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RESUMO 

O cálcio é um elemento de grande importância para a manutenção das 

atividades celulares, pois participa ativamente em processos como divisão 

celular, crescimento, contração muscular, transmissão neuronal e secreção. 

Compreender os mecanismos de sua entrada nas células é fundamental, pois 

pode revelar alvos relevantes para o controle de espécies que causam danos 

econômicos e prejudicam a agricultura, como o inseto Tribolium castaneum, uma 

importante praga agrícola de grãos armazenados. A entrada de cálcio mediada 

pelo canal CRAC é ativada pela depleção de cálcio intracelular. Este canal é 

composto por duas proteínas: STIM (stromal interaction molecule), que atua 

como um sensor de cálcio localizado na membrana do retículo endoplasmático, 

e Orai, que forma o poro do canal e está presente na membrana plasmática. 

Nesse contexto, esta pesquisa realizou um estudo funcional e a caracterização 

do canal CRAC em T. castaneum. Para isso, os genes das proteínas do canal 

CRAC de T. castaneum foram clonados em vetores de expressão de bactérias e 

de células de mamíferos. O domínio EF-SAM da proteína TcSTIM, foi expresso 

em E. coli e purificado com sucesso, foram realizados experimentos de 

caracterização biofísica para analisar sua ligação com cálcio e mudança 

conformacional induzida por essa ligação. Como resultado, os experimentos de 

ITC demonstraram que TcSTIM-EF-SAM se liga especificamente ao cálcio de 

maneira exotérmica. Os espectros de dicroísmo circular revelaram uma estrutura 

secundária rica em α-hélices. A estabilidade térmica de TcSTIM-EF-SAM foi 

monitorada na presença e ausência de Ca2+ e pudemos observar aumento de 

estabilidade na presença do ligante, um aumento de 10oC no Tm. 

Adicionalmente, foi realizado um ensaio de digestão suave com tripsina, no qual 

foi possível determinar que TcSTIM-EF-SAM sofre mudança conformacional 

após ligação com cálcio. A proteína TcSTIM, transfectada em células HEK293, 

se localiza na membrana do retículo endoplasmático (RE) e mediante estímulo 

com tapsigargina foi capaz de induzir a formação de puncta, evidenciando que o 

canal CRAC de T. castaneum é funcional. Foi realizado o silenciamento do gene 

TcSTIM através de RNAi em larvas de T. castaneum, que resultou na alteração 

do desenvolvimento de asas e élitros de insetos adultos. Por fim, os resultados 

obtidos indicam que o canal de cálcio CRAC em T. castaneum é funcional e 

apresenta proteínas sensoras de cálcio ativas. Além disso, a expressão da 



 

 

proteína STIM interfere diretamente no desenvolvimento do ciclo de vida do 

inseto, impactando de forma significativa o seu processo de metamorfose. 

Diante desses resultados, o canal de cálcio CRAC se revela como um 

mecanismo promissor, com potencial para ser explorado em pesquisas voltadas 

ao desenvolvimento de estratégias inovadoras para o controle de pragas 

agrícolas. 

 

Palavras-chave: Canal CRAC, STIM, Orai, Tribolium castaneum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Calcium is an element of great importance for the maintenance of cellular 

activities, as it actively participates in processes such as cell division, growth, 

muscle contraction, neuronal transmission, and secretion. Understanding the 

mechanisms of calcium entry into cells is essential, as it may reveal relevant 

targets for the control of species that cause economic damage and harm 

agriculture, such as the insect Tribolium castaneum, an important agricultural 

pest of stored grains. Calcium entry mediated by the CRAC channel is activated 

by the depletion of intracellular calcium. This channel is composed of two 

proteins: STIM (stromal interaction molecule), which acts as a calcium sensor 

located in the endoplasmic reticulum membrane, and Orai, which forms the 

channel pore and is present in the plasma membrane. In this context, this 

research carried out a functional study and the characterization of the CRAC 

channel in T. castaneum. For this purpose, the genes for the CRAC channel 

proteins of T. castaneum were cloned into bacterial and mammalian cell 

expression vectors. The EF-SAM domain of the TcSTIM protein was expressed 

in Escherichia coli and successfully purified, and biophysical characterization 

experiments were performed to analyze calcium binding and calcium-induced 

conformational changes. As a result, ITC experiments demonstrated that 

TcSTIM-EF-SAM specifically binds calcium in an exothermic manner. Circular 

dichroism spectra revealed a secondary structure rich in α-helices. The thermal 

stability of TcSTIM-EF-SAM was monitored in the presence and absence of Ca²⁺, 

and an increase in stability was observed in the presence of the ligand, with an 

increase of 10 °C. Additionally, a limited trypsin digestion assay was performed, 

which allowed the determination that TcSTIM-EF-SAM undergoes conformational 

changes after calcium binding. The TcSTIM protein, transfected into HEK293 

cells, localized to the endoplasmic reticulum membrane and, upon stimulation 

with thapsigargin, was able to induce puncta formation, demonstrating that the 

CRAC channel of T. castaneum is functional. Silencing of the TcSTIM gene by 

RNAi in T. castaneum larvae resulted in altered wing and elytra development in 

adult insects. Finally, the results obtained indicate that the CRAC calcium 

channel in T. castaneum is functional and contains active calcium-sensing 

proteins. Moreover, the expression of the STIM protein directly interferes with the 



 

 

insect life cycle, significantly impacting its metamorphosis process. In light of 

these results, the CRAC calcium channel emerges as a promising mechanism 

with potential to be explored in research aimed at the development of innovative 

strategies for agricultural pest control. 

Keywords: CRAC channel, STIM, Orai, Tribolium castaneum.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Insetos: Características gerais e sua relevância evolutiva 

 

 Os insetos, pertencentes ao grupo hexápode do filo Arthropoda, 

constituem um dos grupos terrestres mais bem-sucedidos, apresentando ampla 

diversidade de formas de vida, estando atualmente distribuídos em 

aproximadamente 28 ordens. Os hexápodes, artrópodes caracterizados pela 

presença de seis patas, divergiram de ancestrais crustáceos aquáticos e 

participaram do processo de colonização do ambiente terrestre pelos artrópodes, 

iniciado há mais de 450 milhões de anos. Os primeiros insetos eram 

morfologicamente semelhantes aos representantes atuais das ordens 

Archaeognatha (insetos saltadores) e Zygentoma (traças-prateadas) (TRUMAN, 

2019).  

A classe insecta, com mais de um milhão de espécies, corresponde a 

mais da metade de todas as espécies descritas, sendo sua importância 

ecológica difícil de estimar. A sua incomparável diversidade de espécies, torna a 

análise e reconstrução da evolução dos insetos algo realmente complexo 

(MYLONAKIS et al., 2016; FRENCH et al., 2023). Em 1969 o influente 

entomologista alemão Willi Hennig (1913–1976) realizou a publicação de seu 

livro “Die Stammesgeschichte der Insekten” (A História dos Insetos), no qual 

Hennig enfatizou a distinção entre caracteres ancestrais e derivados 

(apomórficos), defendeu uma classificação baseada estritamente em grupos 

monofiléticos definidos pela posse compartilhada de caracteres derivados (ou 

seja, sinapomorfias) e destacou a importância dos fósseis na inferência 

filogenética, essas análises formaram a base para os futuros estudos 

morfológicos da filogenia dos insetos e para o desenvolvimento da filogenética 

estatística, evidenciando, assim, a importância desse grupo no estudo da 

filogenia das espécies (TIHELKA et al., 2021). 

Um segundo momento importante para a compreensão da evolução dos 

insetos foi marcado pela introdução da filogenética molecular; a primeira 

filogenia molecular de insetos foi publicada no final da década de 1980, com 

base em sequências de rRNA, em estudos pioneiros conduzidos por Wheeler, 

posteriormente ampliados e consolidados em análises mais abrangentes 
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(WHITING et al., 1997; KJER, 2004). Em 2021, mais de 600 genomas de 

insetos, 440 transcriptomas, 1400 genomas mitocondriais e 69000 códigos de 

barras de DNA haviam sido lançados (HOTALING et al., 2021). Essa 

disponibilidade de centenas ou milhares de genes para representantes dos 

principais grupos de hexápodes vivos facilitou estudos filogenômicos em grande 

escala. Esse vasto conjunto de dados genômicos permite elucidar padrões, 

escalas temporais e os fatores que impulsionam a diversificação dos insetos, 

além de consolidá-los como um sistema modelo para o estudo de padrões e 

processos macroevolutivos (JOHNSON, 2019; TIHELKA et al., 2021). 

 Os motivos que teriam levado os insetos a esse sucesso e excepcional 

diversidade na Árvore da Vida, permanecem incertos. Fatores ecológicos em 

escala local podem influenciar fortemente a diversificação de espécies em 

escalas temporais (≥500 milhões de anos) (FRENCH et al., 2023). Os artrópodes 

representam o filo animal mais rico em espécies. Weins et al. (2015) sugere a 

existência de características intrínsecas aos artrópodes que contribuíram para 

sua notável riqueza taxonômica, incluindo exoesqueleto, a segmentação 

corporal, a diversidade e plasticidade funcional de seus apêndices. No caso dos 

insetos, a herbivoria, a holometabolia e o surgimento das asas, seriam fatores 

importantes. 

 

1.1.1 Morfologia dos insetos 

 

 O plano corporal dos insetos é caracterizado pela divisão em três porções 

características: cabeça, tórax e abdômen (ANGELINI et al., 2005). 

A cabeça do inseto representa seu centro sensorial e alimentar, contendo 

estruturas essenciais como cérebro, olhos e ocelos complexos, antenas e 

abertura bucal. Ela é composta por vários segmentos especializados e unidos 

entre si e é móvel em relação ao tronco. O tórax é composto por três segmentos, 

cada um com um par de pernas articuladas, podendo também sustentar as asas, 

que é sua inovação evolutiva fundamental para dispersão dos ambientes e 

extraordinária diversidade. O abdômen concentra grande parte do sistema 

digestório, excretor e reprodutor, a estrutura básica do trato digestivo dos insetos 

é bem semelhante, possuindo algumas modificações associadas à adaptação e 

diferentes modos de alimentação. O intestino possui três regiões principais: 
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intestino anterior e posterior que se originam da ectoderme embrionária e são 

revestidos por um exoesqueleto composto de quitina e glicoproteínas cuticulares 

e, o intestino médio (ou ventrículo) que é o principal local de digestão e absorção 

em muitos insetos, seu desenvolvimento tem origem nas células endodérmicas e 

não possui revestimento exoesqueletal (POSNIEN et al., 2009; ROSS, 2017; 

ENGEL; MORAN, 2013).   

O corpo dos insetos é revestido por um exoesqueleto constituído por uma 

cutícula quitinosa, que fornece suporte estrutural, proteção mecânica e reduz a 

perda de água, sendo essencial para a vida terrestre. Seu ciclo de vida é 

portanto, caracterizado pelo acontecimento de mudas, momento em que uma 

nova cutícula é formada e a antiga é descartada, um processo denominado 

ecdise, o intervalo entre uma ecdise e a próxima é chamada de ínstar 

(TRUMAN, 2019). 

Durante sua história evolutiva, os insetos passaram por diferentes 

estratégias de metamorfose ao longo de seu ciclo de vida. Essas estratégias 

variam quanto ao grau de metamorfose e incluem a ametabolia, a hemimetabolia 

e a holometabolia, refletindo distintos níveis de complexidade morfológica, 

fisiológica e ecológica ao longo do desenvolvimento (Figura 1) (BELLES, 2023; 

TRUMAN, 2019; TRUMAN; RIDDIFORD, 2019). 
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Figura 1. Filogenia dos insetos mostrando os principais tipos de 

desenvolvimento. A figura mostra como os três principais tipos de desenvolvimento 

dos insetos (ametabólico, hemimetábólico e holometabólico) se relacionam com a 

filogenia dos insetos, com exemplos dos estágios imaturos e adultos para cada um 

(TRUMAN, 2019). 

 

O desenvolvimento direto e simples, denominado ametabólico, é uma 

estratégia ancestral, e persiste nas ordens primitivamente sem asas, Zygentoma 

(peixes-prata) e Archaeognatha (criaturas-saltadoras). Nesse desenvolvimento, 

os estágios juvenis diferem pouco do adulto, e as ecdises continuam ocorrendo 

mesmo após a maturidade sexual, alternando-se com períodos reprodutivos 

(BELLES, 2023; TRUMAN; RIDDIFORD, 2019).  

Com o surgimento das asas, o adulto se torna o estágio terminal sem o 

acontecimento de mudas, e seu estágio imaturo é denominado ninfa, que 

normalmente se assemelha ao adulto, porém não apresenta órgãos reprodutivos 

desenvolvidos e também não possuí asas. Esse padrão de desenvolvimento é 

caracterizado por metamorfose incompleta ou desenvolvimento hemimetábolo. 

Ordens que apresentam esse tipo de desenvolvimento são as dos Odonata 

(libélulas e donzelinhas), Ephemeroptera (efêmeras), Plecoptera (moscas-de-

pedra), Orthoptera (gafanhotos e grilos), Blattodea (baratas e cupins), Mantodea 

(louva-a-deus), Phasmatodea (bichos-pau), Dermaptera (tesourinhas), 

Hemiptera (percevejos, cigarras, pulgões e cochonilhas), Thysanoptera (tripes), 

Psocodea (piolhos-de-livro e piolhos parasitas), Embioptera, Zoraptera, 

Grylloblattodea e Mantophasmatodea  (BELLES, 2023; TRUMAN; RIDDIFORD, 

2019).  

Os ciclos de vida holometabólicos apresentam uma metamorfose 

completa e é considerado o mais complexo entre os insetos, envolvendo quatro 

estágios bem distintos, o estágio de ovo, o estágio larval, que não apresenta 

nenhuma semelhança com o adulto, um estágio pupal, não alimentar e o estágio 

adulto. Essa estratégia surgiu no início do período Carbonífero, por volta de 350 

milhões de anos atrás, e levou a grande parte da incrível diversidade de insetos 

que é evidente hoje. Os Holometábolos incluem 11 ordens, quatro das quais 

foram extremamente bem-sucedidas: Coleoptera (besouros), Hymenoptera 

(formigas, vespas e moscas-serra), Lepidoptera (borboletas e mariposas) e 

Diptera (moscas e mosquitos) (TRUMAN; RIDDIFORD, 2019).  
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Embora a maioria dos insetos apresente uma metamorfose completa, ou 

seja, holometabólica, esse padrão de desenvolvimento não poderia ter evoluído 

sem o surgimento prévio da hemimetabolia como um estágio intermediário. No 

entanto, ainda não compreendemos completamente quais os mecanismos 

evolutivos que promoveram a transição dos insetos ametabólicos para formas 

hemimetabólicas, ressaltando assim, que existem lacunas no entendimento da 

origem e da diversificação dos ciclos de vida dos insetos (BELLES, 2023). 

 

1.1.2 Importância do cálcio intracelular em insetos 

 

A modulação dos níveis de Ca²⁺ e das vias de sinalização dependentes 

de cálcio desencadeiam cascatas intracelulares que determinam uma variedade 

de funções em insetos, principalmente relacionadas ao sistema nervoso, como o 

controle de neurônios marca-passo circadianos (BAZ et al., 2013), a regulação 

da expressão gênica (OHNISHI et al,. 2011), danos mitocondriais (YE et al., 

2023) e o controle das propriedades elétricas das células (GROLLEAU et al., 

1996). Esse importante papel das vias de cálcio em insetos, promoveu estudos 

relacionando o modo de ação de inseticidas aos níveis intracelulares de cálcio 

(THANY, 2025).  

Pitti Caballero et al. 2019 descreveram a ação do inseticida deltametrina, 

classificado como um piretróide, que é uma classe de inseticidas sintéticos que 

atuam no sistema nervoso de insetos levando a paralisia e morte. Descobriu-se 

que a deltametrina, potencializou o efeito do indoxacarbe e aumentou a 

concentração intracelular de cálcio através do trocador reverso Na⁺/Ca²⁺.  

 Outra ligação entre inseticidas e o nível de cálcio intracelular foi 

observada com a ação de inseticidas à base de rianodina e diamida, 

caracterizados por terem como alvo receptores rianodina (RyRs) (THANY, 

2025). A rianodina é um inseticida natural, que afeta a liberação de cálcio do 

retículo endoplasmático, estabilizando esses canais em um estado parcialmente 

aberto (LAHM et al., 2005).  

 

1.2 Tribolium castaneum 
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O inseto Tribolium castaneum pertencente à família Tenebrionidae, da 

ordem Coleoptera, se destaca pela sua importância econômica na indústria de 

grãos. Descrito por Willi H. Herbst em 1797, inicialmente a espécie foi nomeada 

como Colidium castaneum, um nome que posteriormente foi revisado para 

Tribolium castaneum à medida que a sistemática dos coleópteros foi aprimorada 

ao longo do século XIX e XX (ABDEL, 2007).  

Este inseto é considerado uma das maiores pragas secundárias atuais, 

que infesta principalmente cereais (milho, soja, trigo etc.) já triturados e 

armazenados, gerando perdas financeiras significativas para o processo final de 

colheita de grãos (WALSKI et al., 2016). Ele possui uma ampla distribuição 

geográfica, tendo sido reportado em 156 países, além de possuir uma grande 

diversidade de produtos que infesta, este inseto possui uma das maiores taxas 

de crescimento populacional devido a sua alta reprodução e longa vida 

reprodutiva (LEE et al., 2013). Além de sua capacidade de encontrar e infestar 

commodities dispersas, resultando na rápida disseminação da infestação ao 

longo e entre as instalações (CAMPBELL et al., 2022). 

Pouco se sabe sobre os hábitos e nicho ecológico do T. castaneum antes 

de sua introdução em ambientes de armazenamento de alimentos para o 

consumo humano. No entanto, a espécie apresenta características evolutivas 

que podem indicar evidências do seu modo de vida original. Entre elas, a alta 

tolerância para habitar ambientes quentes e secos, marcada pelo 

desenvolvimento de um órgão criptonefridial altamente evoluído, semelhante a 

um rim, essa adaptação fisiológica especializada está associada à economia de 

água, fundamental para a sobrevivência em ambientes secos (ENGSONTIA et 

al., 2008; BROWN et al., 2009; ABDEL, 2007).  

Além disso, a presença de um grande número de receptores olfativos em 

T. castaneum também é um dilema sobre sua história evolutiva, parecendo 

provável que, antes do desenvolvimento da agricultura, seu habitat original fosse 

mais variado e fragmentado do que seu nicho atual, restrito a depósitos de 

grãos. Possíveis fontes de alimento originais, e talvez atuais, podem incluir 

inflorescências de plantas e reservas de alimentos de roedores (ENGSONTIA et 

al., 2008; BROWN et al., 2009; ABDEL, 2007). Brown et al. (2009) propõe que, 

essa tolerância a ambientes quentes e secos, a notável expansão de genes 

receptores de odor e paladar e, sistema visual reduzido sugerem um estilo de 
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vida subterrâneo em regiões subtropicais áridas, possivelmente infestando 

armazéns de alimentos para animais. 

O inseto T. castaneum é classificado como holometábolo, pois passa por 

metamorfose completa ao longo do seu ciclo de vida. Estes insetos produzem 

morfologias larvais e adultas distintas que são capazes de se adaptar livremente 

a diferentes habitats ecológicos. Acredita-se que a evolução de dois estágios 

morfologicamente distintos seja uma inovação fundamental que auxiliou muito na 

diversificação dos insetos (LEE et al., 2013).  

A primeira etapa do ciclo de vida de T. castaneum é a deposição dos ovos 

que medem 0,3 a 0,6 mm, são claros e cobertos por uma substância viscosa, 

seu tempo de eclosão é de 5-7 dias. As larvas são cilíndricas, amareladas e 

medem 7 mm, sendo um inseto holometábolo típico, o T. castaneum se 

desenvolve por meio de vários estágios larvais, geralmente 7, mas podendo ser 

5 ou 6 quando em jejum. O estágio de pupa leva cerca de 7 dias, até a eclosão 

dos insetos adultos (KLINGLER; BUCHER, 2022). A Figura 2 descreve o ciclo de 

vida de T. castaneum.  
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Figura 2: O ciclo de vida de Tribolium castaneum. A: Visão frontal de Tribolium 

castaneum selvagem. B: Visão ventral de um macho sob iluminação de campo escuro. 

C: Ciclo de vida de Tribolium castaneum: os ovos são colocados no substrato (farinha) e 

o desenvolvimento embrionário leva 3 dias a 32 °C. Apenas dois de um número variável 

de estágios larvais (aproximadamente 7) são retratados. A pupa permite a inspeção 

visual de estruturas externas, facilitando estudos fenotípicos de metamorfose. Os 

besouros fêmeas precisam de alguns dias após a eclosão até começarem a pôr ovos, o 

que continuam por 3–4 meses (desenhos não estão em escala) (KLINGLER; BUCHER, 

2022). 

Os adultos medem de 3 a 4 mm, e apresentam sutis diferenças 

morfológicas entre machos e fêmeas. É possível identificar machos e fêmeas por 

meio de características específicas no estágio de pupa e em adultos (SHUKLA; 

PALLI, 2012). Na Figura 3 é possível observar essas diferenças. 

 
Figura 3: Dimorfismo sexual durante os estágios de pupa e adulto de Tribolium 
castaneum. A e B: Pupas femininas (seta vermelha) e masculinas (seta azul) mostram 
papilas características. C e D: Fêmeas (C) não mostram as manchas sexuais 
específicas que são vistas no lado ventral do primeiro par de pernas em machos (D) 
(SHUKLA; PALLI, 2012). 

 

As pupas apresentam estruturas denominadas papilas na sua região 

posterior, que se diferenciam em machos e fêmeas. Já quando adultos os 

machos exibem uma mancha específica localizada em seu primeiro par de 

pernas (SHUKLA; PALLI, 2012).  As fêmeas produzem cerca de 10 a 20 ovos 

por dia e a partir de uma única cópula são capazes de ovipor por 150 dias 
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seguidos. Os ovos são depositados em fendas de paredes ou na sacaria sobre 

os grãos (LORINI et al., 2015). 

Os insetos adultos também se caracterizam pelo desenvolvimento de 

suas asas. Como todos os besouros, T. castaneum possui élitros que se 

coordenam precisamente com o dobramento das asas, permitindo o voo e, ao 

mesmo tempo, fornecendo proteção. Os élitros são estruturas derivadas do 

exoesqueleto, são asas anteriores altamente modificadas, esclerotizadas e 

curvadas, que constituem um tecido simultaneamente rígido e leve, 

desempenhando papel fundamental na proteção do corpo e das asas 

posteriores. O exoesqueleto ou podendo ser chamado de cutícula, também 

recobre o animal, é formado principalmente por proteínas estruturais da cutícula 

e o polissacarídeo linear quitina, formando um resistente material que protege o 

organismo contra estresses ambientais e danos mecânicos (NOH et al., 2016; 

ZOHRY; EL-SAYED, 2019). 

Como síntese, a morfologia e ciclo de vida de T. castaneum representa 

um conjunto de adaptações estruturais relacionadas ao seu modo de vida em 

ambientes secos e confinados, como depósitos de grãos. Características como o 

exoesqueleto bem esclerosado, o pequeno tamanho corporal, a organização 

típica dos coleópteros e as especializações sensoriais e fisiológicas contribuem 

para sua resistência à dessecação, eficiência locomotora e capacidade de 

explorar recursos alimentares específicos, em conjunto, esses atributos 

morfológicos sustentam o sucesso ecológico da espécie (ZOHRY; EL-SAYED, 

2019). 

 

1.2.1 Modelo para estudos genéticos 

 

Além de sua importância na agricultura, o T. castaneum também vem se 

destacando como um modelo para estudos genéticos (PERKIN; OPPERT, 

2019). Suas vantagens incluem criação e manuseio fáceis, tempo de geração 

relativamente curto, vida adulta longa, alta fecundidade, eficácia de manipulação 

genética e por possuir baixo custo de manutenção (LEE et al., 2013). 

Nos últimos anos, um número crescente de espécies de insetos tem sido 

sugerido como organismos modelo devido à sua distribuição mundial e 

importância ambiental, a exemplo a Drosophila melanogaster, que há mais de 
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100 anos tem sido uma ferramenta essencial, para avanços de diferentes 

estudos genéticos, comportamentais e de biologia molecular (BELLEN et al., 

2010). 

Os besouros representam a maior ordem de insetos, com seu 

representante o T. castaneum, sendo a primeira espécie com um genoma 

completamente sequenciado, e assim se tornou um modelo animal cada vez 

mais usado para uma variedade de estudos biomédicos, incluindo de doenças 

neurodegenerativas (como doença de Parkinson), a via de sinalização diurética 

(peptídeo semelhante à vasopressina e sua função de receptor), interações 

hospedeiro-patógeno (interações antagonistas e coevolução) e farmacologia e 

toxicologia (efeitos das drogas psicoativas) (ADAMSKI et al., 2019). 

T. castaneum emergiu como organismo modelo para estudos 

comparativos de biologia evolutiva do desenvolvimento, fornecendo informações 

para compreensão da metamorfose e da diversidade de insetos adultos, além de 

ser referência para pesquisas sobre fisiologia básica e estratégias de controle de 

pragas (BROWN et al., 2009). Essa consolidação de T. castaneum como um 

inseto modelo acontece pela identificação dessa espécie como mais 

representativa para o grupo do que a mosca D. melanogaster, por ser um animal 

com elevado grau de especialização, como em relação ao seu padrão de 

desenvolvimento embrionário inicial e à morfologia larval. (BROWN et al., 2009; 

HERNDON et al., 2020). 

Embora, T. castaneum também apresenta características individuais 

especializadas, a espécie possui muitas características ancestrais de 

desenvolvimento conservadas, como, seu modo de segmentação, a presença de 

apêndices larvais externos e uma morfologia de cabeça larval não involuta 

(BROWN et al., 2009). 

Pertencendo à ordem Coleoptera, táxon mais rico em espécies, T. 

castaneum, se apresenta como relevante para estudos de comparações 

evolutivas da função gênica entre insetos. Uma de suas principais vantagens 

como organismo modelo é a alta competência para RNAi sistêmico. Sua 

resposta de RNAi é muito eficaz, onde um grande número de genes pode ser 

analizado para fenótipos específicos de knockdown, pela introdução do RNA de 

dupla fita (dsRNA) correspondente, e diferente de D. melanogaster essa 

estratégia não está restrita ao desenvolvimento inicial. Além disso, o RNAi é 
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ambiental, ou seja, as células absorvem dsRNA da hemolinfa de forma muito 

eficiente e o efeito do RNAi é transmitido das mães injetadas para seus 

descendentes (BROWN et al., 2009; TOMOYASU et al., 2008; HORN et al., 

2022). 

É importante destacar, que além da técnica de RNAi, T. castaneum 

também estabeleceu-se como modelo na utilização do sistema CRISPR/Cas9. 

Esta ferramenta de edição genética permite a introdução de quebras específicas 

no DNA, possibilitando a inativação de genes ou a inserção de sequências de 

maneira precisa, através de mecanismos celulares de reparo (RYLEE et al., 

2022). Gilles e seus colaboradores (2015), demonstraram a aplicação eficiente 

dessa técnica em T. castaneum, alcançando altas taxas de mutações herdadas 

por non-homologous end joining e inserções direcionadas por reparo homólogo. 

Esse estudo validou o uso do CRISPR/Cas9 tanto para knockout funcional 

quanto para substituição de transgenes, consolidando T. castaneum como um 

modelo genético poderoso e ampliando significativamente o potencial da 

ferramenta para estudos de genética do desenvolvimento, evolução e aplicações 

futuras no controle de insetos-praga. 

Esse seu conjunto de características, genoma sequenciado, 

suscetibilidade ao RNAi, disponibilidade de ferramentas de edição gênica como 

o CRISPR/Cas9 e, os sofisticados métodos genéticos e transgênicos que podem 

ser usados em T. castaneum, fazem deste besouro uma excelente escolha para 

estudos comparativos (BROWN et al., 2009; HERNDON et al., 2020; RYLEE et 

al., 2022). 

1.3 Canais de cálcio 

 

Os íons de cálcio (Ca2+) são mensageiros secundários universais e 

extremamente adaptáveis que controlam uma variedade de funções e processos 

celulares, incluindo transcrição genética, proliferação, migração celular, divisão 

celular, crescimento, contração muscular, transmissão neuronal, secreção, entre 

outros (TIFFNER; DERLER, 2020). Sendo assim, um elemento fundamental 

para a manutenção da vida, com uma regulação complexa, as células possuem 

diferentes tipos de canais e proteínas que ligam e sinalizam o cálcio para que 
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sua presença seja precisa nos locais subcelulares requeridos (SOBOLOFF, 

2012). 

As células possuem duas principais fontes de Ca²⁺: os compartimentos 

intracelulares, como o retículo endoplasmático (RE) e as mitocôndrias, que 

armazenam e liberam Ca²⁺ para o citosol, e o meio extracelular, de onde os íons 

podem entrar na célula em resposta a sinais específicos. As alterações nos 

níveis celulares de Ca2+ são controladas por um conjunto de proteínas de 

sinalização, incluindo transportadores, canais iônicos, proteínas de ligação, 

proteínas de armazenamento e efetores dependentes de Ca2+. Essas proteínas 

agem de forma dinâmica para controlar a concentração adequada de cálcio 

dentro da célula (TIFFNER; DERLER, 2020). 

Canais iônicos formam poros hidrofílicos na membrana celular e permitem 

a permeação seletiva de íons de tamanho e carga apropriados através da 

membrana, seguindo seu gradiente eletroquímico. Esse processo é realizado por 

meio de diversos mecanismos intrínsecos de ativação dos canais iônicos em 

resposta a um estímulo específico, como uma mudança no potencial de 

membrana ou a ligação de um neurotransmissor. Portanto, a estimulação 

elétrica ou química dos canais iônicos leva à sua abertura transitória (TIFFNER; 

DERLER, 2020; LEE et al., 2014). 

Os canais de cálcio conduzem íons através do gradiente eletroquímico 

sem o uso de energia. Geralmente, o Ca2+ percorre de áreas com maiores 

concentrações, como o espaço extracelular ou os estoques intracelulares, para 

aquelas com menor concentração, como o citoplasma. Os canais de cálcio estão 

localizados na membrana plasmática (MP) ou na membrana de organelas 

intracelulares, como o RE, mitocôndrias e lisossomos (TIFFNER; DERLER, 

2020). Os canais de íons Ca2+ mais proeminentes representam canais 

dependentes de voltagem (VGCC - voltage-gated channels), canais 

dependentes de ligante (LGC - ligand-gated channels), canais operados por 

estoque (SOC - store-operated channels), canais de potencial receptor 

transitório (TRP - transient receptor potential channels) e canais 

mecanossensíveis (CATTERAL et al., 2005). 

1.3.1 Canal CRAC 
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A via de cálcio SOCE (Store operated calcium entry) é mediada pelo 

canal CRAC, o canal de cálcio ativado pela liberação de cálcio (CRAC - calcium 

release-activated calcium channel). Este canal é formado pelas proteínas STIM 

(stromal interaction molecules), que consiste em um sensor de cálcio localizado 

na membrana do retículo endoplasmático e Orai, que forma o poro do canal, 

presente na MP e, é ativado em resposta à depleção de cálcio do RE. (PARK, 

2009; TIFFNER; DERLER, 2020; BARANIAK et al., 2020). 

O canal CRAC gera sinais intracelulares mediante a alteração na 

concentração de Ca²⁺ intracelular, cujo papel é bem conhecido em células do 

sistema imunológico. Embora, o processo de entrada de Ca²⁺ mediado pela 

depleção de estoques seja conhecido há décadas, as proteínas componentes do 

canal, STIM e Orai, foram identificadas apenas mais recentemente (HOU et al., 

2012). 

Em células não excitáveis, os canais operados por depleção de estoques 

SOC, estabelecem a entrada de cálcio através de mecanismos dependentes do 

esvaziamento dos estoques intracelulares de Ca²⁺. Esses canais se configuram 

como uma via primária para a entrada de Ca²⁺ (SOCE) na célula. O canal CRAC 

representa o mais relevante canal SOC (PARK,2009).  

Em células do sistema imune, como linfócitos e mastócitos, as etapas de 

ativação dos canais CRAC, ocorrem como uma cascata molecular de interações. 

Em condições de repouso, os dímeros da proteína STIM, encontram-se 

distribuídos de maneira homogênea na membrana do RE, apresentando alta 

mobilidade. O momento inicial para a ativação de STIM ocorre mediante ligação 

de um ligante a um receptor de antígeno de células imunes. Este evento 

coordena uma série de eventos de sinalização envolvendo proteínas G 

heterotriméricas (Gα, Gβγ) ou uma cascata de tirosina quinase para ativar a 

fosfolipase C-β (PLCβ). Esta última cliva o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) 

na MP, o que medeia a produção de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato 

(IP3). O IP3 atua como um segundo mensageiro e se liga aos receptores de IP3 

(IP3R) localizados na membrana do RE (Figura 4) (PARK,2009; TIFFNER; 

DERLER, 2020; BARANIAK et al., 2020).  
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Figura 4: A via de ativação do canal CRAC e os processos de sinalização 

subsequentes. O esquema representa as vias de ativação no mastócito após a ligação 

de um ligante a um receptor no lado extracelular. A ativação da fosfolipase C e a 

geração de IP3 levam à depleção dos estoques intracelulares, à ativação do STIM e ao 

subsequente acoplamento STIM/Orai. O influxo de Ca2+ que ocorre após a abertura do 

Orai medeia cascatas de sinalização subsequentes que podem levar à transcrição 

gênica ou à liberação de mediadores inflamatórios, como histaminas, eicosanoides e 

citocinas (TIFFNER; DERLER, 2020). 

 

Posteriormente, o Ca²⁺ é liberado dos estoques e a STIM detecta essa 

depleção de Ca²⁺. Após a diminuição de íons de cálcio, STIM modifica sua 

conformação de um estado de repouso para o estado ativo, para isso, ela sofre 

uma mudança conformacional, oligomeriza e se move para locais de junções 

RE-MP (TIFFNER; DERLER, 2020). Esses locais de junções representam 

microdomínios bem definidos e dinâmicos, onde o RE está em estreita 

proximidade com a MP, proporcionando um suporte estrutural para a formação 

estável do complexo STIM/Orai e formação do canal CRAC. A associação de 

STIM e Orai é ainda facilitada pela ligação do terminal C de STIM ao PIP₂ 

localizado na MP, essa ligação é realizado meio da cauda polibásica (PBD – 

Polybasic Domain) rica em resíduos de lisina e arginina (PARK et al., 2009). 

Com o acoplamento de STIM e Orai, o influxo de Ca²⁺ através do poro de 

Orai ativado, ocorre na faixa micromolar. Esse influxo de Ca²⁺ é crítico para os 
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eventos de sinalização subsequentes que afetam os fatores de transcrição, 

proteínas de fusão vesicular, outros canais iônicos e enzimas específicas. Em 

células imunes, a SOCE desencadeia a produção de citocinas via fator nuclear 

de células T ativadas (NFAT) e a liberação de mediadores inflamatórios 

(histamina e eicosanoides) (PARK,2009). 

Em resumo, a ativação do canal CRAC é iniciada após a depleção de 

Ca²⁺ das reservas intracelulares, o que pode ocorrer via IP3R. A redução na 

concentração de Ca²⁺ é detectada por STIM, através da dissociação de Ca2+ do 

seu domínio estrutural EF-hand. Em seguida, STIM sofre uma mudança 

conformacional, oligomeriza e então, se realoca para locais de junções da MP 

com o RE, formando uma estrutura chamada puncta. Orai também se realoca 

para essas regiões de sítios de ligação e, o canal é aberto, reabastecendo as 

células com Ca2+ (PARK,2009).  

1.3.2 A proteína STIM 

A proteína STIM é composta por diferentes domínios, responsáveis pela 

detecção de Ca2+ e estabelecimento de seu estado de repouso ou ativo (em que 

se liga à Orai). STIM possui um peptídeo sinal no início do N-terminal que 

garante sua translocação para o RE. A região EF-hand, se liga ao cálcio, 

detectando a variação nas concentrações de Ca2+ intracelular, essa ligação é 

promovida pela presença de aspartatos e glutamatos carregados negativamente 

nesta região.  A região EF-hand é conectada ao domínio SAM que forma uma 

estrutura de feixe de cinco hélices α, em condições de repouso. As interações 

hidrofóbicas entre a região EF-hand e o domínio SAM estabelecem o complexo 

EF-SAM. Na Figura 5 é possível observar com detalhes os domínios de STIM e 

sua mudança de conformação após depleção de cálcio (TIFFNER; DERLER, 

2020). 
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Figura 5: Modelo de ativação de STIM e acoplamento à Orai. A redução na 

concentração de Ca2+ é detectada via STIM, que sofre uma mudança conformacional, 

oligomeriza, forma junções em direção à membrana plasmática e ativa o canal iônico 

altamente seletivo para Ca2+, Orai (NWOKONKO, 2016).  

 

Após a região N-terminal, que está voltada para o lúmen do RE, STIM 

apresenta um único domínio transmembrana (TM), que possui resíduos de 

glicina que promovem flexibilidade que permite as mudanças conformacionais de 

STIM (NWOKONKO, 2016).  

Na região C-terminal de STIM (voltada para a região do citosol), estão 

presentes os domínios responsáveis pela ativação e acoplamento à Orai. Os 

domínios responsáveis por essa interação são os CAD ou SOAR (STIM-Orai 

Activation Região) que apresentam os sítios de interação direta com as regiões 

N e C-terminais de Orai, e induzem sua ativação (Figura 5) (PALTY; ISACOFF, 

2015; ZHENG et al., 2013; ZHOU et al., 2017). 

1.3.3 A proteína Orai 
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A proteína de membrana, Orai forma poros iônicos altamente seletivos a 

Ca2+. A estrutura cristalina de Orai de Drosophila melanogaster, revela que o 

canal de cálcio é composto por um conjunto hexamérico de seis subunidades 

Orai dispostas ao redor de um poro iônico central. O poro atravessa a membrana 

e se estende para o citosol. Um anel de resíduos de glutamato em seu lado 

extracelular forma o filtro de seletividade (HOU et al., 2012; NWOKONKO, 2016). 

Cada subunidade do complexo contém quatro hélices α 

transmembranares (M1 a M4) e uma hélice após M4 que se estende para o 

citosol (denominada hélice de extensão M4) (Figura 6). Os domínios 

transmembrana são conectados por meio de dois loops extracelulares e um loop 

intracelular, ambos, N e C-terminais estão localizados no citosol (TIFFNER; 

DERLER, 2020; BARANIAK et al., 2020; HOU et al., 2012).  

O poro iônico está localizado no centro do canal ao longo do eixo de 

simetria sêxtupla, e as hélices transmembranares estão dispostas em três anéis 

concêntricos.  

 

Figura 6: Arquitetura de Orai: A - Representação em fita mostrando a estrutura 

terciária do canal vista de lado. As hélices estão coloridas: M1 (azul), M2 (vermelho), M3 

(verde), M4 (marrom), extensão M4 (amarelo na subunidade A e cinza na subunidade. 

Também são mostrados um íon Ca2+ (esfera magenta) e os resíduos Glu178 próximos 

(bastões amarelos). B - Vista ortogonal do canal a partir do lado extracelular. C - Vista 

ampliada mostrando a interação entre as hélices da extensão M4 (HOU et al., 2012). 

 Os dados estruturais de Orai disponíveis indicam que o canal apresenta 

uma arquitetura altamente organizada, na qual interações específicas entre 

resíduos transmembranares mantêm o canal em estado de repouso e controlam 

de forma precisa sua ativação (TIFFNER; DERLER, 2020; HOU et al., 2012). 
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1. JUSTIFICATIVA 

 

O cálcio é um elemento de grande importância, compreender os 

mecanismos de sua entrada nas células é um desafio, pois existem diferentes 

tipos de canais e proteínas que se ligam ao cálcio para promover sua entrada e 

para que sua presença seja devidamente direcionada aos locais requeridos 

(CLAPHAM, 2007; PARK et al., 2020). 

A entrada de cálcio por meio de canais iônicos para o meio intracelular, 

promove processos de sinalização que controlam várias funções celulares como 

proliferação, crescimento e migração, expressão gênica, transmissão neuronal, 

secreção, entre outros (CLAPHAM, 2007; PARK, 2009). Desta maneira, canais 

de cálcio podem representar alvos atrativos para controle de organismos que 

geram prejuízos à sociedade como as pragas agrícolas. 

Em células não excitáveis, os canais operados por estoque (SOC) 

representam uma rota primária de entrada de cálcio nas células também 

conhecida como SOCE. Dentre os canais SOC o canal CRAC é o mais 

proeminente (TIFFNER; DERLER, 2020).  

O canal CRAC desempenha um papel vital no controle de funções 

celulares em praticamente todos os tipos de células, os sinais de entrada são 

mediados pelas ações combinadas das proteínas STIM na membrana do RE e 

dos canais Orai na MP. As duas proteínas sofrem um processo de acoplamento 

dinâmico em regiões que formam junções entre o retículo endoplasmático e a 

MP. Esse processo de acoplamento é iniciado em resposta à depleção de Ca2+ 

armazenado no RE, o que desencadeia a ativação e formação do canal CRAC 

(ZHOU et al., 2017). 

A entrada de cálcio operada por depleção de estoques (SOCE) constitui 

uma via de sinalização evolutivamente conservada entre os eucariotos 

(COLLINS et al., 2022; CAI, 2007). No entanto, o conhecimento acerca do 

funcionamento desse canal em insetos ainda é limitado, estando 

majoritariamente restrito aos estudos realizados em D. melanogaster (BELLEN 

et al., 2010). Assim, o estudo do canal CRAC em T. castaneum não apenas 

contribui para a ampliação do conhecimento sobre a fisiologia celular e a 

sinalização por cálcio em insetos, como também destaca esse sistema como um 

mecanismo promissor para o controle de pragas agrícolas. 
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Em síntese, este projeto visa realizar um estudo sobre as proteínas 

formadoras do canal CRAC do inseto T. castaneum e seu mecanismo de 

funcionamento, ainda não descritos para esse inseto, através da utilização de 

técnicas como RNAi, clonagem, expressão, purificação e caracterização biofísica 

de proteínas recombinantes. Este canal se revela promissor para estudos em 

espécies que causam prejuízos à população e danos econômicos, podendo 

revelar potenciais alvos para controles de insetos como o T. castaneum. Além de 

se caracterizar proteínas ainda pouco estudadas. 

2. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Realizar o primeiro estudo funcional e a caracterização do canal de cálcio 

CRAC do Tribolium castaneum, visando identificar sua importância para a 

viabilidade e desenvolvimento deste inseto. 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Clonar as proteínas STIM e Orai para expressá-las em células de 

mamíferos, com a finalidade de avaliar sua localização subcelular, a ativação do 

canal e avaliar o papel de STIM como sensor de cálcio e pH intracelular, através 

de microscopia confocal. 

3.2.2 Clonar o domínio luminal de STIM (STIM-EF-SAM) para expressão em 

bactérias e purificação da proteína. 

3.2.3 Avaliar mudanças na conformação e estabilidade da proteína STIM-EF-

SAM após ligação com cálcio, através de diferentes técnicas biofísicas, como 

Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC - Isothermal Titration Calorimetry) e 

Dicroísmo Circular. 

3.2.4 Realizar experimentos de RNA de interferência (RNAi) para suprimir a 

expressão de STIM e Orai, com o objetivo de identificar possíveis mudanças 

fenotípicas.  
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3. METODOLOGIA 

4.1 Manutenção de criação do inseto Tribolium castaneum em laboratório 

 

Foi utilizado nessa pesquisa T. castaneum, da cepa Geórgia (GA-1), 

obtido de colônia mantida no Laboratório de Química e Função de Proteínas e 

Peptídeos (LQFPP) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro (UENF), em colaboração com o Prof. Dr. Gustavo Lazzaro Rezende. As 

colônias foram mantidas em estufa seca, segundo o protocolo de Ribeiro et al., 

2017, a temperatura de 30ºC e 70% de umidade relativa. As fases imaturas e os 

adultos foram mantidos separados em potes de plásticos medindo 20 x 14,5 cm, 

com farinha de trigo obtida em mercados locais (marca Dona Benta ou Rosa 

Branca), que serviram como fonte de alimento e abrigo, eventualmente foi 

adicionado extrato de levedura (5%) à farinha, com o objetivo de aumentar seu 

valor nutricional. Para sua utilização, a farinha passou pelo protocolo de 

armazenamento à - 70 ºC por 12 horas, seguido por um período de 12 horas em 

estufa a 60 ºC. Após esse período, a farinha foi peneirada com peneiras de solo 

de malha metálica com diâmetro de 300 ou 250 μm. Foram utilizados cerca de 

300 gramas de farinha de trigo para até 6 g de besouros adultos ou 10 g de 

besouros imaturos. A cada quatro semanas, a farinha de trigo era trocada e os 

adultos separados dos estágios imaturos (ovos, larvas e pupas) com uso das 

peneiras com malha de 710 μm e 300 μm. Todas as peneiras utilizadas eram da 

marca Bertel ISSO 3310/1. Não foi necessária aprovação ética para trabalhar 

com T. castaneum, pois eles são pragas domésticas comuns. 

 

4.2 Extração de RNA de T. castaneum 

 

Foi realizada a extração de RNA de diferentes estágios do ciclo de vida 

dos insetos. Para o isolamento de RNA totais de ovos, larvas e insetos adultos, 

foram recolhidos da colônia 50 a 100 mg de cada material. Larvas e insetos 

adultos foram submetidos a congelamento rápido em nitrogênio líquido, para 

interrupção das atividades metabólicas e preservação do RNA. Os ovos 

recolhidos foram lavados por três vezes com água sanitária (2%) e 

posteriormente água corrente, para retirar os grãos de farinha a qual ficam 

aderidos. Após a primeira etapa de preparação, as amostras foram trituradas 
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utilizando um pistilo. Para isolamento do RNA foi utilizado TRIzol Reagent 

(Thermo Fisher Scientific) seguindo o protocolo do fabricante. A confirmação da 

integridade do RNA foi por meio de eletroforese em gel de agarose (1%).  

 

4.3 Análise comparativa e predição das sequências de STIM e Orai de T. 

castaneum 

 

Inicialmente, foram realizadas buscas pelas sequências das proteínas 

STIM e Orai de T.castaneum, H. sapiens, D.melanogaster e H. armigera no 

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(BENSON et al., 2009). A inclusão de H. sapiens deve-se ao fato de suas 

proteínas serem amplamente caracterizadas na literatura, servindo como 

referência para análises funcionais; D. melanogaster foi selecionada por ser um 

inseto modelo clássico em estudos moleculares; e H. armigera por se tratar de 

uma praga agrícola de relevância econômica, para a qual existem estudos 

documentados envolvendo o canal CRAC. Após a identificação das sequências, 

procedeu-se ao alinhamento múltiplo com o objetivo de avaliar a presença de 

regiões conservadas entre as espécies. Para isso, foi utilizado o programa 

MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (EDGAR, 2004), 

e os alinhamentos obtidos foram analisados e editados com o auxílio do software 

Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). A predição de domínios proteicos foi 

realizada por meio da plataforma InterPro (BLUM et al., 2021). Adicionalmente, a 

identificação de regiões transmembranares foi conduzida utilizando dois 

métodos independentes, TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001) e DeepTMHMM 

(HALLGREN et al., 2022), com o objetivo de aumentar a confiabilidade das 

predições obtidas. A predição da estrutura tridimensional das proteínas STIM e 

Orai de T. castaneum foi realizada por meio do algoritmo AlphaFold (JUMPER et 

al., 2021). 

 

4.4 Clonagem de STIM e Orai de T. castaneum 

 

Inicialmente os genes TcSTIM, TcSTIM-EF-SAM e TcOrai foram 

amplificados através de PCR, utilizando cDNA de ovos, larvas e insetos adultos 

e, primers específicos para cada sequência (Tabela 1). Para a síntese do cDNA 
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foi utilizado o kit cDNA Synthesis Kit with RNase Inhibitor (Cellco), seguindo as 

recomendações do fabricante. A amplificação dos fragmentos foi realizada 

utilizando o kit CloneAmp™ HiFi PCR Premix (Takara Bio), seguindo o protocolo 

do fabricante. A amplificação dos fragmentos foi visualizada através de 

eletroforese em gel de agarose (1%), posteriormente o isolamento e a 

purificação dos fragmentos de DNA foram realizados utilizando o kit Wizard™ 

SV Gel and PCR Cleanup System (Promega), seguindo as orientações do 

fabricante. 

Após a purificação dos fragmentos amplificados, estes foram clonados em 

vetores para expressão em células de mamíferos e bactérias. Para expressão 

em células de mamíferos foi utilizado o vetor pCMV6-XL5 (gentilmente cedido 

pelo grupo do Prof. Patrick Hogan, do La Jolla Institute for Immunology) 

fusionado à proteína EGFP no N-terminal e o vetor MO91 (também cedido pelo 

grupo do Prof. Hogan), fusionado à proteína mCherry no N terminal, para 

inserção dos genes TcSTIM e TcORAI, respectivamente. Para a clonagem do 

gene TcSTIM, foi realizado o método de clonagem Gibson assembly, utilizando o 

kit Gibson Assembly Master Mix (NEBuilder), seguindo o protocolo do fabricante. 

O gene TcORAI foi clonado utilizando as enzimas de restrição BamHI e XhoI. De 

forma semelhante, o gene TcSTIM-EF-SAM foi clonado no vetor pET28a+ 

(Novagem) empregando as enzimas XhoI e NdeI. 

Os fragmentos de DNA e o vetor foram digeridos pelas enzimas de 

restrição a 37 °C por 16 horas. Em seguida, inserto e vetor foram unidos por 

meio de uma reação de ligação a 4 °C por 16 horas, catalisada pela enzima T4 

DNA ligase, resultando na formação de um plasmídeo recombinante, contendo o 

gene de interesse.  

Linhagens competentes de bactéria Escherichia coli (DH5α) foram 

utilizadas para propagação dos plasmídeos. Para isso, as bactérias foram 

transformadas a fim de incorporarem o plasmídeo recombinante. A 

transformação foi realizada por meio de choque térmico. Após a incubação com 

os plasmídeos por 30 minutos, as bactérias foram submetidas a um choque 

térmico em banho-maria a 42 ºC durante 50 segundos, seguido imediatamente 

por resfriamento em gelo por 2 minutos e acrescentado 200 μL de meio de 

cultura LB (Luria-Bertani). Na sequência, as bactérias foram incubadas sob 

agitação a 37 °C por 1h e plaqueadas em meio LB ágar contendo o antibiótico 
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de seleção (50 μg/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 16 h. 

As colônias selecionadas foram inoculadas em meio líquido LB contendo o 

antibiótico para cultivo e, após crescimento por cerca de 16 h a 37 °C, o DNA 

plasmidial dessas células foi extraído utilizando-se o kit Wizard Plus SV Miniprep 

DNA Purification Systems (Promega) de acordo com as orientações do 

fabricante.  

Após a obtenção dos plasmídeos, a confirmação da presença do inserto 

da da proteína TcSTIM-EF-SAM em pET28a+ foi realizada através de uma 

reação de PCR utilizando os primers da sequência. A confirmação da presença 

do inserto de STIM e Orai foi realizada por análise de restrição, utilizando-se as 

enzimas BamHI e XhoI para TcOrai em M091 e HindIII e XhoI para a digestão de 

TcSTIM em pCMV6-XL5. A reação de digestão foi preparada e incubada em 

estufa a 37 °C por 3h. Após as reações, a presença do inserto foi verificada por 

eletroforese em gel de agarose (1%). Posteriormente os clones positivos foram 

enviados para Plataforma de Sequenciamento de DNA do Instituto de Biofísica 

Carlos Chagas Filho - UFRJ para realização de sequenciamento. 

 

4.5 Expressão e purificação de TcSTIM-EF-SAM em Escherichia coli 

 

 Para a expressão da proteína TcSTIM-EF-SAM foi utilizada a linhagem de 

E. coli BL21 (DE3). As células foram transformadas por meio de choque térmico, 

e posteriormente plaqueadas em meio LB ágar. As colônias selecionadas para a 

expressão foram inoculadas em 5 mL de meio líquido LB com o antibiótico de 

seleção canamicina (50 μg/mL). Após 16 horas a 37 ºC, sob agitação a 150 rpm, 

o pré-inóculo resultante foi diluído em 1 L de meio de cultura LB e incubado sob 

agitação de 150 rpm à 37 ºC até que atingisse a densidade óptica (0,6 - 0,8 a 

600 nm), verificada através de espectrofotômetro. Atingida a densidade óptica, a 

expressão da proteína foi induzida pela adição de Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) (0,3 mM), e as células incubadas overnight a 18 ºC 

sob agitação. A expressão da proteína de interesse foi confirmada através de 

eletroforese em condições desnaturantes com gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 

15%), conforme descrito por Schägger e von Jagow (1987). Após a eletroforese, 

o gel foi corado com solução contendo 0,8 g de Azul Brilhante de Coomassie R, 

320 mL de metanol e 80 mL de ácido acético, sendo posteriormente descorado 
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com solução contendo 7% de ácido acético, procedimento este adotado para 

todos os géis apresentados neste trabalho. 

 Após o período de expressão, as culturas bacterianas foram centrifugadas 

por 30 minutos a 4500 rpm e 4 ºC, para sedimentar as células e posteriormente 

ressuspendidas em 30-50 mL de tampão de lise. A solução tampão para a lise 

dessa purificação foi composta por Tris-HCl (25 mM) pH 8,0, Nacl (150 mM), 

PMSF (0,5 mM) e 5% de glicerol (tampão A), para as etapas seguintes da 

purificação o tampão foi composto de Tris-HCl (25 mM) pH 8,0, Nacl (150 mM) e 

5% de glicerol (tampão B). Em seguida, a ruptura das células foi realizada 

através de sonicador pelo período de 10 minutos, com ciclos de 30 segundos 

ON e 40 segundos OFF e amplitude de 25%. A separação das proteínas 

solúveis do pellet de células foi realizada por centrifugação a 9000 rpm por 30 

minutos a 4 ºC, e o sobrenadante coletado.  

Para a purificação da proteína recombinante foram realizados dois 

protocolos de cromatografia, inicialmente por afinidade, conforme descrito por 

Hochuli et al., (1987), utilizando coluna de resina de Ni-NTA (Qiagen) e logo 

após por cromatografia de exclusão molecular (SEC), esta etapa visa separar as 

proteínas com base em seus tamanhos moleculares, permitindo a obtenção de 

frações mais puras e homogêneas da proteína de interesse (PORATH; FLODIN, 

1959).  

Para a cromatografia de afinidade o sobrenadante (30-50 mL) foi 

incubado com uma coluna contendo 2 mL de resina, previamente equilibrada 

com o tampão B, por 1h a 4°C, ressuspendendo a resina em intervalos de 20 

minutos. A coluna contendo resina de Ni-NTA, se baseia em um método 

amplamente utilizado na purificação de proteínas, a técnica de IMAC 

(Immobilized Metal Affinity Chromatography). Essa técnica se baseia na 

afinidade diferencial que íons metálicos imobilizados em uma matriz sólida 

apresentam por certos grupamentos expostos na superfície de uma molécula em 

solução. Esta afinidade resulta de ligações reversíveis formadas entre um íon 

metálico quelatado e certos resíduos de aminoácidos, tais como o anel imidazol 

da histidina (BRESOLIN et al., 2009).   

A proteína recombinante expressa possui uma tag de afinidade de 

hexahistidina (His-tag), composta por seis resíduos de histidina na região N-

terminal, codificada pelo vetor de expressão bacteriano pET28a+, dessa forma, 
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foi possível sua imobilização na coluna Ni-NTA, que apresenta íons de níquel 

(Ni2+). 

Após a passagem do sobrenadante pela coluna Ni-NTA, foram iniciadas 

as etapas de lavagens. A lavagem 1 foi efetuada com 50 mL do tampão B, a 

lavagem 2 foi realizada com 50 mL do tampão B com 10 mM de imidazol e, para 

a eluição da proteína foram utilizados 15 mL de tampão B contendo 0,5 M de 

imidazol. Durante a eluição, a concentração da proteína foi monitorada por 

espectrofotometria (NanoDrop) UV/Vis a 280 nm. Ao término da cromatografia 

de afinidade, foi adicionado EGTA (1 mM) à proteína eluída com o objetivo de 

quelar íons Ca²⁺ e evitar interações dependentes de cálcio que pudessem 

interferir nos experimentos realizados posteriormente com a proteína.  

Posteriormente foi realizada a SEC, utilizando-se uma coluna Superdex 

75 (HR 10/30 Cytiva) acoplada ao sistema AKTA go (Cytiva). Alíquotas de 1 mL 

foram aplicadas neste sistema e alíquotas também de 1 mL foram coletadas. O 

fluxo do tampão (tampão B) foi de 0,5 mL/min e a eluição das frações de 

interesse foi acompanhada por absorbância em 280 nm. Durante todo o 

protocolo de purificação o sobrenadante e a proteína eluída foram mantidos em 

banho de gelo. Alíquotas foram retiradas em cada etapa do processo para 

avaliação por eletroforese (SDS-PAGE 15%). Após a purificação, a proteína 

TcSTIM-EF-SAM teve sua estrutura secundária e estabilidade avaliadas por 

dicroísmo circular. A determinação da concentração protéica resultante da 

purificação foi realizada através de medidas de absorbância a 280 nm, utilizando 

o coeficiente de extinção calculado a partir da sequência de aminoácidos das 

proteínas, com auxílio do programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). 

 

4.6 Experimentos de Espectroscopia de Dicroísmo Circular 

 

Utilizando um espectropolarímetro Jasco J-815, foram medidos espectros 

de dicroísmo circular na região far-UV (200-260 nm). Foram realizados 

experimentos para a determinação da estrutura secundária da proteína TcSTIM-

EF-SAM (10 μM em tampão B) na ausência (forma apo) e na presença de 5 mM 

de Cloreto de Cálcio (CaCl2). 

Foram realizados dois ensaios de desnaturação térmica. No primeiro, foi 

adquirida a leitura apenas a 222 nm, de 20 °C a 90 °C, a uma taxa de 1°C/min, 
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com o objetivo de monitorar possíveis alterações na estabilidade térmica da 

proteína nas formas amostras apo e com CaCl2. No segundo ensaio, a 

desnaturação térmica foi monitorada por meio da aquisição de espectros de 

dicroísmo circular (200-260 nm) em intervalos de temperatura. As medidas foram 

realizadas a cada 10 °C, na faixa de 20 °C a 90 °C, permitindo a visualização 

detalhada do espectro da proteína em cada temperatura. Esse procedimento 

possibilitou a análise comparativa das alterações estruturais ao longo do 

aquecimento, das amostras apo e com CaCl2. 

As amostras foram colocadas em uma cubeta com caminho óptico de 1 

mm, e os espectros obtidos com uma média de seis varreduras na faixa de 

comprimento de onda entre 200 nm e 260 nm, a uma velocidade de 100 nm/min. 

Foram realizadas três réplicas independentes do experimento. 

Os espectros foram convertidos em elipticidade molar média por resíduo 

utilizando o software CDtoolX (MILES; WALLACE, 2018). Os dados obtidos 

foram posteriormente analisados e os gráficos gerados com o auxílio do software 

GraphPad Prism (GraphPad Software), permitindo a visualização e comparação 

das alterações na estrutura secundária da proteína. 

 

4.7 Experimentos de Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 

 

A afinidade de STIM EF-SAM pelo cálcio foi avaliada por calorimetria de 

titulação isotérmica (ITC - Isothermal Titration Calorimetry) usando um 

microcalorímetro nano-ITC (TA Instruments). Esse experimento revela os 

parâmetros termodinâmicos (ΔG, ΔH e ΔS) do processo de ligação entre a 

proteína e o ligante. Para esse ensaio foi adicionado à célula de amostra 200 μL 

de TcSTIM-EF-SAM em tampão B a 60 μM.  Foram realizados ensaios 

independentes utilizando os ligantes CaCl₂ e Cloreto de Magnésio (MgCl₂). Em 

cada experimento, a seringa foi preenchida com 50 μL de ligante a 5 mM, 

preparado no mesmo tampão da proteína. Foram realizadas vinte injeções 

consecutivas de 2 μL do respectivo ligante, à temperatura de 25 °C. Foram 

realizadas três réplicas independentes do experimento. 

Um experimento controle, no qual o ligante foi titulado em tampão, 

também foi conduzido sob as mesmas condições, e o calor de diluição foi 
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subtraído no tratamento dos dados usando um software específico para análise 

de dados de ITC (NanoAnalyze – TA Instruments). 

 

4.8 Experimento de SDS-PAGE após digestão suave com tripsina e 

eletroforese em gel de poliacrilamida nativa 

 

Ensaios de deslocamento em gel, após digestão branda com tripsina, 

foram realizados para investigar possíveis alterações conformacionais da 

proteína TcSTIM-EF-SAM induzidas pela ligação ao cálcio. Para a reação de 

digestão, foi preparada uma solução estoque de tripsina 25 mg/mL, utilizada em 

uma diluição 1:400.  

 Foram realizados três ensaios independentes, a proteína na forma apo, 

incubada por 30 min com 5 mM de CaCl₂ e com 5 mM MgCl₂. A proteína 

TcSTIM-EF-SAM (50 μM), em tampão B, tanto na forma apo quanto incubada 

com CaCl₂ e MgCl₂, foi tratada com 0,06 mg/mL de tripsina a temperatura 

ambiente por 30 min, conforme Figueiredo et al. (2025). Os fragmentos 

resultantes foram avaliados por SDS-PAGE (15%).  

 Para o experimento de deslocamento em gel de poliacrilamida nativo, 

foram preparados géis sem SDS e β-mercaptoetanol no tampão de amostra ou 

no gel, conforme descrito por Arndt et al., (2012). Para preservar a conformação 

nativa da proteína, o gel foi mantido no gelo durante a eletroforese. TcSTIM-EF-

SAM a 60 μM, em tampão B, foi aplicado ao gel na forma apo e também após 

incubação por 30 min com 5 mM de CaCl₂ e de MgCl₂, de maneira 

independente. Foram realizadas três réplicas independentes do experimento. 

 

4.9 Cultivo de células HEK293 

 

As células HEK293 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 

10% de soro fetal bovino, antibióticos e antimicótico (penicilina, estreptomicina e 

anfotericina B; Sigma-Aldrich), de acordo com as recomendações do fabricante. 

As células foram cultivadas em frascos para cultura celular. Para a 

realização dos subcultivos, o meio de cultura foi aspirado, seguido de lavagem 

com PBS e adição de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) para o desprendimento 

celular. A tripsina foi posteriormente neutralizada com meio de cultura, e as 

https://www.tainstruments.com/support/software-downloads-support/downloads/
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células foram contadas e semeadas em novos frascos, de acordo com a 

densidade celular desejada. O cultivo e a manutenção das células foram 

realizados em incubadora a 37 °C, sob atmosfera controlada contendo 5% de 

CO2. 

Durante o cultivo, o meio de cultura foi substituído regularmente, 

geralmente a cada 2–3 dias, e o crescimento celular foi monitorado por 

microscopia óptica. Os subcultivos foram realizados quando as células atingiram 

confluência de aproximadamente 70–80%, seguindo as etapas de aspiração do 

meio, lavagem com PBS, tratamento com tripsina-EDTA, neutralização, 

contagem celular e nova semeadura. Todas as manipulações celulares foram 

conduzidas sob condições assépticas. Para fins de preservação, as células 

HEK293 foram criopreservadas em meio contendo 10% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) e armazenadas em freezer a −70 °C. 

 

4.10 Expressão de TcSTIM em células de mamíferos 

 

Foram utilizadas células HEK293 para expressão da proteína, 

identificação da localização subcelular de STIM e análise da formação de puncta 

pelo canal CRAC após depleção de cálcio e mudança de pH intracelular.  Para a 

transfecção, as células foram adicionadas em placa de seis poços, a uma 

densidade de 0.3 x 10⁶ células por poço e transfectadas com 350-500 ng de 

EGFP-TcSTIM, usando 10 µl de lipoafectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) 

de acordo com as instruções do fabricante. Após 24 horas, as células foram 

transferidas para placas de petri com fundo de vidro para observação em 

microscópio confocal (Zeiss 710), as imagens foram geradas após 48 horas da 

transfecção. Para verificação da ativação do canal CRAC, mediante depleção de 

cálcio, as células transfectadas foram incubadas com 1 μM de Tapsigargina (TG) 

(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) por 15 minutos. Foi realizado também 

análise do canal mediante alteração de pH intracelular, para isso as células 

transfectadas foram incubadas com solução tampão, composta por 140 mM KCl, 

1 mM MgCl₂, 0,2 mM EGTA e 20 mM MES (pH 6,0), suplementada com 10 µM 

de nigericina, conforme descrito por Chen et al. (2024), as imagens foram 

geradas após 15 minutos. Para a análise dos experimentos, foram realizadas 
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três réplicas independentes para os ensaios com lipofectamina e duas réplicas 

independentes para a análise de alteração de pH. 

 

4.11 Síntese de dsRNA 

 

Foram desenhados primers para amplificação de regiões de 500 pb das 

das proteínas TcSTIM e TcOrai (Tabela 2), com a presença da sequência do 

promotor T7  (5’- TAATACGACTCACTATAG - 3’). A reação de PCR foi catalisada 

utilizando a DNA Polimerase Pfu (Promega) e plasmídeos contendo as 

sequências das proteínas. Após a reação foi realizada a purificação do DNA com 

o kit Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System (Promega), seguindo as 

recomendações do fabricante. A síntese de dsRNA foi realizada utilizando o kit 

HighYield T7 RNAi (Jena Bioscience, distribuído pela Cellco), seguindo o 

protocolo indicado pelo fabricante. Em um microtubo livre de nucleases foi 

adicionado o DNA molde e os componentes do kit, e incubados a 37 °C por 30 

min. Posteriormente, a amostra de ssRNA foi incubada a 70 °C por 10 min e 

resfriado passivamente até a temperatura ambiente, para que ocorresse o 

anelamento. Por meio da adição de RNase e DNase foram removidos o molde 

de DNA e de ssRNA. Para precipitação da dsRNA foi utilizado acetato de sódio 3 

M (pH 5,2) e isopropanol, incubado por 5 min no gelo, e centrifugado por 10 min. 

O pellet de dsRNA foi ressuspendido em 40 μL de água. A concentração de RNA 

foi determinada pela medição da absorbância a 260 nm no NanoDrop.  

 

4.12 Silenciamento gênico por RNAi 

 

A técnica de RNA de interferência foi utilizada para silenciar os genes de STIM 

e Orai de T. castaneum, no estágio larval do seu ciclo de vida, conforme 

descrito por Linz et al., (2014). Larvas de aproximadamente 20 dias foram 

selecionadas. O experimento de injeção foi realizado em dois grupos, o 

primeiro grupo injetado com dsRNA TcSTIM e o segundo grupo (grupo 

controle) injetado com água. Para cada grupo, foram injetadas 60 larvas com o 

auxílio do nanoinjetor Nanoject II, utilizando microagulhas confeccionadas a 

partir de microcapilares de vidro borossilicato (Drummond Scientific Company, 

#3-000-203-G/X), preparados no PC-10 Micropipette Puller, com o 
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equipamento ajustado para 59,8 V no heater 2.  Em cada larva, previamente 

anestesiada em gelo, foi injetado o volume de 207 nL, na região dorsal do 

abdome, entre o quarto e quinto segmento. As larvas foram mantidas em 

placas de petri com farinha de trigo (passada pelo processo de armazenamento 

descrito na seção 4.1), que foi trocada a cada 5 dias e, mantidas a 30 °C. Nas 

primeiras 48h após a injeção foram retiradas as larvas que morreram em 

decorrência da não cicatrização do ferimento, as larvas restantes foram 

acompanhadas diariamente durante seu processo de desenvolvimento até a 

fase adulta e as alterações fenotípicas identificadas por microscopia e lupa. 
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4. RESULTADOS 

 

5.1 Análises de bioinformática de estruturas preditas das proteínas STIM e 

Orai 

 

 Iniciamos o estudo do canal CRAC de T. castaneum pela análise da 

sequência das proteínas que o compõem. Foi realizado um alinhamento múltiplo 

para determinar regiões conservadas da proteína em comparação a ortólogos de 

H. sapiens, e dos insetos D. melanogaster e H. armigera.  

As análises comparativas revelaram que as proteínas STIM apresentam 

elevada conservação dos domínios EF-hand e SAM entre as espécies avaliadas, 

indicando a manutenção estrutural de regiões essenciais para a detecção de 

Ca²⁺ luminal e para a oligomerização da proteína. Além disso, a predição de 

regiões transmembranares confirmou a presença do segmento transmembranar 

característico de STIM (Figura 7).  
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Figura 7: Alinhamento múltiplo de STIM das espécies Tribolium castaneum, Homo 

sapiens, Drosophila melanogaster e Helicoverpa armigera. As regiões com a 

coloração azul mais intensa, são mais conservadas.  

 

Para a proteína Orai, as análises evidenciaram a presença de quatro 

hélices transmembranares, compatível com o descrito para Orai de D. 

melanogaster. É possível identificar que as regiões transmembranas possuem 

resíduos altamente conservados (Figura 8). 
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Figura 8: Alinhamento múltiplo de Orai das espécies Tribolium castaneum, Homo 

sapiens, Drosophila melanogaster e Helicoverpa armigera. As regiões com a 

coloração azul mais intensa, são mais conservadas.  

 

 As estruturas tridimensionais das proteínas STIM e Orai foram preditas 

utilizando a plataforma AlphaFold, permitindo a visualização da organização 

estrutural e da distribuição dos domínios funcionais ao longo das sequências. 

Para STIM, o modelo predito evidenciou a organização dos domínios EF-hand e 

SAM em uma conformação compatível com a função de sensor de cálcio 

luminal, além da presença da região transmembranar característica que conecta 

os compartimentos do retículo endoplasmático e do citosol (Figura 9). 
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Figura 9: Estrutura tridimensional da proteína TcSTIM gerada pelo AlphaFold. A 

estrutura está colorida de acordo com o índice de confiabilidade pLDDT, variando de 

azul escuro (pLDDT > 90, alta confiabilidade) a azul claro/verde (70 < pLDDT < 90, 

confiabilidade moderada), amarelo (50 < pLDDT < 70, baixa confiabilidade) e 

laranja/vermelho (pLDDT < 50, regiões altamente flexíveis ou desordenadas). 

 

 No caso de Orai, a estrutura predita revelou claramente a disposição das 

quatro hélices transmembranares, organizadas de forma consistente com a 

arquitetura típica de canais CRAC, reforçando a confiabilidade das predições 

obtidas e sua concordância com dados estruturais adquiridos (Figura 10). 
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Figura 10: Estrutura tridimensional da proteína TcOrai gerada pelo AlphaFold. A 

estrutura está colorida de acordo com o índice de confiabilidade pLDDT, variando de 

azul escuro (pLDDT > 90, alta confiabilidade) a azul claro/verde (70 < pLDDT < 90, 

confiabilidade moderada), amarelo (50 < pLDDT < 70, baixa confiabilidade) e 

laranja/vermelho (pLDDT < 50, regiões altamente flexíveis ou desordenadas). 

 

As predições estruturais obtidas por meio do AlphaFold apresentaram 

altos níveis de confiança para as regiões que caracterizam funções das 

proteínas, como os domínios EF-hand, SAM e região transmembrana de STIM e 

as hélices transmembranares de Orai. 

 

5.2 Clonagem de STIM e Orai de T. castaneum 

 

Foi realizada a busca de sequências das proteínas STIM e Orai de T. 

castaneum no National Center for Biotechnology Information (NCBI) (WHEELER 

et al., 2003) e no iBeetle-Base (SCHMITT-ENGEL et al., 2015). A sequência de 

TcSTIM possui 1921 pb e TcOrai 975 pb. Diante da dificuldade de purificação de 

proteínas contendo regiões transmembrana, como TcSTIM, foi realizada uma 

construção parcial, compreendendo apenas o domínio EF-SAM (localizado no 

lúmen do RE), para expressão e purificação em bactérias, sendo possível 

analisar a funcionalidade desse domínio como sensor de cálcio. Para a 

realização dessa construção parcial a região transmembrana de TcSTIM foi 
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identificada através do software TMHMM - 2.0 (KROGH et al., 2001), e o 

domínio EF-SAM identificado na sequência para realização do desenho dos 

primers. 

Os primers foram desenhados através da ferramenta OligoPerfect Primer 

Designer (Thermo Scientific), e estão listados na Tabela 1. 

Tabela 1: Sequências de primers para clonagem das proteínas TcSTIM e TcOrai. 

 Para a clonagem da sequência completa da proteína STIM no vetor 

pCMV, foi utilizado o método de montagem Gibson, sem o emprego de enzimas 

de restrição. Essa abordagem foi adotada porque a sequência codificante da 

proteína contém sítios internos de restrição para as enzimas disponíveis, o que 

poderia resultar em clivagem indesejada e consequente perda da integridade e 

da função da proteína. Para a clonagem de Gibson é preciso realizar uma 

montagem com uma região de sobreposição de no mínimo 15 pb entre a 

sequência a ser clonada e o vetor. Os primers utilizados para o vetor pCMV 

foram: primer foward (5’-3’): 

GCAAGGGTAAAAATGACTGAGCAGGATGGGGTGGCAGTAAAGG e primer 

reverse (5’-3’): CGTGGCGGCATCTTCGGCCTTGTACAGCTCGTCCAT. Como 

molde da reação de PCR do vetor foi utilizado um plasmídeo contendo a 

sequência do pCMV com a sequência da STIM de H. sapiens, já presente no 

laboratório (LQFPP/UENF). 

As sequências de TcSTIM-EF-SAM e TcOrai, também foram clonadas 

diretamente ao vetor, utilizando enzimas de restrição. A seleção de clones 

positivos para TcSTIM em pCMV e TcOrai em M091 foi realizada através de 

análise se restrição, já TcSTIM-EF-SAM em pET28a+, através de reação de 

PCR utilizando os primers da sequência da proteína, devido ao baixo rendimento 

do plasmídeo.  

A análise das reações foi feita por meio de eletroforese em gel de agarose 

1%. A Figura 11 apresenta o resultado das reações para seleção de clones 

positivos (destacados nos quadrados vermelhos). Cabe destacar que o vetor 

M091 utilizado na clonagem de Orai corresponde a um plasmídeo recombinante 
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previamente construído, o qual já continha inserida uma sequência do gene Orai 

de Schistosoma mansoni (SmOrai), sendo utilizado como base para as etapas 

subsequentes de clonagem. Os clones selecionados positivamente foram 

sequenciados a fim de confirmar a correta inserção e integridade das sequências 

clonadas nos vetores. 

 

 

Figura 11: Representação em gel de agarose de teste para confirmação de clones 

positivos: A - Gel para análise de reação de restrição. As amostras foram distribuídas 

em poços com 30 µl. 1 - Marcador; 2 - HsSTIM+pCMV; 3 - Colônia 1 (TcSTIM+pCMV); 4 

- Colônia 2 (TcSTIM+pCMV); 5 - Colônia 3 (HsSTIM+pCMV); 6 - Colônia 4 

(HsSTIM+pCMV); 7 - Colônia 5 (HsSTIM+pCMV); 8 - Colônia 6 (HsSTIM+pCMV). B - 

Gel para análise da reação de PCR. As amostras foram distribuídas em poços com 

30µl. 1 - Marcador; 2 - Colônia 1 (Clone negativo); 3 - Colônia 2 (Clone positivo TcSTIM-

EF-SAM+pET28); 4 - Colônia 3 (Clone negativo). O número de pares de bases da 

sequência de TcSTIM-EF-SAM corresponde a 603 pb. C - Gel para análise de reação 

de restrição. 1 - Marcador; 2 - Colônia 1 (SmOrai+M091); 3 - Colônia 2 (clone positivo 

TcOrai+M091); 4 - Colônia 3 (clone positivo TcOrai+M091); 5 - Colônia 4 

(SmOrai+M091); 6 - Colônia 5 (SmOrai+M091); 7 - Colônia 6 (clone positivo 

TcOrai+M091); 8 - Colônia 7 (SmOrai+M091); 9 - Colônia 8 (SmOrai+M091); 10 - 

Colônia 9 (clone positivo TcOrai+M091). O número de pares de bases que corresponde 

a sequência de TcOrai é 975 pb. 

 

Esses resultados confirmam o sucesso do processo de clonagem na 

introdução dos genes de interesse nos vetores plasmidiais e na obtenção de 

populações de células contendo os genes de STIM, Orai e STIM-EF-SAM de T. 

castaneum para estudos subsequentes sobre sua função e regulação. 

5.3 Expressão e purificação de TcSTIM-EF-SAM em E. coli  

A expressão da proteína recombinante foi realizada na linhagem 

comercial E. coli BL21 (DE3), amplamente utilizada para expressão heteróloga 

de proteínas sob controle do promotor T7. As células foram transformadas por 
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choque térmico, plaqueadas e três colônias foram selecionadas para realização 

de teste de expressão. O teste expressão confirmou sua superexpressão, pela 

presença da banda expressiva de 22 kDa (correspondente ao tamanho da 

proteína de interesse) no gel de poliacrilamida SDS-PAGE (15%), conforme 

observado na Figura 12.  

 
Figura 12: Resultado do teste de expressão de TcSTIM-EF-SAM - 15% SDS-PAGE: 

1 - Marcador; 2 - Colônia 1: não induzida; 3 - 4 Colônia 1: induzida; 5 - Colônia 2: não 

induzida; 6 - 7 Colônia 2: induzida; 8 - Colônia 3: não induzida; e 9 - 10 Colônia 3: 

induzida. 

 

Após a confirmação da expressão bem-sucedida da proteína TcSTIM-EF-

SAM, foi iniciado o protocolo de expressão e purificação em maior escala. A 

proteína foi expressa em 2 L de cultura, e, em seguida, procedeu-se à etapa de 

purificação. A etapa de purificação inicia-se com a centrifugação do meio de 

cultura e posterior lise das células. A adição do inibidor de proteases PMSF ao 

tampão de lise (tampão A), foi essencial para prevenir a degradação proteica 

durante a purificação, problema observado na primeira tentativa de purificação 

de TcSTIM-EF-SAM. Após a lise das células, a proteína de interesse foi 

detectada na fração solúvel, conforme evidenciado pela análise do sobrenadante 

obtido após a centrifugação (Figura 13, coluna 4). Essa fração solúvel, foi então 

submetida às etapas subsequentes de purificação. 

Inicialmente foi realizada a cromatografia de afinidade, esse processo 

permitiu a retenção seletiva de TcSTIM-EF-SAM na coluna, enquanto a maioria 

das outras proteínas não ligadas foram eluídas. Essa observação foi evidenciada 
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pela presença mínima de TcSTIM-EF-SAM na fração não retida (conforme 

ilustrado na Figura 13, coluna 5). 

A lavagem 1 foi conduzida exclusivamente com a passagem do tampão B 

pela coluna. A seguinte lavagem (lavagem 2) foi composta pelo tampão B 

adicionado a 10 mM de imidazol. Pode-se observar que as lavagens causaram 

uma perda mínima de proteína, porém, foram essenciais para a obtenção de 

uma amostra com alto grau de pureza.  

A última etapa da cromatografia de afinidade foi a eluição da proteína, 

que ocorreu com o tampão B adicionado a 0,5 M de imidazol, o volume de 

eluição foi dividido em três (5 mL para cada eluição) e a cada eluição a resina foi 

homogeneizada por 5 min em um agitador orbital. Todas as etapas da 

cromatografia de afinidade ocorreram a baixa temperatura, visando manter a 

integridade da proteína.  

A cromatografia de afinidade demonstrou alta eficiência na ligação da 

proteína TcSTIM-EF-SAM, o que foi evidenciado pela presença da proteína em 

alta concentração nas frações de eluição, conforme visualizado na Figura 13, 

colunas 8-10. 

 
Figura 13: Lavagens da etapa de cromatografia de afinidade - 15% SDS-PAGE: 1 - 

Marcador; 2 - Não induzido; 3 - Induzido; 4 - Sobrenadante; 5 - Não retido; 6 - Lavagem 

1; 7 - Lavagem 2; 8 - Eluição 1; 9 - Eluição 2; 10 - Eluição 3. 

 

Posteriormente, foi realizada cromatografia por exclusão molecular em 

coluna Superdex 75 acoplada ao sistema ÄKTA go (Cytiva). A Figura 14 - A 

mostra o resultado final da purificação, sendo representado pelas frações do 

ÄKTA. Esses resultados indicam que a purificação foi bem-sucedida, resultando 
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na obtenção de uma proteína livre de contaminantes. Além disso, observa-se a 

presença de uma banda entre 45 e 60 kDa nas frações com maior concentração 

proteica, possivelmente correspondente à formação de dímeros (Figura 14 - A). 

A análise do perfil de eluição de TcSTIM-EF-SAM na cromatografia de 

exclusão molecular revela um único pico principal com maior intensidade, que 

corresponde às frações 11 e 12, indicando uma proteína homogênea. Conforme 

observado na Figura 14 - B. 

 

 
Figura 14: Resultado da Cromatografia de Exclusão Molecular - 15% SDS-PAGE: A 

- 1 - Marcador; 2 - Fração 10; 3 - Fração 11; 4 - Fração 12; 5 - Fração 13; B - Gráfico do 

perfil de eluição de TcSTIM-EF-SAM. 

 

Os resultados obtidos na purificação da proteína TcSTIM-EF-SAM, 

indicam que o protocolo foi bem sucedido, obtendo-se uma proteína com 

elevado grau de pureza, adequada para as análises subsequentes de 

caracterização biofísica e mudança conformacional na presença de cálcio.  

 

5.4 TcSTIM-EF-SAM atua como sensor de cálcio 

 

Experimentos de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram 

realizados para avaliar a ligação do cálcio à TcSTIM-EF-SAM. A análise por ITC 

foi realizada utilizando o modelo de sítios independentes, a Figura 15 mostra a 

curva de ligação obtida.  
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Figura 15: Análise de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) da titulação de Ca²⁺ 

a TcSTIM-EF-SAM. (Acima) Dados brutos de ITC mostrando a taxa de calor (μJ/s) 

registrada após injeções sequenciais de 2 mM de CaCl₂ em uma solução de 60 μM de 

TcSTIM-EF-SAM, em tampão B, a 25 °C. (Abaixo) Isoterma de ligação integrada 

representando a variação de entalpia por injeção em função da razão molar, ajustada a 

um modelo de ligação de sítios independentes. 

 

O ajuste dos dados de ITC a um modelo de sítios independentes resultou 

em uma constante de dissociação na faixa de micromolar (Kd = 61,5 µM ± 2,6), 

indicando uma interação de afinidade moderada entre Ca²⁺ e a TcSTIM-EF-

SAM. A estequiometria de ligação obtida (n = 4,15 ± 0,35) sugere a presença de 

aproximadamente quatro sítios de ligação. A interação apresentou caráter 

exotérmico, com variação de entalpia de −6,27 ± 0,95 kJ/mol, e foi acompanhada 

por um ganho entrópico favorável (ΔS = 59,58 J/mol·K). Apesar da consistência 

global do ajuste, os erros associados aos parâmetros indicam que os valores 

devem ser interpretados com cautela. 

A ligação ao cálcio se mostrou específica, pois não foi observada curva 

de ligação ao titular MgCl2, indicando a ausência de interação com este íon, 

conforme observado na Figura 16. 
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Figura 16: Análise de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) da titulação de 

Mg²⁺ a TcSTIM-EF-SAM. (Acima) Dados brutos de ITC mostrando a taxa de calor (μJ/s) 

registrada após injeções sequenciais de 2 mM de MgCl₂ em uma solução de 60 μM de 

TcSTIM-EF-SAM, em tampão B, a 25 °C. (Abaixo) Isoterma de ligação integrada 

representando a variação de entalpia por injeção em função da razão molar, ajustada a 

um modelo de ligação de sítios independentes. 

 

 Os resultados obtidos nos experimentos de ITC demonstram que TcSTIM-

EF-SAM é capaz de se ligar de forma específica ao cálcio. Essa interação ocorre 

de maneira exotérmica, com liberação de calor, até que a saturação do sistema 

seja atingida. Esses dados são consistentes com a função do domínio EF-SAM 

de STIM de T. castaneum, como sensor de cálcio associado à ativação do canal 

CRAC. 

 

5.5 Ligação com cálcio aumenta a estabilidade térmica de TcSTIM-EF-SAM 

 

 Foi realizado o ensaio de espectroscopia de dicroísmo circular para 

analisar a estrutura secundária da proteína TcSTIM-EF-SAM. Esta proteína 

integra a família EF-hand, descrita por Kretsinger e Nockolds (1973), que é 

caracterizada pela presença de motivos estruturais do tipo hélice–loop–hélice, 

com predominância de estrutura secundária α-helicoidal, responsáveis pela 

ligação a íons cálcio (Ca²⁺). A Figura 17-A, mostra o espectro de TcSTIM-EF-

SAM (10 μM), em sua forma apo, que revela dois mínimos intensos em torno de 

208 e 225 nm, indicativos de um alto teor de α-hélice, em B é apresentado outro 
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experimento, comparando o espectro de TcSTIM-EF-SAM na forma apo e 

incubada com 5 mM de CaCl2 (forma holo). É possível constatar que a ligação 

com o cálcio não afeta a estrutura secundária de forma significativa, sendo 

observadas mínimas alterações no espectro e a manutenção de sua estrutura 

rica em hélice. 

 

 
Figura 17: Espectro de Dicroísmo Circular da proteína TcSTIM-EF-SAM: A - 

Solução de 10 μM TcSTIM-EF-SAM em tampão B (forma apo); B - Comparação de 

TcSTIM-EF-SAM nas formas apo e com cálcio 5 mM de CaCl₂. 

 

Com a finalidade de analisar a estabilidade térmica da proteína, foi 

realizado o experimento de desnaturação térmica. A desnaturação térmica é um 

processo no qual a estrutura de uma proteína é desfeita devido ao aumento da 

temperatura. Isso pode resultar na perda da estrutura secundária, como as α-

hélices e folhas-β, e eventualmente, na desnaturação completa da proteína, em 

que ela perde sua estrutura tridimensional nativa (KOMIYAMA et al., 1984). 

 Para essa técnica foram realizados dois tipos de ensaio, um 

monitoramento em comprimento de onda único (222 nm) para monitorar perda 

de estrutura em α-hélice com o aumento da temperatura (20-90°C) e o 

monitoramento de espectros completos (200-260 nm) a cada 10 °C, na mesma 

faixa de temperatura. Na Figura 18 podemos observar o resultado do 

experimento de desnaturação térmica ao acompanhar a elipticidade em 222 nm. 

 É possível observar um perfil sigmoidal, característico de uma transição 

cooperativa entre os estados nativo e desnaturado da proteína. Na amostra com 

cálcio ocorre um aumento na estabilidade de aproximadamente 10 °C para que 

ocorra um colapso na estrutura representado pela transição abrupta que ocorre 

em 70 °C. A região de transição corresponde à perda progressiva da estrutura 
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secundária, sendo o ponto médio da curva associado à temperatura de melting 

(Tm). 

 

 
Figura 18: Desnaturação térmica da proteína TcSTIM-EF-SAM via espectro de 

Dicroísmo Circular. A amostra na forma apo (10 μM em tampão B) está representada 

pela linha preta, enquanto a proteína incubada com 5 mM de CaCl2 (10 μM) está 

representada pela linha azul. 

 

A Figura 19 (A e B) ilustra o resultado do experimento de desnaturação 

térmica, sendo medido o espectro mediante ao aumento de cada 10 °C, sendo 

possível observar alterações nos espectros com o aumento da temperatura. Os 

experimentos foram realizados com a proteína TcSTIM-EF-SAM (10 μM), em 

tampão B, e incubada com 5 mM de CaCl2, foi possível observar que ocorre 

aumento na estabilidade da proteína após sua ligação com cálcio. No painel A 

podemos observar que a 70 °C a proteína na sua forma apo perde grande parte 

de sua estrutura nativa, tornando-se predominantemente desenovelada. No 

painel B vemos que após a ligação com cálcio ocorre o aumento da estabilidade 

térmica da proteína, evidenciado pela presença de estrutura em α-hélice em 70 

°C. 

Os resultados revelam que a proteína TcSTIM-EF-SAM, na ausência de 

cálcio, mantém sua estrutura secundária até 60 ºC, enquanto na presença de 

cálcio, essa estabilidade é estendida até cerca de 70 ºC, demonstrando um 

grande aumento na estabilidade com a adição do ligante. 

 



 

59 

 
Figura 19: Desnaturação térmica da proteína TcSTIM EF-SAM via espectro de 

Dicroísmo Circular: A - TcSTIM-EF-SAM na forma apo (10 μM em tampão B); B - 

TcSTIM-EF-SAM (10 μM em tampão B) com 5 mM de CaCl2. 

 

5.6 TcSTIM-EF-SAM muda sua conformação após ligação com cálcio 

 

 Para analisar se ocorreu mudança conformacional de TcSTIM-EF-SAM 

após ligação com cálcio, foi realizado o experimento de digestão suave com 

tripsina e de deslocamento da proteína em gel nativo.  

Os ensaios de digestão suave com tripsina mostraram diferenças no 

padrão de digestão de TcSTIM-EF-SAM na forma apo e na presença de CaCl2 (5 

μM), em comparação com MgCl2 (5 μM). A análise por SDS-PAGE 15% após 30 

min de incubação à temperatura ambiente é apresentada na Figura 20. 
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Figura 20: Resultado de reação de digestão suave com tripsina - SDS-PAGE 15%: 

1 - Marcador; 2 - TcSTIM-EF-SAM na forma apo (10 μM em tampão B); 3 - TcSTIM-EF-

SAM (10 μM em tampão B) com 5 mM de Ca²⁺; 4 - TcSTIM-EF-SAM (10 μM em tampão 

B) com 5 mM de Mg²⁺. Após 30 minutos de reação. 

 

A digestão de TcSTIM-EF-SAM em suas formas apo e ligada à Ca²⁺ 

resultou em padrões de bandas distintos em SDS-PAGE. É possível observar a 

presença de cinco bandas adicionais e com peso molecular maior na amostra 

incubada com CaCl2 (Figura 20, coluna 3), enquanto na amostra apo e incubada 

com MgCl2 exibiram padrões semelhantes (Figura 20, colunas 2 e 4), 

caracterizados por menos fragmentos visíveis. 

Os padrões proteolíticos diferentes observados nesse experimento 

sugerem que ocorreu uma mudança conformacional em TcSTIM-EF-SAM 

induzida pela ligação com cálcio, que modifica a exposição dos sítios de 

clivagem da tripsina.  

No gel nativo a migração da proteína no gel se deu de forma semelhante, 

tanto na forma apo, como incubada com CaCl2 e MgCl2, exibindo duas bandas, 

uma mais evidente e outra mais sutil acima (Figura 21). 

 
Figura 21: Resultado de deslocamento de TcSTIM-EF-SAM em gel nativo - SDS-

PAGE 15%: 1 - Marcador; 2 - TcSTIM-EF-SAM na forma apo (60 μM em tampão B); 3 - 

TcSTIM-EF-SAM (60 μM em tampão B) com 5 mM de CaCl2; 4 - TcSTIM-EF-SAM (60 

μM em tampão B) com 5 mM de MgCl2; 5 - TcSTIM-EF-SAM na forma apo (40 μM em 

tampão B); 6 - TcSTIM-EF-SAM (40 μM em tampão B) com 5 mM de CaCl2; 7 - TcSTIM-

EF-SAM (40 μM em tampão B) com 5 mM de MgCl2. 
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A migração da proteína, avaliada por eletroforese em gel nativo, não 

apresentou diferenças detectáveis entre as condições analisadas, indicando que 

a mudança conformacional provavelmente é sutil e não altera de forma 

significativa o padrão de migração.  

Os resultados obtidos indicam que a ligação ao cálcio induz mudanças 

conformacionais na proteína TcSTIM-EF-SAM, porém sem comprometer sua 

organização global, preservando sua estrutura globular. Embora o CD no UV 

distante (Figura 17-B) não indiquem alteração significativa na estrutura 

secundária nas formas apo e holo, a maior estabilidade térmica (Figura 18 e 19) 

e a maior resistência à proteólise (Figura 20) sustentam que a ligação com Ca²⁺ 

promove um rearranjo estrutural em TcSTIM-EF-SAM.  

 

5.7 TcSTIM forma puncta após depleção de cálcio e mudança de pH 

intracelular 

 

 Para análise da localização subcelular das proteínas componentes do 

canal CRAC de T. castaneum, TcSTIM foi expressa em células HEK 293. As 

células foram transfectadas com 350 ng do DNA plasmidial, EGFP-PCMV + 

TcSTIM. As imagens de microscopia foram geradas através de microscópio 

confocal. Após a transfecção, as células apresentaram a localização esperada 

da STIM no retículo endoplasmático, identificada pela fluorescência verde 

decorrente de sua fusão à EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). Na 

Figura 22, observa-se o padrão de marcação característico de proteínas 

localizadas no retículo endoplasmático. 

Os dados obtidos evidenciam uma boa expressão da proteína, sendo 

possível observar a expressão de forma evidente. Nesse experimento, as células 

não foram transfectadas com Orai, uma vez que o laser vermelho do 

microscópio, necessário para a detecção do fluoróforo fusionado à proteína Orai, 

não estava operacional.  
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Figura 22 A - B: Imagens de microscopia confocal das células HEK293 

transfectadas com EGFP-STIM.  

 

 Para identificar se o canal CRAC de T. castaneum, pode ser ativado em 

células de mamíferos mediante depleção de cálcio, as células foram incubadas 

com solução de 1 μM de Tapsigargina (TG). TG é um composto amplamente 

utilizado para induzir a liberação de Ca²⁺ do retículo endoplasmático, por meio 

da inibição da bomba SERCA (Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium 

ATPase), ativando mecanismos como a entrada de cálcio dependente de 

estoques (SOCE). Após 15 min de incubação, as células apresentaram a 

formação de puncta (Figura 23 A e B) um fenômeno característico da ativação 

da proteína STIM, que reflete a aproximação e o acoplamento funcional entre as 

membranas do retículo endoplasmático (RE) e da membrana plasmática (MP). 
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Figura 23: Imagens de microscopia confocal das células HEK293 transfectadas 

com EGFP-STIM: A - Antes de adicionar Tapsigargina; B - Após 15 min de 1 μM 

Tapsigargina. Barra de escala: 10 μm. 

  

Os pontos concentrados apresentados após o estímulo das células com 

TG, representam a formação de puncta nessas células, desencadeada pela 

depleção de cálcio sinalizada por STIM. Observou-se que a STIM de T. 

castaneum é capaz de ser ativada após a detecção da depleção de cálcio no 

RE, e formar puncta independente de Orai, como observado para STIM humana 

(GUDLUR et al., 2018). Esses resultados revelam que a proteína é funcional e 

permite a ativação do canal CRAC de T. castaneum em células de mamíferos. 

De forma independente foi realizado um experimento para verificar se a 

proteína STIM de T. castaneum, é capaz de atuar como um sensor de pH 

intracelular, do mesmo modo que a STIM humana, conforme descrito por Chen 

et al. (2024). Células transfectadas com TcSTIM foram incubadas com solução 

tampão de pH intracelular (pH 6), e foi possível observar a formação de puncta 

após 15 minutos (Figura 24). 
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Figura 24: Imagens de microscopia confocal das células HEK293 transfectadas 

com EGFP-STIM: A - Antes de adicionar solução tampão (os pontos intensos 

observados são artefatos associados à superexpressão da proteína recombinante); B - 

Após 15 min incubadas com solução tampão pH 6. 

5.8 O canal CRAC interfere no ciclo de vida do T. Castaneum 

 Foi realizado um silenciamento das proteínas componentes do canal 

CRAC, através de RNAi. TcSTIM foi especificamente alvo de um RNA de dupla 

fita (dsRNA) sintetizado por meio do kit HighYield T7 RNAi da Cellco. Para a 

síntese de ds-TcSTIM e ds-TcOrai, um molde de DNA foi gerado por meio de 

reação de PCR utilizando primers específico para os genes conforme listados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2: Sequências de primers para síntese de ds-TcSTIM e ds-TcOrai. 

 

 Neste estudo serão apresentados os resultados obtidos no silenciamento 

somente da proteína TcSTIM, pois não houve tempo hábil para as repetições 

necessárias dos resultados de silenciamento de TcOrai.  

  As larvas foram injetadas com 207 nL de ds-TcSTIM (3,4 μg/μL) no lado 

dorsal do abdome entre o quarto e quinto segmento. O grupo controle foi 

injetado no mesmo local e com o mesmo volume.  

 As larvas injetadas foram mantidas em farinha de trigo e acompanhadas 

diariamente. Até o período de pupação não foram identificadas variações entre 

as larvas injetadas com ds-TcSTIM e o controle injetadas com água. Na Figura 

25, observamos o resultado do silenciamento.  
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Figura 25: Resultado do silenciamento de TcSTIM, através de RNAi - Fotografia 

através de lupa microscópica. A - Tribolium castaneum apresentando fenótipo 

resultante do silenciamento de TcSTIM; B - A esquerda Tribolium castaneum silenciado, 

a direita inseto controle. 

 

 Logo após a eclosão dos insetos adultos, foram identificadas alterações 

na morfologia das asas e élitros do besouro T. castaneum. Alguns insetos 

apresentam a exposição de suas asas que não estavam compactadas e 

protegidas no interior dos élitros (Figura 26 A e B). 

 

Figura 26: Resultado do silenciamento de TcSTIM, através de RNAi - Fotografia 

através de lupa microscópica. A - Tribolium castaneum apresentando fenótipo 

resultante do silenciamento de TcSTIM; B - Acima: inseto silenciado. Abaixo: inseto 

controle. 

 

 A Figura 27 (A e B) apresenta o resultado da dissecação dos élitros dos 

besouros, sendo possível observar variações na superfície da estrutura. Onde os 
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élitros dos animais silenciados exibem uma aparência rugosa, tamanho 

modificado e curvatura mais acentuada em comparação aos do inseto controle.  

 

 
Figura 27: Resultado do silenciamento de TcSTIM, através de RNAi - Fotografia 

através de lupa microscópica. A - Acima: élitro de inseto controle. Abaixo: élitro de 

inseto silenciado; B - Acima: élitro de inseto silenciado. Abaixo: élitro de inseto controle. 

 

 Os resultados apresentados evidenciam que o silenciamento da proteína 

STIM de T. castaneum, gera alterações no desenvolvimento de asas e élitros de 

insetos adultos. Dessa forma, o silenciamento de TcSTIM sugere que o canal 

CRAC e suas proteínas associadas desempenham um papel fundamental na 

metamorfose desses insetos.  

 Os experimentos de silenciamento por RNAi foram realizados em parceria 

com a aluna de Iniciação Científica da UENF Nadine Lobo Siqueira. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Neste estudo realizamos uma análise do canal de cálcio CRAC com foco 

na proteína STIM do inseto T. castaneum, ainda não caracterizado. Para compor 

essa análise foi feita uma caracterização biofísica de sua proteína STIM, 

identificação de sua localização subcelular e identificação de sua resposta 

mediante a depleção de cálcio e, por fim, verificamos se o canal CRAC contribui 

para o desenvolvimento desse inseto.  

 

TcSTIM-EF-SAM atua como sensor de cálcio do canal CRAC 

A função do canal de cálcio CRAC foi inicialmente caracterizada a partir 

da resposta celular à depleção dos estoques de Ca²⁺ do retículo endoplasmático 

(RE), antes mesmo da identificação de suas proteínas constituintes. Zweifach e 

Lewis (1993), com base em experimentos realizados em linfócitos T, 

demonstraram que o influxo de Ca²⁺ induzido pela diminuição dos estoques 

intracelulares era mediado por um canal iônico específico. Os autores 

propuseram que a ativação desse canal dependia de um sinal gerado no RE, 

capaz de se comunicar com a membrana plasmática; contudo, os mecanismos 

moleculares envolvidos nesse processo de sinalização e ativação ainda 

permaneciam desconhecidos.  

Ross et al. (2005) identificaram STIM de D. melanogaster e o homólogo 

de mamíferos STIM1 como componentes essenciais da ativação do canal CRAC 

em células S2 de Drosophila e linfócitos T humanos. Indicando que STIM, 

apresenta um papel conservado na regulação do influxo de cálcio e na função do 

canal CRAC. Posteriormente, Zhang et al. (2005) descreveu a função da 

proteína STIM, ao atuar como o sensor de Ca²⁺ responsável pela ativação do 

canal CRAC. Com base em experimentos realizados, os autores demonstraram 

que STIM se localiza predominantemente na membrana do retículo 

endoplasmático, onde seu domínio EF-hand interage com íons Ca²⁺. Após a 

depleção dos estoques de cálcio do RE, a STIM sofre redistribuição subcelular, 

acumulando-se em regiões próximas à membrana plasmática, o que promove a 

ativação do canal CRAC. 

Esses, importantes achados contribuíram para a caracterização do papel 

funcional de STIM. Nossos resultados corroboram com esse cenário, ao 
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identificar que o domínio EF-SAM da proteína STIM do coleóptero modelo T. 

castaneum, interage com íons de cálcio com alta especificidade. Os 

experimentos de ITC, realizados, demonstraram que STIM possuí sítios de 

ligação Ca²⁺, que possuem alta especificidade a este íon, uma vez que não foi 

observado interação detectável com Mg²⁺ (Figuras 15 e 16). Foi possível 

detectar que a interação de TcSTIM-EF-SAM ocorre de maneira exotérmica, 

promovendo a liberação de calor, semelhante ao observado por Gudlur et al. 

(2018), para o domínio EF-SAM da STIM humana.  

Em conjunto, os resultados obtidos demonstram que a proteína STIM de 

T. castaneum desempenha o papel de sensor de Ca²⁺ intracelular, de forma 

funcionalmente conservada em relação ao seu homólogo humano. A elevada 

especificidade do domínio EF-SAM pelo cálcio, aliada à ausência de interação 

detectável com Mg²⁺ e ao perfil exotérmico da ligação, sustenta a conservação 

do mecanismo de detecção de Ca²⁺, reforçando a relevância de T. castaneum 

como modelo para o estudo da sinalização mediada por STIM. 

 

O domínio EF-SAM de TcSTIM é solúvel e apresenta aumento de 

estabilidade e mudança conformacional na presença de Ca²⁺ 

As duas principais proteínas que compõem o canal CRAC (STIM e Orai), 

são proteínas de membrana (ZHOU et al., 2017), proteínas com essa 

característica se apresentam como peças fundamentais em muitos processos 

biológicos, incluindo adesão celular, transporte de RNA através da membrana 

nuclear e transporte de proteínas e íons através de membranas. Por possuírem 

uma alta relevância em diversas funções celulares, muitos fármacos são 

desenvolvidos de maneira que tenham como alvo proteínas de membrana (LIN; 

GUIDOTTI, 2009).  

 O primeiro passo a se realizar para o desenvolvimento de um fármaco 

que atinja uma proteína específica é a sua purificação, obtendo-se uma proteína 

com alto grau de pureza é possível realizar sua caracterização completa (LIN; 

GUIDOTTI, 2009). Estudos biofísicos e moleculares contribuem para a 

compreensão de propriedades detalhadas das proteínas, como a organização 

estrutural em níveis secundário e terciário, interações com ligantes, mudanças 

conformacionais e sua estabilidade (NEET; LEE, 2002).  
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 Nesse contexto, iniciamos nossos estudos para caracterizar o canal 

CRAC de T. castaneum, com a expressão e purificação da sua proteína STIM, 

previamente clonada. Como se trata de uma proteína que apresenta uma região 

transmembrana, sua purificação apresentaria muitos desafios, pois como esse 

tipo de proteína fica inserida em uma bicamada lipídica, necessita-se então a 

adição de detergentes para se tornarem solúveis em sistemas aquosos (LIN; 

GUIDOTTI, 2009). Desta forma, optamos por trabalhar apenas com o domínio 

EF-SAM, da proteína, de forma similar a estudos anteriores que também 

utilizaram apenas esse domínio da STIM humana, conforme descrito por 

Stathopulos et al. (2006). 

Foi obtida uma proteína com elevado grau de pureza (Figura 14), 

permitindo a condução dos experimentos de caracterização biofísica. A proteína 

TcSTIM-EF-SAM é, segundo predições de sua sequência, uma proteína que 

possuí predominantemente estrutura em α-hélice. Portanto, a estrutura 

secundária da proteína recombinante foi avaliada usando dicroísmo circular no 

ultravioleta distante. O espectro de TcSTIM-EF-SAM foi medido na presença e 

ausência de cálcio (Figura 12-B), nos dois ensaios os espectros resultantes 

foram típicos de proteínas com estrutura secundária rica em α-hélice, conforme 

esperado para proteínas com domínios EF-hand, com mínimos em 208 e 225 

nm (WEI et al., 2014).  

Não foram observadas diferenças significativas no espectro de dicroísmo 

circular com a adição de Ca²⁺. Esse resultado diverge do descrito por 

Stathopulos et al. (2006), para o domínio EF-SAM da STIM de H. sapiens, no 

qual foi identificada uma variação expressiva entre os espectros apo e com Ca²⁺, 

no qual a estrutura de STIM-EF-SAM na forma apo apresenta mínimos menos 

intensos e um deslocamento do pico de 208 nm para 204 nm, indicando perda 

de estrutura secundária. De modo semelhante, Furukawa et al. (2014) relataram 

uma diminuição do conteúdo helicoidal do domínio EF-SAM de STIM associada 

à redução da concentração de Ca²⁺, analisando uma faixa de 0 a 1 mM, na qual 

o sinal de dicroísmo circular diminuía gradativamente em concentrações mais 

baixas do íon. 

Entretanto, estudos mais recentes de Gudlur et al. (2018) sugerem que a 

purificação de somente o domínio EF-SAM de HsSTIM, poderia formar 

agregados decorrentes de uma proteína instável. Dessa forma, realizaram a 
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purificação da proteína, fusionada a uma proteína que promovesse estabilidade, 

uma chaperona de Thermus thermophilus (GrpE), essa proteína de fusão forma 

uma estrutura coiled-coil, semelhante a apresentada em STIM. Com essa 

construção, utilizada por Gudlur e seus colaboradores (2018), não foram 

identificadas grandes alterações no espectro de dicroísmo circular na ausência 

de cálcio, mantendo os mínimos característicos de α-hélice, semelhante aos 

resultados encontrados com STIM de T. castaneum. Esse comportamento é 

consistente com os resultados obtidos para a STIM de T. castaneum, que 

também não apresentou evidências de desorganização estrutural ou formação 

de agregados nessas condições. Além disso, outro fator importante é que as 

construções parciais de STIM-EF-SAM, descritas por Stathopulos et al. (2006) e 

Furukawa et al. (2014), se apresentavam insolúveis quando expressas em 

bactérias e foram purificadas em condições desnaturantes. Diferente da 

construção solúvel EFSAM-GrpE de Gudlur et al. (2018) e nossa construção de 

TcSTIM-EF-SAM, ambas solúveis quando expressas em E. coli. 

Também foi analisado se ocorrem alterações na estrutura secundária de 

TcSTIM-EF-SAM em decorrência do aumento de temperatura, com o objetivo de 

determinar sua estabilidade térmica. Através de espectro de dicroísmo circular, 

foi identificado que a proteína TcSTIM-EF-SAM começa a desnaturar a partir de 

70 °C (Figura 19-A), onde ocorre a perda dos mínimos característicos da 

estrutura em hélice. Porém com a adição de cálcio, sua estabilidade térmica 

aumenta em 10 °C passando para 80 °C (Figura 19-B), evidenciando assim, que 

há um aumento da estabilidade térmica na presença do ligante. Além disso, a 

curva sigmóide observada no gráfico da Figura 18 sugere uma transição 

cooperativa entre as conformações enovelada e desenovelada, com um Tm de 

cerca de 58ºC para a forma apo e 68 ºC para a forma holo. 

O aumento na estabilidade térmica de STIM-EF-SAM, também foi 

identificado na proteína de H. sapiens, por Stathopulos et al. (2006), porém para 

a STIM de humano esse aumento de estabilidade é mais expressivo, sendo 

reportado o Tm de 19 °C para proteína na forma apo e 45 °C com cálcio.  

O dicroísmo circular é uma estratégia amplamente utilizada para 

determinação da estrutura secundária e da estabilidade de proteínas 

(GREENFIELD, 2006). Por meio desta técnica, podem ser identificadas 

alterações estruturais induzidas por ligantes, e a perda do sinal de dicroísmo 
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circular em função do aumento de temperatura pode ser usada para fornecer 

estimativas quantitativas da estabilidade do estado enovelado da proteína nativa 

(KELLY et al., 2005). Segundo Gifford et al. (2007), proteínas com domínios EF-

hand adquirem maior compactação estrutural após a interação com cálcio, com 

estabilização de α-hélices e redução da flexibilidade. 

 Portanto, o aumento da estabilidade térmica de TcSTIM-EF-SAM na 

presença de Ca²⁺ pode ser atribuído à coordenação do íon pelo motivo EF-hand, 

que promove a estabilização das hélices α e o fortalecimento das interações 

intramoleculares, resultando em uma conformação mais compacta e 

termicamente estável. Conforme descrito para o domínio EF-SAM da STIM 

humana (GIFFORD et al., 2007; STATHOPULOS et al., 2006; GUDLUR et al., 

2018). Isso corrobora com o papel do domínio EF-SAM de STIM como um 

sensor funcional de cálcio do canal CRAC, cuja estabilidade conformacional 

depende diretamente da presença do íon. 

 Realizamos estudos direcionados para identificar se ocorre, além do 

aumento de estabilidade, mudança conformacional de TcSTIM-EF-SAM 

mediante a ligação com Ca²⁺. De acordo com Gudlur e seus colaboradores 

(2018), o domínio EF-SAM e a proteína STIM humana de comprimento total, 

sofrem mudanças conformacionais em decorrência da interação com Ca²⁺. 

Nossa análise demonstrou que o domínio EF-SAM de STIM de T. castaneum 

também sofre mudança conformacional mediante ligação com Ca²⁺, semelhante 

ao reportado para a proteína humana (Figura 15). Essa característica foi 

identificada por meio de um experimento de digestão suave com tripsina, no qual 

através de eletroforese, podemos observar que a interação com Ca²⁺ promove 

uma alteração nos sítios expostos de clivagem da enzima, promovida pela 

mudança conformacional sofrida por TcSTIM-EF-SAM. Esses resultados são 

compatíveis aos apresentados por Stathopulos et al. (2008), no qual é 

identificado duas conformações estruturais para o domínio EF-SAM da STIM 

humana, em que ao estar carregado com Ca²⁺ assume uma conformação 

“aberta” que se apresenta também ser mais estável, e sem Ca²⁺ assume uma 

conformação “fechada” mais instável e desestabilizada devido à exposição de 

grupos hidrofóbicos, apesar de não termos observado a estrutura desenovelada 

reportada para a forma apo. 



 

72 

Essas considerações são altamente relevantes, uma vez que a 

estabilidade estrutural das proteínas é fundamental para sua função biológica e, 

alterações estruturais em proteínas causadas pela ligação de ligantes são uma 

parte essencial do mecanismo de ação e da regulação da atividade biológica. 

(KELLY et al., 2005). 

 

 TcSTIM é funcional e capaz de formar puncta mediante depleção de 

cálcio e mudança de pH 

 Para análise da localização subcelular da proteína STIM de T. castaneum, 

realizamos sua expressão em células de mamíferos da linhagem HEK293. A 

utilização dessa linhagem têm sido uma estratégia facilitadora em pesquisas 

biológicas, oferecendo diversas aplicações devido à sua capacidade de serem 

manipuladas geneticamente com certa facilidade e sua versatilidade como 

sistema modelo. Assim como em nosso trabalho, as células HEK293 já vem 

sendo amplamente utilizadas para expressão de proteínas formadoras de canais 

iônicos (sódio, potássio, cálcio) em pesquisas farmacológicas. Por ser uma 

linhagem útil como ferramenta de transfecção transitória, sendo altamente 

capazes de expressar receptores exógenos (THOMAS; SMART, 2005). 

 Após a transfecção das células com DNA plasmidial contendo a 

sequência de TcSTIM, imagens foram geradas por meio de microscopia 

confocal, no qual pudemos observar o sucesso na expressão de STIM de T. 

castaneum. A nossa proteína apresentou distribuição uniforme por toda a 

membrana do RE (Figura 17), assim como descrito por Sthatopulos et al. (2006).  

Para avaliar a capacidade de TcSTIM em detectar a depleção de cálcio 

intracelular, os estoques de Ca²⁺ foram esvaziados mediante tratamento com 

(TG). Esse tratamento induz a ativação do canal CRAC, pois TG é um inibidor 

específico e irreversível da bomba SERCA, responsável pelo transporte de Ca²⁺ 

do citosol para o retículo endoplasmático. Dessa forma, com a inibição da 

SERCA, não ocorre o recarregamento dos estoques intracelulares de cálcio, 

levando à sua depleção progressiva no RE (FESKE et al., 2006; PRAKRIYA; 

LEWIS, 2015). 

Logo após a adição de TG as células permaneceram incubadas, e com 15 

minutos já foi possível observar as formações de puncta na MP das células 

(Figura 18). Nosso resultado se apresenta semelhante a estudos anteriores com 
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a STIM humana, como os de Luik et al. (2006), Wang et al. (2010) e Gudlur et al. 

(2018), em que também foi observada a formação de puncta minutos após a 

indução ao esvaziamento de cálcio dos estoques. Diante desses resultados, 

podemos concluir que a proteína STIM de T. castaneum é funcional, sendo 

capaz de detectar a depleção de cálcio no RE, por meio de seu domínio EF-

hand, e promover um rearranjo molecular na membrana do RE para se localizar 

em regiões de junções RE-MP, promovendo a formação de puncta, essa é uma 

das etapas iniciais para promover a ativação do canal CRAC e entrada de cálcio 

para dentro da célula. É importante ressaltar que, embora os experimentos 

tenham sido realizados na linhagem celular modelo HEK293, e não em células 

de insetos, que forneceriam um ambiente mais próximo ao contexto fisiológico 

das proteínas de insetos, a TcSTIM apresentou o comportamento esperado. 

Esse resultado indica que a proteína foi corretamente expressa e funcional 

nesse sistema heterólogo, evidenciando o sucesso da abordagem experimental 

adotada. 

Descobertas recentes, apresentadas por Chen et al. (2024), propõem 

outro importante papel da proteína STIM, no mecanismo intracelular. Segundo 

os autores, a proteína STIM atua como um sensor de pH, sendo capaz de 

detectar variações na concentração de íons H⁺ que resultam em mudanças no 

pH intracelular. Desta maneira, mediante a alterações no pH STIM pode ser 

ativada e formar puncta, independente de alterações na concentração de cálcio. 

Utilizando diferentes abordagens experimentais, como microscopia confocal, 

FRET e mutagênese, foi demonstrado que alterações no pH intracelular induzem 

mudanças conformacionais na proteína STIM de H. sapiens, levando à ativação 

do canal CRAC (CHEN et al., 2024). 

Diante disso, testamos se TcSTIM também poderia atuar como sensor de 

pH intracelular, para isso as células transfectadas, foram incubadas com solução 

tampão pH 6,0 e após 15 minutos foi possível observar a formação de puncta 

induzida por STIM, em resposta ao pH mais ácido, conforme visualizado na 

Figura 24. Esse resultado apresenta a funcionalidade de STIM de T. castaneum, 

como sensor de pH intracelular. 

Os resultados de Chen et al. (2024) sugerem que a capacidade de STIM 

atuar como sensor de prótons, decorre da presença de duas histidinas 

conservadas em sua estrutura (H355 e H407). Mutantes contendo a substituição 
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desses resíduos demonstraram que tais histidinas são fundamentais para a 

resposta de STIM às variações de pH intracelular. Observou-se que a mutação 

da histidina H355 produziu um efeito mais pronunciado quando comparada à 

mutação da H407.  

Através do alinhamento das sequências de STIM, foi possível identificar 

que a histidina H355 encontra-se conservada, em T. castaneum, porém a H407 

não apresenta conservação. Diante disso, pode-se sugerir que a resposta de 

TcSTIM às variações de pH intracelular seja mediada pela histidina conservada 

H355, conforme proposto por Chen et al. (2024). No entanto, não se pode excluir 

a participação de outras histidinas conservadas presentes em ortólogos de 

STIM, as quais também podem atuar no processo de sinalização de pH. A 

confirmação do papel funcional dessas histidinas exige a realização de estudos 

adicionais, como análises de mutagênese sítio-dirigida. 

Outra constatação interessante é referente à capacidade dos resíduos de 

histidina em desempenhar um papel essencial em sensores de pH, devido ao 

seu valor de pKa ser próximo ao pH fisiológico. Dessa forma, em soluções 

dentro da faixa fisiológica de pH (6,8 - 7,4), a histidina pode alternar facilmente 

seus estados protonados e desprotonados (SHEN et al., 2024). A STIM humana, 

altera sua conformação para ativa, mediante a alcalinização intracelular (pH 8 e 

9), e em pH mais ácido que o fisiológico, permanece inativa, sem a formação de 

puncta. Dessa forma, as histidinas em seus estados desprotonados, promovem 

rearranjos conformacionais que favorecem a ativação da proteína (CHEN et al., 

2024). Curiosamente, a situação inversa foi observada para a proteína de T. 

castaneum, que assume sua conformação ativa mediante pH mais ácido que o 

fisiológico. Sendo assim, nossos dados sugerem que a protonação de resíduos 

de histidina, promove alterações nas interações eletrostáticas intramoleculares, 

desencadeando a ativação de TcSTIM. 

 

O funcionamento do canal CRAC influência na metamorfose de T. 

castaneum 

Rastreamentos genéticos são poderosas ferramentas para identificar 

genes que participam de determinados processos biológicos, ou que sejam um 

elemento central no ciclo de vida de um organismo. A utilização da ferramenta 
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de RNAi possibilitou investigações mais específicas e para uma variedade de 

fenômenos biológicos (SCHMITT-ENGEL et al., 2015). 

A utilização do RNAi tem permitido a identificação eficiente e sensível de 

novas funções gênicas em diferentes processos biológicos e ao longo dos quatro 

estágios de desenvolvimento de T. castaneum. Esse inseto destaca-se como um 

modelo adequado para o uso dessa ferramenta, por apresentar uma resposta 

sistêmica robusta ao RNAi, característica que contribui significativamente para o 

sucesso da técnica na espécie. Os fenótipos de knockdown podem ser induzidos 

em todos os estágios do ciclo de vida por meio da injeção de dsRNA na 

cavidade corporal, com efeito disseminado por todo o organismo e, passível de 

transmissão à prole (SCHMITT-ENGEL et al., 2015). 

Nos nossos estudos realizamos o silenciamento da expressão gênica da 

proteína STIM de T. castaneum, com o objetivo de identificar possíveis 

mudanças fenotípicas nesse inseto após o interrompimento das funções 

exercidas por STIM e o canal CRAC em seu organismo. Foi selecionado o 

estágio larval tardio para a injeção de dsRNA, dessa forma poderíamos 

identificar qualquer alteração em seu desenvolvimento.  Além disso, resultados 

de hibridização in situ, realizados em nosso grupo de pesquisa pela aluna 

Nadine Lobo Siqueira, mostraram expressão localizada de TcSTIM e Orai no 

abdome de larvas. 

As larvas injetadas foram acompanhadas diariamente durante todo seu 

período larval, e não foram detectadas alterações significativas nos parâmetros 

fisiológicos, comportamentais ou na rotina do animal, em comparação ao grupo 

controle. Após o período de pupação e conclusão de seu processo de 

metamorfose, as pupas eclodiram em adultos e foi identificada a constituição de 

um fenótipo resultante de nossa intervenção (Figuras 19 e 20). O fenótipo 

apresentado se manifestou nas asas e élitros dos besouros adultos, no qual foi 

possível observar alteração na estrutura de superfície desses élitros (Figura 20), 

que demonstraram uma aparência enrugada. Observou-se que não era possível 

o acoplamento correto dos élitros junto às asas inferiores do inseto, de maneira 

que essa porção de seu exoesqueleto promovesse a proteção adequada às 

regiões internas que ficaram expostas (Figura 19). Sabe-se que a presença dos 

élitros, que são asas anteriores altamente modificadas e endurecidas, 

representa uma característica importante e que impulsionou a diversidade e 
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sucesso evolutivo dos besouros. Essa modificação a partir de seu exoesqueleto 

é uma combinação de muitos processos bioquímicos e regulação transcricional 

(como a regulação positiva da expressão de genes da cutícula), para tornar essa 

estrutura mais espessa, dura e pigmentada. A exoesqueletização dos élitros 

parece ter ocorrido por meio do reaproveitamento repetido de vias moleculares 

responsáveis pela formação do exoesqueleto, ativadas a partir de componentes 

conservados da rede gênica das asas (TOMOYASU et al., 2008).  

Estudos sugerem que a homeostase e sinalização de Ca²⁺ são 

componentes centrais nos mecanismos fisiológicos que regem a metamorfose 

em insetos holometabólicos, integrando processos hormonais (ecdysteroides e 

hormônio juvenil) com a remodelação tecidual durante a transição larva-pupa-

adulto (DE LOOF; SCHOOFS, 2019; DE LOOF et al., 2014). Além de, 

relacionarem diretamente a sinalização de cálcio ao desenvolvimento de asas de 

D. melanogaster (BRODSKIY et al., 2019) e de Junonia orithya (OHNO; OTAKI, 

2025). 

Dessa forma, podemos inferir que o funcionamento do canal de cálcio 

CRAC e de suas proteínas, em algum momento dos processos bioquímicos 

necessários para a metamorfose completa de besouros, se apresenta de forma 

imprescindível e indispensável.   

Trabalhos anteriores dos autores Li et al. (2017) e Pathak et al. (2017) 

também descreveram a importância do canal CRAC, durante a metamorfose e 

desenvolvimento larval de insetos.  

Os resultados obtidos por Li et al. (2017) demonstraram que a modulação 

da entrada de cálcio mediada pelo canal CRAC, por meio de interferência na 

expressão de Orai, exerce um papel crucial durante a metamorfose de H. 

armigera. Utilizando RNAi, os autores realizaram o silenciamento de Orai tanto 

em células HaEpi (linhagem epidérmica de H. armigera), quanto em larvas. Nos 

experimentos in vivo, a supressão da expressão de Orai resultou em atraso na 

pupação, redução da apoptose no intestino médio e manutenção desse tecido 

em um estado predominantemente autofágico, evidenciando a importância da 

sinalização de cálcio dependente do canal CRAC para a remodelação tecidual 

durante a metamorfose.  

Outro estudo relevante abordando proteínas constituintes do canal CRAC 

foi o de Pathak e seus colaboradores (2017), que realizaram estudos de 
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silenciamento da proteína STIM em D. melanogaster, através da técnica de 

CRISPR-Cas. Foi demonstrado que a sinalização de cálcio mediada por STIM é 

essencial para a sobrevivência e função de neurônios dopaminérgicos durante o 

desenvolvimento larval de D.melanogaster. A ausência de dSTIM resultou em 

letalidade durante os estágios larvais e pupais, esses resultados evidenciam que 

a entrada de cálcio mediada pelo canal CRAC é um requisito crítico para o 

desenvolvimento larval e manutenção de circuitos neuronais dopaminérgicos em 

insetos. 

 Em conjunto, os dados apresentados neste trabalho fornecem evidências 

robustas de que o canal CRAC, particularmente a proteína STIM, desempenha 

um papel central no desenvolvimento da metamorfose de T. castaneum. Esses 

resultados ampliam o conhecimento existente e corroboram com achados 

anteriores que apontam a participação das proteínas desse canal no 

desenvolvimento metamórfico de insetos. Diante das evidências obtidas, o canal 

CRAC pode ser estabelecido como um potencial alvo molecular para o 

desenvolvimento de estratégias inovadoras de controle de pragas agrícolas.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 Esse estudo demonstrou que o canal de cálcio CRAC do T. castaneum é 

um canal funcional e um mecanismo de alta relevância para o desenvolvimento 

do seu ciclo de vida. Apresentando-se como um potencial alvo para o controle 

desses organismos.  

Esse canal não tinha sido caracterizado antes, o que mantém inéditas as 

descobertas aqui apresentadas. Com base nos resultados, podemos constatar 

que as proteínas STIM e Orai, componentes do canal CRAC, apresentam alto 

grau de conservação de suas estruturas com proteínas homólogas. 

Foi possível comprovar que a proteína STIM associada a esse canal 

exerce o papel de sensor intracelular tanto de cálcio quanto de pH, 

configurando-se como um elemento central na homeostase celular. O domínio 

EF-SAM é responsável pela afinidade da proteína por íons Ca²⁺, e sua ligação 

ao cálcio estabelece um aumento na estabilidade térmica da proteína, além de 

desencadear um rearranjo estrutural que promove mudança conformacional, 

conduzindo a STIM de seu estado de repouso para o estado ativo, etapa inicial 

essencial para a ativação do canal CRAC.  

Com base nos achados provenientes do silenciamento gênico realizado, 

comprovamos que o canal CRAC é indispensável para a conclusão do processo 

de metamorfose do besouro T. castaneum, exercendo um papel crucial no 

desenvolvimento de suas asas internas e élitros, essenciais para proteção 

mecânica de sua estrutura corporal. Esses achados ampliam o conhecimento 

sobre a regulação do canal CRAC em insetos e fornecem bases para 

investigações futuras acerca de sua conservação e relevância em diferentes 

organismos. 

Estudos complementares ainda se fazem necessários para a 

consolidação da caracterização funcional do canal CRAC, como análises da 

presença do fluxo de cálcio estabelecido e, de maneira complementar, 

experimentos direcionados à proteína Orai e sua identificação subcelular. 

Dessa forma, este trabalho contribui para o avanço do conhecimento na 

área e abre perspectivas para estudos futuros voltados à regulação fina da 

sinalização de cálcio e suas implicações fisiológicas em insetos. 
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