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RESUMO

Insetos sdo as causas de alta mortalidade e morbidade em populacées humanas,
sobretudo como resultado da transmissao de patégenos por espécies hematofagas. O
combate a doencas transmitidas por estas espécies €, portanto, um desafio que
requer novas e eficientes estratégias. Abordagens légicas para essas iniciativas
devem ser baseadas em estudos de fisiologia, bioquimica e biologia molecular de
insetos vetores de doencas. Rhodnius prolixus € um hemiptero que pertence a familia
Reduviidae. Este inseto tem atividade de sintese de hemozoina (Hz) na fracéo
protéica de epitélio intestinal. O presente trabalho tem por objetivo comparar alfa-
glucosidases de R. prolixus com alfa-glucosidases de outros organismos utilizando
ferramentas de bioinformética, buscando compreender a evolugcdo destas enzimas e
que caracteristicas estruturais podem ser importantes na atividade formadora de Hz. A
partir da utilizacdo do programa HMMER e com base no dominio conservado de alfa-
glucosidases, foram detectadas e analisadas estas enzimas em diversas espécies. As
seqlUéncias destas proteinas foram utilizadas na construcao filogenética da familia das
alfa-glucosidases. A triade catalitica das alfa-glucosidases (Asp107, Glul75, Asp242
na proteina de R. prolixus RproJACI96031.1) sdo residuos invariaveis entre 0s
membros do cla GH-H. A auséncia de algum destes residuos indica que a proteina
pode ser considerada inativa. Duas das sete regibes da arvore filogenética
caracterizam-se por apresentarem a maior quantidade de alfa-glucosidases com a
triade catalitica completa, além disso, estas regifes tém totalmente conservados 0s
residuos YDH, ainda mais conservados que os residuos cataliticos. Também foi
encontrada no alinhamento multiplo de sequéncias uma alta concentragéo de residuos
de acido aspartico e acido glutamico, residuos conhecidos por interagir com o atomo

de ferro.

Palavras-chave: hemozoina, alfa-glucosidase, R. prolixus, evolugéo, bioinformética.



ABSTRACT

Insects are causes of high mortality and morbidity in human populations, primarily as
a result of pathogen transmission by sucking species. The fight against diseases
transmitted by these species is therefore a challenge that requires new and efficient
strategies. Logical approaches for these initiatives should be based on studies of
physiology, biochemistry and molecular biology of insect disease vectors. Rhodnius
prolixus is a hemiptera belonging to the family Reduviidae, this insect has synthesis
activity of hemozoin (Hz) in the protein fraction of the intestinal epithelium. The main
object of this work is to compare alpha-glucosidase from R. prolixus with alpha-
glucosidases from other organisms using bioinformatics tools, in order to understand
the evolution of these enzymes searching for sequences and structural features that
may be important to understand hemozoin activity. HMMER program was used for
detect and analyze alfa-glucosidases in several species, based on the conserved
domain of alpha-glucosidase. The sequences of these proteins were used in the
construction of the phylogenetic tree family of alpha-glucosidases. The catalytic triad
of alpha-glucosidase (Aspl07, Glul75, Asp242 in R. prolixus protein Rpro |
ACI96031.1) are invariant among members of the clan GH-H. The absence of some
of these residues indicates that the protein can be considered inactive. Two of the
seven regions of the phylogenetic tree characterized by presenting the greatest
amount of alpha-glucosidases with the complete catalytic triad. These regions have
the conserved residues YDH, and also the catalytic residues are fully conserved too.
It was also found in the multiple sequence alignment a high prevalence of aspartic
and glutamic acid residues. These residues are known to interact with the iron atom

in many proteins.

Keywords: hemozoin, alpha-glucosidase, Rhodnius prolixus, bioinformatics.



1. INTRODUCAO

A classe dos insetos compreende mais de um milhdo de espécies. Destes,
aproximadamente 14.000 espécies, distribuidas em 400 diferentes géneros, tém o
habito de se alimentar de sangue de vertebrados. A hematofagia € uma
caracteristica polifilética tendo evoluido varias vezes ao longo da evolucdo destes
artropodes. Embora ndo se conheca o0 momento exato em que 0s primeiros insetos
hematéfagos surgiram, ha uma tendéncia em ajustar a origem da maioria dos grupos
no periodo Cretaceo (Lukashevich e Mostovski, 2003; Mans e Neitz, 2004).

Em insetos a evolucdo do habito de sugar sangue parece ter ocorrido através
de dois caminhos principais: pela presenca de partes bucais pré-adaptadas para
perfurar e através da associagcdo prolongada entre insetos e vertebrados (Lehane,
2005). Nesta associacdo que deve ter ocorrido em ninhos, o0s insetos inicialmente se
alimentavam de fezes, fungos e restos de vertebrados provenientes das mudas,
penas ou pelos. A ingestdo regular ou acidental desses materiais provavelmente
favoreceu a selecao de individuos que poderiam utilizar eficientemente este material
(Lehane, 2005).

Uma vez que os insetos passaram a adquirir sangue de forma regular, é
provavel que seu alto valor nutricional tenha direcionado o desenvolvimento de um
grupo de insetos que regularmente exploravam sangue como fonte de alimento. Isto
teria se desenvolvido progressivamente, através de adaptacbes fisiologicas,
comportamentais e morfolégicas, inicialmente para hematofagia facultativa e,
eventualmente, em alguns insetos, para hematofagia obrigatéria (Marshall, 1981).

Uma segunda hipotese explica o surgimento de insetos hematdfagos a partir
de espécies de insetos que se alimentavam de seiva de plantas. Os sugadores de
seiva podem ter perdido suas proteases digestivas, pois estas representariam uma
dificuldade alimentar para estes insetos. Dessa forma, seletivamente, alguns destes
genes foram perdidos em algumas linhagens de fitéfagos. Posteriormente, para
mudarem seu habito alimentar para a hematofagia, estes insetos precisaram
readquirir sua atividade proteolitica. Sugere-se que, tendo perdido suas tripsinas,
estes insetos tivessem que fazer uso de catepsinas intracelulares, redirecionando-as

para digestao extracelular (Lehane, 2005). Hemipteros fazem uso de proteases do



tipo catepsinas no seu processo digestivo, com grande eficiéncia, isto é consistente
com a hipotese de que tenham surgido a partir de sugadores de seiva vegetal
(Houseman et al.,, 1985; Billingsley e Downe, 1989; Terra, 1988). Entre os
hematofagos encontram-se ainda insetos que apresentam serino-proteases ativas.
Isto pode ter ocorrido devido & manutencdo do gene e posterior ativacao deste, com
a evolugao da hematofagia.

1.1. Ordem Hemiptera

Na classe Insecta, o grupo Paraneoptera inclui duas superordens: Psocodea,
gque compreende as ordens Psocoptera (tracas e psocoéides) e Phithiraptera
(piolhos); e a superordem Condylognatha, que inclui a ordem Hemiptera. Na ordem
Hemiptera se encontram barbeiros, percevejos, pulgdes e cigarras e é a ordem de
Paraneoptera, a mais bem sucedida e mais numerosa (Silva et al., 2004).

A ordem Hemiptera possivelmente surgiu no Carbonifero (Figura 1), tendo
sua maior diversificacdo no Mesozoico, aliada a emergéncia das angiospermas, ja
gue as pecas bucais destes insetos séo altamente eficientes na extracédo de fluidos
vegetais, visto que teriam as partes bucais pré-adaptadas ao habito picador-
sugador. A evolucdo das partes bucais foi de crucial importancia para possibilitar
que se desenvolvessem no grupo, o habito de se alimentar de sangue (Lehane,
1991).

A ordem Hemiptera é dividida em duas subordens: Homoptera e Heteroptera,
que diferem, sobretudo, quanto a seus habitos alimentares (Silva et al., 1995).
Homoptera compreende insetos que se alimentam principalmente de seiva de
plantas, enquanto insetos da subordem Heteroptera possuem uma dieta mais
variada. A ordem Hemiptera possui muitas espécies de grande importancia médica
e veterinaria. No entanto, esta ordem também possui membros que sao
considerados pestes ou vetores de patégenos de plantas, como é o caso do

Dysdercus peruvianus.
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A matriz peritrofica consiste em uma estrutura anatdémica quitino-protéica que
envolve o bolo alimentar da maioria dos insetos, levando a compartimentalizacdo do
processo digestivo (Terra et al., 1979; Terra e Ferreira, 1994). Hemipteros diferem



dos outros insetos por possuirem membrana perimicrovilar (MPMV), que consiste
em uma membrana extracelular de natureza fosfolipidica que envolve as
microvilosidades do intestino (Terra, 1988). As membranas perimicrovilares foram
descritas tanto em Heteroptera, quanto em Fulgoroidea, superfamilia de Homoptera
onde se encontram cigarras, pulgdes, cigarrinhas e colchonilhas (Reger, 1971; Lane
e Harison, 1979; Andries e Torpier, 1982; Baerwald e Decarpio, 1983).

Entre varios grupos de insetos paraneopteros, somente os insetos das ordens
Hemiptera e Thysanoptera possuem membranas perimicrovilares, contrastando com
Psocoptera e Phthiraptera que n&o possuem. Isto sugere que as membranas
perimicrovilares apareceram inicialmente em um ancestral Condylognatha (Silva et
al., 2004). Acredita-se que o desenvolvimento das membranas perimicrovilares
ocorreu pela necessidade de uma maior eficiéncia no processo de absorcdo de
aminoacidos essenciais, ja que estes se encontravam em baixissimas
concentracdes no floema (Terra, 1990). MPMV estdo em contato direto com o bolo
alimentar, separando este do epitélio intestinal. MPMV se estendem da base das
microvilosidases em direcdo ao lumen e delimitam um compartimento fechado, o
espaco perimicrovilar. Este espaco € localizado entre a membrana microvilar e a
membrana perimicrovilar. A funcdo dessa membrana é a compartimentalizagdo do
processo digestivo, aumento da eficiéncia da absor¢cdo de aminoacidos, imobilizacéo
de algumas enzimas e protecdo quimica e mecanica do epitélio intestinal (Terra e
Jordao, 1991).

1.2. Evolucéo da hematofagia em artropodes

Em termos de numero de espécies conhecidas, Arthropoda € o filo mais bem
sucedido dos metazoarios. Somente insetos apresentam mais de um milhdo de
espécies. Dessa enorme diversidade genética aproximadamente, 14.000 espécies
distribuidas em 400 diferentes géneros, tém o habito de ingerir sangue de
vertebrados (Ribeiro, 1995).

A hematofagia surgiu varias vezes ao longo da evolucdo dos artropodes
(Ribeiro, 1995). E possivel que a hematofagia tenha surgido no inicio da divisdo de
mamiferos e aves, acompanhadas pela diversificacdo e expansdo dos animais

terrestres. Antecedentes de hematéfagos modernos, frequentemente tém varias



caracteristicas que sao pré-condicdes para hematofagia. Algumas dessas pré-
adaptacdes sdo de natureza ecologica e a proximidade com os vertebrados foi
principalmente o que facilitou o desenvolvimento dessas caracteristicas (Lehane,
2005).

A associagao persistente entre insetos e vertebrados parece ter se iniciado
através da atracdo de insetos para os ninhos e tocas dos vertebrados onde
encontrariam calor e umidade. Em areas semi-aridas ou aridas, o habitat oferecido
pelos ninhos pode ter sido também de fundamental importancia para a sobrevivéncia
dos insetos, ja que estes locais apresentavam um abundante suprimento de
nutrientes (Pearman, 1960). Nesta associagdo com o0s ninhos, 0s insetos
inicialmente se alimentavam de fezes, fungos e restos de vertebrados provenientes
das mudas, penas ou pelos. A ingestdo regular ou acidental desses materiais
provavelmente favoreceu a selecdo de individuos que poderiam utilizar
eficientemente este material (Lehane, 2005). AdaptacBes morfolégicas foram
claramente necesséarias, como a modificacdo das pecas bucais para o
desenvolvimento da hematofagia (Emmerson et al., 1973). As partes bucais destes
insetos se desenvolveram para alimentacdo baseada inicialmente em matéria
organica, sendo quase em sua maioria mastigadoras.

Uma vez que os insetos passaram a adquirir sangue de forma regular, é
provavel que seu alto valor nutricional tenha favorecido o desenvolvimento de
espécies que regularmente exploravam sangue como fonte de alimento. Isto teria se
desenvolvido progressivamente, através de novas adaptacdes fisioldgicas,
comportamentais e morfologicas, inicialmente para hematofagia facultativa e,
eventualmente, em alguns insetos, para hematofagia obrigatéria (Marshall, 1981).

A associagdo de insetos e vertebrados pode ter sido estabelecida ainda
devido a atracdo dos insetos pelas secrec¢des do hospedeiro vertebrado, ou pelo uso
do vertebrado como sitio de aquecimento (Lehane, 2005). Mas, provavelmente o
fator mais importante, foi o uso dos excrementos do hospedeiro como habitat larval.
Haematobia irritans € um bom exemplo de colonizador de fezes para a criacao de
larvas. Estas sO deixam o hospedeiro vertebrado para realizar a oviposicdo nas
fezes do mesmo (Mohr, 1943). Este tipo de adaptacdo permite que a fémea adulta,
durante a dispersdo de suas larvas, ndo se afaste do seu hospedeiro. Assim, o
aparecimento do habito de se alimentar de sangue em fémeas pode ser explicado



pelas vantagens oferecidas, ndo so6 pelo fato do sangue ser altamente nutritivo, mas
também devido ao uso do ambiente do hospedeiro para oviposicao.

Nos machos, mesmo agueles que ndo se alimentam de sangue, a questéo
pode ser explicada pelo fato de que a associacdo com o vertebrado minimiza o
tempo e a energia investidos na procura da fémea. Assim, estando o0 macho em
associacdo com o vertebrado, mesmo sem se alimentar de sangue, ele garante que
a fémea que se alimenta de sangue chegara ao local de alimentacdo, onde ele se
encontra.

A segunda teoria acerca da rota que possibilitou a evolugdo da hematofagia
se baseia no desenvolvimento a partir de alguns insetos ancestrais que possuiam a
morfologia das partes bucais pré-adaptadas para perfurar. Insetos entomofagos séo
fortes candidatos a esta conversédo. Rhagionidae € uma familia onde se encontram
insetos predadores de outros insetos. Nesta familia algumas poucas espécies se
tornaram hematofagas. Estes entomdéfagos seriam atraidos aos ninhos pelos
insetos presentes, e dessa forma, comecariam a também ter contato com
vertebrados. Estes insetos predadores teriam adaptacbes morfoldgicas e
fisiologicas, tais como enzimas digestivas eficientes e partes bucais adaptadas, que
facilitariam uma mudanca para o habito de se alimentar de sangue. Este habito
inicialmente estaria relacionado a um evento ocasional, podendo ser modificado
para alimentacdo exclusivamente sanguinea, pela continuada associacdo com
vertebrado (Lehane, 2005).

1.3 Hemozoina

A proteina mais abundante no sangue de mamiferos é a hemoglobina (Hb),
constituindo uma importante fonte de aminoacidos para insetos hematofagos. A
degradacdo da hemoglobina pelo sistema digestério desses insetos resulta na
liberacdo de altas concentracdes de heme, o grupo prostético da hemoglobina. O
grupo heme, ou ferro-protoporfirina IX (Figura 2), pertence a familia das porfirinas
que sao moléculas biologicamente importantes relacionadas aos processos de
captura e transducdo de energia. Essas moléculas sdo formadas por um macrociclo
composto de quatro anéis pirrélicos unidos por ligacdes metilénicas (Moreira et al.,
2004).
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Figura 2: Estrutura do grupo heme ou ferro-protoporfirina 1X.

A liberacdo de grandes concentracbes de heme na sua forma monomeérica,
durante a digestdo da hemoglobina no intestino médio de espécies hematéfagas
poderia ser danosa, jA que a permeabilidade e a seletividade de membranas
celulares sédo alteradas na presenca desta molécula (Smith et al., 1993). A toxicidade
do heme esta relacionada também a sua capacidade de promover a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (Liu et al., 1985; Gutteridge e Smith, 1988) que
causam danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA (Aft e Muller, 1984; Vicent et
al.,1988).

Devido ao caréater toxico das moléculas de heme, varios mecanismos de
detoxificagdo dessa molécula foram desenvolvidos ao longo da evolugdo, por
diferentes organismos hematofagos. Estes mecanismos incluem a detoxificacdo de
heme por degradacdo enzimética (Paiva-Silva et al., 2002, 2006), a ligacdo de heme
a proteinas antioxidantes (Dansa Petretski et al., 1995), a acdo de antioxidantes que
previnem a formagdo de espécies reativas de oxigénio (Paes e Oliveira, 1999;
Graca-Souza et al., 1999) e a formacdo de hemozoina (Hz) (Oliveira et al.,1999).

A hemozoina possui em sua estrutura uma molécula de heme associada a
outra atraves de ligacdes idnicas entre o0 atomo de Fe de uma molécula de heme e o
grupo carboxila dissociado de um grupamento propionato do anel porfirinico de outra
molécula de heme, como descrito por espectrometria infravermelha e de absorgéo

de raios X (Slater et al., 1991). A estrutura quimica da hemozoina corresponde a um



dimero inicial (Figura 3A) que vai gerar um cristal composto de varios dimeros

associados unidos por ligacdes de hidrogénio (Egan, 2008) (Figura 3B).

Figura 3: Estrutura do dimero de heme (Frosch et al.,, 2009) A e da hemozoina
(Egan, 2008) B.

Nesta estrutura ocorre ligacdo entre o ferro de uma molécula de heme com o
radical carboxilato da molécula de heme adjacente. Também ocorrem ligacGes de
pontes de hidrogénio que auxiliam na ramificacdo da cadeia.

Em Aedes aegypti a associacdo da heme com a matriz peritrofica parece
diminuir a toxicidade desta molécula no intestino do inseto mas esta espécie néo
parece ser capaz de formar Hz in vivo (Pascoa et al., 2002). No R. prolixus trabalhos
anteriores do nosso grupo tem demonstrado a capacidade de associacdo do heme,
gerado pela degradacdo da hemoglobina, com as membranas perimicrovilares
(Oliveira et al., 2000; Silva, 2001, Silva et al., 2007). Homogenatos de Plasmodium
(Slater et al., 1991) e uma fracdo particulada do conteudo intestinal de R. prolixus
(Oliveira et al.,2000) sé&o capazes de promover a formacao de Hz in vitro.

Silva et al. (2007) mostraram que a formac¢do de hemozoina em R. prolixus é
dependente das membranas perimicrovilares. Essas membranas possuem a-
glucosidases como proteinas majoritarias e, por isso, estas enzimas tém sido

utilizadas como marcadores moleculares de membranas perimicrovilares em



Hemiptera (Silva et al.,, 1995). Estas enzimas parecem ser responsaveis pela
formacéo de Hz no intestino médio de R. prolixus (Mury et al., 2009).

Em alguns trabalhos com Plasmodium falciparum foi proposto que a atividade
de formacdo de Hz estava relacionada a presenca de uma enzima que foi
denominada heme polimerase (Chou e Fitch et al., 1992; Slater e Cerami, 1992).
Posteriormente no Plasmodium, outra proteina, denominada HDP (heme
detoxification protein) foi descrita como tendo um papel importante na conversao de
heme em Hz (Jani et al., 2008).

Tanto em Plasmodium como em outros organismos produtores de Hz, o
mecanismo de biogénese de Hz € ainda pouco conhecido e sujeito a intensos
debates (Dorn et al., 1995; Fitch et al., 1999; Tekwani e Walker, 2005). Alguns
autores sugeriram que a formacéo de Hz era, na verdade, um processo dependente
da presenca de lipideos especificos (Bendrat et al., 1995 e Dorn et a., 1995), outros
de proteinas ricas em histidina (Sullivan et al., 1996) e outros ainda que a prépria Hz
pré-formada poderia promover a formacao de Hz, em uma reacdo autocatalitica sem

o envolvimento de proteinas ou lipidios do parasita (Dorn et al., 1995).

1.4 Alfa-glucosidases

Glucosidases (EC 3.2.1) sdo enzimas que catalisam reacdes de hidrélise de
ligacdes O- ou S-glicosil, e estdo envolvidas com uma grande variedade de eventos
biolégicos (Zechel e Whiters, 2000). Entre as glucosidases se encontram as a-
glucosidases ou a-D-glucosideo-glucohidrolases (EC 3.2.1.20) Estas enzimas
catalisam a hidrolise de ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 das extremidades ndo
redutoras de oligo ou polissacarideos liberando a-D-glucose com eficiéncia variada.

As alfa-glucosidases tem o dominio catalitico A com a estrutura de barril
(alfa/beta)8 que é uma das estruturas mais utilizadas na natureza pelas proteinas
(Figura 4).

O dominio A das alfa-glucosidases tem a triade catalitica composta por dois
acidos asparticos e um acido glutamico (Figura 5), residuos que sédo absolutamente
conservados nas proteinas ativas. Os dominios B e C podem ser de diversos
tamanhos ou inclusive, como no dominio C terminal, pode ser ausente em algumas

alfa-glucosidases (Kumar, 2010).
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Figura 4: Estrutura da alfa-glucosidase de Thermotoga maritima. PDB 10BB.
Os dominios individuais sdo marcados: dominio A (vermelho), consiste em uma
estrutura de barril (alfa/beta)8, onde estdo os residuos cataliticos, o dominio B

(amarelo), e dominio C terminal (verde). (Pujadas, 2001)
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10SE.pdd ER QPVSYKL-C ALVE
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Figura 5. Alinhamento estrutural de seqiiéncias baseadas em 24 estruturas
PDB de alfa-amilase. Proteinas analisadas com o programa MUSTANG. Os
nameros dos residuos importantes na atividade alfa-glucosidase sao marcados de
acordo com a estrutura 1E3Z. Residuos que interagem com o substrato (Y54, D98),
residuos que estabilizam o estado de transi¢cao (H103, H327), triade catalitica (D231,
E261, D328) (Kumar, 2010).
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A partir de estudos estruturais ja publicados (McGregor et al.,, 2001) com
enzimas mutantes, substratos e inibidores, foram identificados os aminoacidos
conservados que sao caracteristicos de especificidade da familia alfa-amilase (Tabela
1). A Tabela 1b mostra o alinhamento estrutural de varias proteinas da familia alfa
amilase, as letras X significam que o residuo nas proteinas € hidrofébico, B o residuo é
hidrofilico e Z indica que o residuo é importante para a especificidade da proteina. A
Tabela 1a mostra a posicdo dos residuos da Tabela 1b na posicao relativa da proteina
Taka-amilase (XP_001821436.1).

a
I 116 VDVVANH 122 II 202 GLRIDTVKH 210
111 226 YCIGEVLD 233 IV 292 FVENHD 297

b. More generally
| XDXXXNH I GXRXDXXZZ

M XXX(G/AEZZZ IV  XXBBHD

Tabela 1. Aminoacidos conservados das enzimas da familia alfa-amilase: a. para
a proteina Taka amilase A (XP_001821436.1). b. Alinhamento estrutural de um
conjunto de proteinas da familia alfa-amilase com residuos conservados indicados
alternativamente com as letras X, residuo hidrofobico; B, residuo hidrofilico; Z, residuo
importante para a especificidade (McGregor et al., 2001)

A maioria das alfa-amilases, tém residuos aromaticos e hidrofobicos na posicao
210 equivalente na Taka-amilase (Tabela 2), que podem interagir com acucares. As
outras posicoes podem servir para identificar as proteinas de acordo a sua fungéo
(McGregor et al., 2001).

Glucosidases séo as primeiras enzimas da digestdo nos insetos sugadores de
seiva (Morgan, 1975), mas a presenca de uma alta atividade dessas enzimas em
insetos hemato6fagos, como R. prolixus, sugere que estas sdo também importantes
para insetos que se alimentam de sangue (Silva et al., 2004). Em Phlebotomus
langeroni foi observado que a atividade de a-glucosidase aumentou

significativamente 1h apos a alimentacdo com sangue (Dillon e Kordy, 1997).
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Enzyme Residues at position number (TRKEAR No. of
sequences
NS W N6 N9 A0 B W 23 24 26 2
Enzymes acting on sucrose
Amylosucrase A v A F l
Glucan sucrase A A D N M/D/A 14
Sucrose phosphorylase A AN G Y/F -
A F A § 2
Cyclomaltodextrinase® v A N E No KL 4
C G H D 2
A LV P YH Y ST §
AN Gl S H/IUM 3
oV ALV H G/IUM 4
Enzymes acting on a-1,6-bonds only
Oligo-1,6-glucosidase v ! GN FIMIS §
\ L W L |
Dextran glucosidase v l D UM 2
NolL V l N L A | I
Pullulanase L M A L l
v P N E l
(Limut dextrinase) UMQ UM G DH/LY 13
Isoamylase L A S v 6
Enzymes acung on a-1,4-bonds only
Maltooligosyltrehalose A v H A 6
trehalohydrolase
Maltosyl transferase M G H A E
! AW K H W 8

......

Tabela 2. Residuos carateristicos das alfa-amilases com diferente especificidade.

Em destaque as alfa-glucosidases (McGregor et al., 2001).

As alfa-glucosidases sédo encontradas no intestino médio dos insetos, na
forma soluvel ou ligadas a membranas. As a-glucosidases de membrana s&o
proteinas integrais da membrana microvilar em células intestinais de Diptera
(Espinoza-Fuentes & Terra 1986; Terra & Jordao, 1989, 1991). Na ordem Hemiptera,
uma a-glucosidase é encontrada associada as membranas perimicrovilares, que
envolvem as microvilosidades e se projetam para a luz do tubo digestivo, algumas
vezes formando multiplas camadas sobre as microvilosidades das células do
intestino médio, provavelmente em todos os hemipteros (Terra, 1988; Silva et al.,
2004). Em alguns hemat6fagos, as membranas perimicrovilares parecem ser
sintetizadas em resposta a alimentacdo com sangue. Em R. prolixus a atividade

desta enzima aumenta significativamente nos quatro primeiros dias apds o repasto
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sanguineo. Este aumento coincide com o aumento da Hz no Iimen intestinal desta
espécie, sugerindo a participacdo dessas membranas na sintese do cristal de heme
(Silva et al., 2007). Provavelmente, a pressao evolutiva determinou uma funcéo
diferente para esta enzima nestes animais, visto que, proteina, e ndo carboidrato € o
nutriente majoritario presente nas dietas de insetos sugadores de sangue.

O papel da a-glucosidase intestinal na sintese de Hz em R. prolixus foi
demonstrado por nosso grupo (Mury et al, 2009). Este trabalho mostrou que a
enzima promove a sintese de Hz, participando provavelmente na etapa de
nucleacdo de heme, j4 que a adicdo de inibidores enzimaticos ndo bloquearam o
processo depois de transcorridas 4 horas depois do inicio da sintese de hemozoina.
Fémeas de R. prolixus que foram injetadas com dupla fita de RNA, construida com
base na sequéncia de uma a-glucosidase intestinal de Anopheles aquasalis
apresentaram uma consistente reducao na formagéo de Hz.

Adicionalmente nosso grupo também mostrou que uma a-glucosidase da
membrana perimicrovilar de Dysdercus peruvianus, um hemiptero sugador de
sementes de algoddo, é capaz de catalisar a sintese Hz in vitro e que ao ser
artificialmente alimentado com heme, este hemiptero sintetiza cristais de heme com
caracteristicas espectroscopicas semelhantes a Hz, também in vivo. Além disso, se
€ oferecido sangue a fémeas em jejum, este inseto é capaz de se alimentar de
sangue sem alteracdes significativas de ovoposicédo e mortalidade, mostrando que o
grupo apresenta as pré-adaptacdes necessarias a hematofagia (Calegério et al, em
preparacao). Entre estas pre-adaptacoes, € possivel que a-glucosidases deste grupo
de insetos jA apresentem caracteristicas estruturais que permitem que elas sejam
capazes de desempenhar uma nova fungcdo e capacitar estes organismos a

vencerem o desafio evolutivo da hematofagia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Como meta central do presente trabalho esta o analise computacional de alfa-
glucosidases de insetos, com especial atencdo aos grupos de insetos
hematéfagos.

2.2 Objetivos Especificos

Analise de residuos marcadores que identifiguem a atividade catalitica da

proteina RproJACI96031 de R. prolixus como parte da subfamilia das alfa-

glucosidases (EC. 3.2.1.20) das glucosilhidrolases.

Andlise da organizacdo e distribuicdo da &arvore filogenética das alfa-

glucosidases homoélogas a alfa-glucosidase Rpro]ACI96031 de R. prolixus.

Andlise do alinhamento multiplo de sequéncias das alfa-glucosidases de insetos

hematéfagos e ndo hematofagos com o fim de encontrar residuos ou regiées

conservadas.

¢ Analise do alinhamento multiplo das estruturas das alfa-glucosidases de R.

prolixus com o fim de encontrar estruturas conservadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sequéncias protéicas dos organismos selecionados

As duas principais caracteristicas dos organismos selecionados para o
presente trabalho sdo a posicado filogenética e a disponibilidade de genoma
sequenciado. Também foram escolhidos preferencialmente insetos de grupos
hemat6fagos e ndo hematéfagos e outros organismos nado insetos. Os organismos

selecionados e acrébnimos foram:

1. Aedes aegypti, Aaeg. 7. Drosophila melanogaster, Dmel.
2. Anopheles gambiae, Agam. 8. Homo sapiens, Hsap.

3. Apis mellifera, Amel. 9. Ixodes scapularis, Isap.

4. Caenorhabditis elegans, Cele. 10. Nematostella vectensis, Nvec.

5. Culex ginquefasciatus, Cqui. 11. Pediculus humanus, Phum.

6. Daphnia pulex, Dpul. 12. Saccharomyces cerevisiae, Scer.

As sequéncias proteicas de cada um dos organismos foram descarregadas da base
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information,

www.ncbi.nim.nih.gov/) no formato FASTA.

3.2. Busca de proteinas com alta similaridade com a alfa-glucosidase
Rpro|ACI96031 de R. prolixus

HMMER (Hidden Markov Models, http://hmmer.janelia.org/) € uma ferramenta
de bioinformética elaborada para detectar dominios conservados em sequUéncias
protéicas usando o método estatistico de Hidden Markov Models (HMM). Em geral,
tais dominios sdo provenientes de bancos de dados, como por exemplo o PFAM
(http://pfam.sanger.ac.uk/). Neste trabalho foi utilizada a sequéncia parcial da alfa-
glucosidase de R. prolixus RproJACI96031, para confirmar a familia do PFAM que

compreende as alfa-glucosidases (PF00128).
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O dominio PFAM representante da familia das alfa-glucosidases foi entédo
utilizado para detectar enzimas desta familia nos genomas selecionados (e-value <
0,01). Visando minimizar o risco de incluir isoformas do mesmo gene nas analises,
foi utilizado o programa BLASTCLUST (identidade minima de 95% e 80% de
cobertura das sequéncias agrupadas (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/blastclust) e

apenas uma proteina retida por cluster.

3.3. Predicao de regides transmembranares

Dois programas foram usados para realizar a predicdo de regifes transmembranares
nas proteinas estudadas: TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) e
Phobius (http://phobius.sbc.su.se/). Estes programas estimam a probabilidade de
ocorréncia de regibes transmembranas na proteina a partir de calculos de

hidrofobicidade dos residuos de acordo com a posicao da sequéncia na proteina.

3.4. Alinhamento multiplo de sequéncias

As proteinas selecionadas foram alinhadas utilizando o programa MUSCLE,
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). O alinhamento mdltiplo resultante foi

utilizado para a identificacdo de dominios conservados e reconstrucao filogenética.

3.5. Construcao da arvore filogenética

Foi usado o programa PHYML, “PHYlogenetic estimation using Maximum
Likelihood” (http://www.phylogeny.fr/version2/), executado com 100 Bootstraps e
Likelihood-Ratio Test, modo SH-like.

3.6. Alinhamento multiplo de estruturas

Foram localizados os melhores modelos estruturais para as 6 diferentes alfa-
glucosidases de R. prolixus utilizando o site BLASTp do NCBI. So 4 alfa-
glucosidases tiveram estruturas modelo, com a identidade suficiente (Tabela 5) para
ser utilizados na modelagem comparativa, feita com o servidor Swiss model. As 4
alfa-glucosidases de R. prolixus simuladas foram alinhadas estruturalmente
utilizando o servidor MISTRAL (Figura 19).
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4. RESULTADOS

4.1. Residuos marcadores das enzimas da familia alfa-amilase

A familia das alfa-amilases contém diversas glucosil-hidrolases, entre elas a
subfamilia das alfa-glucosidases. Assim a primeira questdo que surgiu sobre a
sequéncia da alfa-glucosidase de R. prolixus Rpro]ACI96031.1 (Mury et al., 2009) que
foi utilizada como padrao de selecdo das alfa-glucosidases de outros organismos, foi
se esta sequéncia tera algum padrdo caracteristico de residuos identificadores da
subfamilia das alfa-glucosidases ou algum padrdo relacionado a outras subfamilias
como as (glucotransferases, ou isoamilases por exemplo, muito préximas

evolutivamente das alfa-glucosidases.

Com o alinhamento entre as sequéncias da alfa-glucosidase referéncia de R.
prolixus (Rpro|ACI96031.1) com a proteina Taka-amilase A (XP_001821436.1),
obtivemos a localizacdo dos residuos hidrofébicos X e hidrofilicos B, mostrada na
Tabela 1b. O resultado indica que a proteina Rpro|ACI96031.1 ndo perdeu os residuos
hidrofébicos e hidrofilicos caracteristicos das proteinas da familia alfa- amilase.

A Tabela 2 mostra os residuos carateristicos do dominio A de alfa — amilases
com diferentes especificidades. Cinco das seis posicdes caracteristicas das alfa-
glucosidases (posicdes encerradas em caixas) aparecem na enzima referéncia de R.
prolixus, enquanto que somente duas das seis posi¢des, coincidiram com a sequéncia
da Ciclodextrina Glucanotransferases, confirmando que esta proteina pertence a

subfamilia das alfa-glucosidases.

4.2. Arvore filogenética das alfa-glucosidases

A sequéncia da alfa-glucosidase de R. prolixus Rpro|ACI96031.1 foi utilizada
para encontrar o PFAM PF00128, que foi usado para localizar as alfa-glucosidases dos
organismos selecionados utilizando o programa HMMER. Possiveis isoformas do
mesmo gene foram eliminadas utilizando o programa BLASTClust. As alfa-

glucosidases foram alinhadas usando o programa MUSCLE e a construcéo filogenética
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foi feita com o software PHYML. A representacdo grafica da arvore filogenética obtida
foi feita usando o programa FIGTREE (figura 6).

A arvore foi organizada com as ramificacdes A, B, C, D, E, F e G; cada
ramificacdo foi classificada de acordo as caracteristicas predominantes como tipo de
dominio, solubilidade da proteina, presenca ou auséncia de residuos especificos e
outros.

A figura 7 mostra apenas a regido A da arvore filogenética. Esta regido se
caracteriza pela presenca dos dominios ligantes de carboidratos CBM 48
(PF02922), alfa-amilase (PF00128) e alfa-amilase C (PF02806) em todas as
proteinas. Esta regido apresenta proteinas solUveis com dominios alfa amilase
(PF00128) de tamanhos variados (93 — 290 aminoacidos) e s6 duas proteinas tém
atividade catalitica de acordo a presenca da triade catalitica carateristica da familia
alfa-amilase.

A segunda ramificacdo da arvore filogenética, regido B, mostrada na figura
8, se caracteriza pela presenca do dominio alfa-amilo-1,6-glucosidase (PF06202).
Inclui proteinas sollveis, com excecao da proteina de R. prolixus Contig15916 1,
com uma regido transmembranar na por¢cdo N terminal. Os dominios alfa amilase
(PF00128) tém tamanhos mais uniformes (100 — 138 amino&cidos), mas nenhuma
tem atividade alfa-glucosidase.

A terceira regido da arvore filogenética, regidao C, € mostrada na figura 9.
Esta se caracteriza pela presenca do dominio alfa amilase (PF00128) e alfa amilase
C (PF02806) muito proximos. Esta regido s6 contem proteinas sollveis, com
excecdo da proteina de R. prolixus Contigl5916 1, que tem a regido
transmembranar na por¢do N terminal. Os dominios alfa amilase (PF00128) das
proteinas nesta regido tém tamanhos mais uniformes (100 — 138 aminoacidos) e 0s
residuos cataliticos se caracterizam pela auséncia do acido glutamico E, sO a
proteina de R. prolixus Contig15916 1, tem a triade catalitica.

A quarta regido da arvore filogenética, regido D, é mostrada na figura 10.
Esta se caracteriza pela auséncia do dominio alfa amilase C (PF02806). Duas
proteinas tém regido transmembrana na porcdo C terminal, Amel|XP_624736.2 e
Rpro|Contigl7590 29. Nesta regido, sete das treze proteinas tém a triade catalitica

das alfas glucosidases completa.
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Figura 6. Organizacdo dos dominios na arvore filogenética das alfa-glucosidases.
Cada regido indicada pelas letras do alfabeto corresponde a ramificagbes com
caracteristicas comuns como residuos cataliticos, dominios, solubilidade e outros.
Acrbnimo dos organismos: Aedes aegypti: Aaeg, Anopheles gambiae: Agam, Apis
Mellifer: Amel, Caenorhabditis elegans: Cele, Culex ginquefasciatus: Cqui, Daphnia
pulex: Dpul, Drosophila melanogaster: Dmel, Homo sapiens: Hsap, Ixodes scapularis:
Isca, Nematostella vectensis: Nvec, Pediculus humanus: Phum, Saccharomyces
cerevisiae: Scer. Os cobdigos em frente a cada organismo correspondem a
identificadores obtidos da base de dados de NCBI, com excecdo das proteinas de R.
prolixus, cujos identificadores sdo provenientes do projeto genoma (em andamento).
Dominios preditos usando SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/).
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Figura 10. Regido D da arvore filogenética das alfa-glucosidases. Ver legenda

figuras 7, 8 e 9.
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Figura 11. Regido E da éarvore filogenética das alfa-glucosidases. Ver legenda

figuras 7, 8 e 9.
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A regido E da é&rvore filogenética € mostrada na figura 11. Esta se
caracteriza pela regido transmembrana na extremidade N terminal, proxima ao

dominio alfa-glucosidase (PF00128). SO duas proteinas tém a triade catalitica

completa.-
0,167 X 32 564
Amel|NP_001035326.1 Aamy DED
mel|]NP_00103532 y 442 TRANSMEMB _
B == Agam|¥P_001680203.1 1 D
=/ am -
e gam | XP_| Ce{IAN Y o
41 502
Cgui|XP_001863692.1 Aamy DED - Aamy C oo
] 1
F Agam|XP_001689202.1 Aamy DE*™ o
0,033 46 579
- 536023 Aam DED
Coui|XP_0018630693.1 y 534 TRANSMEMB 601
44
ol Aam DED B Mi
Aaeg|¥P_001660007.1 y — Midgut
0,167 34
Amel|NP_001035349.1 Aamy DED o
0,033 o 37
= 03 | ol CquilXP_001863604.1 Aamy DED —
4 : 033 38
. < Aam DED
Aaeg|¥P_001660903.1 ¥ 129
41
Agam|XP_§52857.3 Sy DED —
39,
Agam|¥P_316055.4 amy - - e
38 5283
0,033 i
CouilXP_001862157.1 Bl MED i34 TRANSMENE
33 586
; 7 Aam DED
Aaeg|¥P_001649420.1 v — TRANSMEMB
b 033 0,033 s 41 _
] ﬂE Dimel|NP_609522. Aamy DED 16 m Salivary gland
033 ) 23
Dimel|NP_600523.2 Bamy DED
0,333 i 419
(" ST Agam|XP_310713.4 Aamy DED Loy m salivary gland
0,033 . ) 47
Aaeg|XP_001660006.1 Aamy DED —
42
Coui|XP_001863691.1 Aamy DED —
0.1 19 447,
—_— 9747 Aamy D--D Aamy _C
Doul|ERX62742.1 v - o
03 0,067 2
S Agam|XP_310712.4 Aamy DED 256
0,033 37
- 61 Aamy DED ™
Aaeg|¥P_001660900.1 y — Fat body
38
CouilXP_001863695.1 Aamy DED a5
0,167 » 30 el .
Dwmel|NP_476627.3 Aamy — = Midgut,
0,067 31 .
033 ——— Agam|XP_320155.3 Aamy DED 129 W Salivary gland
0,033 . 33
. Aaeg|¥P_001640784.1 Aamy DED — m Fat body
,033 32
Coui|XP_001847531.1 Aamy DED i
41
Agam|XP_320038.3 Aamy [DED — B Salivary gland
31
N A DED
Scer|NP_011980.1 amy =
0,033 o 30
L3 Cqui|XP_001866573.1 Aamy DED e
e 29
Aaeg|¥P_001656069.1 Aamy DED o ® Salivary gland
0,1 35 )
—————— Dimel|NP_476625.2 Aamy DED — m Midgut
0.2 0,067 52
O Drmel|NP_610382.2 Aamy DED v
0,033 . 31 .
Dmel|NP_476625.2 Aamy DED m Midgut,
0,033 3z 428
Dmel|NP_610381.1 Aamy DED — = Midgut,
51 .
2087 Dimel|NP_005770.2 Aamy DED — = Midgut,
oz 0,033 48
EE Dwmel|NP_610383.1 Aamy DED — m Midgut,
0,03 1033 41 .
Dmel|NP_610384.1 Aamy DED aal = Midgut,

Figura 12. Regido F da arvore filogenética das alfa-glucosidases. Ver legenda
figuras 7,8 e 9.
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A regido F da arvore filogenética € mostrada na figura 12. Nesta figura pode

se observar que somente duas proteinas tém o dominio alfa-glucosidase C terminal

e gquatro proteinas tém regiao transmembrana na extremidade C terminal.

Na regido G da arvore filogenética, (figura 15) somente constam proteinas

de insetos hematofagos e somente duas delas ndo tém a triade catalitica completa.
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Figura 13. Regido G da arvore filogenética das alfa-glucosidases. Ver legenda

figuras 7,8 e 9.

A arvore filogenética das alfa-glucosidases selecionadas de cada organismo

resultou em uma distribuicdo de alfa-glucosidases de

insetos hematdfagos

concentradas apenas no final da &rvore, regido marcado na caixa pequena (Figura

14). Na mesma ramificacdo esta a alfa-glucosidase referéncia de R. prolixus,

identificada como A-glu Rpro A.
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Em uma maior ramificacdo, estdo as alfa-glucosidases de insetos, regido
marcada em caixa maior na Figura 14, exceto para a alfa-glucosidase de Daphnia

Pulex e Saccharomyces cerevisiae.

u Rpro A

CT At Rpro B

— L[ —=

%ﬁc

=1 ——
A4lu Rpro D
T

? A o E

-
Total conservacao dos 3
residuos especificos YDH
insetos —|
A G
insetos hematofagos ——)@ adeni

Figura 14. Conservacao dos residuos Y, D, H das alfas glucosidases na arvore

filogenética. As alfa-glucosidases de R. prolixus estdo marcadas como A-glu Rpro. As
letras A, B, C, D, E, G correspondem as regides da arvore filogenética onde elas se
encontram. A caixa maior destaca alfa-glucosidases de insetos e a caixa menor

destaca um clado contendo apenas alfa-glucosidases de insetos hematéfagos.
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Esta ramificacdo que tem insetos hematofagos e ndo hematéfagos €
caracterizada pela conservacao total de residuos de &cido aspartico, tirosina e histidina
(Kumar, 2010). Estes residuos séo caracteristicos das alfa-glucosidases do cla GH-H
das glucosilhidrolases  (http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html). A
conservacdo destes residuos desaparece fora desta regido, indicando, que estes
residuos altamente conservados nestas alfa-glucosidases desempenham uma fungéo
importante e especifica neste cla.

A partir da sequéncia da alfa-glucosidase referéncia de R. prolixus, AgluRproG
(Rpro]JACI96031.1) (Figura 14), foram procuradas outras alfa - glucosidases no banco
de dados de proteinas de R. prolixus, usando a ferramenta de busca HMMER,
resultando em proteinas marcadas por Aglu Rpro.A, B, C, D, E e F. Estas proteinas
estdo distribuidas ao longo de varios clados da arvore filogenética. Vale destacar que
a proteina A-gluRProG aparentemente tem maior afinidade filogenética por
alfaglucosidases contidas no clado contendo apenas proteinas de insetos
hematdéfagos.

Finalmente, da arvore filogenética é possivel fazer uma tabela das

caracteristicas mais gerais de cada regido da arvore (tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas gerais das regides da arvore filogenética das alfa-
glucosidases.

Regiao Quantidade de alfa-glucosidases Presencade
proteinas ativas dominio C terminal
A 11 2 11
B 9 0 0
C 36 1 34
D 13 7 0
E 21 2 0
F 37 34 1
G 17 14 1

4.3. Alinhamento multiplo das sequéncias das alfa-glucosidases

A ligacdo de metal em proteinas normalmente exige um arranjo geomeétrico
especifico de relativamente poucos residuos, cuja identidade depende fortemente do

tipo de ligacdo metalica (Brylinski & Skolnick, 2011). Alguns residuos de aminoacidos
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interagem com maior intensidade com ions metdlicos. Isto pode ser visto na Figura 15,
onde os residuos de cisteina e histidina interagem mais fortemente com o atomo de
ferro, enquanto que os residuos de acido aspartico e glutamico o fazem com menor

intensidade.

Fe

[ lase [ cLu [ HIS CYS MET B&J ASN

Figura 15. Preferéncias de aminoacido em relacéao a ligacao de ions ferro. (Brylinski &
Skolnick, 2011).

A partir desta informacgéo, introduzimos diferentes cores para reconhecer 0s
quatro residuos que melhor se adequam a ligacdo com metais no alinhamento mdaltiplo
e podemos observar uma pequena regido altamente conservada (Figura 16). Esta
regido contém os trés residuos Y, D, H (acido aspéartico, tirosina e histidina)
caracteristicos das alfa-glucosidases do cla GH-H acima mencionados na arvore

filogenética.
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Figura 16. Distribuicdo dos residuos H (vermelho), C (azul), D e E (verde) no

alinhamento mdultiplo das alfa-glucosidases, correspondente a regidao 410 — 530 do

alinhamento. As sequéncias correspondem a proteinas de insetos; as proteinas dentro

da caixa de marcacdo amarela correspondem a sequéncias de proteinas de insetos
hematdéfagos. Residuos (427Y, 471D, 476H) caracteristicos do cla GH-H (grupo H das

glucosilhidrolases).

Quando verificamos as sequéncias das alfa-glucosidases de

insetos

hematdéfagos, entre os residuos 424 e 516 do alinhamento mdltiplo, observamos uma

elevada concentracéo de residuos de acido aspartico e glutamico caracteristicos do cla

GH-H (427Tyr,

471Asp, 476His) (Figura 16). Depois de observar esta regido

conservada, utilizamos a mesma figura para verificar este padrao entre os insetos e

novamente pode ser visto que uma elevada concentracdo destes residuos de &cido

aspartico e glutamico continua formando um padrdo de colunas (Figura 17), que
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comecam a desaparecer quando observamos as sequéncias de proteinas de

organismos que ndo pertencem a classe Insecta, como Daphnia pulex (Arthropoda:

Crustacea) e Saccharomyces cerevisiae (Fungi, Saccharomycetes)

His Cys Glu Asp
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Figura 17. Distribuicdo dos residuos H (vermelho), C (azul), D e E (verde) no

alinhamento mudltiplo das alfa-glucosidases, correspondente a regiao 370 — 570 do

alinhamento. As proteinas dentro da caixa de marcacdo amarela mais clara

correspondem a proteinas de insetos hematéfagos e dentro da caixa de marcagéo

amarela mais escura correspondem a proteinas de insetos ndo hematofagos.

Residuos (427Y, 471D, 476H) caracteristicos do cla GH-H.

O padréo caracteristico mostrado na Figura 17 pode indicar que residuos de

acido aspartico e acido glutdmico sédo candidatos a interagir com o 4tomo de ferro,
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sugerindo que possam estar envolvidos no passo de formacao do dimero de heme no
processo de formacao de Hz, j& que os residuos conservados Y, D, e H estdo em uma
posicao tridimensionalmente privilegiada, uma vez que os trés residuos, estdo
localizados na parte superior interna na estrutura barril (alfa / beta) 8 mostrada na
Figura 18. Isto pode ter sido utilizado pelos hemipteros ao longo da evolucdo para, por

exemplo, ligar heme.

VISTA DE CIMA VISTA LATERAL

Figura 20. Estrutura da alfa-glucosidase de R. prolixus Rpro]ACI90631.1. Estrutura
feita utilizando modelagem comparativa (Swiss protein Server) com a estrutura
cristalina PDB 1UOK utilizando o programa para visualizagdo molecular NOC
(http://noch.sourceforge.net/#Snapshots). Os dominios A, B e C da alfa-glucosidase
sdo mostrados em amarelo, verde e azul, respetivamente. Os residuos cataliticos (D,
E, D) sdo mostradas em preto e residuos caracteristicos de cla GH-H (Y, D, H) em

vermelho.
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4.4. Alinhamento multiplo das estruturas das alfa-glucosidases de R. prolixus
As alfa-glucosidases de R. prolixus ndo mostraram correlacdo entre a
atividade alfa-glucosidase e a localizagcdo na arvore filogenética, conforme mostram

os dados na tabela 4.

Tabela 4. Predicdo de propriedades bioquimicas das alfa-glucosidases de R.

prolixus.
Proteina Regido na arvore | Residuos cataliticos Solubilidade
Rpro|17964_118 A D---- Solavel
Rpro|15916_1 B --ED Membrana
Rpro|16092_1 C DED Solavel
Rpro|17590_29 D DED Membrana
Rpro|17918_10 E DE -- Membrana
Rpro]ACI96031.1 G DED Solavel

A alfa-glucosidase RproJACI96031.1 € considerada solavel, ja que é
conhecida 50% de sua sequéncia (Tabela 4).

No sentido de encontrar correlacéo entre as estruturas das alfa-glucosidases
de R. prolixus foi feita a modelagem comparativa destas utilizando o melhor modelo
encontrado a partir do BLASTp do site NCBI, com a base de dados PDB (tabela 5).

Tabela 5. Dados da procura do modelo para geracdo das estruturas das alfa-

glucosidases de R. prolixus

Proteina Residuos simulados Identidade PDB modelo
Rpro|17964_ 118 98% 52% 3AMK_A
Rpro|15916_1 6% 21% ——
Rpro|16092_1 54% 57% 1VIW_A
Rpro|17590_29 83% 35% 4AIE_A
Rpro|17918_10 59% 23% -
Rpro|ACI96031.1 83% 34% 3A47_A

+++ Indica que ndo foi simulado por falta de estruturas PDB que correspondam com a

identidade minima para servir como modelo.
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Posteriormente a estrutura foi feita utilizando-se o servidor Swiss model
(http://swissmodel.expasy.org/) e um alinhamento mdaltiplo das estruturas das alfa-
glucosidases geradas pelo servidor MISTRAL (multiple protein structural aligment,
http://eole2.Isce.ipsl.fr/ipht/mistral/protein.php) (figura 19).

No alinhamento multiplo estrutural das alfa-glucosidases de R. prolixus (figura
19), se aprecia parte da estrutura em barril (alfa/beta)8. Em cor vermelha estdo
representados os residuos que coincidem estruturalmente entre as proteinas.

Por ultimo, foram alinhadas as sequéncias das alfa-glucosidases de R.

prolixus (figura 20) e este alinhamento mostra baixa similaridade entre as proteinas.

VISTA DE-CIMA | VISTA LATERAL

Figura 19. Alinhamento maultiplo das estruturas das alfa-glucosidases de R.
prolixus, obtidas por modelagem comparativa dos modelos da tabela 5, com uma

tolerancia para alinhamento de 3 angstroms de distancia.

Nas duas figuras de cima (Figuras 19A e 19B), em vermelho estdo os

residuos das alfa-glucosidases que coincidem no alinhamento estrutural, em cor
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cinza os residuos que nado coincidem. Nas duas figuras de baixo (Figuras 19C e
19D), as cores preta, amarela, azul e rosa correspondem as alfa-glucosidases
Rpro|17964, Rpro|16092, Rpro|17590 e RproJACI96031, respectivamente.

RpfolACIOE03L.L. = memmmeemeemeeeeo [fimmmmmmmmm e e e FYPNHS -~~~ -——-~- SNLHD 12
Bpro|Contigl7590_28 FYELIFMVHDL GIRVLID -~ - ==~ ——mm2om e LYPNHT----~-~—-=- SDEHE 130
Fprol|Contigl7964 118 YVEHD FGIWELHI PPNLDGTAQINHL SEIKIAVRTINGYLYDRI - -~ - - ——--- SPUAT 152
Bpro|Contigl609z 1 QEVIDYGGEATKATEYTD FGHVTEFRYGIEL SRAFRGKNLLKWLES FGEDUNLMPSKSAL 300
W = 3

Bpro|ACISE03L. 1 WFIKSENKVAGYED YYVWED - GKPNPAGGRNLPFNN- - - WIOAFRGSAWQWSDTRNOY 66

Bpro|Contigl7590 249 WFVDS INKENGKED T ViV FDEMS PAG-~FLPENN- - - WWSLLGGSANTYNENRQQY 133
Fpro|Contigl7964 118 YWVKP PETEGLNYKHL FUNP $ PTOKY LTKERRPREFDTLRIVECHI GIATSEHKVGTYSE 212
Bpro|Contigl6092 1 YFIDNHDTORS GGDFLTYKD SRKYEMAYGFML SWPY G- TKRVMS S FDFSSRDAGPPHNED 359
Bpro|ACIS9E031. 1 YLHQFTVGQPD LNYRN PRV (EMEDI LT - - - ——————— -~ FULDEGVDGLRIDAVE 110
Bpro|Contigl7590_28 YLHQFASTQPD LNYHNPKVLEE TRNVME -~ - - ——————— -~ TWLDIGVDGFRVDAVE 227
Fpro|Contigl7964 118 FAKEIVPRIVKLGYNAV] IMATMEHATYGSFGY]-—-——-- VTSFFALASSRYGTPEELK] 265
Bpro|Contigl609z 1 MTIKDVTINPDMTCHNGHICEHRURG I YNMYGFSNIVEGTFVENFUDNGSH)IATCRONE 419
Rpro|ACISE03L.1 TLYEDTQ-----~--~- LRDEPASGLTEDTEDTN- ~~~-CLLHITTODLEETVE -~ - =~~~ 149
Bpro|Contigl7590 249 FLYEDKE - ~-----~~ LVSEDQIQGCTDVNS YN - - - - CFRHDETKNLEETYN- -~ - —- 266
Fpro|Contigl7964 118 LIDECHENGLYVLLDIVHSHASKIVLD GLNE FD GTDACYFHS GSRGTHPLWD SRLFDTSQ 325
Bpro|Contigl6092 1 GFIAINGNNYDLNQTLMTCLPAGLYCDII SGLEREHKCTGKSVEVDDNGKAQ THLSTHDE 479

. g * " 5

RprolACI9E03L.1  ————e MVYEVEE LVDAY - - -~ JREHGGDTRVINTEATS SLETIQTVYQSASGR--LGSH 197
Rpro|Contigl?590_29 —————- ILRELGTVFEEN-- - ~KYKD--(PRKLFLEAYTTLNDTIKY Y SKHA- - - - - 306
Rprol|Contigl7964 118 IEVQRFLLSNLCWYYEEYGFDGFRFDGVTSI LYHSRGME S FGDYNDYFGLNVDNDGLTYL 335
Bpro|Contigl609z 1 DGILAIHIQEFSSLRDLK--------- EEEENGYLPLDPHFATRATHVGODFDEWSSGIV 530
Bpro|ACISE03L. 1 MPFNFRIITELNEQSKPSDYVK-==--—=—===-—m—mmommoeu VVODWMS IVPAGHVE 234
Bpro|Contigl7590 249 TPFNFNLLLLTRDVH-ATEVER-- === === mmmm e LLEDWTDVLPEENRT 342
Fpro|Contigl7964 118 MLANTVLHNLYPNAITIAEDVSGHPGLCRETEEAGYGFDYRLAMAT PDEVIELLETKEDE 445
Bpro|Contigl6092 1 IPPIHMGTTFEODAAGKHRGYEY GRS GNP SRAVLEEC LAS LDDAKYGLAFSS GLAAVTGS 590
Bpro|ACIS9E031. 1 MWPPLGNHD ~= -~ ===~ === === e e e 242
Bpro|Contigl7590_28 IWVTGNHDNPRI GTEMGEDMIDAYSML S FMARGNTVTY Y GEE IGHVD TYMG- - -RNTES 398
Fpro|Contigl7964 118 DUNVGNIVHTL SNRRULEKN LAY CESHD QALY GDETIAFWLMDKEMY TGS - - - -LIVGS 501

Fpro|Contigladss 1 CALLESGDHIITGDD IV GETHRY LENVAREMGYD TTFFDMTAPETLNEVIQPNTRELVIVE 650

FPEOIACIOB03L.L e

Fpro|Contigl7590_ 29 DERNPE ——r——= == == ETPMOWNSNTSAGFSNITETWLFVHPNYWD INOEFEL 441
Fpro|Contigl79a4 115 NDITERGIALHEIIRLITHAL GGEAY LNFMGHNE FGHPENLD FFREGISE IV TARROWNL 561
Fpro|Contigladfs 1 SPTHPMMEVMD IPRISEITFRHNOD IIFVVDNTFLTPYFOEPLALGAD T ST SLTEYING 710

Figura 20. Alinhamento mdultiplo das sequéncias das alfa-glucosidases de R.
prolixus. @] alinhamento foi feito com 0 servidor clustalw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2).
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5. DISCUSSAO

A andlise computacional das alfa-glucosidases de insetos hematéfagos
realizada neste trabalho, tem como objetivo encontrar evidéncias de adaptagbes
bioquimicas que permitiram o aparecimento da hematofagia entre estes insetos. Foi
assim que, a partir de uma sequéncia de alfa-glucosidase de R. prolixus
(RproJACI96031.1) previamente conhecida (Mury, 2009), foram localizadas outras
alfa-glucosidases nas familias de proteinas de R. prolixus e outros organismos
utilizando o programa HMMER

A partir das sequéncias encontradas, uma arvore filogenética sem raiz, com
144 sequéncias de proteinas foi construida (figura 6). Nesta arvore observaramse
diversos dominios (CBM_48, dominio ligante de carboidratos; Aamy, dominio alfa
amilase da familia 13; Aamy_C, dominio C terminal da alfa amilase; GDE_C,
dominio desligante de glicogénio; Aminotran_1 2, dominio aminotransferase classe
| e Il), distribuidos nas diferentes regifes da arvore. Esta diversidade de dominios é
comum nas glucosilhidrolases da familia 13, GH13 (Stam et al., 2006). A familia
GH13, também chamada de familia alfa-amilase, € conhecida por ter pouca
identidade nas sequéncias das proteinas homadlogas mais proximas (Kumar, 2011),
como mostra a figura 20.

As glucosilhidrolases séo proteinas muito antigas e sdo encontradas em
quase todos os organismos vivos (Janececk et al., 2003). Estas enzimas parecem
ter sofrido modificacdes estruturais mais cedo que outras proteinas, como sugerem
alguns estudos de mutacdo de residuos de um motif nas posi¢cdes equivalentes de
duas alfas amilases, gerando mudancas na especificidade da enzima (Kumar, 2011).
Isso pode explicar a baixa identidade das alfa-glucosidases da arvore filogenética e
entre as alfa-glucosidases de R. prolixus (figura 14).

A triade catalitica das alfa-glucosidases (Asp107, Glul75, Asp242 na proteina
de R. prolixus Rpro]ACI96031.1) sdo residuos invariaveis entre os membros do cla
GH-H (familias GH13, GH70 e GH 77) das glucosilhidrolases (Stam, 2006). A
auséncia de algum destes residuos indicam, que a proteina pode ser considerada
inativa. Assim, as alfa-glucosidases que presentam a triade catalitica completa, se
encontram nas regides F e G da arvore filogenética-(tabela 1). A regido G tem alfa-



35

glucosidases de insetos hematéfagos e a regido F tem alfa-glucosidases de insetos
tanto hematofagos como ndo hematofagos (figura 14).

A regido conservada de residuos de acidos aspartico e acido glutamico no
alinhamento multiplo de sequéncias de insetos hematofagos (figuras 18 e 19) é um
dado muito importante para se comparar com as regides conservadas do
alinhamento multiplo das alfa-glucosidases de R. prolixus, combinado com a
atividade formadora de hemozoina silenciada via RNAI nas alfa-glucosidases de R.
prolixus. Com isto, pode ser feita uma predicdo estrutural de residuos que tém
preferéncia de ligacdo a ions ferro, com programas de predi¢do que tém de 70% até
90% de precisao ou outros programas de predicdo estrutural para a interacao de
residuos com o grupo propiénico do grupo heme(Ylinski & Skolnick, 2010).

Testes bioquimicos e de biologia molecular indicam a presenca das alfa-
glucosidases nas membranas perimicrovilares do intestino médio do R. prolixus.
Com o interesse de confirmar o tipo de atividade da sequéncia da alfa-glucosidase
de R. prolixus Rpro|ACI96031 encontrada nos mesmos testes (Mury et. al, 2009),
foram comparados os residuos do motif 4Beta a 5Alfa do dominio A caracteristicos
para as diferentes enzimas do cla GH-H (McGregor et. al, 2001), coincidindo com os
residuos caracteristicos da familia alfa amilase (Tabela 1) e da subfamilia alfa-
glucosidase (Tabela 2).

O dominio alfa-amilase PF00128 das alfa-glucosidases tem diferentes
tamanhos na arvore filogenética devido ao fato de que o dominio B, (0 dominio B é
um loop localizado entre a terceira folha Beta e a terceira alfa hélice do barril (a/3)8,
(figura 4) em animais e plantas, pode ter tamanhos de 40 até 250 residuos; apesar
do grande tamanho do dominio B, este ndo € considerado um dominio independente
(Pujadas & Palau, 2002). E por este motivo que s6 aparecem nas bases de dados os
dominios A e C.

Em algumas proteinas da familia GH13, o dominio alfa amilase C terminal
estabiliza o dominio catalitico, dominio A, criando um escudo de residuos
hidrofébicos, além de contribuir na ligacdo de substrato (McGregor et. al, 2001).
Mas, no caso das alfa-glucosidases homélogas a proteina Rpro]ACI96031.1, nao
existe relacdo direta com a atividade alfa-glucosidase. O dominio alfa amilase C
terminal se encontra em maior proporgcdo nas regiées A e C da arvore filogenética
(figuras 7 e 9). Mas, nestas regides apenas aparecem trés alfa-glucosidases com a

triade catalitica completa (Tabela 3), indicando que n&do ha correlacdo entre a
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presenca do dominio alfa amilase C com a possivel atividade catalitica nas proteinas
destas regides.

Os residuos Y54, D98 e H103, da estrutura PDB 1E3Z, séo caracteristicos da
familia GH13 (figura 5). Estes residuos acomodam o substrato e estabilizam o
estado de transicdo durante a atividade glucosilhidrolase (Kumar, 2010). Estes
residuos sdo totalmente conservados nas regides F e G da arvore filogenética
(figura 14). Estas duas regides também apresentam a maior quantidade de
proteinas com a triade catalitica completa.

A pouca informacao obtida dos tecidos nos quais foram expressas cada uma
das alfa-glucosidases nos organismos da arvore filogenética, foi outro fator que
impediu analisar a diversidade funcional das proteinas presentes na arvore
filogenética.

A evolucdo das enzimas tem trés caminhos diferentes, nas quais a
especificidade do substrato, 0 mecanismo de reacao ou a arquitetura do sitio ativo, €
reutilizado na nova enzima (Wise & Rayment, 2004). No alinhamento mdltiplo das
estruturas das alfa-glucosidases de R. prolixus (figura 19), se pode observar a
similaridade do dominio A marcado em vermelho. Este resultado coincide com a
evolucdo divergente de enzimas devido a reutilizagdo da arquitetura do sitio ativo,
apesar que o alinhamento das sequéncias das alfa-glucosidases de R. prolixus
mostrar que estas compartilham baixa identidade (figura 20).

Pesquisas desenvolvidas em biologia estrutural respeito enzimas com
estrutura de barril (a/f)8 divergentemente relacionadas revelaram que a
conservacao de estruturas muito estaveis sado elementos indispenséveis na evolugéo
divergente (Wierenga, 2001). Estes estudos mostraram que, ainda quando a
evolucdo ocorreu em uma serie de mutacdes aleatorias, estruturas estaveis como a
do barril (a/B)8 e as caracteristicas estruturais do sitio ativo sdo frequentemente
reutilizados ao longo da evolugdo e adaptacdo para novos propositos cataliticos
(Wierenga, 2001). Estas proteinas tém limitada identidade nas sequéncias,
mecanismos de reacdo e substratos diferentes, mas adotam conformacdes
estruturais de barril (a/B)8 com alta similaridade (Wise & Rayment, 2004).

Apesar das alfa-glucosidases de R. prolixus terem pouca similaridade nas
suas sequéncias (figura 20), observou-se neste trabalho uma alta similaridade
estrutural (figura 19). Isto sugere que a nova alfa-glucosidase de R. prolixus com

atividade formadora de Hz evoluiu reutilizando as caracteristicas estruturais da alfa-
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glucosidase sem esta atividade e se adaptou para catalisar uma reagao diferente da
catalisada pela enzima progenitora, conservando a estrutura de barril (a/B)8 ou
dominio catalitico alfa-glucosidase. Este dominio também executa a atividad
formadora de hemozoina, ja que inibidores especificos de alfa-glucosidase (Eritritol e
castanoespermina) e um anticorpo policlonal obtido contra alfa-glucosidase, inibiu as
atividades alfa-glucosidase e formacado de hemozoina simultaneamente (Borgues et
al., 2009).

A origem dos triatominios coincide com a formacdo do continente
sulamericano, onde o ancestral (ndo hemat6fago) deste grupo de insetos evoluiu
pouco depois da formagédo do continente (Patterson & Gaunt, 2010). Assim, mais
mutacfes nas proteinas do organismo podem ter acontecido para executar
atividades em diversas variedades de novos sistemas biologicos e ambientes
(Janecek et al., 2003. Kumar, 2010). Este fato pode responder porque as alfa-
glucosidases de R. prolixus estdo dispersas nas diferentes regibes da arvore
filogenética. Além disso, os insetos da ordem hemiptera sdo os insetos hematofagos
mais antigos entre os insetos (figura 1). Isto pode refletir-se em proteinas com mais
mudancas de residuos e, portanto de funcgdes.

Devido a baixa identidade das alfa-glucosidases, um teste de silenciamento
da atividade formadora de Hz das cinco alfa-glucosidases de R. prolixus homélogas
com a sequéncia Rpro|ACI96031.1, sera de grande utilidade para localizar a regido
conservada no alinhamento das sequéncias das alfa-glucosidases que mostrem
silenciamento, e assim gerar uma arvore filogenética a partir de uma regido de
interesse na atividade formadora de Hz.

Também é importante conhecer se a alfa-glucosidase de R. prolixus realiza a
atividade formadora de Hz independente de outra molécula, ou precisa de algum co-
fator, por exemplo o ambiente lipidico da MPMV, como no caso do complexo
protéico que d& a formacgédo da Hz no Plasmodium falciparum (Chugh et al., 2013).
SO0 assim pode-se atribuir as adaptacbes para hematofagia no R. prolixus

exclusivamente a evolugéo da alfa-glucosidase no intestino médio.
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6. CONCLUSOES

o As regides F e G da arvore filogenética caracterizam-se por apresentam a
maior quantidade de alfa-glucosidases com a triade catalitica completa. Também,
estas regides tém totalmente conservados os residuos YDH, caracteristicos do cla H
das glucosilhidrolases. A regido F sO tem insetos e a regido G sO tem insetos
hematéfagos. Estes residuos conservados podem cumprir uma funcao importante

além da atividade alfa-glucosidase nas proteinas destes insetos.

o Os residuos marcadores estruturais da familia alfa amilase e da subfamilia
alfa-glucosidase (Secao 4.1) indicam que a proteina Rpro|ACI96031 apresenta

atividade alfa-glucosidase.

o A regido conservada no alinhamento multiplo de sequéncias que tem alta
concentracdo de residuos de acido aspartico e acido glutamico € uma regido
importante para revisar nas préximas andlises com programas de predicdo de
interacdo estrutural das alfa-glucosidases (que tem atividade formadora de Hz) com

0 grupo heme.

e A conservacao estrutural do dominio A das alfa-glucosidases de R. prolixus,
indica que esta estrutura de barril (alfa/beta)8 foi utilizada no curso da evolucéo,
para gerar a nova atividade de formacao de Hz.

o As alfa-glucosidases aqui estudadas caracterizam-se pela baixa similaridade
entre si, impedindo uma analise mais detalhada das regides conservadas. Além
disso, apenas algumas proteinas tém dados de expressdo em tecidos. Por isto, 0
mais indicado neste momento € fazer o silenciamento dos genes identificados e
associar a atividade formadora de Hz via RNAI nas alfa-glucosidases de R. prolixus
e assim obter alguma regido conservada no alinhamento mdultiplo destas proteinas

silenciadas.
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