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RESUMO

PALOMA DIAS E VASCONCELLOS

ACOES DE CALPAINA A NO SISTEMA IMUNOLOGICO DE DROSOPHILA
MELANOGASTER

Orientador: Helena Maria Marcolla Araujo
Coorientador: Alison Henrique Ferreira Julio

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Em Drosophila melanogaster a eliminacdo de patdgenos requer um sistema complexo de vias
de controle orquestradas que atuam regulando a resposta imune inata em diferentes tecidos.
Dentre elas, a via de Toll, que responde a infeccdes por fungos e bactérias Gram-positivas. A
ativacdo do receptor Toll induz a fosforilagdo N-terminal e degradacéo via proteassoma de
Cactus (Cact), homdlogo de IkappaB e inibidor de proteinas da superfamilia NFkappaB como
Dorsal (Dl) e Dif, favorecendo a translocacdo nuclear destes e, consequentemente,
impulsionando a transcricdo de genes relacionados com a producdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs). Além da via de Toll, Calpaina A (CalpA), uma cisteino-protease
dependente de Calcio, cliva Cact livre presente como dimeros no citosol, gerando fragmentos
ndo responsivos a Toll (CactE10). A atividade de CalpA sobre Cactus é, por sua vez, reprimida
pela via de BMP (Bone Morphogenetic Protein). Nosso objetivo nesse estudo é explorar o
mecanismo pelo qual CalpA regula a atividade de NFkappaB na imunidade inata em D.
melanogaster e verificar a atuacéo e importancia da via de BMP no contexto do sistema imune.
Com a finalidade de gerar uma Calpaina cataliticamente inativa, através de CRISPR-Cas9,
geramos novos alelos de Calpaina com mutagdes pontuais ou mudancas de frame préximos ao
sitio ativo. Um dos novos alelos gerados CalpA[51] apresentou uma grande diferenca na
sobrevida, em comparagcdo com moscas controle, mesmo na auséncia de desafio imune. Além
disso, os machos em homozigose de CalpA[51] apresentaram problemas na fertilidade.

Palavras-chave: Cactus, Calpaina, Toll, BMP, imunidade inata, NfkappaB.
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ABSTRACT

PALOMA DIAS E VASCONCELLOS

EFFECTS OF CALPAIN A ON THE IMMUNOLOGICAL SYSTEM OF
DROSOPHILA MELANOGASTER

Orientador: Helena Maria Marcolla Araujo
Coorientador: Alison Henrique Ferreiro Julio

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao do titulo de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Conclus&o de Curso.

In Drosophila melanogaster, the elimination of pathogens requires a complex system of
orchestrated control pathways that act by regulating the innate immune response in different
tissues. Among them, the Toll pathway, which responds to infections by fungi and Gram-
positive bacteria. Activation of the Toll receptor induces N-terminal phosphorylation and
degradation via the Cactus proteasome (Cact), IkappaB homologue and inhibitor of NFkappaB
superfamily proteins such as Dorsal (DI) and Dif, favoring their nuclear translocation and,
consequently, boosting the transcription of genes related to the production of antimicrobial
peptides (AMPs). In addition to the Toll pathway, Calpain A (CalpA), a Calcium-dependent
cysteine protease, cleaves free Cact presents as dimers in the cytosol, generating Toll-
nonresponsive fragments (CactE10). CalpA activity on Cactus is, in turn, repressed via the BMP
(Bone Morphogenetic Protein) pathway. Our aim in this study is to explore the mechanism by
which CalpA regulates NFkappaB activity in innate immunity in D. melanogaster and to verify
the role and importance of the BMP pathway in the context of the immune system. In order to
generate a catalytically inactive Calpain, through CRISPR-Cas9, we generated new Calpain
alleles with punctual records or frame changes close to the active site. One of the newly
generated CalpA[51] alleles showed a large difference in survival, compared to control flies,
even in the absence of immune challenge. Furthermore, males homozygous for CalpA[51]
showed fertility problems.

Key-words: Cactus, Calpain, Toll, BMP, innate immunity, NfkappaB.
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RESUMO PARA LEIGOS

PALOMA DIAS E VASCONCELLOS
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Orientador: Helena Maria Marcolla Araujo
Coorientaodor: Alison Henrique Ferreira Julio

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacgao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Apesar da enorme diferenca de tamanho e complexidade entre a mosca do vinagre e humanos,
essas duas espécies possuem mais pontos em comun do que os olhos podem enxergar. As
moscas do vinagre se alimentam de frutas extremamente maduras e se reproduzem com grande
facilidade. O surgimento de varias geracGes de moscas em um curto espago de tempo tornou-
as excelentes para o estudo da genética. Além disso, 0 avango da ciéncia permitiu o
desenvolvimento de técnicas que possibilitaram a facil edicdo de seu codigo genético, ou seja,
da “mensagem” contida no DNA que dita caracteristicas como cor dos olhos, formato das asas,
tamanho, etc. Uma dessas técnicas é conhecida como CRISPR-Cas9 ou “tesoura genética”.
Cas9 é uma enzima que funciona como uma tesoura, ela pode ser guiada para um local
especifico no DNA e corta-lo. Dessa forma uma parte da mensagem contida no DNA pode ser
totalmente apagada ou entdo o sentido da mensagem pode ser alterado. Utilizamos essa técnica
para editar a mensagem que codifica para a producdo de uma proteina denominada Calpaina A.
Produzimos diferentes grupos de moscas que possuem erros distintos nas mensagens que ditam
como a proteina calpaina deve ser produzida, gerando proteinas defeituosas. Em seguida
estudamos como defeitos nessa proteina podem prejudicar a imunidade, sobrevivéncia e a
eclosdo de ovos dessas moscas. Como resultado observamos que essa proteina precisa ter seu
nivel controlado dentro da mosca, pois seu excesso ou falta pode prejudicar no combate contra
infeccOes e que certos tipos de defeitos na mensagem que codificam a Calpaina podem reduzir
a expectativa de vida das moscas e provocar desenvolvimento anormal de embrides.
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1. INTRODUCAO:

1.1. D. melanogaster como organismo modelo para a imunologia:

Um importante pré-requisito para evolugdo dos metazoérios foi o desenvolvimento de
mecanismos que permitissem o reconhecimento e o combate a patégenos e sua discriminacao
em relacdo as células que constituem o proprio organismo (Hoffmann e Reichhart, 2002). Em
vertebrados, dois sistemas atuam em conjunto para a eliminacdo de invasores: sistema imune
inato e sistema imune adaptativo. A imunidade inata consiste na primeira linha de defesa contra
infecgBes, pode constituir de uma barreira fisica, como a pele, de uma resposta celular, como
a fagocitose, ou atuar por mecanismos moleculares como a liberacdo de substancias
antimicrobianas. Ja a imunidade adaptativa é gerada ao longo da vida pelo contato com
patdgenos, sendo capaz de gerar memdria imunoldgica. Em organismos onde ambas as
respostas estdo presentes, para manter a homeostasia € necessario que os dois sistemas
funcionem em harmonia (Govind, 2008).

Desprovida de imunidade adaptativa, altamente resistente a infeccdes microbianas e
com genoma facilmente manipulavel pela existéncia de numerosas ferramentas genéticas e de
edicdo, Drosophila melanogaster tornou-se um importante modelo biolégico para o estudo da
imunidade inata (Buchon, Silverman e Cherry, 2014). Seu sistema imune inato desenvolve tanto
reacOes celulares quanto humorais. As respostas celulares sdo desempenhadas pelas células
sanguineas, em Drosophila, chamadas de hemacitos. Existem trés classes de hemacitos:
plasmacitos (células similares aos macréfagos de mamiferos que fazem fagocitose), lamelécitos
(células capazes de encapsular microrganismos grandes) e células cristais (células capazes de
produzir fenoloxidase) (Hultmark, 2003). J& a resposta imune humoral é caracterizada pela
presenca de cascatas proteoliticas, como cascatas de melanizagdo, coagula¢do e do tipo
complemento, mas principalmente pela atividade sisttmica de peptideos antimicrobianos
(AMPs) produzidos pelo corpo gorduroso (6rgdo com varias fungbes metabdlicas e imunes
importantes para a Drosophila, equivalente funcional do figado dos mamiferos) (Hoffmann e
Reichhart, 2002).

Os AMPs agem desestabilizando a membrana celular de microrganismos, pois esses
pequenos peptideos sdo carregados positivamente, dessa forma eles séo atraidos pela membrana
negativa dos microrganismos, onde se aderem e provocam a morte celular (Hanson e Lemaitre,
2020). Até o momento, sete peptideos antimicrobianos distintos foram bem caracterizados em

Drosophila, sdo eles: Defensina (possui acdo contra bactérias Gram-positivas); Cecropina,



drosocina, atacinas e diptericina (acdo contra bactérias Gram-negativas); Drosomicina e
metchnikowin (acdo antiflngica) (Imler e Bulet, 2005). Um estudo utilizando MALDI-TOF
apontou para a existéncia de 24 moléculas induzidas por imunidade (IMs), no qual a maior
parte corresponde a peptideos ainda ndo caracterizados (Uttenweiler-Joseph et al., 1998). O
advento do CRISPR-Cas9 tornou mais facil a caracterizacdo desses pequenos peptideos e
utilizando essa metodologia foi descoberta uma familia de doze genes — os Bomanins (Boms)
que codificam pequenos peptideos induzidos por Toll (Clemmons, Lindsay e Wasserman,
2015). Mais recentemente, também foi evidenciado a existéncia de um gene denominado de
“Baramicina A (BaraA)” importante no combate a infecgdes fungicas, responsavel pela
codificacdo de um terco dos IMs de Drosophila originalmente descritos, dentre eles IM5, IM6,
IM8, IM10, IM12, IM13 , IM22 e IM24 (Hanson et al., 2021).

O sistema imune de Drosophila melanogaster é capaz de distinguir entre as diferentes
classes de microrganismos invasores e, baseado nessa distingdo, vias regulatorias distintas sdo
ativadas. Padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) sdo reconhecidos por
receptores celulares gerando uma cascata de sinalizacdo que culmina com a translocacédo de
fatores de transcricdo para o nucleo, onde estes irdo ativar a transcricdo de genes imunes. Em
Drosophila, existem 4 principais vias de sinalizagcdo imune, séo elas: A via de Toll, viade IMD,
JAK/STAT e JNK (Yu et al., 2022).

A via Toll e a via de IMD ativam a sinalizacdo de NF-kB mediante a invasao de
patdgenos. A via de Toll responde principalmente a infeccdes por bactérias Gram-positivas e
fangicas (Michel et al., 2001), culminando com a translocacdo dos fatores de transcricéo,
membros da familia NFkB, Dorsal (D1) e dorsal-related immunity factor (Dif) para o nicleo
(Hetru e Hoffmann, 2009). Possui importancia tanto na imunidade humoral, com a ativacdo de
genes relacionados com a produgdo de peptideos antimicrobianos (drosomicina, atacina e
metchnikowin), quanto na imunidade celular (Yu et al., 2022), promovendo a sobrevivéncia
(Matova e Anderson, 2010) e regulando a proliferacdo de células sanguineas (Qiu, Pan e
Govind, 1998). Infeccdes por bactérias Gram-negativas ativam principalmente a via de IMD
(Michel et al., 2001) culminando com a translocagédo nuclear de outro fator de transcri¢do
NF«B (Relish) (Yu et al., 2022) e sendo responsavel por controlar a expressao da maioria dos
AMPs de Drosophila (Myllymaki, Valanne e Ramet, 2014)

A via de JAK/STAT é bem conservada evolutivamente, com grande importancia na
regulacdo da imunidade em humanos. Seu mau funcionamento estd associado a diversas
doencas como artrite reumatdide, psoriase e doenca inflamatéria intestinal (Myllymaéki,
Valanne e Rédmet, 2014). Em Drosophila, JAK/STAT participa da resposta imune humoral



ativando a expressédo de Turandot A (TotA) que aumenta a resisténcia da mosca ao estresse e
na resposta imune celular, na diferenciacdo de plasmacitos e linfécitos (Yu et al., 2022). Por
fim, as quinases N-terminais c-Jun (JNKs) sdo membros da familia de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK) e respondem ao estresse causado por espécies reativas de
oxigénio, infeccOes bacterianas, danos ao DNA e citocinas inflamatorias (Tafesh-Edwards e
Eleftherianos, 2020).

1.2. Ativacao da via de Toll:

Na imunidade inata, diferentes classes de patdgenos podem ser detectados por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes na circulagdo, na membrana celular,
no citosol ou no endossoma (Chamy et al., 2008). Em Drosophila, PGRPs (Proteinas de
reconhecimento de peptideoglicano) e GNBPs (proteinas de ligacdo Gram-negativa) sdo
exemplos de PRRs capazes de ativar cascatas de serino-proteases que culminam na clivagem
do ligante do receptor Toll, Spatzle (Spz) (Chamy et al., 2008). Spz é uma pro-proteina,
constituida por um dominio C-terminal (C-106) e por um pré-dominio N-terminal (Mizuguchi
et al., 1998). O pro-dominio oculta sitios de ligacdo ao receptor Toll presentes em C-106. A
protedlise realizada pela enzima processadora de Spz (SPE) provoca mudancas
conformacionais que permitem a exposicdo desses sitios (Arnot, Gay e Gangloff, 2010).

Bactérias Gram-negativas e bacilos Gram-positivos possuem o terceiro aminoacido das
porcdes peptidicas do peptideoglicano (PGN) formado por um residuo de acido meso-
diaminopimélico (DAP). Entretanto, muitas bactérias Gram-positivas de importancia médica
possuem nesse local um residuo de lisina (Lys) (Ferrandon et al., 2007). Bactérias Gram-
positivas do tipo Lys podem ser detectadas por dois membros da familia PGRP (PGRP-SA e
PGRP-SD) e por um membro da familia de GNBPs, 0 GNBP1 (Ferrandon et al., 2007). PGRP-
SA e GNBP1 formam um complexo proteico, com GNBP1 funcionando como uma enzima,
hidrolisando o PGN de bacteérias e apresentando-o para PGRP-SA (Wang et al., 2006). Para
uma resposta imune completa e eficiente contra uma grande gama de especies de bactérias
Gram-positivas, é necessario a presenca das trés proteinas circulantes na hemolinfa (PGRP-SA,
PGRP-SD e GNBP). A importancia de cada uma depende do tipo de microrganismo infectante.
Algumas bactérias possuem um receptor especifico de reconhecimento, outras dependem da
combinacéo deles. Em infecgdes por S. pyogenes e S. saprophyticus, PGRP-SD e o complexo
receptor PGRP-SA-GNBPL1 sdo funcionalmente redundantes (Bischoff et. al, 2004)

As Infecgdes fungicas sdo detectadas por um membro da familia dos GNBPs (GNBP3).

Ele € capaz de reconhecer componentes que constituem a parede celular de fungos, como os



glucanos (Ferrandon et al., 2007). O reconhecimento de componentes da parede celular de
fungos e bactérias por GNBP3 e PGRP-SA/GNBP1, respectivamente, convergem em ModSP-
Grass e em outras quatro serino-proteases: pirit, spheroide, and sphinx1/2 (Valanne, Wang, e
Réamet, 2011).

Além dos PRRs, uma outra cascata capaz de ativar SPE é mediada por Perséfone (PSH),
essa via é capaz de detectar atividades proteoliticas anormais na hemolinfa induzidas por

infeccdes bacterianas Gram-positivas e fungicas (Chamy et al., 2008)
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Figura 1 - Ativacdo da via de Toll por Spz. Componentes da parede celular de fungos e bactérias sdo reconhecidos
por PRRs da famila dos PGRPs e GNBPs ou pela via de Perséfone (PSH), em seguida cascatas de serino-proteases



sdo ativadas culminado com a clivagem de Spz por SPE. Spz ativo (C-106) se liga ao receptor Toll, ativando a
via. Esquema adaptado de (Valanne, Wang, e Rdmet, 2011).
1.3. Cascata de sinalizagdo da via de Toll:

O receptor Toll € uma proteina transmembrana que possui um dominio extracelular rico
em repeticdes de leucina e um dominio intracelular denominado de Toll-IL-1R (TIR) devido a
similaridade de sequéncia com o receptor de interleucina 1 (IL-1R) (Hoffmann et al., 2002).
Spz se liga como um dimero ao ectodominio do receptor Toll, ativando a via (Arnot, Gay e
Gangloff, 2010).

Ap0ds ativacdo da via, a proteina adaptadora MyD88 (Myeloid Differentiation primary
response gene 88) se associa ao dominio TIR do receptor Toll (Horng e Medzhitov, 2001) e a
Tube no dominio de morte. Uma associacdo heterodimérica é formada, composta por MyD88-
Tube-Pelle, onde Tube se ligaa MyD88 e Pelle, uma proteina homdloga a IRAKs de mamiferos
(quinases associadas ao receptor de interleucina-1), no heterotrimero por duas superficies
distintas no dominio de morte, ndo havendo uma interacdo direta entre MyD88 e Pelle (Sun et
al., 2004). O efeito final dessa cascata de sinalizacdo é a degradacdo de Cactus (Cact), membro
da familia IkB e inibidor de proteinas da superfamilia NFkB como Dorsal e Dif, via
proteassoma (Belvin, Jin e Anderson, 1995). A identidade da quinase que fosforila Cactus
ainda ndo é conhecida. No entanto, um grupo relata que esta pode ser a proteina homologa a
IRAK, codificada por pelle (Daigneault, Klemetsaune e Wasserman, 2013). Cact existe em
forma livre ou acoplada a um dimero de DI ou Dif (Isoda e Nusslein-Volhard, 1994). Quando
Cactus é degradado via proteassoma, DI e Dif tornam-se livres para migrar para o nucleo,
favorecendo a ativacdo da transcricdo de genes relacionados com a producdo de peptideos
antimicrobianos (Weber et al., 2003; Ganesanv et al., 2011). Em moscas adultas, Toll ativa Dif
(Meng, Khanuja e Ip, 1999), enquanto em adultos e em larvas ele é capaz de ativar Dorsal e/ou
Dif (Hoffmann e Reichhart, 2002).

A via de Toll em Drosophila possui conservagdo evolutiva com as vias mediadas pelos
receptores Toll-like (TLRs) em mamiferos, visto a presenca de ortdlogos entre as vias (MyD88,
Tube e Pelle com MyD88, IRAK4 e IRAKL, respectivamente e Dorsal/Dif semelhantes em
sequéncia e funcdo as proteinas NF-kB de mamifero). Entretanto, em mamiferos a sinalizagéo
de TLRs possui componentes que ndo estdo presentes em Drosophila, entre eles: TRAF6, TAB,
TAKT1 e proteinas que compdem o complexo IkB quinase (IKK) (Lindsay e Wasserman, 2014).

Uma comparacao é apresentada na figura 2.
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Figura 2 - Via de Toll em Drosophila e em humanos. Em Drosophila, Spétzle se liga ao receptor Toll ativando
a via. Em seguida, o dominio TIR da proteina adaptadora MyD88 interage com o dominio TIR do receptor. Ocorre
o0 recrutamento da proteina adaptadora Tube e da quinase Pelle. A ligagdo de Tube a MyD88 e Pelle ocorre através
de dominios de morte. Pelle se autofosforila e Cactus é degradado via proteassoma. Dif ou dorsal tornam-se livres
para migrar para o nicleo. A imagem a direita representa um exemplo da sinalizagdo de TLR5 em humanos ativado
por Flagelina (componente dos flagelos bacterianos). Apds reconhecimento da flagelina pelo TLR5, forma-se a
associacdo MyD88-IRAK4-IRAK1. IRAK4 fosforila IRAK1. IRAK1 se autofosforila, se dissocia do complexo e
se ligaao TRAF6. TRAF6 se autoubiquitina e se liga as proteinas TAB/TAK1. TAK1 fosforila o complexo IKK.
IkB é fosforilado por IKK e degradado, NFkB torna-se livre para se translocar para o nicleo. Esquema adaptado
de (Lindsay e Wasserman, 2014).

1.4. Cisteino-proteases dependentes de Calcio (Calpainas):

Encontrada em quase todos os eucariotos e em algumas bactérias, membro da subfamilia
das papainas, a Calpaina é uma protease de cisteina dependente de Ca?" capaz de realizar
protedlise de seu substrato em um ou em varios locais, transformando-o e afetando suas fun¢bes
celulares, ou seja, ela atua modulando a atividade de outras proteinas e regendo diversas funcdes
importantes, como por exemplo, a transducédo de sinal e morfogénese celular (Sorimachi, Hata,
e Ono, 2011).

Em 1964, Guroff isolou parcialmente a primeira Calpaina descoberta, hoje conhecida
como Calpaina-2, da fracao soluvel de cérebro de rato, atribuindo-a fungéo proteolitica quando
ativada por célcio (Guroff, 1964). Meyer, Fisher e Krebs denominaram-na como fator ativador

de quinase (KAF), pois observaram que essa proteina participa da ativacdo da fosforilase b



quinase do musculo esquelético de coelho (Meyer, Fisher e Krebs, 1964). Esta protease foi
purificada para um estado homogéneo a partir do musculo esquelético de frango por Imahori e
colaboradores em 1978, que a chamaram de protease neutra ativada por calcio (CANP) (Ishiura,
et al., 1978). Somente em 1981 a CANP passou a ser chamada de Calpaina, onde cal significa
calcio e a terminacdo -pain esta relacionada com tiol proteases bem conhecidas, incluindo

papaina (Murachi et al., 1981).

As Calpainas podem ser classificadas em classicas e ndo-classicas. A maior parte dos
estudos realizados sdo sobre as p- e m-Calpainas, também denominadas de Calpaina-1 e
Calpaina-2 respectivamente, dessa forma elas constituem as chamadas “Calpainas cléssicas”.
A origem da primeira nomenclatura citada esta relacionada & quantidade de Ca?* necessaria para
a ativacdo dessas proteinas em vitro (u-Calpaina é ativada por concentracdes em micromolares

e m-Calpaina em milimolares) (Pal et al., 2003; Ono, Saido e Sorimachi, 2016).

Em relacdo a estrutura, as Calpainas classicas sdo heterodimeros formadas por uma
subunidade grande de 80 kDa (denominada de CAPN1 para Calpaina-1 e CAPN2 para
Calpaina-2), envolvida com a atividade proteolitica e por uma subunidade pequena de 28 kDa,
que constitui a subunidade reguladora (Tsuji et al., 1981). A subunidade grande é subdivida
em: Uma regido de hélice ancora N-terminal; um dominio catalitico denominado de protease
de cisteina do tipo calpaina conservada (CysPc) que pode ser subdividido em: nucleo de
protease 1 e 2 (PC1 e PC2), nele se localiza a triade catalitica constituida por Cisteina, Histidina
e Asparagina, onde a cisteina encontra-se localizada em PCL1 e a histidina e asparagina em PC2;
dominio de B-sanduiche do tipo calpaina (CBSW), responsével pelo direcionamento da
proteina Calpaina para a membrana, onde seus substratos estdo localizados e por fim, um
dominio penta-EF-hand (PEF) que possui cinco sitios de ligacdo a calcio (Ono, Saido e
Sorimachi, 2016; Araujo, Julio e Cardoso, 2018; Spinozzi et al., 2021). Ja a subunidade pequena
(CAPNS1), comum a ambas, apresenta um dominio rico em glicina e outro dominio contendo
5 sitio de ligagdo & Ca?* (PEF). Para definir uma proteina como homdloga de Calpaina é preciso
que ela possua a sequéncia do sitio CysPc semelhante a sequéncia das calpainas convencionais
(Goll et al., 2003; Ono, Saido e Sorimachi, 2016). As calpainas ndo classicas ndo possuem
similaridade de dominios completa em relacdo as classicas, a regido CysPc possui homologia
de sequéncia, mas as ndo classicas geralmente ndo possuem o dominio PEF e/ou o dominio
CBSW (Spinozzi et al, 2021).

A Calpaina é uma proteina que participa de varios sistemas. E bem conhecido na

literatura que o equilibrio correto dos seus niveis se faz necessario, visto que sua saturagdo pode


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925477318300595?via%3Dihub#bb0450
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-active-site

ser prejudicial assim como seu knockdown. As -m e u-Calpainas apresentam atividade elevada
em pacientes com distrofia muscular de Duchenne (DMD) (Reddy, Anandavalli e Anandaraj,
1986), assim como mutacGes de ganho de funcdo do gene CAPN5 (gene que codifica a
subunidade grande de Capaina-5) levam a vitreorretinopatia inflamatdéria neovascular
autossomica dominante (ADNIV), uma condi¢do autoimune do olho que progride para a
cegueira completa (Mahajan et. al, 2012). Ja pacientes com distrofias musculares de cinturas
(LGMDs) apresentam mutacGes no gene CANP3 (gene que codifica a subunidade grande da
Calpaina-3) que gera uma deficiéncia em seu produto génico (Richard et. al, 1995), a paraplegia
espéstica e ataxia espinocerebelar sdo também exemplos de doencas causadas por mutagdes de
perda de funcdo, dessa vez em Calpaina-1 (Gan-Or et al., 2016; Wang et al., 2016).

Dessa forma, com o objetivo de manter a homeostase € necessario que 0s eventos
proteoliticos realizados pela Calpaina tenham um rigoroso controle. Um exemplo de regulacao
é a presenca de um inibidor da Calpaina, a calpastatina, que se liga ao seu sitio ativo, impedindo
sua atividade (Spinozzi et al., 2021). Outro aspecto da regulacdo da Calpaina é que o seu sitio
ativo na auséncia de Ca®* possui uma geometria que impossibilita a sua acdo, devido a grande
distancia entre os aminoécidos cisteina e histidina. A ligacio do Ca?* reduz essa distancia e
permite que a triade catalitica alcance uma geometria favoravel para sua plena atividade. A
ligacdo do Ca®* também leva a autdlise da ancora N-terminal de Calpaina, influenciando na
formacdo da triade, visto que permite uma maior liberdade de PC1 para que esse dominio se
mova em dire¢do a PC2, permitindo a ativacdo de Calpaina em concentra¢Ges mais baixas de
Ca?" (Hosfield et al., 1999). Porém, a aut6lise ndo é um evento indispensavel para a ativacio
(Chou et al., 2011)

Enquanto o genoma humano possui 15 genes que codificam para proteases do tipo
Calpaina, a Drosophila melanogaster possui apenas quatro (CalpA, CalpB, CalpC e CalpD).
As calpainas de Drosophila ndo dispdem de subunidade pequena, apenas a subunidade grande
catalitica. Calpaina A e B (CalpA e CalpB) séo classificadas como convencionais e possuem 0s
4 dominios similares as M- e m-calpainas, a diferenga mais marcante é a insercdo de 76
aminoacidos no dominio IV em Calpaina A e o longo dominio N-terminal de Calpaina B
(Friedrich, 2004). Calpaina C néo possui dominio | e apresenta os aminoacidos que constituem
a triade catalitica mutados (Cys —»Arg, His—Val e Asn—Ser). A Calpaina D é classificada como
Calpaina ndo convencional, visto que o dominio I possui um dominio de dedo de zinco (Zinc
finger) e um dominio SOL no lugar dos dominios Il e IV (Friedrich, 2004). Defeitos no gene

que codifica esse tipo de calpaina resultam em alteracdes comportamentais durante o véo das



moscas. 1sso ocorre devido a degeneracdo de células nos lobos Opticos em desenvolvimento
que resultam na auséncia de certas classes de neurénios (Delaney et al., 1991).

Em vertebrados, IkBa (membro de uma familia de proteinas celulares que inibem o fator
de transcricdo NF-kB) ¢ alvo de Calpaina, assim como seu homologo em Drosophila, a proteina
Cactus. Ambos possuem em sua regido C-terminal uma regido enriquecida em Prolina (P),
Glutamato (E), Serina (S) e Treonina (T), denominada de sequéncia PEST, necessaria para a
ligacdo com Calpaina (Fontenele et al., 2009). Em vertebrados, apds essa liga¢do, IkBa é
clivado e degradado (Shumway, Maki, e Miyamoto, 1999). Em Drosophila, apds
reconhecimento do dominio C-terminal, Cact é clivado em sua regido N-terminal, originando
um fragmento n&o responsivo a Toll, conhecido como CactE10, que é capaz de interagir e inibir
a translocacdo nuclear de Dorsal (Fontenele, et al. 2013). Por outro lado, nosso grupo mostrou
que além deste efeito, CactE10 potencializa a atividade transcricional de Dorsal durante a
embriogénese (Cardoso et al., 2017). No entanto, ainda ndo é claro se CactE10 é capaz de
potencializar ou inibir a atividade de DI/Dif na transcri¢do dos peptideos antimicrobianos
(AMPs), porém sua presenca ja foi detectada no corpo gorduroso de larvas e de moscas adultas
(Fontenele et al., 2013). Além disso, resultados indicam que CalpA altera sinais da via de Toll,
visto que tanto o knockdown quanto a superexpressao de CalpA levam a um decréscimo nos
niveis da AMP Drosomicina, mas ndo modificam os niveis de Diptericina (peptideo regulado
pela via de IMD) (Fontenele et al., 2013).
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Figura 3 - Estrutura das quatro Calpainas presentes em D. melanogaster. Barras verticais no dominio IV
representam os sitios de ligagdes a calcio (PEF: penta-EF-hand). “X” em Calpaina C representa muta¢do nos trés
residuos do sitio catalitico. INS (insert) - insercdo de 76 aminoacidos no dominio 1V em Calpaina A. Esquema
adaptado de (Friedrich,Tompa e Farkas, 2004).



10

1.5. A via das proteinas morfogenéticas do 0sso (BMPs):

Pertencente a superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGFp), a via
das proteinas morfogenéticas do 0sso (BMPs) constitui um conjunto de proteinas sinalizadoras
envolvidas na manutencdo da homeostase dos tecidos e no desenvolvimento embrionério
(Wang et al., 2014). As vias que fazem parte da superfamilia TGF possuem um mecanismo
béasico de sinalizacdo que envolve dois receptores de serina/treonina quinases (receptor do tipo
I e 1), onde o receptor Il ativa o | e o receptor | fosforila uma R-Smads. R-Smad se associa a
uma Co-Smad e o complexo R-Smad/Co-Smad é entdo translocado para o ndcleo onde atua
como fator de transcricdo (Parker, Stathakis e Arora, 2004). Em Drosophila, foram
identificados trés ligantes pertencentes a subfamilia de BMP (Decapentaplegic - Dpp, Screw -
Scw e Glass-bottom boat - Ghb), trés receptores do tipo | (Saxophone - Sax, Atr-1/Baboon
Babo e Thickveins - Tkv), dois receptores do tipo Il (Punt - Put e Wishful thinking - Wit), dois
R-Smads (Mad e dSmad2) e Medea como o Unico Co-Smad (Parker, Stathakis e Arora, 2004).

O ligante Dpp atua em todas as fases do desenvolvimento da Drosophila e também
possui papel importante na homeostase tecidual (Hamaratoglu, Affolter e Pyrowolakis, 2014).
Durante a ativagdo da via de Dpp, o receptor Thick veins (Tkv) forma um complexo
heteromérico com o receptor Punt (Put), mediante o recrutamento do ligante Decapentaplegic
(Dpp). Put fosforila Tkv. Essa fosforilacdo sinaliza para a fosforilacdo da proteina
citoplasmatica Mothers against Dpp (Mad). P-Mad (forma fosforilada de Mad) associa-se com
uma segunda proteina, denominada Medea. O complexo pMad-Medea migra para o0 nlcleo

onde atua como um fator de transcri¢do (Hamaratoglu, Affolter e Pyrowolakis, 2014) (fig. 2).

Dpp é capaz de regular negativamente a atividade de Calpaina A durante a
embriogénese, visto que embrides com a via de Dpp maternal inibida, utilizando uma forma
Dominante Negativo de thickveins (tkv[DN]) possuem a atividade e os niveis de mRNA de
CalpA aumentados em relacdo a embrifes selvagens (Fontenele et al., 2009). Ainda ndo é
reconhecido se 0 mesmo ocorre no contexto do sistema imune, porém ja foi demonstrado que
a superexpressdo de Dpp reduz os niveis de peptideos antimicrobianos (Clark et al., 2011).
Além disso, a presenca de elementos silenciadores Mad-Med-Shn préximos aos genes AMP e
0 aumento da expressao de AMPs em knockdown para mad no corpo de gorduroso, indicam

que a via de Dpp atua inibindo peptideos antimicrobianos de maneira direta (Clark et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925477318300595?via%3Dihub#bb0450
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Figura 4 - Esquema da sinalizacdo de BMP/Dpp em Drosophila. O ligante Dpp se liga ao receptor do tipo | (Tkv)
e ao receptor do tipo Il (Punt). Tkv forma um complexo heteromérico com o Punt e é fosforilado por ele. Tkv
fosforila Mad. Mad se associa a Medea. O complexo Mad-Medea é translocado para o nucleo, onde regulam a
transcricdo de genes-alvo. Daughters against Dpp (Dad) é antagonista da sinalizacdo. Este esquema foi concebido
a partir de (Hacker, Nybakken e Perrimon, 2005).

2. JUSTIFICATIVA:

NF-kB consiste em uma familia de proteinas que atuam como fatores de transcricao,
regulando resposta imunes inatas e adaptativas (Taniguchi e Karin, 2018). A regulacdo da
atividade de NF-xB em mamiferos ¢ essencial, visto que sua ativagdo constitutiva é associada
a inflamacdo crénica e cancer (Karin, 2006). Essa regulacdo ocorre atraves do controle dos
niveis e degradacdo de IkBs, que pode ser realizado pela via de Toll, mas também por
mecanismos independentes (Hinz e Scheidereit, 2014). Em vertebrados, IkBa ¢ alvo de
Calpaina, assim como seu homdélogo em Drosophila, a proteina Cactus. Em D. melanogaster,
Calpaina A (CalpA) cliva moleculas de Cactus livres, presentes como dimeros no citosol,
gerando uma molécula de Cactus integro e um fragmento CactE10 que nédo possui regido N-

terminal, sendo portanto insensivel a via de Toll (Fontenele et al., 2009). Em humanos, a
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protedlise de IkBa e ativagdo de NF-kB por Calpaina também ¢ realizada por processo
independente de Toll (Han et al., 1999). Em ambos organismos 0s mecanismos pelos quais as
Calpainas atuam ainda ndo foram desvendados, dessa forma, propomos avaliar o papel de
CalpA como regulador de Cactus no contexto do sistema imune de Drosophila. Os mecanismos
desvendados por esse trabalho poderdo servir de base para estudos de organismos mais

complexos como 0 homem.

3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo geral:
Verificar a atuacdo e importancia da via de BMP e de Calpaina A no contexto do sistema imune

de Drosophila melanogaster.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1.Verificar se alteragbes genéticas em elementos da via das BMPs e de Toll afetam a
sobrevida de moscas adultas ap6s desafio imune com o fungo Beauveria bassiana.

3.2.2. Determinar efeitos de mutagdes geradas por CRISPR/Cas9 no gene de CalpA sobre a
resposta imune.

4. MATERIAIS E METODOS:

4.1. Linhagens de D. melanogaster:

As linhagens aqui utilizadas foram obtidas pelo Bloomington Drosophila Stock Center
- BDSC (Indiana- EUA), exceto pT>cacteGFP e pT>cactE10eGFP que foram geradas por
Helena Araujo no laboratério da Dr? Trudi Schupbach, na Universidade de Princeton. A
expressdao de RNA de interferéncia ou de insercdes acopladas ao GFP (Green fluorescent
protein) pode ser dirigida para tecidos imune especificos através do sistema UAS/GAL4,
proveniente de leveduras (Brand e Perrimon, 1993). Neste sistema aplicado a Drosophila, a
sequéncia UAS (Upstream Activation Sequence) é um enhancer capaz de ativar a expressao de
um transgene apenas na presenca do fator de transcrigdo GAL4. GALA4 liga-se a sequéncia UAS
e ativa a expressao do gene alvo sob controle de UAS. A expressao de GAL4, por sua vez, pode
ser dirigida por um enhancer de expressao tecido-especifica presente no genoma da mosca.
Deste modo, as construgdes sdo expressas no mesmo padrdo de expressdo do enhancer
enddgeno que agora dirige GAL4 (Fontenele, 2006). Utilizando diferentes linhagens GAL4
(Cg>GAL4 e He>GAL4), podemos alterar a via de BMPs ou de Toll no corpo gorduroso e
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hemdcitos, ou especificamente nos hemdcitos, respectivamente. Atraves de cruzamentos de
linhagens He>GAL4 ou Cg>GAL4 com as transgénicas dirigidas pelo elemento UAS, a
sobrevida de moscas com diferentes backgrounds genéticos (Tabela 1) pode ser verificada apds

o desafio imune.

Tabela 1 - Caracteristicas de linhagens transgénicas utilizadas no desafio imune.

Gendtipos: Cromossomo: Efeito:
Cg>Gal4; 2,3 Superexpressdo de CactE10eGFP no corpo gorduroso
CactE10eGFP e nos hemacitos.
Cg>Gal4; pT-| 2,3 Superexpressdo de CacteGFP no corpo gorduroso e
CacteGFP nos hemacitos.
Cg>Gal4; pT-| 2,3 Superexpressdo de CalpAeGFP no corpo gorduroso e
CalpAeGFP nos hemadcitos.
Cg>Gal4; UAS-| 2.2 Knockdown da expressdo de dpp, por RNA
dppRNAI de interferéncia direcionado ao corpo gorduroso e aos
hemacitos.
Cg>Gal4; UAS-| 2,2 Superexpressdo de dppGFP no corpo gorduroso e
dppGFP nos hemacitos.
He>Gal4; UAS-| 2,2 Superexpressdo de dppGFP nos hemacitos apenas.
dppGFP
He>Gal4; UAS-| 2,3 Knockdown de tkv através de RNA de interferéncia
tkv RNAI nos hemacitos apenas.
Cg>Gal4; UAS-| 2,3 Dominante negativo para tkv no corpo gorduroso e
tkv[DN] nos hemacitos.
Cg>Gal4 ; UAS-| 2,3 Knockdown de tkv atraves de RNA de interferéncia no
tkv RNAI corpo gorduroso e nos hemacitos.

As construgdes de CacteGFP, CactE10eGFP e CalpAeGFP estdo sobre o controle de varias sequéncias “UAS”,
contidas no vetor de transformacédo pT (pTiger, Ferguson et al., 2012)
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As linhagens editadas de Calpaina foram geradas pelo doutorando Alison Henrique
durante seu estagio de modalidade Sanduiche no Laboratério do Dr. Ethan Bier (UCSD-EUA),
laboratdrio de referéncia na area de edicdo de genomas em Drosophila. O objetivo foi a geracdo
de mutantes que apresentassem a proteina CalpA cataliticamente inativa pela substituicdo do
aminoécido Cisteina por um aminodcido Serina em seu sitio ativo. Foram injetados dois
gRNA’s (um responsavel por guiar a Cas9 para realizar a clivagem no éxon 4 e outro que se
liga no éxon 12) nas células polares de uma linhagem de Drosophila denominada CalpA
CRIMIC (CRISPR-Mediated Integration Cassette). Essa linhagem apresenta a inser¢éo de um
cassete MIMIC contendo T2A-Gal4 em conjunto com 3xP3-dsRed inserida de forma precisa
por CRISPR no genoma da Drosophila (Lee et al., 2018). Além disso, essa linhagem tambem
possui uma insergéo da proteina fluorescente GFP no gene CalpA. Além dos gRNA’s, também
foi injetado um plasmideo que codifica a proteina Cas9 e um plasmideo para reparar o DNA
clivado que contém toda a sequéncia de nucleotideos do gene de CalpA do éxon 3 ao éxon 13,
porém possui nucleotideos alterados para permitir a troca de um aminoacido (Cisteinal43 por
Serina). Os embrides sobreviventes das injecdes foram em seguida cruzados com uma linhagem
balanceadora (Sco/Cyo). Machos F1, provenientes do cruzamento entre FO e a linhagem
balanceadora, foram cruzados novamente com uma linhagem balanceadora. O screening de
machos F1 foi realizado observando a fluorescéncia de GFP no olho das moscas. A auséncia de
GFP no olho € um indicio que houve edicdo do DNA, pois a inser¢cdo do GFP que estava
presente no gene CalpA foi removido. Foi realizado o sequenciamento da regido do sitio ativo
(do éxon 4 ao 5) de moscas que ndo apresentavam GFP nos olhos. Os resultados do
sequenciamento indicam que houve mutac@es no sitio ativo das moscas sequenciadas, porém o
reparo do DNA ndo foi um Reparo Direcionado por Homologia (HDR), mas sim uma Uniéo de
Extremidade Ndo Homodloga (NHEJ). Neste trabalho utilizamos as seguintes linhagens
geradas: CalpA[61], CalpA[64] e CalpA[51]. CalpA[61] possui dele¢do de um nucleotideo no
éxon 3 de CalpA que ocasiona uma mudanca de quadro de leitura (frame-shift). CalpA[64]
possui uma grande delecdo no gene de CalpA. CalpA[51] possui no éxon 3 uma substituicdo
de um nucleotideo resultando em uma mutacdo redundante que codifica Vall35 e uma

substituicdo de 3 pares de bases seguida por uma delecdo de 6 nucleotideos no intron 3.
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Exon 3 + Exond |
A TCAGCAAGGCGAGCY “'.TGACTGGTAAGAACAAAATCTCTATTTCCGCAGCCAGAATAATTAATAGTTTTAAAYAAATGCTTACATTTACAGTTGGCTCTTGG Wild-type
ATTCGCGTTTYGAYGTTCAGCAAGGCGQGCTTGGYGACTGGYAAGAACAAAAYCTCYATYYCCGCAGCCAGAAYAAYIAAYAGYTYYAAAYAAAYGCTYACAYTTACAGTYGGCTCYYGG CalpA_76
ATTCGCGTTTTGATGTECAGCAAGGCGAGCTTGGTGACTGGTAAGAACAAAATCTCTATTTCCACAGCTAGAATAREERRRAGT TTTAAATAAATGCTTACATTTACAGTTGGCTCTTGG CalpA_51
ATTCGCGTTTTGATGTECAGCAAGGCGAGCTTGGTGACTGETAAGAACAAAATCTCTATTTCCACAGCTAGAATABEEEEEAGTTTTAAATAAATGCTTACATTTACAGTTGGCTCTTGG CalpA_55
ATTCGCGTTTTGATGTTCAGCAAGGCGBHCTTGGTGACTGGTAAGAACAAAATCTCTATTTCCGCAGCCAGAATAATTAATAGTTTTAAATAAATGCTTACATTTACAGTTGGCTCTTGG CalpA_74

AYYCGCGTTTYGATGYTCAGCAAGGCBG(CTTGGTGACTGGTAAGAACAAAATCTCTATTTCCGCAGCCAGAAYAATTAATAGTTTTAAATAAATGCTTACATTTACAGYYGGCTCTTGG gaIDA 61
- = - ——— e e — - ———— — —e e s CalpA_64

Figura 5 - MutacGes presentes nas novas linhagens transgénicas para CalpA geradas via NHEJ. Esquema de
(Julio, 2022).

4.2. Desafio imune de moscas adultas de D. melanogaster com alteragdes genéticas em
elementos da via de BMP e de Toll:

Para o desafio imune, machos adultos de 0 a 7 dias de uma determinada linhagem
transgénica foram separados em 3 tubos contendo alimentacdo, cada tubo com 20 machos e
representando uma condigdo experimental diferente. Na primeira condi¢do, os machos néo
foram desafiados (No Prick/NP). Na segunda condicdo, os machos foram desafiados, mas sem
indculo (Prick Only/PO), com uma agulha previamente esterilizada com alcool 70% e em
seguida flambada em bico de Bunsen. Ja na terceira condicao, os machos foram desafiados com
uma agulha contendo esporos de Beauveria bassiana (BB). O fungo BB utilizado no desafio
cresce previamente em meio BDA (Batata - Dextrose - Agar), em estufa a 30°C. Para realizar
a injuria, as moscas foram adormecidas em flypad permeado por CO2. As injdrias ocorreram na
parte lateral inferior do térax da mosca adulta. Em seguida, as moscas foram mantidas a 25°C,
repicadas de 2 em 2 dias, e sua sobrevivéncia monitorada diariamente por 10 dias consecutivos
de modo cego, de forma em que os tubos s&o numerados por uma segunda pessoa e contados
sem o conhecimento da correspondéncia dos nimeros com 0s genotipos e com os inoculantes.
Foram realizados 3 experimentos independentes (para cada genétipo e condicdo),
correspondendo as 3 replicatas bioldgicas (n=3). As curvas de sobrevivéncia e o teste estatistico
“Log-rank” foram gerados no software Prism a fim de verificar a presenca de diferenca

significativa entre curvas de sobrevivéncia de moscas controle e de moscas transgénicas.

4.3. Analise da sobrevivéncia de mutantes de CalpA gerado por CRISPR-Cas9:

Com objetivo de analisar a sobrevida das linhagens de CalpA geradas por CRISPR-Cas9,
machos adultos de 0 a 7 dias foram separados em 3 tubos contendo alimentacdo, cada tubo com
20 machos e representando uma condicdo experimental diferente. Na primeira condigdo, 0s
machos ndo foram injetados. Na segunda condi¢&o, com auxilio de uma lupa e um microinjetor,
0s machos foram injetados com meio LB (Luria Bertani). Ja na terceira condi¢do, os machos

foram injetados com uma mistura de 100ul da bactéria Gram-positiva Micrococcus luteus (M.
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luteus) (OD600 = 300) e 2 ul de um corante azul na regido anterior lateral do torax. A bactéria
Micrococcus luteus foi cultivada durante a noite em meio LB a 37° e concentrada para OD600
= 300 em 20% de glicerol. A sobrevivéncia dessas moscas foi monitorada diariamente por 10
dias consecutivos. Nas injecdes com a bactéria morta, M. Luteus foi inativada pelo calor de
autoclavagdo a 121 °C por 21 min. Foram realizados 3 experimentos independentes,

correspondendo as 3 replicatas bioldgicas (n=3).

4.4. Andlise da viabilidade de embrides:

Com objetivo de analisar a viabilidade de embrides gerados a partir do cruzamento das
linhagens transgénicas de CalpA entre si, com linhagens controle ou com linhagens deficentes
para CalpA, 20 fémeas de um determinado genotipo foram mantidas com 10 machos de outro
gendtipo por 48h, a 22 °C, em uma garrafa com levedura. Apds o cruzamento, fémeas e machos
foram passados para outra garrafa contendo meio de uva e levedura. Vinte e quatro horas depois
foram coletados e alinhados 100 embribes de cada cruzamento, mantidos na estufa a 22 °C em
um pote vedado e forrado com papel imido, o nimero de ovos eclodidos e ndo eclodidos foi

contabilizado apds 24h da oviposicao.

4.5. Contagem de corpos melandticos:

Trinta larvas de 3° instar, por genotipo, foram anestesiadas com gelo e a quantidade de
corpos melanoticos presentes na cuticula dessas larvas foi contabilizado com auxilio de uma
lupa. O grafico da quantidade de corpos melanéticos por larva foi gerado no software Prism

utilizando o teste estatistico “T test”. Foi realizado um experimento independente (n=1).

5. RESULTADOS:

5.1. Efeitos do desafio imune em moscas adultas com alteracfes em elementos da via de
Dpp e de Toll:

Uma vez que estudos anteriores apontaram para um papel de CalpA no sistema imune
e para sua interacdo fisica com Cactus (Fontenele et al., 2013), investigamos se alterando a
expressao de ambos afetava a resposta imune em moscas adultas. Dessa forma, desafiamos
machos, de 0 a 7 dias, provenientes de linhagens com superexpressdo de Calpaina, Cactus
integro e do fragmento CactusE10 (gerado pela clivagem de Cactus por CalpA) com o fungo

B. bassiana, pois este € capaz de ativar a via de Toll (Fig 6).
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Figura 6 - Curvas de Sobrevivéncia de linhagens com altera¢des na via de Toll. (NP) — Machos ndo desafiadas,
Prick Only (PO) — Machos desafiadas com agulha estéril, Beauveria bassiana (BB) — Machos desafiados com
agulha contaminada com Beauveria bassiana. O p-value apresentado foi calculado apenas para a diferenca entre
a curva de moscas controle e de moscas transgénicas desafiadas com o fungo (BB). As demais condicdes
experimentais ndo exibiram diferencas significativas. O teste estatistico utilizado foi o “Log-rank” gerado no
software Prism. Curvas de sobrevivéncia de moscas controle estdo representadas em tracejado e curvas de
sobrevivéncia de moscas transgénicas representadas em linha reta. O nimero de replicatas biolégicas esta indicado
por “n”, cada replicata é formada por um total de 20 machos.

Apesar de ja ter sido demonstrado uma queda na sobrevida de moscas knockdown para
CalpA mediante a desafio imune (Fontenele et al., 2013), a superexpressédo de CalpA néo
resultou em diferenca significativa (Fig. 6A). E possivel que o pequeno nimero de ensaios nao
tenha permitido observar uma diferenga, ja que uma tendéncia de queda na sobrevida é
observada. O mesmo ocorreu para superexpressao de Cactus integro (Cg>pT-CacteGFP) (Fig.
6B) e o fragmento CactusE10 (Cg>pT-CactE10eGFP) (Fig. 6C). A realizacdo de um desafio
imune utilizando moscas knockdown para Cactus ndo foi possivel devido a viabilidade

extremamente baixa da linhagem mesmo na auséncia de um desafio imune.

Em seguida, realizamos desafios imunes utilizando linhagens transgénicas para
elementos da via de BMP (Fig.7), visto que CalpA é regulada negativamente por essa via
durante o processo de padronizacdo do eixo dorso-ventral embrionario, nos perguntamos se o

mesmo ocorreria durante a resposta imune.
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Figura 7 - Curvas de Sobrevivéncia de linhagens com alteracGes na via de BMP. (NP) — Machos ndo desafiadas,
Prick Only (PO) — Machos desafiadas com agulha estéril, Beauveria bassiana (BB) — Machos desafiados com
agulha contaminada com Beauveria bassiana. O p-value apresentado foi calculado apenas para a diferenca entre
a curva de moscas controle e de moscas transgénicas desafiadas com o fungo (BB). As demais condicdes
experimentais ndo exibiram diferengas significativas. O teste estatistico utilizado foi o “Log-rank” gerado no
software Prism Curvas de sobrevivéncia de moscas controle estdo representadas em tracejado e curvas de
sobrevivéncia de moscas transgénicas representadas em linha reta. O nimero de replicatas biolégicas esta indicado
por “n”, cada replicada é formada por um total de 20 machos.

Primeiro utilizamos linhagens de superexpressdo e linhagens knockdown para o ligante
da vida de BMP (Dpp). Como Dpp é encontrado no corpo gorduroso e nos hemdcitos,
superexpressamos dpp no corpo gorduroso e nos hemdcitos (Cg>UAS-dppGFP) (Fig. 7A) ou
apenas nos hemdcitos (He>UAS-dppGFP) (Fig 7C). Ja& para avaliar o efeito da expressao
reduzida de dpp na sobrevida utilizamos apenas o promotor que direcionava o knockdown da
expressao de dpp para ambos (corpo gorduroso e os hemacitos) (Cg> UAS-dppRNAI) (Fig.
7B). Nao houve diferenca significativa na sobrevida dos transgénicos para dpp quando
desafiados com B. bassiana. Dados da literatura demonstram que a superexpressao de dpp reduz
o0s niveis de diferentes peptideos antimicrobianos como metchnikowin, defensina, atacina,
drosocina e diptericina, ndo incluindo drosomicina (Clark et al., 2011), um peptideo antifingico
regulado pela via de Toll muito importante no combate contra a infec¢do por B. Bassiana

utilizado em nosso desafio imune.

Em seguida, analisamos a sobrevida de mutantes knockdown de tkv por RNA de
interferéncia e dominante negativo para tkv direcionados para corpo gorduroso e hemdcitos
(Cg> UAS-tkv RNAI e Cg>UAS- tkv[DN], respectivamente) e knockdown de tkv por RNA de
interferéncia direcionado apenas para hemdcitos (He>UAS-tkv RNAI) . Cg> UAS-tkv RNAI
(Fig. 7E) apresentou uma queda significativa na sobrevida quando desafiado com fungo em
comparagdo com moscas controle. A mesma tendéncia, apesar de néo ser significativa, é vista
em Cg>tkv[DN] (Fig. 7D), e na segunda metade do periodo avaliado para He>tkv RNAI (Fig.
7F), sugerindo que tkv é importante para uma resposta imune eficiente, numa condigdo em que

a via de Toll est4 ativa pela infeccdo com B. bassiana.

5.2. Efeitos do knockdown para calpA e para cactus na resposta imune celular de larvas.

Corpos melanoticos sdo uma espécie de tumores ndo invasivos, causados por uma
agregacdo de hemocitos, gerados durante uma resposta imune anormal (Zhang, Hao e Jin,
2016). A via de Toll participa da hematopoiese e sua super ativacdo resulta na formacéo de
nodulos melandticos aumentados em larvas (Minakhina e Steward, 2006). Dessa forma,
contabilizamos o numero de corpos melandticos presentes em moscas controle e em uma

linhagem em que a via de Toll se encontra constitutivamente ativa (Toll10B) no corpo
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gorduroso, assim como em mutantes knockdown para cactus (na auséncia de ativacdo
constitutiva de Toll) e para CalpA (Na auséncia de ativacdo constitutiva de Toll e combinado

com Toll10B).

Figura 8 - Presenca de corpos melandticos em larvas de 3 instar knockdown para calpA e para cactus. A) Larva
controle; B) Larva apresentando knockdown para Cactus no corpo gorduroso e hemdcitos; C) Larva apresentando
knockdown para CalpA no corpo gorduroso e hemaécitos; D) Larva apresentando receptor Toll constitutivamente
ativo (Toll10B) no corpo goduroso e hemdcitos; E) Larva apresentando receptor Toll constitutivamente ativo
(Toll10B) e knockdown para CalpA no corpo gorduroso e hemacitos. Setas indicam presenca de corpos

melandticos.
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Figura 9 - Quantidade de corpos melandticos em larvas controle e transgénicas. Quantificacdo dos resultados
apresentados na Fig 8. Foi contabilizado um total de 30 larvas para cada genétipo. *pvalue <0.05, ** pvalue <0.01,
***pvalue <0.001. Foi realizado 1 experimento independente (n=1).

Como esperado, 0 numero de corpos melandticos se apresenta aumentado em moscas
knockdown para cactus e em moscas expressando Toll constitutivamente. Moscas knockdown
para CalpA apenas promovem um aumento de corpos melanéticos quando Toll é superexpresso
(Toll10B).

5.3. Viabilidade em homozigose das linhagens CalpA[51] e CalpA[55]:

Em seguida, passamos a investigar as linhagens mutantes CalpA geradas por CRISPR.
Dois alelos de CalpA (CalpA[51] e CalpA[55]) ndo foram viaveis de produzir estoques
homozigotos estaveis. Do cruzamento de duas moscas heterozigotas FO apenas 18% da F1 de
CalpA[51] e 10% de CalpA[55] eram homozigotos, ao invés dos esperados 33% de
homozigotos (ja que homozigotos para o cromossomo balanceador sdo letais). O cruzamento
dessas moscas homozigotas F1 entre si ndo gerou prole viavel. Realizamos também
cruzamentos de machos de CalpA[51] com fémeas virgens de moscas controle (w1118), de
moscas CalpA[61] e de moscas CalpA[64]. Descobrimos, dessa forma, que machos em
homozigose para CalpA[51] sd@o0 estéreis, pois nenhum cruzamento produziu prole.

Possivelmente estes machos apresentam defeitos na espermatogénese.
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Figura 10 - Duas das linhagens geradas (CalpA[51] e CalpA[55]) sdo semiletais em homozigose.

5.4. Ensaios de viabilidade dos novos alelos de CalpA.

Ao gerar novos alelos mutantes, é importante definir a que classe alélica estes
pertencem e se apresentam ou ndo complementacao intra-alélica. Com objetivo de avaliar a
interacdo alélica entre os novos mutantes de CalpA, realizamos uma série de cruzamentos entre
as linhagens geradas pelo CRISPR, a linhagem controle (w1118), uma linhagem com insergao
de um elemento P em CalpA (P{RS5}CalpAl-S7-379) e uma linhagem com uma deficiéncia
que cobre o locus CalpA e outros adjacentes (Df(2R)BSC26). Apds cruzamento, avaliamos a
porcentagem de embribes viaveis resultantes. Devido as dificuldades encontradas para obtencéo
de fémeas virgens em heterozigose em CalpA[51] e CalpA[55] ndo foi possivel realizar os

diferentes cruzamentos com tais genétipos.
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Tabela 2 - Porcentagem de embrides vidveis provenientes de multiplos cruzamentos.

?

wi118/w1118 94% 91% 92% 90% 93%
Q
CalpA[61]/CalpA[61] 68% 63% 41% 72% 43%
Q
CalpA[64]/[64] 93% 64% 90% 84% 82%
9
P{RS5)}CalpAls-Sz-3979) 89% 83% 82% 80% 79%
P{R 35}ca|pm&szasn
?
Df(2R)BSC26/ 90% 81% 87% 96% 73%
Cyo

Foram realizados 3 experimentos independentes (n=3). Moscas Cyo/Cyo ndo sao viaveis.

Nossos resultados demonstraram que provavelmente CalpA[61] é um alelo hipomorfo,
ou seja, um alelo que produz uma perda parcial de funcdo. Em um alelo hipomorfo, a
homozigose produz um efeito menor do que o hipomorfo sobre a delecéo (Greenspan, 2004), o
que condiz com nosso resultado, visto que ha uma reducdo da viabilidade dos embribes de
CalpA[61]/CalpA[61] em comparacdo com o controle w1118/w1118, porém esse fenotipo é
ainda mais visivel quando CalpA[61] é combinado com uma dele¢do Df(2R)BSC26 ou com o
alelo CalpA[64], alelo este que apresenta uma grande delecdo do gene de Calpaina. Os
embrides Cyo/Cyo ndo sdo viaveis, a porcentagem esperada do cruzamento entre CalpA[61] e
Df(2R)BSC26 era de 50% CalpA[61]/Cyo e 50 % CalpA[61]/Df(2R)BSC26, porém apenas
43% dos embrides provenientes desse cruzamento foram viéveis, indicando que CalpA61/
Df(2R)BSC26 nao é viavél.Curiosamente, CalpA[64], alelo em que esperariamos um fendtipo
forte devido a grande delecdo do gene de CalpA néo apresentou graves problemas na eclosédo

de ovos, nem mesmo quando combinado com Df(2R)BSC26.

Experimentos de viabilidade também foi realizado para CalpA[51] (tabela 3) que
resultaram na inexisténcia de embrides vidveis quando o macho do cruzamento possuia duas

copias para CalpA[51], concluindo que 0s mesmos sao estéreis.
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Tabela 3 - Porcentagem de embrifes vidveis provenientes de cruzamentos com CalpA[51].

¢

wi118/w1118
5% Cruzamento n&o 0%
realizado
= 90% 00% 0%
CalpA[51]/+

*Dados gerados por (Alison, 2023).

5.5. Sobrevida de linhagens transgénicas para CalpA injetadas com Micrococcus luteus
viavel e/ou inativado:

Com o objetivo de analisar a capacidade das novas linhagens de CalpA, geradas via
CRISPR-Cas9, em ativar o sistema imune e combater infec¢des, desafiamos essas moscas com
a bactéria Gram-positiva Micrococcus luteus morta, inativada pelo calor, e, com a bactéria
viavel, capaz de gerar infeccdo (Fig 11). A bactéria morta é capaz de ativar a via de Toll na

auséncia de crescimento bacteriano.
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Figura 11 - Curva de Sobrevivéncia dos novos alelos gerados por CRISPR-Cas9 mediante a inje¢cdo com M. luteus
viavel e inativado por calor. Azul - Machos ndo desafiados (NP), preto - machos injetados com o0 meio Luria
Bertani (LB), vermelho — machos injetados com M. luteus viavel ou inativado pelo calor. O p-value apresentado
foi calculado para a diferenca entre a curva de moscas controle e de linhagens transgénicas para CalpA injetadas
com M. Luteus. Os gréaficos foram plotados em um grafico de sobrevida no software Prism e o teste estatistico
realizado foi o “Log-rank”. Curvas de sobrevivéncia de moscas controle estdo representadas em linha tracejada
e curvas de sobrevivéncia de linhagens transgénicas representadas em linha continua. O nimero de replicatas
biologicas esta indicado por “n”. Todas as linhagens se encontram em homozigose.

Observamos em nossos resultados uma sobrevida significativamente menor em
Calpa[51] em relacdo a moscas controle (w1118). No experimento com a bactéria viavel
observa-se uma queda na sobrevida logo nos primeiros dias, mesmo na auséncia de desafio
imune ou injuria fisica (Fig. 11A), onde moscas injetadas com M. luteus viavel apresentam um
padrdo bastante similar as demais condi¢Ges (NP e LB). Ja na injecdo com a bactéria morta
(Fig. 11B), a grande queda na sobrevida nos primeiros dias se repete nas trés condi¢cdes, porem
apos o décimo dia podemos observar diferencgas, onde, surpreendentemente, Calpa[51]
injetada com bactérias inativada e com LB apresenta uma sobrevida maior se comparada as

moscas nao desafiadas (NP).

Em CalpA[61] e CalpA[64] a injecdo da bactéria viavel ndo afetou a sobrevida e néo
houve diferenga significativa entre as trés condi¢bes (NP, LB e M. luteus). Em relacéo a injecéo
com a bactéria inativada por calor, apesar de um pequeno decréscimo na sobrevida, ndo houve
diferenca significativa entre o controle e as duas linhagens transgénicas quando injetadas com

a bactéria morta.
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6. DISCUSSAOQ:

6.1. O papel de CalpA evidenciado pelos novos alelos gerados por CRISPR/Cas9.

A via de Toll responde a infec¢bes por fungos e bactérias Gram-positivas através da
degradacdo via proteassoma do modulador negativo (Cactus) das proteinas Rel: Dorsal e Dif
(Meng, Khanuja e Ip, 1999). Além disto, os niveis de Cactus também sdo regulados pela
protease Calpaina A que cliva Cact no N- terminal e gera um fragmento nao responsivo a Toll,
conhecido como CactE10, e este fragmento ainda é capaz de interagir com Dorsal (Fontenele,
et al. 2013). Tanto o knockdown quanto a superexpressdo de CalpA leva a um decréscimo nos
niveis da AMP Drosomicina, mas ndao modifica os niveis de Diptericina, indicando que CalpA
altera sinais da via de Toll, mas ndo da via de Imd (Fontenele et al, 2013). Além disso, CactE10
foi detectado no corpo gorduroso em maiores quantidades comparativamente ao extrato
embrionario por western blotting, sugerindo que os fragmentos de Cact gerados pelo CalpA
podem desempenhar um papel no sistema imune, assim como no embrido (Fontenele et al.,
2013). Outro resultado intrigante que nosso grupo encontrou foi o efeito ativador de Cactus
sobre a atividade de Dorsal durante a embriogénese (Cardoso et al., 2017). Assim, a geracéo de
novos alelos que permitissem fazermos cruzamentos complexos com diferentes elementos das

vias de Toll e BMP seria de grande ajuda para compreender suas relac6es funcionais.

Nossos ensaios com superexpressdo de Cact, CactE10 e CalpA ndo foram capazes de
revelar uma acdo destes genes no contexto do sistema imune. No entanto, ensaios prévios com
knockdown de CalpA no mesmo contexto (Fontenele et al, 2013) mostraram uma menor
sobrevida de moscas desafiadas com B. bassiana. A produgéo de linhagens mutantes de CalpA

geradas por CRISPR deveria permitir expandir esses ensaios.

Realizamos desafios imunes com os novos alelos gerados por CRISPR e como resultado
observamos que a linhagem CalpA[51] apresentou uma menor sobrevida em relacdo a moscas
controle quando eram desafiadas com a bactéria M. luteus. No entanto, moscas CalpA[51]
tiveram uma menor sobrevida em rela¢éo ao controle mesmo quando ndo desafiadas ou quando
as moscas eram simplesmente sujeitas a injuria ndo imune, indicando que a letalidade independe
de seu papel no sistema imune e/ou uma acéo independente da ativacéo da via de Toll. Ensaios

futuros serdo necessarios para definir que papel é este.

E importante ressaltar que observamos uma sobrevida maior de CalpA[51] injetada
com a bactéria inativada em comparagdo com CalpA[51] na auséncia de desafio imune e/ou
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injuria fisica. Uma explicacéo provavel é de que a injuria e/ou inje¢do da bactéria morta ativa
vias necessérias para a homeostase que estdo prejudicadas em condi¢des basais devido a
deficiéncia de Calpaina. Como citado anteriormente, o knockdown de CalpA leva a um
decréscimo nos niveis da AMP Drosomicina. O insulto realizado sem a presenca da infeccao
ativa a via de Toll, e um possivel aumento na producdo de peptideos antimicrobianos poderia
deixar as moscas mais protegidas contra possiveis infecgdes oportunistas.

Além de afetar a sobrevivéncia de moscas adultas, a mutacdo presente em CalpA[51]
também torna machos adultos estéreis (resultado 5.3). E possivel que CalpA participe do
processo de espermatogénese de Drosophila. Anélises de dados publicos de RNA sequencing
revelaram maior expressdo de CalpA em espermatdcitos iniciais e espermatogonias tardias
(Julio, 2022), condizente com esta interpretacdo. Em contrapartida, CalpA[61] e CalpA[64]
ndo apresentaram efeitos sobre a sobrevida, CalpA[61] diferente de CalpA[64] apresentou
efeitos na viabilidade das moscas quando em homozigose e essa queda foi maior quando em
transheterozigose (CalpA[61]/CalpA[64]). E curioso o fato de que a grande delecio do gene da
CalpA presente em CalpA[64] ndo produza um fenétipo forte como o observado em Calpa[51]
que possui uma mutacao redundante no éxon 3 e modificacdes no intron 3. E possivel que as
mutacdes presentes no terceiro intron de CalpA interfiram no processo de splicing, afetando o
sitio ativo de Calpaina, visto que o cddon TGT de Cys143 encontra-se localizado entre éxon 3
e éxon 4 (Julio, 2022). Por outro lado, a viabilidade de CalpA[64] em homozigose indica que
CalpA ndo é um gene essencial. No entanto, € necessario verificar se de fato ndo ha expressao
de CalpA nessas moscas ou uma compensacdo de suas funcdes pela expressdo de outras

Calpainas (como B e C).

6.2. CalpA modula a via de Toll durante o periodo larvar.

A resposta imune é importante ndo apenas durante a vida adulta das moscas, mas
também durante o periodo larvar, onde 0s insetos sdo expostos e também ingerem substancias
carregadas de agentes infecciosos. Um dos mecanismos de defesa da resposta imune inata e que
é claramente observado em larvas de Drosophila melanogaster consiste na fagocitose de
materiais estranhos e na inducdo de uma cascata de melanizacéo realizada por hemacitos. Esta
inducdo leva a formagdo de “tumores”, na sua maior parte ndo invasivos, denominados de
corpos melanodticos. Mutantes que apresentam a via de Toll ativada constitutivamente ou que

apresentam perda de fungdo de cactus possuem uma producdo excessiva de hemacitos que leva
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a formagdo das massas melandticas (Lemaitre et al. 1995; Qiu, Pan, e Govind, 1998; Lavine e
Strand, 2002).

Para que a reacao de melanizagéo ocorra, € necessario que a profenoloxidase (PPO) seja
ativada em fenoloxidase (PO) por uma serina protease chamada de enzima ativadora de
profenoloxidase (PPAE). A via de Toll é capaz de ativar a melanizacgao pois PPO ou um cofator,
que estimula sua ativacéo, é alvo transcricional de Dif (Ligoxygaki et al., 2002). Além disso, a
cascata de melanizacéo e a via de Toll compartilnam serinas proteases que ativam as duas vias
(Dudzic et. al, 2019).

Em nossos resultados observamos um numero aumentado de corpos melanéticos em
moscas knockdown para cactus, e em moscas knockdown para CalpA que apresentam Toll
ativado (com alelos de ganho de fungédo de Toll - Toll[10B]). Esse fenotipo pode ser causado
pela atividade transcricional excessiva das proteinas Dorsal e Dif, o que indica que CalpA
interfere nos niveis de Dorsal presentes no ndcleo, num contexto em que a via de Toll esté ativa.
Calpaina é capaz de clivar moléculas de Cactus livres no citoplasma produzindo fragmentos
CactE10 nédo responsivos a Toll. Em um knockdown de CalpA ocorre um aumento de Cactus
livre responsivos a Toll, que podem ser degradados via proteassoma. Uma vez degradados
Dorsal se torna livre para migrar para o nlcleo, podendo ocorrer nesse caso um aumento de
Dorsal/Dif no nacleo resultando na producdo de corpos melanoticos. Foi demonstrado
recentemente pelo nosso grupo que quando presente em altos niveis ap6s a ativacao de Toll

CactE10 diminui os niveis de Dorsal nuclear (Julio, 2022).

6.3 tkv é importante para uma resposta imune eficiente mediante desafio com o fungo B.
bassiana.

As Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) sdo importantes na manutencio da
homeostase tecidual, controlando respostas anti-inflamatérias em mamiferos (Wang et. al.,
2014; Patrnogic, Heryanto e Eleftherianos, 2018). Em Drosophila, foi demonstrado que o
ligante Dpp da via de BMP inibe a inflamacéo apos ferida esteril, reprimindo a producao de
peptideos antimicrobianos (Clark et al., 2011). Outro exemplo da sua importancia como fator
anti-inflamatorio é a aceleracdo da neurodegeneracdo mediada por inflamagéo causada por
células gliais ativadas em moscas com expressao reduzida de dpp (Dalui et. al, 2020). Nossos
resultados mostraram que moscas mutantes knockdown para o receptor de dpp, o tkv,
apresentaram menor resisténcia a infeccao fungica em relacdo ao controle. Uma explicacéo

possivel € que nessas moscas a resposta anti-inflamatoria apos infeccdo esta prejudicada. A


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1569781/#bib36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1569781/#bib34
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antimicrobial-peptides
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inflamacdo aguda é importante para combater agentes infecciosos, porém uma reagdo em

excesso e prolongada pode causar danos teciduais.

Apesar da diferenca na sobrevida observada em moscas knockdown para o receptor de
tkv, moscas knockdown para seu ligante (dpp) ndo apresentaram uma reducdo na sobrevida
quando comparadas a moscas controle. Uma explicacao possivel é que o RNAI de dpp apresenta
uma menor eficiéncia quando comparado com o RNAI para tkv ou entdo que dpp é produzido
por outras células para atuar sobre os receptores Tkv no corpo gorduroso que ndo seriam as
células do corpo gorduroso e nem 0s hemdcitos, visto que o knockdown de dpp estaria sendo
direcionado especificamente para essas células.

Além disso, é importante ressaltar que embora o teste Log-rank seja amplamente
utilizado como teste estatistico para avaliacdo de curvas de sobrevida, estudos comprovaram
que quando ocorre o cruzamento de duas curvas, esse teste ndo é o melhor a ser utilizado, pois
nesses casos ocorre uma violagdo da suposicao de riscos proporcionais. Encontramos esse perfil

de curva na superexpressao de dpp.

Foi demonstrado pelo nosso grupo que Calpaina A é regulada pela via de BMP durante
a padronizacdo do eixo dorso-ventral em embrifes e que sua a atividade é aumentada em
embrides dominantes negativos para o receptor Tkv (Fontenele et al., 2013). Como detectamos
diferencas na sobrevida de moscas com a via de BMP alterada, um préximo passo seria
verificar se a0 menos parte desta acao se da pelo controle da acdo da CalpA. Um experimento
possivel seria realizar o cruzamento de moscas knockdown para tkv com moscas knockdown
para Calpaina A e observar se o fen6tipo da sobrevida € recuperado e também determinar 0s

niveis de peptideo antimicrobiano presentes nessas moscas.

7. CONCLUSOES:
1) tkv , expresso no corpo gorduroso, € importante para uma resposta imune eficiente em moscas

adultas, indicando que a ativagdo da via de BMPs atua na imunidade humoral.

2) A mutacdo no intron 3 em CalpA[51] provoca um forte fendtipo na sobrevida dessas
moscas e esterilidade em machos homozigotos, 0 mesmo nao € visto quando uma grande parte
do gene de CalpA é deletado (CalpA[64]) ou quando um nucleotideo € deletado causando uma
mudanca no quadro de leitura (CalpA[61]). Tais resultados indicam que CalpA[51] ndo é um
alelo de perda de funcéo do locus.
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3) CalpA[61] é um alelo hipomorfo. A combinacdo dos alelos CalpA[61] e CalpA[64] ou
CalpA[61] e Df(2R)BSC26 gera uma viabilidade altamente reduzida. Como préximos passos

seria interessante realizar tais combinacdes para ensaios de desafio imune.

4) Mutantes knockdown para CalpA num background onde a via de Toll esta constitutivamente
ativa apresentam um aumento na quantidade de corpos melanéticos presentes na cuticula de
larvas de 3° instar. Este resultado amplia os contextos onde CalpA modifica respostas a ativacdo
de Toll, sendo tais efeitos encontrados na embriogénese, na imunidade humoral, e agora na
imunidde celular. Este efeito é provavelmente devido ao aumento de Dorsal causado pela

diminuicdo de CactE10.
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