A. Gonzalez-Aguilar, Food
Technol. Biotechnol. 55 (2017) 519-530.

[11] M. T. Gatto, S. Falcocchio, E. Grippa, G. Mazzanti, L. Battinelli, G. Nicolosi, D. Lambusta, L. Saso, Bioorganic Med. Chem. 10 (2002) 269-272.

[12] D. S. Jang, G. Y. Lee, J. Kim, Y. M. Lee, J. M. Kim, Y. S. Kim, J. S. Kim, Arch Pharm Res 31 (2008) 666-670.

[13] Y. Q. Li, P. Yang, F. Gao, Z. W. Zhang, B. Wu, Eur Food Res Technol 233 (2011) 63-69.

[14] E. Mentese, N. Karaali, G. Akyiiz, F. Yilmaz, S. Ulker, B. Kahveci, Chem. Heterocycl. Compd. 52 (2016) 1017-1024.

[15] K. Benarous, |. Bombarda, I. Iriepa, I. Moraleda, H. Gaetan, A. Linani, D. Tahri, M. Sebaa, M. Yousfi, Bioorganic Chem. 62 (2015) 1-7.



Table S2

Binding constant (Kp) values of lipase interaction with synthetic and natural compounds.
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Compound Type Lipase model pH Ky (M) Temperature (°C) Reference
(-)-epigallocatechin gallate 8.82x10°
i 2
E:g:gs:::c:t:;t:iciglga?ﬂtl?e Natural products Porcine pancreas 7.4 ;‘212283 37 [1]
(-)-epigallocatechin 7.55x10°
Quercetin 1.44x10°
Isoquercetin Natural products Porcine pancreas 7.4 0.88x10° 37 [2]
Rutin 2.19x10°
1-butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborate lonic liquid (synthetic) Candida rugosa 7.4 11.0 40 [3]
(—)-epigallocatechin-3-gallate Natural products Porcine pancreas 7.5 2.70x10% 37 [4]
Lignin Natural products Porcine pancreas 8.2 1.01x10* 34 [5]
Sodium dodecyl benzene sulfonate (surfactant) Synthetic compounds Candida rugosa 7.4 1.99x103 25 [6]
3-mercaptopropionic acid-capped CdTe Nanomaterial Candida rugosa 7.4 5.21x108 37 [7]
o :
gﬂ:g:%ggigﬂg gg::zsz:xg tgm% Synthetic compounds Candida rugosa 8.0 ji’gii& 38 This work

References:
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[2] Y.Q. Li, P. Yang, F. Gao, Z.W. Zhang, B. Wu, Eur Food Res Technol 233 (2011) 63-69.

[3] Y. Fan, X. Dong, X. Li, Y. Zhong, J. Kong, S. Hua, J. Miao, Yan Li, Spectrochim. Acta A 159 (2016) 128-133.
[4] X. Wu, W. He, L. Yao, H. Zhang, Z. Liu, W. Wang, Y. Ye, J. Cao, J. Agric. Food Chem. 61 (2013) 8829-8835.
[5]J. Zhang, L. Xiao, Y. Yang, Z. Wang, G. Li, Food Chem 149 (2014) 99-106.

[6] R. Zhang, Y. Liu, X. Huang, M. Xu, R. Liu, W. Zong, Sci. Total Environ. 622-623 (2018) 306-315.

[7]1 L. Zhao, S. Hu, Q. Meng, M. Xu, H. Zhang, R. Liu, J Mol Recognit. in press (2018).
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Table S3
Absorbance values of the evaluated compounds (LQM11 and LQM16) at 10 uM, CRL (0.2 mg mL) and
respective the complexes formed. Conditions: pH of 8.0 at 30°C.

Amax Comparison

1

Compound (nm) Asompound AcrL Acompound + AcrL Acomplex AA
LQM11 313 0.208 0.070 0.278 0.262 0.016
LOM16 317 0.234 0.063 0.297 0.306 0.009

IAA = (Acompound + AcRL) — Acomplex

Table S4
Synchronous fluorescence binding parameters for compounds LQM11 and LQM16 towards CRL in simulated
physiological condition. Conditions: pH of 8.0 at 30°C.

Stern-Volmer parameters

i ieci i 1
Compound AX (nm) Kev (105 M) r Maximal emission shift (nm)
15 1.38 £ 0.09 0.9898 +25
LQM11 60 0.31+£0.01 0.9909 -3
15 1.12 +£0.09 0.9831 +28
LQMI6 60 0.38 £ 0.02 0.9868 -4

'Free CRL was used as reference against the system with CRL and the ligands at 60 uM.

Table S5
'H NMR chemical shift (§) of LQM11 and LQM16 in the absence and presence of CRL. Conditions:
Compounds (1 mM) and CRL (0.4 mg mL™?) in phosphate buffer (10 mM) at pH 8.0 employed D,0 and 22°C.

3 (ppm), multiplicity, J* 3 (ppm), multiplicity, J*

2 2

Hydrogen  —"5g77 CRL-LOM11 2% " oB16 CRL-LOM16 _ 9
Ha 818 s 8.17,s 001 818 s 8.18, s 0

Hb  7.79,d,98Hz  7.79,d,10Hz 0  7.79,d,10Hz 7.89,d,12Hz 0

Hc  7.89,d,98Hz  7.90,d,10Hz +0.01 7.89,d,10Hz 7.89,d,12Hz 0

Hd - - - 3.36,s 3.36, s 0

2Multiplicity: s = singlet and d = doublet, J = coupling constant (Hz).
1The A8 was calculated based on difference between §(LQM11 or LQM16) and §(complex) with CRL.
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ANEXO B - Producéo nao-referente a tese publicada na Revista Insects



