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Resumo 

 

Jaburetox (Jbtx) é um peptídeo de 10 kDa derivado de uma das isoformas de 

urease de Canavalia ensiformis. Em um estudo anterior realizado com o triatomíneo 

vetor da doença de Chagas Triatoma infestans, esse peptídeo foi encontrado 

interagindo com a proteína UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UAP), alterando 

também sua atividade enzimática no sistema nervoso central, in vivo e in vitro. A UAP já 

foi encontrada em eucariotos, bactérias e vírus, estando relacionada com as rotas de 

produção de quitina, N-glicosilação e síntese de glicoinositolfosfolipídeos. Assim, o 

presente trabalho tem três objetivos: i) investigar o efeito de Jbtx sobre a atividade 

enzimática e a expressão gênica da UAP do inseto modelo Rhodnius prolixus, ii) clonar e 

expressar a UAP e iii) estudar a UAP filogeneticamente. Para a primeira parte, foram 

avaliados, no triatomíneo R. prolixus, a atividade enzimática da UAP e o perfil de 

expressão dessa enzima e da quitina sintase em insetos controles e alimentados com 

Jbtx. Para a segunda, o cDNA da enzima de R. prolixus foi clonado em vetor pET-15b e 

expressado em Escherichia coli Rosetta 2. A purificação da enzima recombinante foi feita 

por cromatografia de afinidade a níquel. Para a terceira parte, foram buscadas 

sequências de aminoácidos homólogas às da UAP de R. prolixus no servidor pHmmer e 

foi construída uma árvore filogenética com o método de Máxima Verossimilhança. Os 

resultados obtidos indicam que o Jbtx aumenta a atividade enzimática da UAP em 

glândulas salivares, corpo gorduroso e epiderme, enquanto diminui a expressão da UAP 

em intestino médio anterior, túbulos de Malpighi, glândulas salivares, corpo gorduroso, 

epiderme e sistema nervoso central, assim como a expressão da quitina sintase nos 

mesmos órgãos e no intestino médio posterior. Foi obtida uma UAP recombinante de 

56 kDa, compatível com peso molecular previsto in silico. A árvore filogenética 

construída contém 40 sequências, sendo 38 de insetos e 2 sequências de grupo externo. 

A árvore segue o padrão de evolução dos insetos e foi identificado um novo organismo 

com potenciais dois genes codificantes de UAP. Esse trabalho apresenta a primeira 

evidência de que Jbtx altera a expressão gênica em R. prolixus. O resultado obtido pela 

análise filogenética indica que a UAP é uma enzima ancestral à diversificação em Insecta. 
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Palavras-chave: UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase, UAP, Jaburetox, Rhodnius 

prolixus. 
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Abstract 

 

Jaburetox (Jbtx) is a 10 kDa peptide derived from a urease isoform of Canavalia 

ensiformis. In a previous work with the triatomine vector of Chagas’ disease Triatoma 

infestans, this peptide was found interacting with the protein UDP-N-acetylglucosamine 

pyrophosphorylase (UAP), also increasing the UAP enzymatic activity in the central 

nervous system in vivo and in vitro. UAP has been described in eukaryotes, bacteria and 

virus, and is involved in chitin production, N-linked glycosylation and glyco inositol 

phospholipids synthesis pathway. Thus, the present work has three main aims: i) to 

understand the effect of Jbtx on this enzyme on the model insect Rhodnius prolixus, ii) 

to clone and express UAP and iii) to study UAP from a phylogenetic point of view. Firstly, 

UAP enzymatic activity and its expression profile, as well as the chitin synthase 

expression, were analysed in the triatomine R. prolixus in saline- or Jbtx-fed insects. 

Secondly, the cDNA from R. prolixus’ UAP was cloned into the pET-15b vector and 

expressed in Escherichia coli Rosetta 2. The recombinant enzyme was purified through 

a nickel affinity chromatography. Thirdly, homolog sequences to R. prolixus’ UAP were 

searched in pHmmer database and a phylogenetic tree was built using the Maximmum 

Likelihood method. The results obtained indicate that Jbtx increases UAP enzymatic 

activity in salivary glands, fat body and epidermis, while decreasing UAP’s expression in 

the anterior and posterior midgut, Malpighian tubules, salivary glands, fat body, 

epidermis and central nervous system, as well as the chitin synthase expression in the 

same organs and the posterior midgut. A 56 kDa recombinant UAP was obtained, in 

agreement with the in silico estimated size. The phylogenetic tree built has 40 

sequences, from which 38 are from insects and 2 are from mammals (external group). 

The tree follows the insect evolution patterns and a new organism containing two 

potential UAP coding genes was identified. This work presents the first evidence that 

Jbtx is able to interfere in the gene expression in R. prolixus. The results obtained 

through phylogenetic analysis shows that UAP is an enzyme ancestral to the 

diversification in Insecta.  
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Key words: UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase, UAP, Jaburetox, Rhodnius 

prolixus.
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1. Introdução 

 

1.1. Jaburetox e suas origens 

 

Jaburetox (Jbtx) é um peptídeo recombinante derivado de uma das isoformas de 

urease da planta Canavalia ensiformis - o popular feijão-de-porco (Figura 1) (Jack Bean 

em inglês) (Stanisçuaski e Carlini 2012). Ureases (E.C. 3.5.1.5) são enzimas que catalisam 

a hidrólise de ureia em amônia e dióxido de carbono e estão presentes em plantas, 

fungos e bactérias, mas não em animais (Carlini e Ligabue-Braun 2016). C. ensiformis 

possui pelo menos três isoformas dessa enzima: a urease majoritária (JBU, do inglês Jack 

bean urease), a canatoxina (CNTX) e JBURE-II (isoforma II de urease de Canavalia 

ensiformis - do inglês Jack bean urease II). Estas isoformas apresentam características 

distintas, como tamanho, estado de oligomerização e interação com outras moléculas 

(Sumner 1926; Carlini e Guimarães 1981; Takishima et al. 1988; Pires-Alves et al. 2003; 

Carlini e Ligabue-Braun 2016). 

 

Figura 1. C. ensiformis. Em A, partes aéreas e vagens da planta madura e, em B, as sementes. Fonte: 

A https://feijaodeporco.wordpress.com/2012/05/30/plantas-feijao-de-porco/ e B. http://www.ufrgs.br/ 

laprotox/o-que-fazemos/linhas-de-pesquisa/canatoxina. 

 

Inicialmente, Carlini e Guimarães começaram investigando as propriedades de 

uma toxina da C. ensiformis: a CNTX, uma proteína de 88 kDa que, quando injetada em 

camundongos, apresentava uma ação tóxica, ao contrário de quando esses animais 



 

17 
 

eram alimentados com essa toxina. Os animais injetados intraperitonealmente 

apresentavam diversas alterações neurológicas causadas pela administração da toxina, 

tais como dispneia, ataxia, hipotermia, coma, convulsões e morte (Carlini e Guimarães 

1981). Ainda, animais injetados intravenosamente apresentavam os efeitos em menor 

tempo e animais submetidos a um procedimento para impossibilitar a ligação do 

Sistema Nervoso Central (SNC) com a medula não apresentavam efeitos convulsivos, 

sugerindo fortemente a atuação dessa toxina no SNC (Carlini et al. 1984). 

Carlini e colaboradores continuaram investigando possíveis mecanismos de ação 

da CNTX, mostrando que esta é capaz de se ligar a gangliosídeos, ativar e agregar 

plaquetas de coelhos, porquinhos-da-índia e humanos através da via das lipoxigenases 

(Carlini et al. 1985). Além disso, foi demonstrado que a injeção intravenosa de CNTX, 

tanto em ratos quanto em camundongos, altera significativamente os níveis de glicose 

no sangue dos animais, o que foi posteriormente relacionado com o efeito tóxico que a 

CNTX tem no SNC (Ribeiro-DaSilva et al. 1986). Plaquetas, ilhotas pancreáticas e 

sinaptossomos de coelhos apresentam alterações de funcionamento quando tratadas 

com CNTX, efeito revertido por inibidores da via das lipoxigenases (Barja-Fidalgo et al. 

1991). A CNTX causa edema em patas de rato, salientando o papel dose-dependente e 

inflamatório da toxina, o qual se mostrou diretamente relacionado com a migração de 

macrófagos e neutrófilos em ratos (Barja-Fidalgo et al. 1992; Benjamin et al. 1992). 

Posteriormente, demonstrou-se que a CNTX impede o acúmulo de cálcio no retículo 

sarcoplasmático (Alves et al. 1992) e causa influxo desses íons para ativar a via das 

lipoxigenases em plaquetas de coelho (Ghazaleh et al. 1997). 

Além da atividade neurotóxica da CNTX demonstrada em mamíferos, esta 

proteína também apresenta atividade inseticida. Carlini et al. (1997) investigaram pela 

primeira vez a ação tóxica da CNTX em insetos, mostrando que somente insetos que 

possuem enzimas do tipo catepsinas em seu trato digestório são susceptíveis à CNTX, 

enquanto insetos com enzimas digestórias do tipo tripsina são resistentes. A ativação 

proteolítica da toxina por enzimas do tipo catepsina foi demonstrada, sugerindo 

fortemente que o principal efeito inseticida era causado por uma porção da toxina, e 

não por ela intacta (Carlini et al. 1997). Novas evidências sobre a ativação da CNTX por 

enzimas do tipo catepsinas foram relatadas por Ferreira-DaSilva e colaboradores. Nesse 
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estudo, os autores mostraram que podiam-se encontrar peptídeos derivados da CNTX 

na hemolinfa de Rhodnius prolixus após administração oral da toxina. A digestão in vitro 

da CNTX com enzimas de Callosobruchus maculatus produziu peptídeos entre 8 e 12 kDa 

que eram tóxicos inclusive quando injetados em R. prolixus, o que não ocorria com a 

CNTX íntegra, confirmando que a toxicidade e letalidade da CNTX era causada por seus 

peptídeos derivados (Ferreira-DaSilva et al. 2000). Ainda, um peptídeo de 10 kDa 

derivado da CNTX, bem como a toxina íntegra, mostrou-se letal para o hemíptero 

Dysdercus peruvianus, ressaltando a importância de peptídeos derivados no mecanismo 

de toxicidade da CNTX (Stanisçuaski et al. 2005). Existem evidências de que a JBU é 

encontrada intacta e enzimaticamente ativa na hemolinfa de insetos alimentados, o que 

leva à mecanismos de ação diferentes dos mediados pelos peptídeos derivados 

(Stanisçuaski et al. 2010). 

Em 2007, foi desenvolvido um peptídeo recombinante homólogo ao peptídeo 

tóxico (10 kDa) derivado da CNTX, chamado Jaburetox (Jbtx), que foi amplificado a partir 

da sequência N-terminal da isoforma JBURE-II. Esse peptídeo recombinante apresenta 

atividade tóxica para insetos, inclusive aos não suscetíveis a JBU e CNTX (Mulinari et al. 

2007; Tomazetto et al. 2007). Posteriormente, estudos começaram a elucidar os 

possíveis mecanismos pelos quais Jbtx exercia sua toxicidade, descrevendo que esse 

peptídeo atuaria como desestabilizador de membranas biológicas (Barros et al. 2009; 

Piovesan et al. 2014), além de afetar vias metabólicas envolvendo cálcio, eicosanoides, 

serotonina e cGMP (monofosfato de guanidina cíclico), causando, através dessas vias, 

uma desregulação no balanço hídrico em túbulos de Malpighi, quando testado in vitro 

(Stanisçuaski et al. 2009; Defferrari et al. 2014a; 2014b). Esse efeito se mostrou 

independente da sinalização por peptídeos anti-diuréticos (Paluzzi et al. 2012). 

Jbtx pode ser dividido estruturalmente em três regiões: N-terminal, grampo beta 

e C-terminal, dos quais apenas a porção N-terminal relaciona-se com os mecanismos de 

entomotoxicidade ou com a alteração de membranas (Martinelli et al. 2014). Através de 

experimentos envolvendo bicamadas lipídicas planares e ensaios eletrofisiológicos, foi 

mostrado que a formação de canais membranares pelo peptídeo é voltagem-

dependente e que seus mutantes com domínios deletados (os mesmos utilizados no 

trabalho de Martinelli) apresentam atividade diferentes do peptídeo íntegro (Piovesan 
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et al. 2014). Esses dois estudos reforçam a importância do Jbtx como peptídeo que 

interage com membranas. Lopes e colaboradores, em 2015, publicaram as primeiras 

evidências baseadas em modelagem in silico, dicroísmo circular e ressonância magnética 

nuclear de que o peptídeo Jbtx seria intrinsicamente desordenado quando em solução, 

mas possivelmente assumiria uma estrutura específica quando em contato com algum 

alvo molecular (Lopes et al. 2015). 

Galvani e colaboradores injetaram barbeiros da espécie Triatoma infestans com 

Jbtx. Observando os efeitos, os pesquisadores notaram alterações nos movimentos de 

patas e antenas, o que poderia estar relacionado com a ação neurotóxica desse peptídeo 

em áreas específicas do SNC. Em ensaios de imunohistoquímica no SNC de animais 

injetados, a presença de Jbtx foi constatada próxima a área dos lobos antenais, e, ao 

realizarem uma co-imunoprecipitação com anticorpos para Jbtx seguida de eletroforese 

bidimensional, foi identificada uma proteína de 59 kDa que foi submetida a análise por 

espectrometria de massas. Esta análise identificou a enzima UDP-N-acetilglicosamina 

pirofosforilase (UAP). Homogeneizados de SNC tratados com Jbtx in vivo ou in vitro 

apresentaram atividade aumentada para a UAP em uma maneira dose dependente. No 

mesmo trabalho, os autores também identificaram que Jbtx diminui a atividade da 

enzima óxido-nítrico-sintase, envolvida na sinalização nitrinérgica (Galvani et al. 2015). 

 

1.2. UAP 

 

UAPs (E.C. 2.7.7.23) são enzimas responsáveis por realizar a catálise de uridina 

trifosfato e N-acetilglicosamina fosfato para formar o composto UDP-N-

acetilglicosamina (UDP-GlcNac - a forma biologicamente ativa de N-acetilglicosamina) 

com liberação de um pirofosfato, em uma proporção de um para um. Essas enzimas já 

foram encontradas em vírus, bactérias e eucariotos (Maruyama et al. 2007; Stokes et al. 

2008; Fang et al. 2013; Piacente et al. 2014) e desempenham papel chave na produção 

de quitina, glicosilação de proteínas, produção de âncoras de glicosilfosfatidilinositol 

(GPI) e metabólitos secundários, estando relacionadas com a viabilidade de fungos, 

bactérias, protozoários e insetos (Mio et al. 1998; 1999; Tonning et al. 2006; Maruyama 
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et al. 2007; Stokes et al. 2008; Arakane et al. 2011; Fang et al. 2013; Liu et al. 2013; 

Urbaniak et al. 2013; Yang et al. 2015). 

A produção de quitina é um processo extremamente complexo, cuja rota (Figura 

2) é bastante conservada entre os organismos (Merzendorfer 2011). Fungos e insetos, 

em particular, são dependentes dessa rota para sua sobrevivência, sendo que, em 

fungos, a quitina forma a base da parede celular e, em insetos, a quitina é encontrada  

 

 

Figura 2. Rota da biossíntese de quitina. As caixas em cinza representam os metabólitos envolvidos 

na rota. Setas vermelhas indicam conversão de um metabólito para outro e setas vermelhas pontilhadas 

indicam a presença de mais passos nos processos que descrevem. As caixas em verde indicam as enzimas 

responsáveis por cada processo, bem como as setas em verde mostram o passo pelo qual a enzima é 

responsável. A enzima UAP está destacada em negrito. Figura adaptada de Merzendorfer, 2011. 
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na cutícula e é secretada por epitélios de origem ectodérmica (exoesqueleto, 

revestimento cuticular das traqueias, do intestino anterior, do intestino posterior e 

membrana peritrófica) (Merzendorfer 2006; 2011). Na maior parte dos organismos, a 

enzima determinante para a velocidade de produção de quitina parece ser tanto a 

quitina sintase –  enzima que polimeriza os monômeros de UDP-N-acetilglicosamina, 

produzidos pela UAP –, quanto a glutamino-frutose-6-P amidotransferase, mas, em 

Drosophila melanogaster, Tonning e colaboradores mostraram que a UAP era 

determinante na velocidade de produção de quitina, apresentando papel vital no 

desenvolvimento embrionário dessas moscas (Tonning et al. 2006; Merzendorfer 2011). 

A glicosilação de proteínas também é um processo complexo, envolvendo mais de 

uma organela e dezenas de enzimas específicas, que não existem em todos os 

organismos. Uma dessas enzimas específicas seria a UAP (Maruyama et al. 2007; Stokes 

et al. 2008; Wang et al. 2015; Yang et al. 2015). Em D. melanogaster, as moscas que não 

expressam a UAP apresentam defeitos na glicosilação de proteínas, embora ainda sejam 

encontradas proteínas glicosiladas (Tonning et al. 2006). Em um trabalho com Tribolium 

castaneum, foi mostrado que a UAP era expressa também nos tecidos que não 

produziam quitina, o que foi relacionado com a participação dessa enzima nos processos 

de glicosilação de proteínas. Ao contrário do ocorrido para as moscas, os indivíduos com 

defeitos nesse processo morriam (Arakane et al. 2011). Em humanos, a UAP é essencial 

para a N-glicosilação e há uma superexpressão dessa enzima em células de câncer de 

próstata tratadas com fármacos inibidores de glicosilação, atuando como um 

mecanismo de defesa para o tumor (Itkonen et al. 2014). O parasita Trypanosoma brucei 

também parece ter seus processos de glicosilação altamente ligados com a atividade da 

UAP, além de não serem viáveis sem a participação dessa enzima no seu metabolismo 

(Stokes et al. 2008). 

Âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIA) são moléculas compostas por 

fosfolipídeos, resíduos de açúcares e um grupamento inositol, encontradas ancoradas 

na membrana plasmática celular, geralmente na face externa. Proteínas ancoradas à 

membrana por GPIA podem desempenhar diversas funções celulares, servindo como 

receptoras específicas, moléculas de adesão ou catalisadoras de processos que ocorrem 

na membrana (Tartakoff e Singh 1992; Kinoshita 2014). Estudos indicam que 
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Trypanosoma spp. fazem amplo uso desse recurso para funções mais diversas, como, 

por exemplo, comunicar-se com o sistema imune do organismo, além de também 

utilizarem moléculas de glicosilfosfatidilinositol em estado livre como mensageiros (De 

Lederkremer e Bertello 2001; DosReis et al. 2002; Hong e Kinoshita 2009; Serna et al. 

2014). Nos poucos artigos lidando com o assunto na literatura, especula-se que a UAP 

seja essencial para a síntese dessas GPIA. Stokes e colaboradores mostraram que a 

atividade da UAP é essencial para a produção de GPIA em T. brucei e que a rota de 

síntese desses metabólitos é priorizada em condições de privação de GlcNac (Stokes et 

al. 2008). 

A relevância biológica de UDP-GlcNac não está restrita apenas às três rotas já 

descritas (síntese de quitina, proteínas glicosiladas ou GPIA). O protozoário Giardia 

intestinalis possui intensa atividade da UAP devido à necessidade de UDP-GlcNac para a 

formação da parede do cisto, condição obrigatória para o processo de infecção no 

hospedeiro (Macechko et al. 1992; Bulik et al. 1998; Bulik et al. 2000; Lopez et al. 2003; 

Mok et al. 2005; Mok e Edwards 2005). UAPs também foram descritas como enzimas 

capazes de ser reconhecidas como antígenos pelo sistema imunológico em quadros de 

sarcoidose (Yorozu et al. 2015) e como reguladoras de senescência e defesa em arroz 

(Wang et al. 2015). Estas muitas características da UAP a tornaram um possível alvo para 

controle biológico, principalmente no caso de micro-organismos (Maruyama et al. 2007; 

Stokes et al. 2008; Fang et al. 2013; Santos Junior et al. 2013; Edwards et al. 2015; Patin 

et al. 2015). 

As UAPs são enzimas vitais na fisiologia dos insetos. Geralmente, insetos 

apresentam uma única cópia funcional do gene da UAP, mas já foram descritas duas 

espécies contendo mais de uma sequência codificante: T. castaneum e Locusta 

migratoria (Arakane et al. 2011; Liu et al. 2013). Em L. migratoria, foram encontradas 

duas isoformas diferentes de UAP, uma essencial para o desenvolvimento do organismo 

e a outra não, conforme foi confirmado por experimentos de silenciamento gênico (Liu 

et al. 2013). Em T. castaneum, também foram encontradas duas cópias que, quando 

silenciadas, eram letais para os indivíduos. Isso foi relacionado com o fato de as duas 

isoformas mostrarem padrões distintos de expressão tecidual e uma certa 

especialização de funções, estando TcUAP1 mais relacionada com a produção de quitina 
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para a cutícula e a matriz peritrófica, enquanto TcUAP2 estaria mais relacionada com 

processo de glicosilação e metabólitos secundários (Arakane et al. 2011). Outras 

evidências mostram que UAP tem íntima relação com o desenvolvimento e 

funcionamento dos insetos e seus defeitos geralmente são letais para estes (Yang et al. 

2015). 

 

1.3. Rhodnius prolixus 

 

R. prolixus é um inseto hemíptero da família Reduviidae e subfamília Triatominae. 

Triatomíneos, em geral, têm grande importância como vetores da doença de Chagas 

(Ons 2016), o que acontece devido a seus hábitos de alimentação hematófagos. Esses 

insetos, facilmente encontrados, acabaram ganhando diversos nomes populares, como 

“barbeiro”, “bicudo”, “chupança”, entre muitos outros nomes. Na língua inglesa, são 

popularmente conhecidos como kissing bugs (insetos beijoqueiros), o que remete a seus 

hábitos de alimentação (Schofield e Galvão 2009). 

A distribuição geográfica do R. prolixus é bastante difusa, com presença do centro 

da América do Sul até o México (Galvão et al. 2003; Panzera et al. 2010; Gourbière et al. 

2012). Uma das razões que leva essa espécie a ter uma dispersão tão grande é a sua 

adaptabilidade a ambientes domésticos (interior de casas e estruturas de construção 

humana) e silváticos (ambientes intermediários ao doméstico e ao selvagem), o que 

torna possível que esses barbeiros transitem facilmente entre regiões (Gourbière et al. 

2012). Para que se desenvolvam corretamente, esses insetos precisam de climas úmidos 

e com temperaturas variando entre 20 °C e 28 °C, estando presentes em ambientes de 

gramíneas e solos de florestas. Essa espécie apresenta fortes hábitos noturnos e 

permanece escondida de predadores durante o período de luz (Lorenzo 2013). 

Esses insetos são hemimetábolos, ou seja, apresentam um desenvolvimento 

gradual sem apresentarem o estágio de pupa (Figura 3). Para os triatomíneos, o 

desenvolvimento ocorre em sete etapas: ovo, ninfas de primeiro a quinto estádio e 

adulto, que possui dois pares de asas e sistema reprodutivo, ambos funcionais 

(Gourbière et al. 2012). 



 

24 
 

 

 

Figura 3. Estágios de desenvolvimento do triatomíneo R. prolixus. Da esquerda para direita, ninfa 

de primeiro, segundo, terceiro, quarto, quinto estádio e adulto, respectivamente. Modificado de 

http://science-explained.com/blog/project/egg-immunity-in-the-kissing-bug-the-carrier-of-chagas-

disease/ 

 

Os ovos eclodem em ninfas de primeiro estádio e, para que possam trocar de 

estágio, os insetos precisam de pelo menos uma refeição de sangue, na qual podem 

ingerir mais de cinco vezes o seu peso, sendo que a capacidade relativa de ingestão varia 

a cada estádio (Figura 4) (Maddrell 1963). Em seguida à alimentação, os insetos 

excretam uma mistura de fezes e líquido, processo que pode se repetir mesmo após o 

processo de muda. A muda ocorre geralmente entre duas e três semanas, com variações 

dependendo do estádio, da linhagem utilizada, da procedência do sangue e aspectos 

ambientais (Lima Gomes et al. 1990).  

 

Figura 4. Alimentação de um R. prolixus. Em A, o inseto começa o processo de alimentação, de 

modo que o abdômen se encontra em um formato achatado e as asas encostadas no dorso do animal. 

Em B, após alguns minutos se alimentando, o abdômen do inseto se expande com o volume de líquido 

ingerido e a ponta das asas não encosta no dorso do animal. Fonte: A. http://www.jyi.org/issue/the-fight-
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for-recognition-chagas-disease-meets-controversy/ e B. https://www.utm.utoronto.ca/main-

news/research-excellence-award-winner-shares-his-findings-kissing-bug. 

 

Mais de um motivo fez com que essa espécie tivesse a importância que tem hoje. 

Primeiramente, essa espécie de barbeiro é um dos vetores mais relevantes na 

transmissão da Doença de Chagas, doença tropical causada pelo parasita T. cruzi que 

causa cardiomiopatia, megaesôfago e megacólon (Dias et al. 2002, Morrot et al. 2016). 

Além disso, há uma grande quantidade de estudos utilizando esses animais como 

modelos de pesquisa, pois é um inseto com um tamanho razoável e um ciclo de vida 

rápido (quando comparados a outros triatomíneos) (Lorenzo 2013; Ons 2016). Assim, 

podemos dizer que o R. prolixus é considerado um modelo para estudos de fisiologia de 

insetos há mais de 50 anos (Wigglesworth 1934; Wigglesworth 1936; Wigglesworth 

1940; Wigglesworth 1940). R. prolixus foi o primeiro vetor de doenças parasitárias não 

díptero a ter seu genoma sequenciado (Mesquita et al. 2016). Usando-se essa espécie 

como modelo, foram desenvolvidos diversos estudos sobre neuropeptídeos de insetos 

(Ons 2016), comportamento e comunicação via ferômonios, ritmos circadianos (Steel e 

Vafopoulou 2006; Lorenzo 2013), mecanismos de transporte de íons e água (Coast 2009; 

Mesquita et al. 2016), gametogênese (Mesquita et al. 2016), diurese (Martini et al. 2007; 

Coast 2009; Paluzzi 2012) e estratégias de controle biológico (Hashimoto e Schofield 

2012; Mougabure-Cueto e Picollo 2015). 

Atualmente, nosso grupo tem utilizado o R. prolixus como modelo para entender 

os mecanismos de toxicidade do peptídeo Jbtx. Resultados preliminares mostraram que 

homogeneizados de glândulas salivares e SNC de R. prolixus incubados com Jbtx 

apresentaram um aumento da atividade da UAP, de acordo com o observado para D. 

peruvianus (Galvani et al. 2015).  
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivos Gerais 

 

O objetivo geral deste trabalho é compreender como a enzima UAP se relaciona 

com os mecanismos de toxicidade apresentados pelo Jbtx em insetos, além de realizar 

a caracterização desta enzima. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Os objetivos específicos são:  

 Investigar o perfil de atividade enzimática da UAP em órgãos de R. prolixus; 

 Analisar a expressão gênica da UAP e quitina-sintase de diferentes órgãos 

de R. prolixus; 

 Investigar o efeito de Jbtx na atividade e expressão da UAP de R. prolixus; 

 Clonar e expressar a UAP de R. prolixus; 

 Analisar filogeneticamente a UAP. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Insetos 

 

R. prolixus (Stal 1859) de todos os estágios foram gentilmente fornecidos pelo Dr. 

Pedro Lagerblad de Oliveira e pelo Dr. Hatisaburo Masuda (Instituto de Bioquímica 

Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro) e pela Dra. Patrícia Azambuja (Instituto 

Oswaldo Cruz). Os insetos foram mantidos em ambiente fechado, com temperatura de 

27 ± 1 °C, umidade relativa 60%, com fotoperíodo de 12 horas em claro, 12 horas em 

escuro e alocados no Laboratório de Proteínas Tóxicas da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul. Os animais foram separados de acordo com o seu estágio e alimentados 

com sangue humano (contendo 200 μL/10 mL de sangue de uma solução de 18,4 % de 

glicose, 16,5 % de citrato de sódio e 6 % de ácido cítrico m/v) (Garcia & Garcia 1977) em 

intervalos regulares de três semanas. Machos e fêmeas foram mantidos juntos. 

O sangue foi coletado de voluntários hígidos que deram seu consentimento verbal, 

de acordo com o protocolo C.A.A.E. 12574513.5.0000.5347 (aprovado pela Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa – CONEP).  

 

3.2. Ensaios de alimentação 

 

Para os ensaios de alimentação, ninfas do quinto estádio em jejum de 3 semanas, 

foram alimentados com solução salina de R. prolixus (cloreto de sódio 15 mM, cloreto 

de potássio 0,86 mM, cloreto de cálcio 0,2 mM, cloreto de magnésio 0,85 mM, HEPES 

0,5 mM, bicarbonato de sódio 0,4 mM e glicose 34 mM), suplementada com 1 mM de 

ATP acrescida ou não de Jbtx ou JBU (dose de 0,1 μg/mg de inseto) (Martinelli et al. 

2014). Esses ensaios foram realizados em placas de acrílico contendo a solução, cobertas 

com parafilme e aquecidas a 37 °C em mesa térmica. O recipiente contendo os insetos 

era coberto por um tecido e dispunham de 1 hora para se alimentar (Figura 5).  
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Figura 5. Processo de alimentação artificial. Em A, uma placa preparada para a alimentação. Em B, 

insetos se alimentando. 

 

Para o acompanhamento estatístico, os insetos foram pesados individualmente 

imediatamente antes e após a alimentação. 

 

3.3. Dissecção 

 

Dezoito horas após o processo de alimentação, os insetos foram imobilizados a        

-20 °C e esterilizados em álcool 70%. A dissecção foi feita separando-se o intestino médio 

anterior, o intestino médio posterior, túbulos de Malpighi, glândulas salivares, corpo 

gorduroso juntamente com epiderme e o sistema nervoso central. Durante a dissecção, 

os órgãos eram mantidos úmidos com uma solução de Tris, 0,1 M, estocados na mesma 

solução a -80 °C para os ensaios envolvendo a extração de RNA e armazenados com o 

coquetel de inibidores de protease Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich), para os 

ensaios envolvendo atividade enzimática. 

3.4. Atividade enzimática específica da UAP 

 

Os órgãos de cinco insetos foram lavados 3 vezes com tampão A (Tris 500 mM, 

MgCl2 100 mM, pH 7,5) com coquetel inibidor de protease, sendo posteriormente 

macerados em micro potter em 150 μL de tampão A a 4 °C. O homogeneizado foi 
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centrifugado a 5000 x g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante recuperado, remacerado 

e centrifugado novamente a 5000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado 

e a quantificação de proteínas foi feita por absorbância em 280 nm, em 

espectrofotômetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific).  

A atividade enzimática da UAP foi feita seguindo o protocolo descrito por Mio et 

al (1998) com algumas modificações (Galvani et al. 2015). Sucintamente, 5 μg (em 10 

μL) de proteína total de cada órgão foram colocados em quintuplicata em placas de 96 

poços. A esses poços, foram adicionados 90 μL de uma mistura contendo tampão A (Tris 

50 mM, MgCl2 10 mM), DTT (1 mM), glicerol (10% v/v), UTP (0,025 mM), N-

acetilglicosamina (0,02 mM) e a enzima pirofosfatase (0,04 U/mL). A reação foi incubada 

a 37 °C por 15 minutos, seguida da adição de 100 μL de uma solução contendo malaquita 

verde (0,015%), molibdato de amônio (0,02%), Triton x-100 (0,025%) e ácido clorídrico 

(0,35 M). Após adicionada a solução de malaquita, a placa foi novamente incubada a    

37 °C por 5 minutos e a absorbância monitorada em 655 nm. Uma unidade de UAP é 

definida como a quantidade de enzima necessária para produzir uma absorbância de 

1,00 A655 em 20 minutos a 37 °C. Os brancos desse experimento foram feitos sem 

proteína ou sem UTP e N-acetilglicosamina. 

  

3.5. Extração de RNA total 

 

O RNA total foi extraído de órgãos de seis insetos utilizando-se o kit comercial 

PureLink® RNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific), seguindo-se as recomendações do 

fabricante. Brevemente, os órgãos foram lavados com PBS 1X e macerados em micro 

potter em 1,2 mL de tampão de lise a 4 °C. O macerado foi agitado em vórtex por 2 

minutos e centrifugado a 12000 x g por 2 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi colocado 

na coluna de ligação para separação e eluição de RNA total, como recomendado pelo 

fabricante. O RNA total foi eluído pela adição (duas vezes) de 50 μL de água livre de 

RNAse, quantificado por absorbância em 260 nm e estocado a -20 °C para posterior uso. 
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3.6. Síntese de cDNA para expressão gênica 

 

Para a síntese de cDNA destinada aos experimentos de qPCR em tempo real, foi 

utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de 

acordo com as recomendações do fabricante, com primers Oligo dT19. Resumidamente, 

foi adicionado a um tubo 100 ng de RNA total (em um volume correspondendo a 28,4 

μL), 4 μL de primers Oligo dT a 5 μM, 4 μL de Buffer 10X, 1,6 μL de mix de dNTPs a 100 

mM e 2 μL de transcriptase reversa a 50 U/μL, totalizando uma reação de 40 μL. A reação 

foi incubada por 10 minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C e 5 minutos a 85 °C. O volume 

total da reação foi diluído 5 vezes e armazenado a -20 °C para uso posterior. 

 

3.7. Análise da expressão gênica 

 

A análise da expressão gênica foi feita no equipamento Eco Real-Time PCR System 

e software Eco (Illumina). Para esse experimento, 8 μL de cDNA diluído 5 vezes foram 

adicionados a cada poço, juntamente com 1 μL de primer forward, 1 μL de primer 

reverse e 10 μL de mix (kit GoTaq® qPCR Master Mix, Promega), contendo todos os 

reagentes necessários para a reação. Todas as amostras foram analisadas em 

quadruplicata com os seguintes parâmetros: um ciclo inicial de desnaturação (95 °C, por 

2 minutos), seguido por 40 ciclos de desnaturação (95 °C, 10 segundos), anelamento   

(60 °C, 15 segundos) e extensão (72 °C, 15 segundos), e terminando em uma curva de 

melting (55 – 95 °C, com incrementos de 0,1 °C por segundo).  

As sequências da UAP e quitina-sintase de R. prolixus foram obtidas através do 

BLAST das sequências homólogas de Aedes aegypti presentes no VectorBase  

(https://www.vectorbase.org/) (Giraldo-Calderón et al. 2015) (tabela 4). Com as 

sequências de R. prolixus foram projetados primers utilizando-se o programa online 

Primer BLAST NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al. 2012). 

Os primers para os genes da actina e fator de elongação 1 foram baseados em literatura 
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disponível (Majerowicz et al. 2011; Deferrari et al. 2014). As sequências de cada primer 

estão descritas na tabela 2. 

 

Tabela 2. Sequência dos primers utilizados nos experimentos de qPCR em tempo real. 

GENE 
SEQUÊNCIA FORWARD 

(5’3’) 

SEQUÊNCIA REVERSE 

(5’3’) 

ACTINA* CAGAGAAAAGATGACGCAGATAATG CGGCCAAATCCAATCG 

FATOR DE 

ALONGAMENTO 1* 
GATTCCACTGAACCGCCTTA GCCGGGTTATATCCGATTTT 

UAP GCGGAGCTAAAGTTGTGGAG CATCGTTGTTACGCATTTCAGC 

QUITINA-SINTASE CATGAAAGCAATGGTGGATGTTGTAGCAATTG ACTGAATGTTTAGAGACATAGTTCTCCCACC 

* genes de referência 

 

3.8. Síntese de cDNA e primers para clonagem 

 

Como foi descrito no item 3.7., a sequência da UAP de A. aegypti foi utilizada para 

encontrar a sequência homóloga de R. prolixus a partir de um BLAST, para então projetar 

os primers que seriam necessários para o processo de clonagem. Utilizando-se o Primer 

BLAST NCBI e a partir da sequência do cDNA da UAP de R. prolixus, foram projetadas 

primers que amplificassem toda a sequência codificadora da UAP. A essas sequências 

dos primers, também foram adicionados sítios de clivagem das enzimas de restrição 

NdeI (primer forward) e de BamHI (primer reverse), visando a inserção no vetor 

escolhido. A sequência final de cada primer pode ser vista na Tabela 3. 
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Tabela 3. Sequência dos primers utilizados na clonagem da UAP de R. prolixus. 

Forward 

(5’3’) 
GGCGGCATATGTCGGATATAAGTGAAATTACTGGATTTTTAAAAAGCT 

Reverse 

(5’3’) 
CGCCGGATCCTCAGTTATTGTCGGTGGGAATTGGAAG 

Em vermelho, estão representadas sequências adicionais acessórias para clivagem das enzimas 

escolhidas. Em negrito, estão representados os sítios de clivagem das enzimas NdeI (sequência forward) 

e BamHI (sequência reverse). 

 

O cDNA utilizado como molde para a PCR direcionada ao processo de clonagem 

foi sintetizado a partir de 2 μg do mRNA total extraído de 5 insetos não alimentados. A 

reação de síntese foi realizada com kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

(ThermoFisher Scientific), conforme as recomendações do fabricante. Sucintamente, 

foram adicionados a um tubo 2 μg de RNA total (em um volume correspondendo a 11 

μL), 1 μL de primers Oligo dT (fornecido pelo fabricante), 4 μL de Buffer 5X, 2 μL de mix 

de dNTPs a 10 mM, 1 μL de inibidor de RNAse a 20 U/μL e 1 μL de enzima a 200 U/μL, 

totalizando uma reação de 20 μL. A reação foi incubada por 60 minutos a 42 °C e 5 

minutos a 70 °C. A amostra sintetizada foi armazenada a -20 °C para uso posterior e teve 

sua qualidade conferida por eletroforese em gel de agarose 1%, submetido a uma 

voltagem de 50 V por 60 minutos. Foi utilizado o padrão molecular Gene Ruler 1 kb 

(ThermoFisher Scientific). 

 

3.9. Processo de clonagem e análise da expressão 

 

O gene da UAP de R. prolixus foi amplificado por PCR, com os primers projetados 

para esse fim. Resumidamente, em um tubo foram adicionados 7 μL de cDNA, 5 μL de 

primer forward 5 μM, 5 μL de primer reverse 5 μM, 1 μL de dNTP 10 mM, 10 μL de HF 

Buffer 5X (ThermoFisher Scientific), 1 μL de DMSO (ThermoFisher Scientific), 0,5 μL de 

enzima Phusion 2 U/μL (ThermoFisher Scientific) e 20,5 μL de água Milli Q, totalizando 

50 μL. A reação foi de um ciclo inicial de 30 segundos a 98 °C; 35 ciclos de 10 segundos 
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a 98 °C, 20 segundos a 58 °C e 60 segundos a 72 °C; um ciclo final de 10 minutos a 72 °C. 

O tamanho do produto da PCR foi conferido utilizando um padrão de peso molecular 

Gene Ruler 1 kb (ThermoFisher Scientific), através de eletroforese em gel de agarose 

1,5%, submetido a uma voltagem 150 V por 50 minutos. A banda de tamanho 

equivalente ao cDNA da UAP (1,5 kb) foi recortada do gel e purificada através do kit 

comercial EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction (BioBasic), de acordo com as 

recomendações do fabricante, e quantificada por absorbância em 260 nm. Para as 

clivagens, 10 μL de DNA ou vetor (1,5 μg) foram colocados em um tubo, juntamente com 

3 μL da enzima NdeI 10 U/ μL (ThermoFisher Scientific), 3 μL da enzima BamHI 10 U/ μL 

(ThermoFisher Scientific) e 4 μL de Buffer Tango 10X (ThermoFisher Scientific), 

totalizando 20 μL. Essa reação foi mantida a 37 °C por 270 minutos e os produtos 

clivados foram purificados com o EZ-10 Spin Column PCR Purification (Bio Basic), de 

acordo com as instruções do fabricante. 

O produto da clivagem foi quantificado e ligado em vetor pET-15b (Novagen) nos 

sítios correspondentes a NdeI e BamHI. Descrevendo o processo, 1,2 μL (40 ng) de DNA 

clivado foram colocados em um tubo, juntamente com 3 μL (50 ng) de vetor, 0,5 μL da 

enzima T4 ligase (Ludwig Biotecnologia), 1 μL de Buffer 10X (Ludwig Biotecnologia) e 4,3 

μL de água Milli Q, totalizando 10 μL. Essa reação foi mantida a 4 °C overnight. 

A reação de ligação foi utilizada para transformação de Escherichia coli DH5α, por 

choque térmico (gelo por 30 minutos, 42 °C por 45 segundos e gelo por mais 10 

minutos). Foi então adicionado 1 mL de meio LB (Acumedia) e as bactérias foram 

incubadas por 1 hora a 37 °C, sob agitação. Após esse processo, as bactérias foram 

plaqueadas em LB ágar (Acumedia) com 100 μg/mL de ampicilina. As placas foram 

incubadas a 37 °C overnight. 

Colônias foram testadas para a presença do gene da UAP por PCR (mesma reação 

de amplificação do cDNA) e confirmadas por gel de agarose. Colônias positivas foram 

inoculadas em 25 mL de meio LB contendo 100 μg/mL de ampicilina e mantidas a 37 °C 

e 200 rpm overnight. No dia seguinte, 5 mL de cada inóculo foram utilizados para 

extração de DNA plasmidial com o kit comercial Pure Link Quick Plasmid Miniprep 

(Invitrogen). O DNA plasmidial obtido foi quantificado e submetido à sequenciamento 
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(método de Sanger, ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer - Applied Biosystems) pela empresa 

Ludwig Biotecnologia (http://ludwigbiotec.com.br/site/). Confirmada a sequência da 

UAP, 200 ng de DNA plasmidial foram utilizados para transformar E. coli Rosetta 2 por 

choque térmico, como descrito anteriormente. As bactérias foram plaqueadas em meio 

LB contendo ampicilina 100 μg/mL e cloranfenicol 40 μg/mL. 

Colônias de Rosetta 2 contendo o plasmídeo recombinante foram inoculadas em 

50 mL de meio LB contendo ampicilina e cloranfenicol, nas mesmas concentrações já 

utilizadas, e crescidas a 37 °C e 200 rpm overnight. Vinte mL desse cultivo foi inoculados 

em 200 mL de meio LB, e a densidade optica (OD600) foi acompanhada por 

espectrofotometria até que atingisse o valor de 0,6. A expressão da proteína 

recombinante foi induzida pela adição de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) a 

uma concentração final de 500 μM. Alíquotas desse cultivo foram retiradas em 0, 3, 6 e 

18 horas e congeladas para posterior analise da expressão por SDS-PAGE. 

A purificação da proteína recombinante foi realizada em coluna de afinidade por 

Ni (Chelating-Sepharose Fast Flow – GE Lifesciences). As células da cultura de 18 h foram 

coletadas por centrifugação (5000 x g por 10 min), suspendidas em tampão de lise (50 

mM fosfato de sódio pH 7,0, 400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% (v/v) glicerol, 0,5% (v/v) 

Triton X-100 e 10 mM imidazol), sonicadas e centrifugadas novamente (14000 x g por 

20 min). O sobrenadante foi aplicado na coluna previamente equilibrada com tampão 

de ligação (50 mM fosfato de sódio pH 7,0, 400 mM NaCl, 100 e 10 mM imidazol). A 

coluna foi lavada com o tampão de ligação para remoção da fração não retida. Em 

seguida, a coluna foi lavada com tampão de lavagem (50 mM fosfato de sódio pH 7,0, 

400 mM NaCl e 100 mM imidazol). A proteína recombinante foi eluída da coluna pela 

adição de 300 mM de imidazol. 
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3.10. Sequências 

 

3.10.1. cDNA 

 

As sequências de cDNA utilizadas neste trabalho como referência para o genoma 

de R. prolixus foram obtidas a partir de um BLAST da UAP ou quitina-sintase de A. 

aegypti no banco de dados VectorBase (https://www.vectorbase.org/) (Giraldo-

Calderón et al. 2015), no qual o cDNA codificante do gene da UAP está anotado segundo 

o código de acesso RPRC015300, e o da quitina-sintase, no RPRC008031. Igualmente, a 

sequência de cDNA da UAP de A. aegypti foi retirada do VectorBase e está anotada 

segundo o código de acesso AAEL001627. 

 

Tabela 4. Anotação de sequências de A. aegypti e R. prolixus no VectorBase. 

Gene Referência A. aegypti Referência R. prolixus 

UAP AAEL001627 RPRC015300 

Quitina-sintase AAEL002718 RPRC008031 

 

3.10.2. Aminoácidos 

 

A sequência de aminoácidos da UAP de A. aegypti foi retirada do VectorBase e 

está anotada segundo o mesmo código de acesso do cDNA, AAEL001627. Partindo-se 

dessa sequência, se buscou a sequência homóloga de R. prolixus. Obtida esta sequência, 

foi feito um novo BLAST por domínio funcional através do servidor pHmmer 

(http://hmmer.janelia.org/search/phmmer) (Finn et al. 2011), buscando pelas 

sequências de insetos anotadas no banco de dados UniProt (http://www.uniprot.org/) 
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(Bateman et al. 2015). As sequências da UAP de Homo sapiens e Mus musculus foram 

utilizadas como grupo externo. A lista final de sequências pode ser vista na Tabela S1. 

 

3.11. Análises filogenéticas 

 

Para o alinhamento das sequências de aminoácidos obtidas através do servidor 

pHmmer (Finn et al. 2015), foi utilizado o software MEGA 6 

(http://www.megasoftware.net/) (Tamura et al. 2013), utilizando o plug-in ClustalW, 

nas condições padrão (Larkin et al. 2007). O alinhamento pode ser visto no Apêndice. 

Para a árvore filogenética da UAP de insetos, foram utilizadas 47+2 (insetos + grupos 

externos) sequências, das quais 9 foram excluídas por não se enquadrarem no 

alinhamento, por encontrarem-se repetidas ou por encontrarem-se deletadas no 

UniProt (http://www.uniprot.org/) (Bateman et al. 2015). A árvore foi construída 

segundo o método de Máxima Verossimilhança, com deleção completa. O modelo 

evolutivo mais adequado para descrever o alinhamento foi identificado pelo MEGA6 

como sendo LG+G+I. O grau de confiança da filogenia obtida foi calculado por 1000 

pseudoreplicatas de bootstrap.. Para a análise de identidade entre as sequências, foi 

utilizado o servidor Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers 

et al. 2011) e a sequência de R. prolixus foi usada como referência para as comparações. 

 

3.12. Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism 5 

(http://www.graphpad.com/). Mais informações sobre os tipos de análise serão 

explicadas nos resultados. 
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4. Resultados e discussão 

 

4.1. Determinação da dose de toxinas ingerida pelos barbeiros 

 

Para que pudéssemos garantir o máximo de precisão na dose de Jbtx utilizada na 

alimentação dos barbeiros, foi determinada sua massa, individualmente, antes e 

imediatamente após a alimentação artificial. Os animais foram alimentados em grupos 

de 5, por um período de 1 hora e pesados assim que parassem de se alimentar. A 

pesagem precisou ser feita imediatamente após o término da alimentação, para que 

nenhum animal excretasse líquido e o volume ingerido anotado fosse incorreto. A partir 

dos dados obtidos nesse experimento, foi possível estabelecer o volume ingerido e 

padronizar a concentração de toxina para que cada animal consumisse a dose de toxina 

desejada (0,1 μg/mg de animal). Na Figura 6, é mostrado um gráfico de dispersão de 

massa para cada critério, considerando-se uma amostra de 61 indivíduos. 

A massa média dos animais era 32 ± 7 mg antes da alimentação (jejum de três 

semanas) e 270 ± 79 mg imediatamente após a alimentação, o que seria equivalente a 

238 ± 79 μl de salina consumida, ou seja, 8,0 ± 3,4 vezes a massa inicial. 
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Figura 6. Massa dos barbeiros R. prolixus antes e após alimentação com salina. Os insetos foram 

alimentados com salina suplementada com 1 mM de ATP. A barra central em preto representa a média 

de cada grupo. Em azul, marcação de um desvio padrão. Δm: diferença de massa antes e imediatamente 

após o processo de alimentação, x massa: o número de vezes a massa do barbeiro que foi consumido. 
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4.2. Atividade específica da UAP em órgãos de barbeiros 

 

Dezoito horas após alimentados com salina suplementada ou não com Jbtx os 

insetos foram dissecados a atividade da UAP foi verificada em diferentes órgãos (Figura 

7). 

 

 

Figura 7. Atividade enzimática da enzima UAP em órgãos de R. prolixus. Atividade da enzima em 5 

μg de proteína total, a partir de extrato bruto de diferentes órgãos de R. prolixus alimentados com salina 

ou Jaburetox. A: intestino médio anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: 

glândulas salivares, G: corpo gorduroso e epiderme, C: sistema nervoso central. Os resultados são 

apresentados como média e desvio padrão. Asteriscos indicam valores significativamente diferentes (** 

p < 0,01 e ***p < 0,001). 

 

A atividade da UAP é homogênea em todos os órgãos, mas tem um grande 

aumento nas glândulas salivares. Ao contrário do que foi reportado por Galvani e 

colaboradores para homogeneizados de sistema nervoso central de T. infestans e D. 

peruvianus (Galvani et al. 2015), não encontramos alterações na atividade da UAP no 

mesmo órgão quando tratado com Jbtx. O peptídeo Jbtx foi, entretanto, capaz de 

aumentar a atividade enzimática da enzima UAP nas glândulas salivares e no corpo 
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gorduroso. A incubação de homogeneizados de glândulas salivares com Jbtx também 

mostrou aumento da atividade dessa enzima de maneira dose dependente (dados não 

publicados).  

A alteração nos perfis de atividade da UAP em cada órgão pode estar relacionada 

com diferenças na expressão das enzimas, presença ou ausência de substratos, atuação 

de moduladores alostéricos, sendo que já foi relatado que a atividade da UAP pode ser 

alterada dependendo da concentração de UTP (Yamamoto et al. 1980; Fang et al. 2013). 

A evidência de que há, in vivo, uma interação física entre Jbtx e UAP juntamente com a 

capacidade do Jbtx em ativar a enzima in vitro sugerem que o peptídeo possa atuar 

como um possível modulador dessa enzima, pois não é possível alterar níveis de 

expressão da enzima ou seus substratos quando in vitro. Ainda não se sabe se a 

distribuição de Jbtx é homogênea em insetos alimentados, mas se sabe que esse 

peptídeo é capaz de atravessar o epitélio intestinal e alcançar a hemolinfa, o que 

possibilita que atue em outros órgãos. Dessa forma, os resultados mostrados na figura 

7 indicam um possível direcionamento do Jbtx para glândulas salivares, corpos 

gordurosos e epiderme. 

Conforme foi mostrado por Stokes e colaboradores, o metabólito UDP-GlcNac é 

obrigatório para o desenvolvimento e infecção do parasita T. brucei. Em baixas 

quantidades do metabólito, a síntese de GPIs livres e GPIAs são mantidas pelo parasita, 

enquanto processos de glicosilação de proteínas são diminuídos (Stokes et al. 2008). R. 

prolixus pode ser infectado por duas espécies de tripanossomatídeos: T. rangeli e T. cruzi 

(Gazos-Lopes et al. 2012). Ao contrário do T. cruzi, T. rangeli é um parasita exclusivo de 

espécies do gênero Rhodnius. T. rangeli coloniza o intestino dos insetos, mas pode 

alcançar a  hemolinfa e colonizar glândulas salivares, para destas ser transmitido a outro 

organismo (Gazos-Lopes et al. 2012; Barreto-Santana et al. 2015; De Lima Ferreira et al. 

2015). Já foi relatado que a comunicação entre parasita e triatomíneo, bem como a 

adesão do parasita, é altamente dependente de GPIs e proteínas ligadas a GPIA 

(Ferguson 1997; Gazos-Lopes et al. 2012). Dessa forma, o aumento da atividade basal 

da UAP em glândulas salivares pode ter sido uma resposta evolutiva a simbiose entre 

esses organismos, processo que ocorre devido ao fato de ambas espécies estarem 

intimamente ligadas (De Lima Ferreira et al. 2015). Ainda, sabe-se que glândulas 
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salivares de R. prolixus são altamente glicosiladas, o que também explicaria uma 

atividade basal da UAP muito maior, quando comparada com os outros órgãos (Gazos-

Lopes et al. 2012). 

O tegumento (membrana basal, epiderme e cutícula) é uma estrutura cuja função 

é proteger os órgãos dos insetos do meio externo. Sua composição apresenta grande 

quantidade de quitina, que serve como uma barreira hídrica e mecânica (Merzendorfer 

& Zimoch 2003). Quando Jbtx atravessa a membrana intestinal para a hemolinfa, o 

peptídeo pode entrar em contato com a epiderme, possibilitando que interaja com a 

UAP presente nesse órgão, aumentando sua atividade. Por fim, o corpo gorduroso é um 

órgão equivalente ao fígado e ao tecido adiposo dos mamíferos. Esse órgão é o principal 

responsável por produzir proteínas e metabólitos circulantes na hemolinfa, o que inclui 

diversas proteínas glicosiladas de secreção constante, como a vitelogenina e a lipoforina 

(Rodenburg et al. 2006; Tufail e Takeda 2008; Arrese e Soulages 2009). A importância 

fisiológica do corpo gorduroso e da epiderme os torna um bom alvo para respostas 

evolutivas envolvendo mecanismos de toxicidade, o que explicaria a alteração 

apresentada pelo tratamento com Jbtx. 

 

4.3. Análise da expressão gênica 

 

In vivo, uma possível atuação de Jbtx no controle dos níveis de expressão da UAP 

seria possível. Visando investigar esta hipótese, realizamos experimentos de qPCR em 

tempo real de tecidos de insetos alimentados com salina, com Jbtx ou com JBU. Em 18 

horas após a alimentação, os insetos foram dissecados, com os órgãos separados para 

extração de RNA. As condições de diluição da amostra e parâmetros da reação foram 

previamente testadas e padronizadas para esse experimento. 

Inicialmente, foi avaliado o perfil de expressão basal da UAP nos diferentes órgãos 

de R. prolixus após alimentação artificial com salina (Figura 8). O perfil de expressão 

nesta condição não demonstrou nenhuma alteração significativa nos níveis de 

expressão basal entre os diferentes órgãos. Em estudos anteriores com embriões de D. 

melanogaster, verificous-se que a expressão da UAP se mantém homogênea entre os 
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órgãos e estágios do desenvolvimento desse organismo, aumentando apenas nos 

períodos embrionários em que é necessário produzir, para o organismo ou órgão, a 

matriz extracelular, sugerindo que a UAP seja uma enzima housekeeping (Tonning et al. 

2006). Os resultados obtidos na figura 8 corroboram com essa hipótese, salientando a 

importância da UAP para a fisiologia dos insetos.  

 

 

Figura 8. Perfil de expressão gênica da UAP em órgãos de R. prolixus. Actina foi utilizada como 

normalizador. A: intestino médio anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: 

glândulas salivares, G: corpo gorduroso e epiderme, C: sistema nervoso central. Os resultados são 

apresentados como média e desvio padrão de um experimento típico. 

 

Insetos alimentados com Jbtx apresentaram um perfil de expressão da UAP 

distinto da condição controle, onde órgãos como o intestino médio anterior, túbulos de 

Malpighi, glândulas salivares e SNC apresentaram uma grande diminuição da expressão 

dessa enzima, enquanto o corpo gorduroso e a epiderme apresentaram uma diminuição 

moderada. A expressão do gene no intestino médio posterior não apresentou mudanças 
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significativas. Quando os resultados foram normalizados com um segundo gene (fator 

de elongação 1) o mesmo perfil foi mantido (dados não mostrados). 

 

 

Figura 9. Efeito do Jbtx na expressão da UAP em órgãos de R. prolixus. Actina foi utilizada como 

gene normalizador. A expressão é relativa aos insetos alimentados apenas com salina. A: intestino médio 

anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: glândulas salivares, G: corpo gorduroso 

e epiderme, C: sistema nervoso central. Os resultados são apresentados como média e desvio padrão de 

um experimento típico. 

 

Existem evidências de que a JBU é encontrada intacta e enzimaticamente ativa na 

hemolinfa de insetos alimentados, o que pode levar a mecanismos de ação diferentes 

dos mediados pelos peptídeos derivados (Stanisçuaski et al. 2010). Por isso, decidimos 

investigar se a JBU também causaria mudanças na expressão da UAP. Insetos 

alimentados com JBU (Figura 10) apresentaram um perfil de expressão da UAP 

completamente diferente, onde ambos os intestinos, glândulas salivares e SNC 

apresentaram uma grande diminuição da expressão, enquanto túbulos de Malpighi 

apresentaram uma diminuição moderada. A expressão do corpo gorduroso e epiderme 

não apresentaram mudanças significativas.  
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Figura 10. Efeito da JBU na expressão da UAP em órgãos de R. prolixus. Actina foi utilizada como 

gene normalizador. A expressão é relativa aos insetos alimentados apenas com salina. A: intestino médio 

anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: glândulas salivares, G: corpo gorduroso 

e epiderme, C: sistema nervoso central. Resultados são apresentados como média e desvio padrão de um 

experimento típico. 

 

A diminuição da expressão do gene em glândulas salivares foi inesperada, pois, 

até a obtenção desse resultado, imaginávamos que o aumento da atividade da enzima 

em glândulas salivares, corpo gorduroso e epiderme poderia ser causado por um 

aumento na expressão do seu gene, mas os resultados mostrados nas figuras 7 e 9 

indicam que o aumento da atividade enzimática nos órgãos em que ocorreu seria 

compensado pela diminuição da expressão da enzima. Nem sempre o aumento de 

expressão é refletido em aumento na quantidade de proteína, visto que inúmeros 

fatores podem influenciar esse processo. Em um trabalho, foi reportado que a proteína 

amina oxidase sensível a semicarbazida compensava um aumento na sua atividade com 

uma diminuição na expressão do seu gene, processo que possivelmente estaria 

acontecendo com a UAP (Nordquist et al. 2002). Assim, um aumento na atividade da 
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UAP não estaria exclusivamente relacionado com o aumento na quantidade de 

proteínas. Os dados obtidos indicam potencialmente a ação de Jbtx em diferentes níveis 

de regulação da UAP, tanto na sua atividade (ação direta sobre a enzima) quanto em sua 

expressão (ação indireta). Resultados anteriores haviam reportado que precursores da 

síntese de UDP-GlcNac, como UTP e glicosamina-6-fosfato, modulavam alostericamente 

a atividade da UAP (Yamamoto et al. 1980; Fang et al. 2013; Bulik et al. 2000), o que 

poderia explicar o aumento na atividade da proteína sem estar relacionado a um 

aumento na expressão gênica .  

Em D. melanogaster, a UAP é uma proteína com importante função no 

desenvolvimento embrionário das moscas, atuando como sinalizadora para a ação 

correta de genes de desenvolvimento e levando a defeitos de formação nos mutantes 

nulos para esse gene. Ainda nessas moscas, evidências mostram que cada tecido reage 

de uma maneira diferente em resposta à perda da UAP, sendo que a formação da 

traqueia (que contém proteínas altamente glicosiladas e um grande número de 

proteínas ligadas a GPIA) e da cutícula apresentavam defeitos baseados em falta de 

quitina, enquanto o CNS apresentava defeitos que seriam provavelmente nos processos 

de glicosilação e defeitos que eram derivados da síntese incorreta de GPIA. Por fim, os 

autores relatam que a expressão da UAP é regulada pelo hormônio 20-hidroxiecdisona, 

que atua na muda dos insetos (Araújo et al., 2005; Schimmelpfeng et al., 2006; Tonning 

et al., 2006; Humphreys et al., 2013). 

Em L. migratoria, existem duas UAPs que também apresentam padrões de 

expressão diferentes durante o desenvolvimento e em órgãos distintos.  Segundo os 

autores, a diferenciação na expressão tecidual se deve ao fato de que as duas UAPs 

possuem funções específicas, sendo a UAP1 responsável pela síntese de quitina e a 

UAP2 responsável pelas outras funções da enzima. Órgãos como o integumento 

apresentaram maior expressão de UAP1 (o que é condizente com quantidade de quitina 

nesses órgãos), enquanto o intestino médio anterior e posterior, túbulos de Malpighi, 

músculos, traqueia e corpo gorduroso apresentavam um valor baixo para a expressão 

desse gene. A UAP2 era mais expressa em corpos gordurosos (Liu et al. 2013). 

Em T. castaneum, também existem duas UAPs e elas possuem diferentes perfis de 

expressão de acordo com o desenvolvimento. Assim como em L. migratoria, a UAP1 está 
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relacionada com a produção de quitina, enquanto a UAP2 é responsável por outras 

funções. A expressão de UAP1 ocorre de maneira quase homogênea em intestino 

médio, carcaça, integumento e corpo gorduroso de larvas, com um pequeno aumento 

na expressão do intestino posterior, enquanto, em adultos, a expressão é homogênea 

nos dois intestinos e élitros, diminuída nas asas e integumento abdominal, aumentada 

nos ovários e testículos. A expressão da UAP2 é muito baixa em larvas, sendo que os 

órgãos que mais expressam são a carcaça, intestino médio e corpo gorduroso, enquanto, 

em adultos, os órgãos são o intestino médio, os ovários e a élitros (maior expressão), 

com fraca expressão no intestino posterior (Arakane et al. 2011). 

R. prolixus possui apenas uma UAP, o que significa que a enzima precisa executar 

suas funções em todos os tecidos, ao contrário das UAPs especializadas de L. migratoria 

e T. castaneum. As análises da expressão da UAP revelam que o metabolismo dessa 

enzima apresenta flutuações derivadas de motivos distintos, como, no caso dos insetos, 

desenvolvimento, processo de muda e órgãos envolvidos (Araújo et al., 2005; 

Schimmelpfeng et al., 2006; Tonning et al., 2006; Arakane et al. 2011; Humphreys et al., 

2013; Liu et al. 2013). Além disso, sabe-se também que a UAP responde ao tratamento 

com moléculas externas ao organismo, pois já foi relatado que células de câncer de 

próstata respondem com o aumento da expressão da UAP quando tratadas com 

compostos antitumorais (Itkonen et al. 2014) e, em G. intestinalis, o processo de 

encistamento também leva ao aumento da expressão da UAP, reforçando que essa 

enzima responde às condições ambientais com facilidade (Macechko et al. 1992). 

Uma vez que Jbtx altera o funcionamento da UAP (seja em nível de atividade 

enzimática ou de expressão gênica), é interessante investigar se rotas dependentes 

desta enzima também seriam afetadas, como por exemplo, a síntese de quitina. Para 

isso, analisamos a expressão do gene quitina sintase. Assim como para o gene da UAP, 

o gene da quitina sintase também apresentou um perfil de expressão homogêneo entre 

os diferentes tecidos analisados (figura 11).  
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Figura 11. Perfil de expressão gênica da quitina sintase em órgãos de R. prolixus. Actina foi utilizada 

como normalizador. A: intestino médio anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: 

glândulas salivares, G: corpo gorduroso e epiderme, C: sistema nervoso central. Resultados são 

apresentados como média e desvio padrão. 

 

A expressão gênica da quitina sintase se mostrou fortemente alterada em insetos 

alimentados com Jbtx (Figura 12), sendo o intestino médio posterior o único órgão que 

apresentou um perfil de expressão quase inalterado.  
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Figura 12. Efeito do Jbtx na expressão da quitina sintase em órgãos de R. prolixus. Actina foi 

utilizada como gene normalizador. A expressão é relativa aos insetos alimentados apenas com salina. A: 

intestino médio anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: glândulas salivares, G: 

corpo gorduroso e epiderme, C: sistema nervoso central. Resultados são apresentados como média e 

desvio padrão de um experimento típico. 
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Figura 13. Efeito da JBU na expressão da quitina sintase em órgãos de R. prolixus. Actina foi 

utilizada como gene normalizador. A expressão é relativa aos insetos alimentados apenas com salina. A: 

intestino médio anterior, P: intestino médio posterior, M: túbulos de Malpighi, S: glândulas salivares, G: 

corpo gorduroso e epiderme, C: sistema nervoso central. Resultados são apresentados como média e 

desvio padrão de um experimento típico. 

 

No caso da alimentação com JBU, o perfil de alteração da expressão gênica se 

mostrou igual ao do Jbtx para o intestino médio anterior e para as glândulas salivares. O 

intestino médio posterior e o SNC mostraram uma diminuição moderada, enquanto a 

expressão da quitina sintase nos túbulos de Malpighi se manteve quase inalterada e a 

expressão no corpo gorduroso e epiderme aumentou.  

Os resultados mostrados nessa seção fornecem as primeiras evidências de que a 

alimentação com Jbtx causa alterações fisiológicas em nível de expressão gênica. Em 

ambas as análises, o único órgão que manteve os perfis de expressão quase inalterados 

foi o intestino médio posterior. Pouco se sabe sobre as vias pelas quais Jbtx exerce seus 

efeitos, menos ainda sobre a atuação desse peptídeo envolvendo UAP e quitina sintase. 

Stanisçuaski e colaboradores reportaram que cGMP (guanidina monofosfato cíclico) 

atua como um segundo mensageiro em mecanismos que levam a antidiurese em 
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túbulos de Malpighi, mostrando que segundos mensageiros podem desencadear 

cascatas bioquímicas complexas potencialmente levando a alterações na expressão 

gênica (Stanisçuaski et al. 2009). Concluindo, a análise da quantidade de quitina 

presente em intestinos tratados ou não com Jbtx poderia fornecer mais dados sobre a 

função da quitina sintase na toxicidade do Jbtx.  

Assim como a CNTX, a JBU também é capaz de ser digerida por enzimas do tipo 

catepsinas (presentes em R. prolixus) e gerar um peptídeo tóxico de tamanho 

semelhante ao do Jbtx (Piovesan et al. 2008). Por isso, uma possível explicação para 

resultados distintos entre os perfis de expressão apresentados na alimentação com Jbtx 

ou JBU seria algum efeito resultante da digestão dos insetos, pois a toxicidade da JBU 

também depende dos peptídeos tóxicos derivados, além da atuação da toxina íntegra 

no organismo do inseto (Carlini e Ligabue-Braun 2016). Ainda, sabe-se que as vias pelas 

quais JBU e Jbtx exercem sua toxicidade são distintas, podendo cada uma das vias alterar 

a fisiologia dos insetos de maneira diferenciada, visto que Jbtx atua através de mudanças 

no potencial transepitelial e utilização de cGMP, e JBU atua através de alterações em 

níveis de cálcio e via dos eicosanoides (Stanisçuaski et al. 2009, Carlini e Ligabue-Braun 

2016). Os resultados mostrados nesses experimentos de expressão gênica são uma nova 

evidência que reforça essas informações. 

 

4.4. Clonagem da UAP de R. prolixus 

 

A clonagem da UAP de R. prolixus foi feita a partir da amplificação, por PCR, da sua 

sequência codificante. Inicialmente, tentou-se clonar a sequência em vetor pGEM-T, 

para posterior subclonagem no vetor de expressão pET-15b. Devido a mutações geradas 

na reação de PCR, não foi possível obter uma sequência de rUAP que estivesse em fase 

de leitura correta. Continuaram-se as tentativas de clonagem, mas utilizando-se a 

enzima de alta fidelidade Phusion e clonagem direta no vetor pET-15b, pois a 

amplificação para clonagem em pGEM-T precisa ser feita com a Taq DNA polimerase. 

Após os processos de clonagem e extração plasmidial, foi realizada uma PCR (Figura 14) 

a partir do plasmídeo obtido (pET-15b:uap) e com primers para a sequência codificadora 
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completa da UAP e primers para o promotor e terminador T7, presentes no plasmídeo. 

O resultado dessa PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose (Figura 14). 

 

Figura 14. Confirmação da clonagem do gene da UAP no vetor pET-15b. L: marcador de peso 

molecular; -: PCR sem DNA molde; -p: PCR sem primers; UAP: PCR com primers para amplificação do gene 

da UAP; T7: PCR com primers para amplificação da região plasmidial entre o promotor e o terminador.  

 

Conforme pode ser visto na figura acima, foi possível clonar a sequência 

codificante da UAP em pET-15b. A análise por eletroforese revelou a presença de uma 

sequência de aproximadamente 1500 pares de base quando clonada com seus primers 

específicos, o que é compatível para o tamanho predito (1467 pares de base). 

O plasmídeo obtido foi sequenciado e foi constatado que a sequência da rUAP 

tinha duas mutações pontuais em relação a sequência do cDNA anotada no VectorBase. 

Uma das mutações acarretava em troca de uma valina para uma isoleucina na porção C-

terminal da enzima e a outra se mostrou uma mutação sinônima. A comparação entre 

as duas sequências está mostrada na Figura 15. 
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Figura 15. Mutações entre as sequências da UAP. Em A, alinhamento dos cDNAs; em B, 

alinhamento das sequências de aminoácidos. As setas em preto mostram o local das mutações. RpUAP: 

sequência do cDNA da UAP contida no VectorBase; rUAP: sequência da UAP recombinante. 

 

Após a obtenção do plasmídeo pET-15b:uap, a expressão da proteína 

recombinante em E. coli Rosetta 2 foi realizada. Mesmo após 18 h de indução, a análise 

dos extratos brutos não indicou uma superexpressão da proteína recombinante (dados 

não mostrados). Considerando que um baixo nível de proteína poderia ter sido expresso, 

seguimos com a purificação desta por cromatografia de afinidade. Na Figura 16, 

podemos observar a presença de uma banda de aproximadamente 60 kDa nas frações 

eluídas com 300 mM de imidazol. O tamanho predito in silico para a UAP de R. prolixus 

é de 56 kDa. 

 

B 
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Figura 16. Análise da purificação da rUAP por SDS-PAGE (12 %). Poços 1: extrato bruto; 2: fração 

não retida; 3 – 9: frações eluídas com 300 mM de imidazol; 10: padrão de peso molecular PageRuler 

Unstained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). O gel foi corado com Comassie Brilliant Blue.  

 

A UAP de R. prolixus não é a primeira UAP recombinante já expressa. UAPs de G. 

intestinalis, Oryza sativa, T. brucei, H. sapiens, Candida albicans e Saccharomyces 

cerevisiae já foram descritas (Mio et al., 1998; Lopez et al., 2003; Urbaniak et al., 2013; 

Wang et al., 2015). Assim como para a rUAP obtida nesse trabalho, as enzimas 

recombinantes descritas pelos autores dos trabalhos mantém o tamanho previsto in 

silico, exceto pela UAP de G. intestinalis. As enzimas homólogas de O. sativa, H. sapiens, 

C. albicans e S.cerevisiae apresentaram um peso molecular de aproximados 54 kDa, 

mostrando um tamanho similar a rUAP expressada nesse trabalho. Ainda, essas mesmas 

enzimas exibem uma sequência codificante de 1470 pares de base (O. sativa) e 

aproximados 1400 pares de base (H. sapiens, C. albicans e S.cerevisiae), que também 

são tamanhos similares ao do cDNA da rUAP. A única UAP recombinante que apresentou 

um tamanho de proteína diferente foi a de G. intestinalis (cerca de 48 kDa, embora 

tenha um cDNA de 1437 pares de base). Por fim, os autores demonstraram que as UAPs 

recombinantes exibiam atividade enzimática quando testadas in vitro. 
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4.5. Análise filogenética da UAP de insetos 

 

Após obtidas as sequências de aminoácidos pelo domínio funcional com o servidor 

pHmmer (Finn et al. 2015), foi feita uma conferência manual no banco de dados UniProt 

(http://www.uniprot.org/) (Bateman et al. 2015) para garantir que as sequências 

equivaliam àquela da UAP. Depois, foi utilizado o software MEGA 6 (Tamura et al. 2013) 

para alinhar as sequências com o plug-in ClustalW (Larkin et al. 2007). Algumas das 

sequências não ficaram coesas no alinhamento ou não eram anotadas como UAP no 

UniProt, portanto, foram excluídas da análise.  

Um total de 40 sequências, compostas de 38 UAPs de insetos e 2 de mamíferos, 

foram realinhadas e o novo alinhamento foi submetido a um teste com o método 

Neighbour-joining, o qual é mais rápido e já mostra aspectos preliminares da análise, 

embora os modelos de evolução utilizados por esse método não sejam os mais 

adequados e não produzam as árvores mais confiáveis (dados não mostrados). As 

sequências também foram analisadas, através do MEGA, para escolher qual o melhor 

modelo de substituição de aminoácidos, o que resultou no modelo LG+G+I. O 

alinhamento, então, foi utilizado para construir a árvore filogenética mostrada na Figura 

17.  
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Figura 17. Árvore filogenética das UAPs de insetos. Organismos pertencentes aos mesmos níveis 

taxonômicos estão organizados em cores. Os nomes acima dos ramos representam os níveis aos quais os 

organismos pertencem e os números acima dos ramos indicam a porcentagem de vezes que aquela 

separação foi obtida em uma amostra de 1000 passos de bootstrap. Ao lado, os números em negrito 

indicam a identidade das UAPs com a UAP de R. prolixus, marcada com um *. O grupo externo, no qual a 

árvore foi enraizada, está representado pelo ramo dos mamíferos (Mammalia). 

 

Considerando os resultados obtidos na análise filogenética, podemos ver que a 

evolução da UAP parece seguir tendências já estabelecidas para a classe dos insetos, 

visto que sequências de aminoácidos de organismos mais similares ficaram agrupadas 

(Bradley et al. 2009; Trautwein et al. 2012; Misof et al. 2014). Como a UAP parece ser 

universal na árvore da vida, muito provavelmente os insetos já possuíam essa enzima 

quando se diferenciaram em um grupo taxonômico distinto. Ainda assim, é altamente 
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provável que a enzima tenha co-evoluído juntamente com a espécie, dada a sua 

importância para a sobrevivência desses organismos (Tonning et al., 2006; Arakane et 

al., 2011; Liu et al., 2013; Yang et al., 2015). A classe Insecta é bastante antiga 

evolutivamente (estima-se que tenha cerca de 400 a 450 milhões de anos de separação), 

portanto há uma enorme diferença entre os organismos atuais dessa classe (Bradley et 

al. 2009; Misof et al. 2014; Dallai et al. 2016). Isso explica por que há valores de 

identidade de sequência muito parecidos, em pontas distintas da árvore, quando 

comparamos com os de referência (R. prolixus), inclusive com os valores do grupo 

externo. Fatores como a presença de mais de uma isoforma dão suporte a essa hipótese, 

visto que nos dois exemplos descritos com mais de uma de UAP funcional foi mostrado 

que existia uma diferenciação na função, talvez como uma adaptação dessa enzima às 

condições ambientais em que cada espécie vivia (Arakane et al. 2011; Liu et al. 2013). 

Por fim, até a primeira metade de 2016, não havia sido reportado na literatura 

outras espécies de insetos, além de T. castaneum e L. migratoria, que apresentassem 

mais de uma isoforma para a UAP. Nessa análise foi encontrado mais um organismo com 

duas cópias para a UAP: o besouro Dendroctonus ponderosae. Baseado nos resultados 

da análise de identidade obtidos, as duas enzimas apresentam 49,26% de identidade, 

enquanto as de L. migratoria apresentam 71,31% e as de T. castaneum 61,55%. Essa 

diferença pode ser causada por uma especialização de funções, como foi descrito nas 

outras duas espécies (Arakane et al. 2011; Liu et al. 2013). A presença de mais de uma 

isoforma da UAP não foi identificada apenas em insetos, mas em H. sapiens, já foram 

identificadas 2 isoformas dessa enzima (Peneff et al. 2001) e em M. musculus existem 

três isoformas preditas no GenBank, mostrando que outros organismos também 

apresentam mais de uma UAP. Logo, com o aumento do número de genomas 

sequenciados, provavelmente se revelarão mais insetos os quais tenham mais de uma 

cópia funcional da UAP. 
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5. Conclusões finais 

 

Esse trabalho trouxe mais alguns esclarecimentos a respeito da UAP de R. prolixus 

e sua interação com o Jbtx.  

A análise da atividade da UAP em órgãos mostra que glândulas salivares 

apresentam uma atividade maior do que os outros órgãos analisados e que o tratamento 

com Jbtx aumentou a atividade da enzima em glândulas salivares, corpo gorduroso e 

epiderme, sendo que uma possibilidade para esses órgãos mostrarem aumento de 

atividade é o direcionamento do Jbtx para eles. Os perfis de expressão gênica das 

enzimas analisadas, UAP e quitina sintase, mostram um padrão homogêneo entre os 

diferentes órgãos analisados, mas esse padrão é alterado pelo tratamento com o Jbtx e 

a JBU, embora os mecanismos pelos quais esses processos ocorrem ainda não sejam 

claros. 

Foi possível clonar e expressar uma UAP recombinante de 56 kDa, tamanho 

compatível para o previsto in silico para a UAP de R. prolixus. A enzima clonada 

apresentou duas mutações, sendo uma sinônima e outra não, acarretando troca de uma 

valina por uma isoleucina. 

A análise filogenética realizada sugere que a UAP é uma enzima presente 

evolutivamente desde antes da separação dos insetos em um grupo próprio, o que pode 

ser explicado pela participação essencial dessa enzima no metabolismo destes. Ainda, 

os resultados obtidos nesse experimento possibilitaram identificar mais um inseto com 

potencias duas isoformas de UAP, já que até este trabalho só haviam sido identificadas 

duas espécies na literatura. 
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6. Perspectivas 

 

Baseado nos resultados desse trabalho, podemos estabelecer algumas 

perspectivas: 

i. Avaliar a interação entre Jbtx e rUAP pela análise da atividade enzimática 

da enzima na presença de Jbtx;  

ii. Avaliar a interação física entre Jbtx e rUAP pela análise de 

ultracentrifugação analítica; 

iii. Avaliar o perfil de GPIs e GPIA sintetizados em glândulas salivares na 

presença de Jbtx por espectrometria de massas; 

iv. Analisar a expressão gênica da enzima inositol-transferase, bem como de 

outras proteínas ligadas a processos de glicosilação de proteínas; 

v. Caracterizar bioquimicamente a atividade da rUAP em relação a seus 

parâmetros enzimáticos e cinéticos; 

vi. Produzir um anticorpo a partir da rUAP para avaliar a expressão da enzima 

a nível proteico por Western Blot e a distribuição tecidual por 

imunofluorescência; 

vii. Verificar uma possível co-evolução da UAP com as enzimas quitina-sintase 

e inositol-transferase em insetos a partir de análises evolutivas por 

bioinformática. 
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8. Apêndice 

 

8.1. Anotação de sequências da UAP de insetos no UniProt  

Tabela S1. Lista final de sequências da UAP utilizadas na análise filogenética. 

Organismo Anotação no UniProt 

Acromyrmex echinatior F4X1T0 

Acyrthosiphon pisum J9JW65 

Aedes aegypti Q6GW02 

Anopheles darlingi X1YJN5 

Anopheles gambiae Q7Q3I4 

Anoplophora glabipennis V5GSW0 

Atta cephalotes W4X5H9 

Bactrocera dorsalis S4TMY9 

Bombyx mori H9IWH7 

Camponotus floridanus E2AX38 

Ceratitis capitata W8BGG5 

Corethrella appendiculata U5EJU3 

Culex quinquefasciatus B0W7S4 

Dendroctonus ponderosae (1) J3JWJ4 

Dendroctonus ponderosae (2) N6U0E6 

Drosophila ananassae B3MVM1 

Drosophila erecta B3N5R9 
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Drosophila grimshawii B4JQ73 

Drosophila melanogaster Q8IPJ6 

Drosophila mojavensis B4KKX7 

Drosophila persimilis B4GKK5 

Drosophila pseudoobscura pseudoobscura Q29PE0 

Drosophila sechellia B4I1W1 

Drosophila virilis B4M9K1 

Drosophila willistoni B4N7M5 

Drosophila yakuba B4P0D5 

Glossina morsitans morsitans D3TMF2 

Harpegnathos saltator E2C8J0 

Homo sapiens Q16222 

Locusta migratoria (1) T1RR64 

Locusta migratoria (2) T1RRG3 

Mus musculus Q3TAD4 

Musca domestica T1P8W1 

Nasonia vritripennis K7JA42 

Rhodnius prolixus T1IG81 

Solenopsis invicta E9IB23 

Spodoptera exigua C0JP36 

Triatoma infestans A0A023F4T7 
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Tribolium castaneum (1) D6W8B1 

Tribolium castaneum (2) D6WXC5 

 

 

8.2. Alinhamento das sequências utilizadas na análise filogenética 
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