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RESUMO

Em animais oviparos, o embrido se desenvolve longe do corpo materno. O sucesso
desse desenvolvimento depende do acimulo de macromoléculas de reserva sintetizadas
pela fémea, chamadas de vitelo. Esses macronutrientes sdo estocados nos ovdcitos em
organelas de origem endocitica chamadas granulos de vitelo. Ao fim do seu
crescimento, o ovocito é fertilizado e posto no ambiente. Durante a embriogénese, uma
parte das macromoléculas de vitelo é degradada fornecendo energia e biomoléculas
fundamentais para as inumeras reac6es de sintese de novo, crescimento e diferenciacao
do embrido. Esse processo € conhecido como degradagéo do vitelo e acontece de forma
regulada em diferentes espécies. Apesar da importancia desses processos para 0
desenvolvimento embrionario, os mecanismos celulares e moleculares que regulam a
mobilizacdo do vitelo sdo praticamente desconhecidos. A autofagia € um mecanismo de
autodigestacdao celular, altamente conservado, que atua em resposta a diferentes
estimulos, levando a degradacdo regulada e a consequente reutilizacdo de componentes
citoplasmaticos. Essa reciclagem se inicia através da formacdo de autofagossomos,
vesiculas de dupla-membrana que sequestram moléculas e organelas celulares, se
fecham e se fusionam a lisossomos, levando a degradac&o de seu contetdo. O principal
marcador de autofagossomos é a proteina Atg8, uma vez que € localizada na membrana
autofagica (Atg8-PE). Neste trabalho, investigamos se a autofagia participa dos eventos
de degradacdo do vitelo em ovos de Rhodnius prolixus, através da analise da expressao
da proteina RpAtg8 durante sua embriogénese e ovogénese. Nossos resultados apontam
para a presenca de autofagossomos durante a embriogénese e ainda, durante a
ovogénese, 0 que sugere que a via autofagica se inicia ainda durante a formag&o do ovo
e captacdo do vitelo.

Palavras-chave: embriogénese, autofagia, organelas de vitelo, Atg8.



ABSTRACT

In oviparous animals, embryo development occurs away from the maternal body.
Successful development depends on the accumulation of reserve components
synthesized by the female, known as yolk. These macronutrients are stored in organelles
from endocytic origin called yolk granules. A massive accumulation of yolk occurs as a
key stage of oocyte growth, called vitellogenesis. At the end of vitellogenesis, the
oocyte is fertilized and placed in the environment, and part of the yolk is then degraded
to provide energy and biomolecules to the de novo synthesis reactions, growth and
differentiation of the embryo cell. This process is known as yolk degradation and occurs
in a regulated way in different species. Despite the importance of these processes for
embryonic development, the cellular and molecular mechanisms that regulate the
mobilization of the yolk are practically unknown. Autophagy is a mechanism of cellular
self-digestion, highly conserved, which operates in response to different stimuli leading
to controlled degradation and consequent reuse of cytoplasmic components. This
recycling starts through the formation of autophagosomes, which are double-membrane
vesicles that sequester molecules and cell organelles, close and fuse to lysosomes,
leading to the degradation of its contents. The main autophagosome marker is Atg8
protein, once it is located at the autophagic membrane (Atg8-PE). In this work, we
investigate whether autophagy participates in the yolk degradation events in Rhodnius
prolixus eggs, by analyzing the expression of the protein RpAtg8 during its
embryogenesis and oogenesis. Our results suggest the presence of autophagosomes
during embryogenesis and also during oogenesis, suggesting that the autophagic
pathway initiates during egg formation and yolk uptake.

Keywords: embryogenesis, autophagy, yolk  organelles, Atg8.



1. INTRODUCAO

1.1. Rhodnius prolixus: Um dos vetores da Doenca de Chagas

Insetos hematdfagos representam potenciais vetores de doencgas para humanos.
Assim como o Aedes aegypti, vetor da dengue, febre amarela, zika e febre chikungunya,
e a mosca tse-tsé, que transmite a doenga-do-sono, os triatomineos, popularmente
conhecidos como barbeiros, sdo vetores do protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, o
parasito causador da Doenca de Chagas (WHO, 2016).

O modelo de estudo desse trabalho é o barbeiro da espécie Rhodnius prolixus,
que é um dos principais vetores das doencas de Chagas na América Latina. Abaixo, 0
mapa da Figura 1 mostra a distribuicdo majoritaria dos vetores da Doenga de Chagas
nas Américas (Campbell-Lendrum et al., 2007; Guhl, 2007). Estima-se que esta doenca
seja responsavel por mais de 10.000 mortes anualmente na América Latina e que

atualmente 8 milhdes de pessoas no mundo estejam sob risco de contagio (WHO, 2016).

‘ R. prolixus
_) T infestans

@ P megistus

@ T dimidiata

. T. pallidipennis

_) T. infestans - P. megistus
. R. prolixus - T. dimidiata

Z5 T. brasiliensis

¥ o

Figura 1: Mapa da distribuicdo das espécies de vetores da Doenga de Chagas e de paises que formam as
iniciativas no controle da transmissdo da doenca de Chagas. Destaque para a regido equatorial e
amazonense, onde Rhodnius prolixus é citado como o principal vetor da doenga. Adaptado de Sosa-Estani
et al., 2015.

A transmissdo da doenca de Chagas pode ser oral, quando o hospedeiro
vertebrado ingere alimentos contaminados com o parasito, por transfusdes sanguineas e
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doac0es de 6rgdos, vertical, quando ha contdgio de mae para feto, através da placenta, e
vetorial, quando o hospedeiro invertebrado se alimenta do sangue de um hospedeiro
2015). Nessa ultima

situacdo, o intestino médio do inseto, o T. cruzi se diferencia na forma epimastigota e,

vertebrado infectado com o protozoario (Sosa-Estani et al.,

em seguida, na forma tripomastigota metaciclica. Essa Gltima forma € eliminada junto
com a urina e fezes do inseto ao fazer o repasto sanguineo em outro hospedeiro. Ao
cocar ou esfregar a regido da pele perfurada pela picada, o parasito € levado até a ferida,
onde pode entrar em contato com a corrente sanguinea do novo hospedeiro, iniciar seu
ciclo de vida e gerar uma consequente infeccdo (Figura 2).

CICLO DO Trypanosoma cruzi
EM TRIATOMINEOS

CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

)
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tripomastigotas metaciclicas

\

|

Liberagao das formas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina

do triatomineo durante o
repasto sanguineo

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

inoculagao '

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
7 linfatica, infectando outras

/\/?‘ ‘g\_’\
Conversao para forma

epimastigota e multiplicacao
na por¢ao média do intestino

ﬁv

Ingestao de formas “~
tripomastigotas sanguineas
pelo vetor

células e novamente se
transformando em
amastigotas intracelulares

T >
Apos penetrarem nas células,
os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
. e se multiplicam

Amastigotas intracelulares se
transformam em
tripomastigotas e, com o

rompimento das células,
entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Triatomineo se alimenta de
sangue do homem e de
outros mamiferos

Figura 2: Ciclo de vida e proliferagdo de Tripanosoma cruzi em triatomineos e em hospedeiros humanos.
Fonte: FIOCRUZ

Ainda ndo ha cura efetiva para a doenca ou vacina que evite a proliferacdo do
parasito. O controle da popula¢do dos triatomineos no ambiente € uma das formas de
prevencdo da transmissdo da Doenca de Chagas (Costa and Lorenzo, 2009; WHO,

2016), tornando os estudos sobre mecanismos moleculares e celulares envolvidos com a
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reproducdo deste vetor especialmente importantes no contexto de erradicacdo desta

doenca.

1.2. Reprodugéo e desenvolvimento em R. prolixus.

Os insetos possuem alto fitness reprodutivo, isso significa que muitos ovos sao
produzidos em um curto espaco de tempos. As fémeas de R. prolixus, podem produzir
até 42 ovos em 21 dias apdés se alimentarem com sangue. O desenvolvimento do
embrido leva cerca de 15 dias, quando ocorre a ecloséo da ninfa de primeiro estadio. R.
prolixus passa por cinco estadios de desenvolvimento até a fase adulta, quando ocorre o
amadurecimento sexual. A alimentacdo com sangue é essencial para o crescimento do
inseto e para o desenvolvimento e formacéo dos ovos.

s
20 \iEstédiQ

30 POrT]
1° 20 X Estadio
Estadio Estadio Estadio N\ /

Ovos s % '/7 = \ \) / N
4 & A 7*\ '
\ ‘ \ / l;’ \

Figura 3: Fases de desenvolvimento de Rhodnius prolixus. Ovos, ninfas de diferentes estadios e adulto
estdo indicados na imagem. Adaptado de Tobias-Santos, 2016 - SDB Core.

1.2.1. Ovogénese em R. prolixus.

A formacdo dos ovos depende da incorporagdo de macromoléculas de reserva
pelos ovocitos, chamadas, em conjunto, de vitelo. A maior parte do vitelo é constituida
por lipideos e proteinas que serdo, posteriormente, utilizados para o desenvolvimento
embrionario (Atella et al., 2005; Melo et al., 2000; Oliveira et al., 1986, 1989; Masuda
etal., 2012).
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O sistema reprodutivo da fémea de R. prolixus € composto por um ovario com
dois hemi-ovarios, localizados na cavidade abdominal de adulto. Cada um deles é
formado por sete estruturas conhecidas como ovariolos, onde ha a producdo dos ovos
(Figura 4, A e B). Cada ovariolo por sua vez, é capaz de formar até trés ovocitos em
sequéncia apos uma alimentacdo com sangue (Atella et al., 2005; Heming and Huebner,
1994; Masuda et al., 2012).

O processo de ovogénese tem inicio quando uma célula germinativa presente no
trofario se diferencia em um ovdcito, ao entrar no primeiro ciclo meidtico (Alberts,
2015). A partir dai, enquanto o ovdcito cresce ao longo do ovariolo, a ovogénese pode
ser dividida em trés etapas basicas: a fase de pré-vitelogénese (PV), quando se inicia a
captacdo de vitelo; a fase de vitelogénese (Vit), onde a captacdo do vitelo ocorre do
forma massiva, promovendo o rapido crescimento do ovécito; e a coriogénese (Cor),
fase final, marcada pela formacao do corion, a casca do ovo (Figura 4, C e D) (Atella et
al., 2005; Heming and Huebner, 1994; Raikhel and Dhadialla, 1992; Valle, 1993;
Wheeler, 1996).

15



A

OVARIOLO

OVARIO

OVOCITOS
VITELOGENICOS

OVOCITOS
MADUROS

OVIDUTO

EPITELIO
FOLICULAR

M"\ o
ARTIRRAR
SR

Figura 4: Ovario de R. prolixus. (A) Esquema grafico de um ovario meroistico telotrdfico tipico de
triatomineos, destacando o ovariolo, com ovdcitos vitelogénicos, ovocitos maduros, ovidutos laterais e
comum, espermateca e Utero; (B) Ovéario de Rhodnius prolixus dissecado. Adaptado de Atella et al., 2005;
(C) Esquema grafico de um ovariolo (D) Ovariolo real. ovocito pré-vitelogénico (OPV); ovécito
vitelogénico (OV); ovdcito corionado (OC). Cortesia: Isabela Ramos. Barras de escala representam 1
mm.

A vitelogénese é provavelmente o evento mais importante da ovogénese, quando
0s ovocitos captam uma grande quantidade de vitelo, incluindo proteinas e lipideos. A
incorporacdo de proteinas, especialmente proteinas de vitelo, é bastante conhecida em
diversos modelos. Em Rhodnius, as proteinas de vitelo sdo produzidas pelo corpo
gorduroso do inseto (6rgdo com funcBes semelhantes ao figado de mamiferos) e pelas
células do epitélio folicular que recobrem os ovdcitos (Atella et al., 2005; Oliveira et al.,
1986; Raikhel and Dhadialla, 1992; Santos et al., 2011).

A vitelina (VT), uma glicofosfolipoproteina, € a principal proteina de vitelo
captada pelo ovdcito durante a vitelogénese (Atella et al., 2005; Oliveira et al., 1986,
1989; Masuda et al., 2012). A posterior digestdo da VT durante a embriogénese gera

aminoéacidos livres, monossacarideos e acidos graxos para as reacdes de sintese dos
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tecidos em desenvolvimento do embrido. Portanto, elas representam as principais
moléculas de reserva energética estocadas nos ovocitos (Atella et al., 2005; Melo et al.,
2000; Masuda et al., 2012; Salerno et al., 2002; Santos et al., 2011). A captacdo dessas
proteinas durante a ovogénese acontece atraves de endocitose mediada por receptores
especificos, presentes na membrana dos ovdcitos vitelogénicos (Figura 5, A-D) (Atella
et al., 2005; Oliveira et al., 1989; Raikhel and Dhadialla, 1992; Sappington and Raikhel,
1998). O final desse processo resulta na formacédo de organelas envoltas por membrana
e repletas de proteinas de vitelo, chamadas granulos de vitelo (GV). A populacdo de GV
é heterogénea, apresentando granulos de tamanho, densidade e conteudo diferentes
(Figura 5, E) (Masuda et al., 2012; Ramos et al., 2006).

Corion

O
% \
Granulos *

de Vitelo"

Figura 5: Endocitose do vitelo e GVs. A, B, C e D, Micrografias eletrénicas da provavel formacéo de
vesiculas revestidas de clatrina na endocitose de vitelo durante a ovogénese de galinha. Barra de escala
corresponde a 1 um. Adaptado de Alberts, 2015. (E) Micrografia eletronica de varredura de um ovdcito
corionado de R. prolixus. Cortesia: Isabela Ramos.

Além das vitelinas, enzimas lisossomais também foram identificadas nos
ovacitos, sendo incorporadas a partir da hemolinfa e estocadas nos GV em alguns
modelos oviparos. Em R. prolixus, a catepsina D e uma fosfatase acida estdo presentes
na forma inativa nos ovocitos (Fagotto, 1990a, 1990b, Fialho et al., 2002, 2005;
Nussenzveig et al., 1992; Ramos et al., 2006).

Dessa forma, a ovogénese gera células altamente especializadas, com todo

maquindrio capaz de suprir a geracdo de um novo individuo. O contetdo do vitelo é a
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Gnica fonte de energia e nutrientes disponivel durante os quinze dias de
desenvolvimento do embrido, que ocorre totalmente desconectado do corpo materno.

Apos a vitelogénese, o corion e formado, o ovocito é fertilizado e colocado no
ambiente, dando inicio ao desenvolvimento embrionério (Atella et al., 2005; Oliveira e
et al., 1989; Masuda et al., 2012).

1.2.2. Embriogénese e degradacdo do vitelo

O R. prolixus é um inseto hemimetabolo, isto significa que sua metamorfose é
incompleta e a embriogénese gera uma ninfa de primeiro estadio com caracteristicas
morfoldgicas semelhantes as do inseto na fase adulta. Como dito anteriormente, o
desenvolvimento embrionério desse inseto dura cerca de quinze dias, onde parte do
vitelo estocado durante a ovogénese é consumido, de forma regulada, enquanto o
embrido cresce (Oliveira et al., 1989, Kelly e Huebner, 1989; Berni et al., 2015).

EMBRIAO
. . ® @
DEGRADAGCAO MS SINTESE DE NOVO
VITELO > AA - o ® o
— AG ® .

Figura 6. Esquema da degradacdo do vitelo para a sintese de novo do embrido. A fertilizagdo dispara
eventos de degradacdo das macromoléculas de vitelo para a mobilizagcdo de nutrientes utilizados pelo

embrido durante seu desenvolvimento. MS, monossacarideos; AA, aminoéacidos; AG, &cidos graxos.

A Figura 7, adaptada de Berni et al, 2015, mostra os principais estadios de
desenvolvimento embrionario. Apos fertilizacdo, as clivagens sinciciais se iniciam perto
de 6h de desenvolvimento. O blastoderme se forma entre 12 e 18 horas depois da
fertilizagdo (Figura 7, A). A fase de gastrulagdo, com a invagina¢do do embrido, ocorre
entre 24-30h de embriogénese (Figura 7, B), e a segmentacdo comeca 6h depois, na
regido anterior do embrido (Figura 7, C). Com 48 horas de embriogénese, os apéndices
cefalicos e toracicos sdo visiveis (Figura 7, D). A segmentacdo de regides abdominais é
visivel em 60 horas (Figura 7, E). As fases subsequentes correspondem a fase de

crescimento, onde os diferentes apéndices se desenvolvem (Figura 7, F e G). A
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Katatrepsis é a fase em que o embrido € submetido a uma virada de 180° e acontece
entre 108-132 horas de embriogénese. Nesse momento, o embrido se fecha dorsalmente,

envolvendo o vitelo restante (Figura 7, H).

Figura 7: Esquema de desenvolvimento embrionario. Figuras indicam a formagdo da blastoderme com
cerca de 12-18h de desenvolvimento (A) concentrado na parte posterior do ovo. A fase de gastrulacdo em
24-30h de desenvolvimento (B) e extensdo da banda rudimentar, que ocorre em até 36h de
desenvolvimento (C). A segmentacdo anterior ocorre com cerca de 36-48h de desenvolvimento (D).
Segmentacdo anterior completa (E). O abdome é segmentado e o sulco neural é evidente (F). Os
apéndices correspondentes as antenas crescem ao longo dos primeiros apéndices superiores (G). Na
Katatrepsis, 0 eixo antero-posterior do embrido coincide com o do ovo, gragas ao giro que o embrido
sofre (H). (Adaptado de Berni et al., 2015).

Entdo, uma vez que o ovo é fertilizado, o conteldo dos GV, incluindo as
vitelinas, deve ser degradado e mobilizado, fornecendo biomoléculas fundamentais para
as reagdes de sintese de novo das células e tecidos do embrido (Atella et al., 2005). O
crescimento embrionario é acompanhado pela fusdo e acidificacdo de alguns GV, em
um evento dependente de sinalizacdo por calcio e da atividade das bombas de ions, de
forma essencial para a protedlise das vitelinas de Rhodnius prolixus (Fialho et al., 2002,
2005; Ramos et al., 2006).

A acidificacdo dos GV é mediada por bombas de protons localizadas em sua
membrana, tais como H*ATPases e H'PPases (Fagotto, 1995; Mallya et al., 1992; Motta
et al., 2004; Masuda et al., 2012, 2006). A atividade dessas bombas leva a diminuicdo
do pH do Iimen dos GV, e a consequente ativacdo das hidrolases &cidas. As enzimas
lisossomais descritas em R. prolixus (a catepsina D e a fosfatase acida) promovem a
proteolise regulada das VVTs (Figura 8, A).

O processo de acidificacdo dos GV e a consequente degradacdo de vitelinas é
altamente conservado em animais oviparos (Figura 8, B). Por isso, Fagotto (1995)
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propds que os GV podem ser considerados lisossomos latentes, isto €, organelas com

todo 0 maquinario enzimatico necessario para a degradacao lisossomal do vitelo.

A

V-H*PPase V-H*ATPase

A

& )

®
Granulo de vitelo Ativagdo das bombas de protons, Degradacdo das proteinas de  Produtos da degradag&o do vitelo
lisosomo dormente acidificagao da organela, ativagao vitelo sdo liberados no ooplasma, onde
das hidrolases acidas podem ser utilizados pelas células

do embriao

B

Figura 8: Acidificacdo dos GV. (A) Esquema de acidificacdo e degradacdo do vitelo dependente de
bombas de prétons e hidrolases lisossomais. Abaixo, suspensdo de granulos de vitelo de diferentes
animais incubados com Laranja de Acridina indicando baixo pH no limen dos granulos fluorecendo na
faixa do laranja-vermelho. (B) GVs do ouri¢o-do-mar Strongylocentrotus purpuratus, (C) GVs de ovo de
galinha da espécie Gallus gallus, e (D) GVs do inseto Rhodnius prolixus. Cortesia: Isabela Ramos.

No entanto, a degradacdo do vitelo ndo acontece de forma aleatoria, ja que a
acidificacdo dessas organelas acontece em estagios especificos de desenvolvimento do
embrido e a VT exibe um perfil de degradacédo caracteristico ao longo da embriogénese
(Atella et al., 2005; Fialho et al., 2002; Fonseca et al., 2012; Masuda et al., 2012;
Ramos et al., 2006; Salerno et al., 2002). Em R. prolixus, o produto dessa proteélise é
mais evidente a partir do terceiro dia de embriogénese (Figura 9), quando o embrido se
encontra no 6° estadio de desenvolvimento (final da segmentacdo) (Berni et al., 2015;
Fialho et al., 2005; Oliveira et al., 1989).

O gréafico da figura 9 mostra ainda que cerca de 50-70% das proteinas de vitelo
“sobram” no sistema digestivo da ninfa de primeiro estadio (Oliveira et al., 1989;
Masuda et al., 2012; Salerno et al., 2002; Santos et al., 2011). Essa estratégia garante

que a ninfa esteja literalmente alimentada ao nascer e tenha cerca de cinco dias para
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achar um hospedeiro e se alimentar pela primeira vez (Atella et al., 2005; Fonseca et al.,
2012).
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Figura 9: Andlise da dindmica da protedlise de VT e do perfil de proteinas durante a embriogénese. O
gréafico (esquerda) mostra as concentrac@es de vitelina no ovo durante os quinze dias de embriogénese, e
na ninfa de primeiro estadio cinco dias ap0s a eclosdo (Adaptado de Oliveira et al., 1989). O SDS-PAGE
(7.5%) (direito) mostra o perfil de proteinas de vitelo, especialmente da vitelina, em ovécitos corionados
(Cor) e de ovos em diferentes dias de embriogénese, sendo '0, ovos com menos de 24 depois da
oviposi¢do e assim continuamente. As setas indicam vitelinas e as cabegas de setas, fragmentos
proteoliticos da degradacdo de vitelinas, que se inicia no terceiro dia de embriogénese (Adaptado de
Fialho et al, 2005).

Embora se tenha algum conhecimento sobre os mecanismos de regulagdo da
degradacéo do vitelo (como, por exemplo, a acidificacdo diferencial e fusdo dos GV) e
da importancia desses eventos para mobiliza¢cdo do contetdo dos GV para as células do
embrido, pouco se sabe sobre como é regulada a selecdo dos granulos que devem ou nao
passar pelo processo de acidificacdo e sobre 0os mecanismos que regulam a protedlise

caracteristica das vitelinas e de outras macromoléculas de vitelo.

1.3. Autofagia

A autofagia é um via catabdlica amplamente conservada entre eucariotos que,
em resposta a diferentes estimulos, promove a degradacdo de componentes
citoplasmaticos. A autofagia ocorre normalmente em niveis basais nas células,
entretanto, quando o organismo se encontra em jejum prolongado, o fluxo autofagico
aumenta, gerando biomoléculas fundamentais que serdo reaproveitados para manter a
homeostase celular (Alberts, 2015; Chen et al., 2014; McPhee and Baehrecke, 2009;
Meléndez and Neufeld, 2008; Nagy et al., 2015).
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O fluxo autofagico se inicia quando uma vesicula se forma em torno de
componentes celulares previamente marcados para serem degradados. Essa estrutura,
chamada autofagossomo, € fusionada com o lisossomo e a digestdo do seu contetdo é
feita por enzimas lisossomais. Esse evento acontece em pelo menos quatro etapas. A
primeira envolve a sinaliza¢do que induz o isolamento e a nucleagdo de uma vesicula de
membrana dupla, denominada fagd6foro que, posteriormente, dard origem ao
autofagossomo (Parzych and Klionsky, 2014; Russell et al., 2014; Yen and Klionsky,
2008). Logo, essa membrana sofrerd um processo de extensdo e prolongamento em
volta de uma porcdo citoplasmatica especifica, onde estdo organelas e moléculas alvo
para a degradacdo. Na proxima etapa, se dd o fechamento do autofagossomo e,
finalmente a fusdo com um lisossomo (Figura 10, A). Em alguns casos endossomos
tardios podem se fundir a autofagossomos formando uma organela chamada anfissomo,
dando seguimento a via (Figura 10, B). (Alberts, 2015; Meléndez and Neufeld, 2008;
Shintani and Klionsky, 2004; Xie and Klionsky, 2007).

A Lisossomo B B il LlSOSSOmO
Membrana ~__ ~
Q Plasmatica
Endossomo
A‘"/"@Ef?im CITOPLASMA
/ 690 \ /, /$\
( | { \ 9 [S)
o 3./ 0
F'\goforo /\ [ / o'® i //
J Anfissomo
Qeo . \ O/
/ Autolisossomo Autolisossomo

Autofagossomo

Figura 10: Modelo esquematico do fluxo autofidgico. Em A, uma membrana dupla chamada fag6foro é
formada e sofre expansdo e curvatura levando ao engolfamento de componentes citoplasméaticos. Em
sequéncia, essa organela se funde com um lisossomo, formando um autolisossomo, e seu conteddo,
incluindo a membrana interna, é degradado. B mostra uma via alternativa onde um endossomo se funde
com um autofagossomo formado como em A, originando um anfissomo, que se funde com o lisossomo,
seguindo o fluxo autofagico como em A. Adaptado de (Klionsky et al., 2016).

A relagdo entre a degradacdo do vitelo em R. prolixus e autofagia se baseia no
fato de que se trata de vias classicas de degradacdo massiva de um contetdo
citoplasmatico especifico e que depende da fusdo com lisossomos ao fim. Para estudar a
autofagia nos ovAdcitos e nos ovos de R. prolixus, selecionamos o principal marcador de
autofagossomos, a proteina Atg8.
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1.3.1. A proteina Atg8 na autofagia

Foram identificados mais de 35 genes relacionados com a autofagia na levedura
Saccharomyces cerevisiae, que sdo reconhecidos pela sigla ATG (AuTophaGy) seguida
de um ndmero, assim como a proteina que eles codificam (Tsukada and Ohsumi, 1993).
Dentre elas, esta a principal proteina marcadora da formacéo do autofagossomo, a Atgs.
Quando a via autofagica é disparada, a proteina Atg8 & conjugada por uma ligacao
covalente ao lipideo fosfatidiletanolamina (PE) da membrana do autofagossomo, em um
passo considerado essencial para o prolongamento e fechamento da vesicula autofagica
(Knorr et al., 2014; Meléndez and Neufeld, 2008; Nagy et al., 2015; Shpilka et al.,
2011; Tanida et al., 2004; Xie et al., 2008).

A regulacdo e ativacdo da Atg8 acontecem depois que ela é traduzida. Em
situacOes onde os niveis energéticos e nutricionais da célula sdo considerados favoraveis
para suas reacGes metabolicas, a proteina se encontra estocada livremente no nucleo, e
sO0 quando h& aumento no fluxo autofagico, mediante algum estimulo, ela é ativada e
transportada para o fora do nucleo (Nair et al., 2012; Shpilka et al., 2011; Xie and
Klionsky, 2007). A primeira reacdo de ativacdo da proteina Atg8, ainda no nucleo,
consiste na desacetilacdo de dois residuos de aminoacidos por uma histona desacetilase,
a Sirtl. Nesse momento, a proteina é transportada para o citoplasma e sofre clivagem
em sua porcdo carboxila-terminal, expondo um residuo de glicina, em uma reacédo
mediada pela Atg4, uma cisteina protease (Hong et al., 2014; Shpilka et al., 2011;
Slobodkin and Elazar, 2013; Spowart and Lum, 2010). Em seguida, as reagdes sdo
semelhantes as reacdes de ubiquitinacdo (Figura 11). A enzima do tipo E1 ativadora,
Atg7, é ligada ao residuo de glicina do Atg8 em uma reacdo que depende de ATP. A
Atg7 é subsequentemente trocada pela Atg3, uma enzima tipo E2 conjugadora que age
junto com um complexo enziméatico com fungéo do tipo E3 formado pela Atg5, Atgl2 e
Atgl6, que finalmente catalisa a ligacdo covalente entre a Atg8 e o fosfolipideo PE da
membrana do autofagossomo (Huang et al., 2015; Klionsky et al., 2016; Knorr et al.,
2014; Mauvezin et al., 2012; Murrow and Debnath, 2015; Spowart and Lum, 2010;
Tanida et al., 2004).
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Figura 11: ReagGes de conjugacdo da proteina Atg8 a PE. Etapas das reagdes do tipo ubiquitinagdo da
proteina Atg8 a PE na membrana do autofagossomo. Adaptado de Shpilka et al., 2011.

E bem descrito que a conjugacéo da proteina Atg8 a PE promove a curvatura da
membrana autofagica, o que auxilia o fechamento do fagéforo. Além disso, essa forma
também esta associada a posterior fusdo com lisossomos ou com endossomos tardios
(Klionsky et al., 2016; Knorr et al., 2014; McPhee and Baehrecke, 2009; Meléndez and
Neufeld, 2008; Xie et al., 2008). Experimentalmente, a presenca de Atg8-PE é o
principal indicativo da formagdo de um autofagossomo, e isso pode ser facilmente
monitorado através da técnica de Western blotting, gracas ao padrdo de migracao
diferencial da proteina ligada a PE, como mostra a figura 12, C. Além disso,
experimentos de imunolocalizacdo desta proteina ou sua detec¢do quando acoplada a
um fluoréforo sdo comumente utilizados para identificar autofagossomos em diferentes
sistemas celulares (Figura 12, A e B) (Klionsky et al., 2016; McPhee and Baehrecke,
2009; Meléndez and Neufeld, 2008).
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CONTROLE JEJUM

C CONTROLE JEJUM

Atg8

Atg8-PE

Figura 12: Monitorando autofagia através da proteina Atg8. (A) Micrografia de fluorescéncia de intestino
médio de Drosophila melanogaster. Pontos verdes sdo referidos como a proteina (GFP-)Atg8 associada a
autofagossosmos, azuis se referem ao nicleo das células. Barras de escala: 1 pm. Adaptado de Klionsky
et al., 2016. (B) Western blotting marcando Atg8 em células normais nutricionalmente (normal), e em
células com pouco nutrientes (fome). Adaptado de Xie and Klionsky, 2007.

1.3.2. Regulacéo do fluxo autofagico

Fatores de crescimento e 0s niveis de determinados nutrientes refletem a
situacao energética das células e podem regular o fluxo autofagico via o complexo TOR
(target of rapamicin — alvo da rapamicina). Esse complexo funciona como um centro de
sinalizagdo celular, e quando se encontra ativo, isto é, com a TOR fosforilada, inibe o
fluxo autofagico e estimula o crescimento e divisdo celular. O complexo TOR pode ser
regulado pela enzima AMPK, sensivel ao aumento nos niveis de AMP no citoplasma da
célula. Em condic¢des onde os niveis de AMP aumentam (refletindo na maioria dos
casos uma diminuicdo nos niveis de ATP), TOR é inativada pela AMPK, e o fluxo
autofagico é aumentado. As concentracBes de aminodcidos livres também regulam

TOR. Da mesma forma, TOR € inativada quando os niveis aminoacidos livres caem,

25



como pode ser observado na Figura 13 (Jewell et al., 2013; Meléndez and Neufeld,
2008; Parzych and Klionsky, 2014; Russell et al., 2014; Yen and Klionsky, 2008).

Fatoresde
Crescimento

Crescimento AUTOFAGIA
Celular

Figura 13: Resumo das vias que regulam a autofagia através dos niveis energéticos e nutricionais da
célula. A razdo entre as concentragdes de ATP e AMP ativam a AMPK que promove a inibi¢do de TOR.
Altas concentraces de aminoacidos livres citoplasmaticos ativam a TOR, tal como a GTPase Rheb em
resposta downstream a fatores de crescimento e/ou hipéxia.

Tendo em vista que o catabolismo do vitelo e a autofagia séo vias conservadas
de degradacdo massiva de um conteudo citoplasmatico especifico e, que dependem da
fusdo com lisossomos, selecionamos o principal marcador de autofagossomos, a
proteina Atg8, para investigar a possivel participacdo do fluxo autofagico durante a

degradagdo das macromoléculas de vitelo na embriogénese inicial de R. prolixus.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho é procurar por evidéncias que a autofagia
participa dos processos de degradagdo das proteinas de vitelo durante o inicio da
embriogénese em R. prolixus. O trabalho é construido sobre a hipbtese de que as
algumas organelas de vitelo podem ser caracterizadas como autofagossomos
adormecidos formados durante a ovogénese, e ativados somente apds a fertilizacdo do
ovacito, quando o desenvolvimento embrionario se inicia.

Dos objetivos especificos desse trabalho, destacam-se:

- Buscar a sequéncia homologa do gene RpAtg8.

- Analisar os niveis de expressdo do mRNA deste gene em ovocitos e ovos de R.
prolixus.

- Analisar o padrdo de conjugacdo da proteina RpAtg8 a fosfatidiletanolamina,
como indicativo de formacdo de autofagossomos em ovécitos e ovos do inseto.

- Buscar por fatores celulares que estdo relacionados com o aumento do fluxo
autofagico, tal como a concentracdo de aminoacidos livres e niveis de ATP no
citoplasma de ovos de R. prolixus durante os primeiros dias de embriogénese.
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3. METODOLOGIA
3.1. Bioinformatica:

A sequéncia nucleotidica do gene RpAtg8 foi identificada no transcriptoma de
Rhodnius prolixus (disponivel na plataforma Vector Base) a partir do alinhamento com
0 gene DmAtg8a de Drosophila melanogaster (ID: 32001). A sequéncia da proteina
Atg8 foi obtida a partir da sequéncia de nucleotideos de RpAtg8, através das
ferramentas de bioinformatica de EMBL-EBI, disponibilizadas pelo European
Bioinformatics Institute em http://www.ebi.ac.uk/, assim como o alinhamento das
sequéncias de proteinas Atg8 de diferentes espécies. As sequéncias de primers forward
e reverse para PCR foram obtidas pela Exxtend Oligos (Campinas, SP. Brasil) e estdo
descritas na Tabela 1.

Gene Sequéncia senso ‘ Sequéncia anti-senso

RpAtg8 S5-GAACAATGTAATCCCACCGACAAG-3'5-CCATAGACATTTTCATCACTATACGC-3' ‘

RpActin 5-CCATGTACCCAGGTATTGCT-3' ‘ 5-ATCTGTTGGAAGGTGGACAG-3'

Tabela 1: Sequéncias primers forward e reverse usadas como molde para DNA polimerase na técnica de
PCR. RpAtg8, gene Atg8, e RpActin, gene da actina (Majerowicz et al., 2011), ambos de R. prolixus.

3.2. Insetos:

Os insetos R. prolixus usados neste trabalho sdo alimentados com sangue de
coelho e criados em colénia mantida a 28 °C, a 80 — 90 % de umidade relativa, sob um
fotoperiodo de 12h no claro e 12h no escuro. Insetos de 5° estagio foram separados
individualmente antes de alcancar maturidade sexual, isto €, antes de entrar na fase
adulta. Apds a muda para a fase adulta, ovos das fémeas virgens ndo-fertilizados e ovos
fertilizados foram coletados e usados para extracdo de RNA. Os ovos usados para
Western blotting foram coletados a cada hora. Nos dois casos, os ovos foram utilizados
imediatamente ou foram deixados para desenvolverem por um tempo determinado,

relacionado com a fase de embriogénese requerida. Para dosagem de aminoacidos
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livres, os ovos foram coletados a cada hora e homogeneizados nos pontos desejados de
desenvolvimento embrionario. Para extracdo de RNA e proteina das células do ovario,
0s insetos foram dissecados e os tecidos foram imediatamente limpos em salina (NaCl

150 mM) a 4 °C antes de proceder conforme itens abaixo.

3.3. PCR e gPCR para RpAtg8:

O RNA total foi extraido de ovéarios de fémeas vitelogénicas cinco dias depois
da alimentacdo e de ovos até o terceiro dia de embriogénese e isolado utilizando o
reagente TRIzol Ambion (Life Technologies) em quatro etapas. A primeira etapa
compreende a homogeneizacdo de ovocitos e trofarios extraidos de trés fémeas
vitelogénicas para cada experimento (n = 3) em 0,5 mL de TRIzol em um tubo
autoclavado. O material foi centrifugado a 18.800 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e transportado para um tubo autoclavado contendo 0,2 mL
cloroférmio e agitado vigorosamente por 3 minutos. Apds 2 minutos a temperatura
ambiente, o material foi centrifugado novamente como descrito acima. Em seguida, a
fase aquosa foi retirada e transportada para outro tubo autoclavado contendo 0,2 mL de
isopropanol. A nova solugdo foi misturada por inversao, e entdo, deixada a temperatura
ambiente por 10 minutos. A etapa de centrifugacdo foi repetida e o precipitado foi
isolado do sobrenadante. Na ultima etapa, foi adicionado 0,2 mL de etanol absoluto ao
precipitado sem ressuspendé-lo novamente, e estocado por pelo menos 30 minutos a -
20°C. ApOs essa pausa, o etanol foi retirado e 0 RNA foi ressuspendido em 20 pL de
agua tratada com DEPC. A leitura para quantificacdo do total de RNA extraido foi feita
a 260 nm em espectrofotdometro NanoDrop Lite (Thermo Scientifc). O RNA foi tratado
com DNAse por 30 minutos e a enzima foi inibida por EDTA 50 mM (ambos
Fermentas, Fisher Scientific). O cDNA para RpAtg8 foi sintetizado a partir de 1 pg do
total de RNA extraido utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems). O experimento de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi
realizado de acordo com um protocolo padrao (35 ciclos, TM 52°C) e 0 experimento de
gPCR (Quantitative Polimerase Chain Reaction) foi conduzido pelo sistema de PCR-
RealTime One-Step Plus utilizando SYBR-green Master mix (Applied Biosystems),
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com 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, para desnaturacdo do cDNA, e 60°C por 60
segundos (anelamento e extensdo) para amplificacdo. O método comparativo utilizado
foi -2, O gene RpActin (GenBank ID: EU233794) foi utilizado como gene de
referéncia endogeno (Majerowicz et al., 2011) e os primers da actina usados nos PCRs
foram cedidos gentilmente pelo professor David Majerowicz (sequencias na tabela 1).
Todos os experimentos de PCR quantitativo foram feitos em triplicatas, com n

experimental de cinco repeticdes.

3.4. Preparo dos homogenatos e dosagem de proteinas:

Os homogenatos para extracédo total de proteinas de ovocitos e ovos foram feitos
em 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) com
inibidores de proteases (Aprotinina 0,3 puM, Leupeptina 1pg/ml, Pepstatina 1pg/ml,
PMSF 0,imM e EDTA 1mM). 15 trofarios e ovdcitos pré-vitelogénicos e 8-10 ovocitos
vitelogénicos e corionados foram extraidos de fémeas vitelogénicas (5 dias apos a
alimentacao), dissecados e homogeneizados com poter de plastico em 50 pL do tampao.
Ovos em diferentes tempos de embriogénese foram homogeneizados na proporcao de
um ovo para 25 pL do tampdo. A dosagem de proteinas do material foi realizada

conforme o protocolo de Folin (Lowry et al., 1951).

3.5. SDS-PAGE e Western blotting:

Os homogenatos foram diluidos em tampéo de amostra (TRIS 300 mM, pH 6.8,
SDS 10%, Sacarose 37,5%, 0,05% de Azul de Bromofenol (ABF) e 12,5% de 2-
mercaptoetanol) na proporcao de 1:5, exposto a 100°C por 5 minutos, para desnaturagdo
das proteinas. 45-60 pg de proteinas de ovos em diferentes tempos da embriogénese
inicial, com tampé&o de amostra, foram submetidos a um SDS-PAGE 12,5% para separar
as proteinas, e transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 1 h e 30 minutos a
200 mA imersa em tampdo de transferéncia (TRIS 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM,
20% de metanol). Ap0s a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau Red

10 % para testar a confiabilidade da transferéncia.
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Para os Western blottings, as membranas de nitrocelulose foram blogueadas com
tampé&o de blogueio (TB) TBS (TRIS 10 mM pH 7.5, NaCl 0,15 M), 0,1 % de Tween-
20 e 5% de leite desnatado Molico, por uma hora. Em seguida, as membranas foram
incubadas sob agitacdo overnight a 4°C com 0,04% de antisoro contendo os anticorpos
anti-RpAtg8 (descrito no item 3.6) diluido em TB. Apds esse tempo, as membranas
foram lavadas em TB trés vezes por 10 minutos, e incubadas por uma hora com
anticorpo secundario conjugado com a enzima peroxidase (HRP) diluido na proporc¢éo
1:3000 em TB, e lavada novamente por 10 minutos duas vezes com TB, e uma vez com
TBS pH 7.0. Em seguida, a membrana foi submetida por 1 minuto a mistura das duas
solucdes de ECL (Enhanced chemiluminescence). As proteinas foram detectadas apds
as membranas serem expostas por 5 minutos em filme radiogréfico, e revelada com
solucdo reveladora para filme radiografico Carestream Kodak Autoradiography GBX
Developer até o contraste das bandas ser visivel.

3.6. Anticorpos anti-RpAtg8:

Anticorpos policlonais de coelhos anti-RpAtg8 foram gerados contra a sequéncia
peptidica do N-terminal da proteina (NH2-MKFQYKEEHPFEKRKC-COOH)
adquirido pela empresa FastBio Ltda. (Ribeirdo Preto, SP. Brasil). O anticorpo
secundario fusionado com HRP feito em cabra anti-Fc de coelho adquirido pela empresa
Santa Cruz Biotecnology (Lote: H0614; Paso Robles, CA. USA).

3.7. Quantificacdo de aminodcidos livres:

Os ovos e ovdcitos corionados foram homogeneizados em 6% de TCA (&cido
tricloroacético) e neutralizados com TRIS 1 M pH 8.0, na proporcéo de 8 uL de TCA e
8 UL de TRIS para cada ovo homogeneizado. Os aminoacidos livres no citoplasma de
ovacitos e ovos foram quantificados por colorimetria em um espectrofotdmetro com
base em uma curva padrdo de glicina, usando 8% de ninidrina em acetona como
reagente colorimétrico. As propor¢cdo dos reagentes sao, 1:7:2, de amostra, agua e

solucéo de ninidrina a 8%, respectivamente. Apos 3 minutos em banho seco a 100°C, a
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solucdo foi retirada, 2 partes de alcool 50% foram adicionadas e a amostra foi
centrifugada a 9.600 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
utilizado para deteccao de absorvancia da reagdo colorimétrica a 570 nm em um leitor

de microplacas EMax Plus (Molecular Devices).

3.8. Quantificacdo de ATP:

Ovos no inicio da embriogénese (com até 96h depois da ovoposi¢cdo) e ovécitos
corionados coletados de fémeas vitelogénicas dissecadas 5 dias apds a alimentacéo,
foram homogeneizados em 6% de TCA (acido tricloroacético) e neutralizados com
TRIS 1 M pH 8.0, na proporcéo de 8 uL de TCA e 8 pL de TRIS para cada ovo/ovocito
homogeneizado. O material foi centrifugados a 9.600 x g por 5 minutos a 4 C. Aliquotas
de sobrenadante (200 puL) foram analisadas por HPLC de acordo com Walter-Nuno et
al., 2013.
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4. RESULTADOS

4.1. Anélise in silico da proteina RpAtgs8.

Foi essencial para dar inicio ao trabalho a analise dos transcriptomas do inseto.
Isto porque, até o presente momento, ainda ndo haviam sido descritos na literatura genes
relacionados a autofagia em R. prolixus. Usando como referéncia a sequéncia de
nucleotideos do transcrito de Atg8 de Drosophila melanogaster, identificamos no
transcriptoma do R. prolixus, através de alinhamentos pelo BLAST, a sequéncia
correspondente a0 mMRNA do gene RpAtg8. A partir desse transcrito, foi possivel
realizar uma breve analise filogenética por comparacbes entre a sequéncia de

aminoacidos de RpAtg8 com as sequéncias Atg8 de outras oito espécies (Figura 14).

ScAtg8 MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEKAEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQF

HsAtg8 MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF

MmAtgs8 MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF

BmAtg8 MKFQYKEEHSFEKRKAEGEKIRRKYPDRVPVIVEKAPKARLGDLDKKKYLVPSDLTVGQF

DmAtg8a MKFQYKEEHAFEKRRAEGDKIRRKYPDRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF

RpAtg8 MKFQYKEEHPFEKRKAEGEKIRRKYADRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF

PaAtg8 MKFQYKEEHPFEKRKAEGEKIRRKYPDRVPVIVEKAPKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF

TmAtg8 MKFQYKEEHPFEKRKSEGEKIRRKYPDRVPVIVEKAPRARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF
x* ¥ . % .. KX XK. * . e X .o « Koo KKEK KKK .. . o o KK o KK KK o KK KKK KX

ScAtg8 VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVNDTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR---

HsAtg8 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK---

MmAtgs8 YFLIRKRIHLRAEDALFFFVNNVIPPTSATMGQLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGL---

BmAtg8 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHDEDFFLYIAFSDENVYGN---

DmAtg8a YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDYFLYIAYSDENVYGMAKI

RpAtg8 YFLIRKRVQLRPDDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDENVYGK---

PaAtgs8 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDENVYGQ---

TmAtg8 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVNNVIPPTSATMGSLYQEHHEEDFFLYIAYSDENVYGGDEL

e B O T I B L OIS

ScAtg8 -

HsAtg8 -

MmAtgs8 -

BmAtg8 -

DmAtg8a N

RpAtg8 -

PaAtgs8 -

TmAtg8 -

Figura 14: Analise filogenética da proteina RpAtg8. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de
proteinas homélogas do Atg8 em Saccharomyces cerevisiae (ScAtg8); Homo sapiens (HsAtg8); Mus
musculus (MmAtg8); Bombix mori (BmAtg8); Drosophila melanogaster (DmAtg8); Rhodnius prolixus
(RpAtg8); Periplaneta americana (PaAtg8); e Tenebrio molitos (TmAtg8) (Clustalw 2.1).

33



Em R. prolixus, a sequéncia codificante para 0 mRNA do gene RpAtg8 tem
354bp e codifica uma proteina predita de 13.8 kDa. Também foi possivel observar que a
sequéncia da RpAtg8 é bem conservada entre o grupo Insecta, tendo mais de 90% de
similaridade com a proteina Atg8 dos insetos listados na Tabela 2, além de mais de 75%
com a proteina homologa da levedura S. cerevisiae e mais de 90% com a proteina

homologa LC3 de H. sapiens (Tabela 2).

Identidade
- RpAtg8 ‘ DmAtg8a BmAtg8 PaAtg8 TmAtg8 ScAtg8 HsAtg8
RpAtg8 100%
DI VANGlEW  93.38% 100%
At ] 96.69% | 95.86% 100%

FEUANGEE 97.52% | 95.04% | 99.17% | 100%
IRaatiersl | 95.04% | 95.86% | 95.86% | 96.69% | 100%

SIVANGIAN  78.51% 73.55% 76.85% | 77.68% | 75.2%
(SAVGIE 91.73% 88.42% 91.73% | 92.56% | 90.08%
Similaridade

Tabela 2: Tabela de identidade e similaridade. Valores obtidos para identidade e similaridade entre
proteinas Atg8. Periplaneta americana (PaAtg8), Tenebrio molitor (TmAtg8), Rhodnius prolixus
(RpAtg8), Drosophila melanogaster (DmAtg8), Bombyx mori (BmAtg8), Homo sapiens (HsAtg8),
Saccharomyces cerevisiae (ScAtg8). As sequéncias foram alinhadas usando o algoritimo padrdo do
Clustalw.

4.2. PCR e gPCR: anélise dos niveis de expressdo do gene RpAtg8.

O transcriptoma do R. prolixus € uma biblioteca de RNAs extraidos de todos os
tecidos do inseto, sem distingdo, portanto, foi preciso investigar se 0 MRNA RpAtg8 era
expresso nos tecidos de nosso interesse. Para tal, foram feitos PCRs convencionais com
amostras de trofario, de ovocitos em diferentes fases de crescimento, e em ovos no
inicio da embriogénese (até o terceiro dia depois da ovoposi¢do) (Figura 15, A e B).
Essas mesmas amostras foram ainda submetidas ao PCR em tempo real (QPCR), e 0s
resultados mostram que além do mMRNA RpAtg8 ser expresso nesses tecidos, seus niveis

de expressdo aumentam cerca de 70 % apds 96h de desenvolvimento embrionério (D3),
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em comparagdo com as primeiras 24h (DO) (Figura 15, C). Esse é o ponto onde a

proteolise das vitelinas comeca a ser mais evidente (Fialho et al., 2005).

A B

__OVOGENESE EMBRIOGENESE
PPM Tr PV Vit Cor C+ C- PPM DO D1 D2 D3 C+ C-

(@]

Expressao Relativa
de RpAtg8
s

0 T T T T T T T T

Tr PV Vit Cor DO D1 D2 D3

Figura 15: Expressdo de RpAtg8 durante a ovogénese e embriogénese inicial de R. prolixus. A, Gel de
agarose com o produto de PCR do mRNA RpAtg8. B, Expressao relativa do mRNA RpAtg8 analisada por
gPCR durante a ovogénese e embriogénese inicial de R. prolixus. Ovogénese: trofario (Tr) (germario);
ovacito pré-vitelogénico (PV); ovacito vitelogénico (Vit); ovdcito corionado (Cor); ovos no primeiro dia
de embriogénese (D0); ovos no segundo dia de embriogénese (D1); ovos no terceiro dia de embriogénese
(D2); ovos no quarto dia de embriogénese (D3); (N = 4).

4.3. Andlise da proteina RpAtg8 durante a ovogénese e embriogénese inicial de

R. prolixus

Com objetivo de analisar o perfil de degradacéo de vitelinas nas primeiras etapas
de embriogénese, amostras de ovos com tempos de desenvolvimento variando até 96
horas ap0s a fertilizagdo foram submetidas a um SDS-PAGE. O gel mostra as primeiras
bandas correspondentes aos produtos de protedlise das VTs em ovos com 72h e 96 h de
desenvolvimento (seta, Figura 16). Nesse gel também estdo inseridas amostras de
ovacitos corionados e de ovos ndo fertilizados (ONF) postos por fémeas de Rhodnius

prolixus virgens.
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KkDa ONF COR 1h 12h 24h 48h 72h 96h
200 — . el

Figura 16: Perfil de proteinas do vitelo durante os primeiro dias de embriogénese em SDS-PAGE 10%.
Ovdcitos corionados (Cor), ovos ndo fertilizados (ONF) e diferentes tempos da embriogénese inicial de
Rhodnius prolixus. 1h, 12h, 24h, 48h, 72h e 96h indicam o tempo de embriogénese interrompido para
extracdo de proteinas.

A proteina Atg8 conjugada com PE regula o alongamento e fechamento do
autofagossomo. Esse evento é observavel com a técnica de Western blotting (WB) pela
presenca da forma Atg8-PE, que migra diferencialmente em SDS-PAGEs sendo
detectada em uma banda cujo peso molecular € aparentemente menor do que 0 peso da
proteina ndo conjugada (Shpilka et al., 2011; Xie et al., 2008).

O soro pré-imune e o anti-soro dos coelhos imunizados com o peptideo do N-
terminal da RpAtg8 foram usados como teste para a deteccdo desta proteina em
amostras de intestino médio anterior (5 dias ap0s a alimentacdo) e em amostras de ovos
um dia depois da fertilizagdo. Foi verificado que as amostras utilizando o soro pré-
imune ndo apresentam bandas correspondentes ao tamanho da proteina RpAtgs,
enguanto as amostras que foram incubadas com o anti-soro do coelho, isto €, apds a
imunizacao, exibem as bandas respectivas (Figura 17, A).

Dando continuidade, amostras de ovos ndo fertilizados, de ovocitos corionados e
de ovos com até 96 h apds a fertilizacdo foram submetidas a Western blotting utilizando
0 anti-soro. Foi possivel detectar a proteina RpAtg8, tanto livre como conjugada a PE
do autofagossomo, em todas as amostras citadas, inclusive em ovos ndo fertilizados e

em ovocitos corionados, extraidos de fémeas vitelogénicas (Figura 17, B).
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d 7 RpAtg8-PE

Pl serum Serum

B HORAS APOS A FERTILIZACAO

ONF COR 1h 12h 24h 48h 72h 96h

18 kDa —— RpAtg#
RpAtg8-PE

Figura 17: Detec¢do da proteina RpAtg8 por Western blotting em ovdcitos e ovos de R. prolixus. (A)
Testes dos anticorpos foram feitos em Western blotting com amostras de ovos no primeiro dia de
embriogénese (DO0) de R. prolixus, usando o soro pré-imune e o anti-soro. (B) Analise do Western blotting
para RpAtg8 em amostras de ovécitos corionados (Cor), ovos nédo fertilizados (ONF) e durante o inicio da
embriogénese de Rhodnius prolixus. 1h, 12h, 24h, 48h, 72h e 96h indicam o tempo de embriogénese
interrompido para extracéo de proteinas (N = 3).

A presenga da forma RpAtg8-PE em ovocitos corionados e ovos ndo
fertilizados mostra que a provavel formagdo de autofagossomos se inicia antes e
independente da fertilizacdo, por isso investigamos a presenca da proteina durante as
outras fases da ovogénese. Embora os resultados sejam preliminares, é possivel
observar a presenca de RpAtg8-PE durante a vitelogénese massiva, indicando a

formacéo de autofagossomos durante a ovogénese (Figura 18).

Ovogénese

PV Vit1 Vit2
——-— RpAtg8

~ ®m ™ RpAtg8-PE

18 kDa ——

Figura 18: Resultado preliminar do Western blotting da Ovogénese. Resultados apontam para a presenca
de autofagossomo durante a formacgdo dos ovocitos em Rhodnius prolixus. Ovécitos pré-vitelogénicos
(PV); ovocitos vitelogénicos com ~0,8 mm (Vitl) e com ~1,5 mm (Vit2).

4.4. Fatores que disparam autofagia: AAL e ATP

A presenca de RpAtg8-PE em ovocitos indica que autofagossomos estdo
presentes nos ovocitos desde a ovogénese. No entanto, a degradacdo do vitelo s6 ocorre

apos a fertilizacdo. Diante desse fato, questionamos o que ocasiona a possivel ativacdo
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da via autofagica durante a embriogénese inicial de Rhodnius, considerando que mesmo
com autofagossomos formados, a autofagia ndo esta ativa durante a ovogénese e em
ovos nado-fertilizados, uma vez que essas amostras ndo se encontram em fase de
catabolismo.

Em mamiferos e leveduras, a autofagia é regulada negativamente pela ativagdo
do complexo TOR1. TORL1 ¢é sensivel a variacdes nas concentracdes de aminoacidos
livres no citoplasma (AAL), um dos marcadores que reflete o estado nutricional da
celula. Quando os niveis de AAL diminuem, TORL1 é inativada e os niveis de autofagia
tendem a aumentar significativamente nas células (Jewell et al., 2013). Por isso,
analisamos as concentracdes de AAL em ovdcitos e ovos no inicio da embriogénese,
para verificar se este pode ser um fator que ativa a autofagia depois da fertilizacdo
(Figura 19, A). Ao longo das primeiras 24h apds a fertilizagdo, os niveis de AAL nos
ovos aumentam cerca de 50%. Apos 24h, esses niveis se estabilizam pelo menos até 96h
de embriogénese, refletindo provavelmente a constante degradacdo e sintese de
proteinas que ocorrem simultaneamente durante a embriogénese (steady state levels).
Um perfil semelhante é observado nas concentra¢fes de ATP ao longo da embriogénese
inicial. As concentracbes de ATP caem cerca de 40% apds a fertilizagdo quando
comparadas as concentra¢des de ovocitos corionados (Figura 19, B).
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Figura 19: Gréfico das concentracfes de AAL e ATP em ovos em diferentes etapas de embriogénese. (A)
As concentragdes relativas de aminoécidos livres no citoplasma dos ovos foram mensurados através de
absorbancia da reacdo colorimétrica utilizando ninidrina. (B) Concentracfes relativas de ATP em
ovdcitos corionados e ovos; mensurado por HPLC. Ambos os experimentos foram realizados em
triplicata (N = 3). (* = p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

A autofagia tem um papel importante na degradacdo de organelas obsoletas e de
aglomerados proteicos prejudiciais a célula, e na manutencdo da homeostase energética
e nutricional da célula, possibilitando que monémeros originados da degradagédo sejam
utilizados em eventos de suma importancia para a sobrevivéncia e desenvolvimento
celular mediante diferentes estresses (Meléndez and Neufeld, 2008; Parzych and
Klionsky, 2014). A via TOR é sensivel ao estado nutricional da célula, regulando
negativamente a autofagia quando a célula se encontra em condi¢Ges ideais de
nutrientes e energia (Chen et al., 2014; Hall, 1996).

Da mesma forma, a degradacdo do vitelo durante o desenvolvimento
embrionario de oviparos € um evento que leva a degradacdo de componentes
citoplasmaticos, de forma regulada, garantindo energia e nutrientes que serdo usados
para construir as novas células e tecidos do embrido (Oliveira et al., 1986, 1989). Essas
duas vias, por fim, levam o conteido de suas organelas, autofagossomos ou GV,
respectivamente, para ser digerido por enzimas hidroliticas lisossomais (Atella et al.,
2005; Gosden, 2002; Wheeler, 1996). Trata-se, entdo, de dois tipos de degradacéo
regulada dependentes de lisossomos.

O grupo do Laboratério de Bioquimica de Insetos tem estudado a regulacdo da
degradacdo do vitelo durante a embriogénese de R. prolixus, e nesse contexto, a
identificacdo do mRNA relacionado a autofagia RpAtg8 em ovocitos deste inseto é um
indicativo de que ele possui 0 maquinario necessario para realizar autofagia. Além
disso, as altas taxas de identidade e similaridade entre as proteinas ATG8 de diferentes
espécies reflete a importancia dessa proteina para a via autofagica, além da importancia
da prépria autofagia na adaptacdo e sobrevivéncia de diversas espécies ao longo da
evolucéo.

O gPCR mostra que existe um aumento de cerca de 70 % nos niveis de
expressdao do mRNA RpAtg8 em comparacdo com ovocitos corionados no terceiro dia
depois da ovoposicdo, quando se da inicio a digestdo massiva das vitelinas. Essa

diferenca € um indicativo que ocorre uma possivel demanda pela proteina RpAtg8
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durante a embriogénese, isto é, assumindo que o acumulo de transcritos resulte no
aumento da traducéo e ativacdo da proteina.

No entanto, na grande maioria dos modelos, o gene RpAtg8 e regulado de forma
pos-traducional, depois que a proteina Atg8 é traduzida, transportada para o citoplasma
e conjugada a PE da membrana do fagdforo. Essa conjugacdo promove especialmente a
expansdo e o fechamento da vesicula autofagica, etapas fundamentais para a formacéo
do autofagossomo e posterior fusdo com o lisossomo, permitindo a degradacdo do
contetdo e o fim da via autofagica (Slobodkin and Elazar, 2013). Nesse contexto, foi
essencial investigar a presenca da proteina durante os primeiros dias de embriogénese
por WB. A presenca da RpAtg8-PE é considerada um marcador da formacdo de
autofagossomos, nesse caso, durante a embriogénese. Esse resultado chama atencéo,
pois também indica a presenca de RpAtg8-PE em ovdcitos corionados antes da
fertilizacdo, bem como em ovos ndo fertilizados. Este fato sugere a presenca de
autofagossomos durante os primeiros dias de embriogénese, e ainda, que sdo de origem
materna.

Né&o ha evidéncias que nos levem a crer que ovocitos em crescimento estdo em
catabolismo, como acontece durante o desenvolvimento embrionario. Acreditamos que
a presenca de RpAtg8-PE nessas amostras esta associada a membranas de organelas de
vitelo. Mais do que isso, levantamos a hipotese de que alguns GV ndo sdo apenas
lisossomos dormentes, como previamente proposto por Fagotto, 1995, mas que alguns
podem ser autofagossomos dormentes, e que s6 seriam ativados dando continuidade a
via autofagica depois da fertilizacdo. A partir desse resultado, precisamos investigar a
biogénese de autofagossomos nos ovocitos através da presenca de RpAtg8-PE, e por
técnicas de microscopia, imunolocalizando a proteina e investigando a presenca de
autofagossomos dentre os granulos de vitelo durante a ovogénese (Klionsky et al.,
2016). Recentemente, Kuhn et al., 2015, identificou autofagossomos em meio ao vitelo
de Drosophila melanogaster, propondo um papel importante da autofagia na
degradacéo do vitelo e que ha um feedback entre TOR e Atgl que regula o catabolismo
do vitelo. Esse trabalho é o Unico trabalho na literatura, de nosso conhecimento, que

correlaciona de alguma forma a autofagia com o catabolismo de vitelo.
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Partindo do suposto de que em R. prolixus autofagossomos sdo formados na
ovogénese mas a Via autofagica so é ativada depois da fertilizacdo, decidimos investigar
possiveis fatores capazes de disparar a autofagia durante a embriogénese inicial. A via
autofagica pode ser regulada pela via de controle geral de aminoéacidos e pela AMPK,
portanto, os niveis de aminoacidos e a relagdo AMP:ATP podem ser bons indicadores
que processos autofagicos estdo ocorrendo (Chen et al., 2014; Jewell et al., 2013; Kim
et al., 2011). Ao analisar as concentracgdes totais de aminoacidos livres nos ovo durante
os primeiros dias de embriogénese, observamos que ha um aumento de cerca de 50%
nas primeiras 24h de embriogénese. Essas concentracGes se mantém estabilizadas até o
quarto dia de desenvolvimento do embrido, provavelmente devido as taxas continuas de
degradacéo e sintese de tecidos do embrido. O aumento relativo ao longo do primeiro
dia sugere que as concentracfes iniciais de aminoacidos podem ser suficientemente
baixas para ativar a autofagia, através da inibicdo de TOR.

Como perspectivas, estamos buscando por outros fatores que possam regular a
TOR e, entdo, ativar a autofagia. No momento, estamos trabalhando nos protocolos de
dosagem de AMP nos ovos como outro regulador da via TOR. Isso porque se a relagao
AMP:ATP for alta, isto €, se a concentragdo de AMP aumentar em certos niveis criticos,
TOR é inativada e o fluxo autofagico aumenta como forma de repor a energia da célula
(Jung et al., 2010; Kim et al., 2011).

Concluindo, acreditamos que os GV, especialmente os menores, sdo formados
utilizando o maquinario molecular da autofagia, ou seja, sdo formados como
autofagossomos durante a ovogénese. Apos as cascatas de sinalizacdo promovidas pela
fertilizacdo, acreditamos que as moléculas de ATP e os aminoacidos livres no
citoplasma dos ovos sdo consumidos rapidamente para as clivagens intravitelinicas e
formacgdo do blastoderma sincicial (Fonseca et al., 2012). A utilizagdo de nutrientes
imediatamente apds a fertilizacdo resulta em uma escassez momentaneas, que
acreditamos ser capaz de estimular a degradacdo do conteudo desses supostos

autofagossomos latentes, mantendo as taxas de degradacdo e sintese em equilibro.
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6. CONCLUSOES:

- R. prolixus possui a proteina Atg8 na forma RpAtg8-PE, isto é, associada a
autofagossomos, em ovAcitos e ovos.

- A presenca da proteina RpAtg8 em diferentes fases de crescimento dos
ovacitos deste inseto nos leva a crer que 0s autofagossomos estao sendo formados junto
com as organelas de vitelo, mas que a autofagia propriamente dita, so é disparada pds-
fertilizacgéo.

- O aumento de aproximadamente 50 % na concentracdo de aminoacidos livres
no citoplasma de ovos de R. prolixus logo no primeiro dia apds a fertilizacao nos leva a
acreditar que as concentracdes iniciais de aminoacidos podem ser suficientemente

baixas para disparar o fluxo autofagico durante a embriogénese.
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7. PERSPECTIVAS

Para investigar mais a fundo se a autofagia tem papel na degradacédo do vitelo,
pretendemos:

- Purificar os anticorpos contra a proteina RpAtg8 por afinidade, uma vez que
temos amostras do peptideo injetado nos coelhos para producao dos anticorpos.

- Usar o anticorpo purificado para imunolocalizar a proteina RpAtg8 em
ovocitos e ovos de R. prolixus.

- Procurar por outros fatores que possam aumentar o fluxo autofagico, como 0s
niveis de AMP celular, e a fosforilacdo da AMPK como uma das enzimas reguladoras
de TOR.

- Dosar aminoacidos livres em ovocitos corionados para relacionar a
concentracéo antes e depois da fertilizagao.

- Procurar por estruturas comumente classificadas como autofagossomos por
microscopia eletronica.

- Silenciar o gene RpAtg8 e buscar por fendtipos na degradacdo do vitelo.
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