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RESUMO

Barroso, I. G. Bases Moleculares da Absorcéao de Nutrientes, Tamponamento e Fluxos
de Fluidos no Intestino Médio de Musca domestica. 2019. 116p. Tese de Doutorado -
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O intestino dos insetos representa uma interface pouco protegida dos agentes externos. A
identificacdo dos mecanismos moleculares envolvidos nos processos fisioldgico-digestivos
permite encontrar alvos potenciais para o controle de insetos. As moléculas envolvidas na
absorcéo de nutrientes, tamponamento e geracdo de fluxos de agua no intestino médio do
inseto-modelo Musca domestica (Diptera Cyclorrhapha) foram identificadas. Para isso, foi
feita uma analise da expressdo génica ao longo do intestino médio, a identificacdo e
anotacao de proteinas por bioinformatica, a confirmacao da localizacéo apical das proteinas
por analise protedbmica de membranas microvilares purificadas e a determinacdo do papel
de algumas das proteinas através de experimentos in vivo utilizando diferentes dietas,
corantes e inibidores. A acidificacdo da regidao média é consequéncia da atividade anidrase
carbonica que gera protons que sdo bombeados por uma H' V-ATPase apical
acompanhados por cloreto transportado por um simporter K'CI. O K* é recuperado por um
canal de K* e a homeostase dos cations mantida pela Na'/K'-ATPase basolateral. O
bicarbonato é eliminado basolateralmente em troca por cloreto por um antiporter. A
acidificacdo é regulada diretamente por um antiporter Na'/H* e indiretamente por uma
proteina envolvida na homeostase do cobre. O muco protetor da regido média é tamponado
com bicarbonato gerado por uma anidrase carb6nica com ancora de GPI e transportado por
um antiporter Na"HCO3/H'CI. O excesso de acido é eliminado por um antiporter Na*/H*
situado na membrana basolateral. A alcalinizacdo da regido posterior ocorre pelo transporte
apical de NH; que sequestra os prétons luminais gerando amonio, junto a remocdo de
protons em simporte com aminoacidos e peptideos. A acidificacdo intracelular,
consequéncia da entrada de aminoacidos com prétons, é regulada por uma H* V-ATPase
basolateral. A geracdo de fluxos de &gua é consequéncia da atividade conjunta de
simporters NKCC e KCC ajudados pelas aquaporinas. A inibicdo dos simporters com
inibidores especificos mostrou que o contrafluxo de agua esta envolvido na reciclagem da
enzima tripsina. Por ultimo, o principal lugar de absorcé@o nutrientes no intestino médio é a

regido posterior, a excecdo do cobre que é absorvido na regiao média.

Palavras-chave: Musca domestica, Tamponamento luminal, Fluxos de agua, Reciclagem de

enzimas, Absorcao de nutrientes.



ABSTRACT

Barroso, I. G. Molecular Bases of Nutrient Absorption, Buffering and Fluid Fluxes in the
Midgut of Musca domestica. 2019. 116p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

The gut of insects is a less protected interphase against external agents. The identification of
the molecular mechanisms involved in physiological-digestive processes allows one to find
potential targets for insect control. The molecules involved in nutrient absorption, buffering
and fluid fluxes in the midgut of the insect-model M. domestica (Diptera Cyclorrhapha) were
identified. For this, gene expression along the midgut was analyzed; proteins were identified
and annotated by bioinformatics; apical localization of proteins was confirmed by proteomics
of purified microvillar membranes; the role of proteins was confirmed by in vivo experiments
using different diets, dyes and inhibitors. Middle midgut acidification occurs by the action of
an apical H* V-ATPase with protons coming from carbonic anhydrase activity accompanied
by chloride transported with potassium by a K'CIl" symporter. Potassium is recovered by a
potassium channel, and cation homeostasis maintained by a basolateral Na'/K*-ATPase.
Acidification is directly regulated by a Na'/H" antiporter and indirectly by a copper
homeostasis protein. Mucus protecting epithelium is neutralized with bicarbonate generated
by a GPl-ancored carbonic anhydrase and transported by a Na*HCOs;/H'CIl" antiporter.
Intracellular acidification is avoided by a basolateral Na*/H" antiporter. Posterior midgut
alkalization occurs by the action of an apical ammonia transporter and proton amino acid
(and peptide) symporters. Intracellular acid is eliminated by a basolateral H* V-ATPase. Fluid
fluxes are generated by K'CI" and Na'CI'CI" symporters helped by aquaporins. Inhibition of
these symporters showed that the countercurrent flux of water allows trypsin recycling.
Finally, posterior midgut is the main location of nutrient absorption, except for copper which

is absorbed in the middle midgut.

Keywords: Musca domestica, luminal buffering, fluid fluxes, enzyme recycling, nutrient

absorption.



ABREVIATURAS

AA: Aminoécido.

AE: Trocador Anidnico (CI/HCO3).

AQP: Aquaporina.

BIB: Proteina neurogénica Grande Cérebro.
CA: Anidrase Carbdnica.

CAT: Transportador de Aminoacidos Catidnicos.
CCC: Cotransportadores Cétion Cloreto.

CPA: Antiporter Cation/Proton.

CTR: Transportador de Cobre.

DMA: Dimetilaménia.

DRIP: Proteina Integrante de Drosophila.

EGLP: Entomogliceroporina.

ENaC: Canal de Sadio Epitelial.

FATP: Proteinas Transportadora de Acidos Graxos.
GluCl: Canal de Cloreto Ativado por Glutamato.
GLUT: Transportador de Glicose.

HMIT: Transportador de Prétons-Mioinositol.

KAAT: Transportador de aminoacidos acoplado a
Potéassio.

KCC: Cotransportador Potassio:Cloreto (1:1).
LCFA: Acidos Graxos de Cadeia Longa.
MfM: Mucinas formadoras de muco.

NAT: Transportador de Aminoéacidos acoplado a
Sadio.

NDAE: Trocador Anidnico Dirigido por Sddio
(Na":HCOs/H":CI).

NHA: Antiporter Sédio/Proton.
NHE: Trocador Sédio/Préton.

NKCC: Cotransportador Sodio:Potassio:Cloreto
(2:1:2).

NIST: Transportador de agucar de Nilaparvata
lugens.

NPC: Niemman-Pick tipo C.

OPT: Transportador de Oligopeptideos.
OrK: Canal de Potassio Retificador Aberto.

PAT: Transportador de Aminoéacidos acoplado a
Protons.

PepT: Transportador de Peptideos acoplado a
protons.

PRIP: Proteina Integrante de Pyrocoelia rufa.
SCRT: Transportador de Sacarose.

SGLT: Transportador Ligado & Glicose e Sédio.
SP: Transportador de agucar.

SPC: Proteina Transportadora de Esterol.
TRET: Transportador de Trealose.

VLCFA: Acidos Graxos de Cadeia Muito Longa.

XylE: D-Xilose-proton simporter de E. coli.
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1. Introducéo

1.1. Consideracdes iniciais

A Classe Insecta € uma das mais diversificadas que existe dentro do Reino
Animalia, com mais de um milhdo de espécies que representam 66% de todos o0s
animais e 82% do Filo Arthropoda. Sua elevada representatividade é o reflexo de
seu éxito evolutivo (Zhang, 2011; Gillot, 1995) atribuido a uma série de vantagens
para a sobrevivéncia como o0 pequeno tamanho, presenca de exoesqueleto,
metamorfose (em holometabolos), capacidade de voar e a elevada adaptabilidade a
diferentes ambientes, dietas e condi¢cbes extremas (Maranhéo, 1977).

Na natureza, os insetos sdo de vital importancia para o equilibrio dos
ecossistemas. Polinizam 80% das plantas existentes no planeta, degradam material
organico, reciclam nutrientes, servem de alimento para animais superiores e
controlam as populacdes de uma ampla variedade de seres vivos, incluindo outros
insetos (Costanza et al., 1997). Desde um ponto de vista antropocéntrico, os insetos
sdo valiosos, porém suas populacdes devem ser controladas a fim de evitar o
prejuizo econdmico da agropecuaria e da saude. Por tanto, a pesquisa de insetos
tem um grande potencial e elevado interesse para o ser humano (Law et al., 1992).

A Ordem Diptera é a terceira mais numerosa, com um total de espécies
estimado em mais de 155000, sendo a familia Muscidae de mais de 5000 espécies
descritas (Grzywacz et al., 2017). Musca domestica € 0 inseto-modelo que
representa a familia, sendo a espécie mais importante e melhor conhecida. A mosca
domestica habita ambientes Umidos e ricos em matéria organica em decomposicao,
desde as etapas larvais até as adultas. As fémeas costumam colocar seus ovos no
estrume de animais domésticos atraidas pela emanacdo de amoénia. Seus habitos

alimentares fazem com que sejam portadoras de agentes patogénicos como
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bactérias, fungos, virus e parasitas (Khamesipour et al.,, 2018) que raramente
causam alguma doenca nas moscas, devido a um sistema imunolégico Unico com
producdo de substancias antibacterianas (Meylaers et al., 2004). Porém, podem
representar um perigo para saude humana e a dos animais domeésticos, com a
transmissdo de doencas infecciosas, assim como um elevado custo para saude
publica.

Atualmente existe uma grande demanda de métodos de controle de insetos
com menor repercussdo para o ambiente e o ser humano. O desenho de novos
métodos de controle de insetos se beneficia do conhecimento da fisiologia e
bioquimica das diferentes espécies de interesse.

O tubo digestivo constitui uma area relativamente desprotegida do corpo dos
insetos (Terra & Ferreira, 1994) e por tanto € um bom candidato para o desenho de
ferramentas de controle desses organismos. Transportadores de membrana celular
e canais tem sido escolhidos muitas vezes como alvos, devido a existéncia de tipos
exclusivos de insetos (Wolstenholme, 2012; Romero et al., 2000) ou com
caracteristicas diferenciadas (Pimentel et al., 2018), permitindo assim diminuir os

efeitos secundarios sobre outros animais e o ser humano.

Ao longo de mais de 30 anos, nosso laboratério tem pesquisado a fisiologia e
bioquimica digestiva de varias espécies de insetos, relacionando o processo
digestivo com padrdes filogenéticos e fornecendo informagédo basica sobre a
compartimentalizagcdo do sistema digestivo e a distribuicdo e caracterizagdo das
enzimas digestivas (Terra et al., 1988; Terra & Ferreira, 1994; Caldeira et al., 2007,
Terra & Ferreira, 2012). Nos ultimos anos o laboratério tem se beneficiado dos
avangos em geneética e bioinformética para o estudo de genomas, transcriptomas e

proteomas de insetos. Além disso, tem aprofundado o estudo de proteinas
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transportadoras envolvidas em diferentes processos da fisiologia digestiva (Bifano et

al., 2010; Moreira et al., 2017; Pimentel et al., 2018).

Apesar dos numerosos trabalhos dedicados ao estudo dos processos
fisiol6gico-digestivos, assim como da fisiologia particular dos transportadores de
membrana de insetos, sdo poucos 0s que utilizam uma abordagem abrangente,
analisando os fendbmenos desde a expressdo dos genes até a avaliacdo do papel

das proteinas com experimentos in vivo.

1.2. Transporte de membrana

O transporte através das membranas celulares é realizado por trés grandes
grupos de proteinas transmembrana chamados poros, canais e transportadores,
capazes de reconhecer e transportar uma ampla variedade de substratos com certa
especificidade. A diferenca entre eles reside no estado constitutivamente aberto dos
poros e aberto ou fechado dos canais em funcdo de uma tampa e constitutivamente
fechado dos transportadores. Além disso, o numero de moléculas que sé&o
transportadas por unidade de tempo diminui de poros para transportadores.
Atendendo as caracteristicas das proteinas transportadoras existem trés
mecanismos de transporte: transporte facilitado ou difusao facilitada, transporte ativo
primario e transporte ativo secundario. No transporte facilitado, os substratos se
movimentam a favor do gradiente de concentracdo, enquanto que no transporte
ativo os substratos sédo transportados contra gradiente de concentracdo, com um
gasto de energia na forma de hidrélise de ATP. Ja no transporte ativo secundario, 0s
substratos séo transportados em funcéo do gradiente de concentracdo estabelecido

pelo transporte ativo primério (Boron & Boulpaed, 2017).
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Os transportadores podem ser classificados de forma geral em fungéo do
mecanismo de transporte, o nUmero de substratos que transportam e a dire¢do do
transporte. Os uniporters realizam o transporte facilitado e individual de moléculas.
As bombas ibnicas podem transportar varios ions contra gradiente de concentragcéo
por cada molécula de ATP hidrolisada. Simporters e antiporters transportam varios
substratos, sendo o transporte contra gradiente de concentracdo de um substrato
favorecido pelo gradiente de concentracdo i6nico estabelecido por uma bomba
idnica. A diferenca entre eles reside em que os simporters transportam em uma
direcdo, enquanto que os antiporters transportam em dire¢cdes opostas (Boron &

Boulpaed, 2017).

Uma classificagdo mais especifica dos transportadores € feita em funcdo do
tipo de substrato transportado. Sao varias as classificacfes existentes sendo uma
delas o sistema de nomenclatura génica Solute Carrier (SLC)

(www.bioparadigms.org).

1.3. Absorgao de nutrientes em insetos

A absorcdo de macronutrientes e micronutrientes, nas células do intestino
médio de insetos, depende de proteinas transportadoras, canais e proteinas
formadoras de poros. Simporters e antiporters séo localizados preferencialmente na
membrana apical, enquanto que uniporters, canais e poros se distribuem entre a

membrana apical e principalmente a basolateral.

1.3.1. Absorcao de acucares
Monossacarideos como a glicose, frutose, manose e galactose sao

principalmente absorvidos por difusdo facilitada pela familia GLUT (SLC2) e em
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menor medida por transporte ativo secundéario acoplado ao gradiente de sddio

através de simporters SLGT (Na":Glicose, SLC5).

Os membros da familia GLUT séo divididos em trés Classes de acordo com a
similaridade de suas sequéncias (Mueckler & Thorens, 2013). A analise filogenética
e bioinformatica das sequéncias de transportadores de acgucar (SP) de varios insetos
mostrou que a maioria dos membros sdo mais relacionados com a Classe Ill de
mamiferos. O elevado numero de membros relacionados a Classe Il nas diferentes
Ordens sugeriu a expansao génica desta Classe em insetos (Pimentel et al., 2018;
Stock et al.,, 2013). Essa caracteristica foi relacionada a um provavel carater
ancestral da Classe lll (Joost & Thorens, 2001). Além disso, os SP de insetos
apresentam caracteristicas de sequéncia que sugeriram possiveis mudancas na
seletividade de substratos em relacdo aos caracterizados GLUT de mamiferos
(Pimentel et al., 2018; Yang et al., 2017). A pesar destas diferencas, em insetos
também foram encontrados membros com elevada seletividade pela glicose, como
os presentes na Classe | de mamiferos (Kikuta et al., 2010; Price & Gatehouse,

2014; Escher & Rasmuson-Lestander, 1999; Price et al., 2007) .

Em geral os transportadores GLUT s&o uniporters, porém existem simporters
que constituem excecdes, como GLUT13 de mamiferos (HMIT, H*:Mioinositol) (Uldry
et al., 2001), XylE de E. coli (H":xilose) (Wisedchaisri et al., 2014), NIST8 de
Nilaparvata lugens (H":Trealose) (Kikuta et al., 2012) e provavelmente MdSP8 de M.

domestica (Pimentel et al., 2018).

Os simporters da familia SLGT foram caracterizados funcionalmente no
intestino médio de Aphidius ervi (Caccia et al., 2007) e Dysdercus peruvianus

(Bifano et al., 2010). Os SGLT transportam acucares em simporte com sodio ou
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potassio. A escolha do ion parece ter relagdo com o tipo de dieta. Em D. peruvianus,
esses transportadores também foram envolvidos no transporte de agua (Bifano et

al., 2010), assim como em mamiferos (Zeuthen, 2010).

Além da funcéo de transporte, alguns transportadores de acucares (SP) agem
como sensores de nutrientes, como por exemplo SGLT1 de mamiferos (Sclafani et
al., 2016). A existéncia de sensores em M. domestica foi sugerida pela expresséao de
SP transcripcionalmente modulados por amido, 0s quais carregam mutacdes criticas

que invalidariam sua atividade transportadora (Pimentel et al., 2018).

Por dltimo, em insetos também encontramos transportadores de
dissacarideos, como a trealose e a sacarose. A trealose constitui o acucar
predominante da hemolinfa dos insetos (Thompson, 2003) e é transportada pelos
TRETSs. Existe uma ampla variedade de TRETs em insetos, com cinética diferente,
dependendo da razéo trealose:glicose (Kanamori et al., 2010), os quais podem agir
como uniporters ou simporters com protons (NIST8, Kikuta et al., 2012). A maioria
dos TRETSs sdo expressos no corpo gorduroso, onde a trealose é guardada na forma
de glicogénio, e na membrana basolateral de tecidos periféricos, como o intestino
médio para o fornecimento de energia metabdlica. Na membrana apical das células
do intestino médio e dos tubulos de Malpighi, os TRETs participam na absorcéo de
trealose proveniente da dieta e na reabsorcdo da trealose, respectivamente
(Pimentel et al., 2018; Kikuta et al., 2012). Por outro lado, a sacarose € o principal
alimento dos fitdgagos, os quais podem hidrolisar a sacarose em seus componentes
primarios via p-fructosidases ou absorve-la via SCRT, filogeneticamente relacionado

com os transportadores de sacarose de plantas (Vitavska & Wieczorek, 2013).
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1.3.2. Absorcao de aminoacidos

Diferente da absorcdo de aclUcares, a absorcdo de aminoacidos e
peptideos na membrana apical das células do intestino médio é realizada
principalmente por simporters acoplados ao gradiente decrescente de prétons ou
cations (Na*, K*). Assim como para os simporters de acglicares SGLT, a escolha
do cation parece ter uma relacdo com a dieta do inseto. No entanto, existem
também uniporters de aminoacidos, distribuidos entre as membranas apical e
basolateral destinados ao transporte daqueles aminoacidos com uma
concentragdo intracelular ou hemolinfatica menor. Os transportadores de
aminoacidos apresentam especificidade em relacdo a cadeia lateral dos
aminoacidos que transportam, sendo o conjunto de transportadores expressos o
gue garante a absorcdo de todos os aminoacidos essenciais (Boudko, 2012).

Dentre as muitas familias de transportadores de aminoacidos descritas em
insetos, as familias de simporters PAT (H'-AA, SLC36) (Evans et al., 2009) e
NAT (Na® ou K'-AA, SLCG6), assim como os uniporters CAT (SLC7) (Boudko,
2012) se destacam por sua elevada diversidade e expressdo no intestino médio
de insetos. Simporters PAT e NAT podem estar associados com bombas ou
antiporters que mantém o gradiente idnico necessario para o transporte ativo
secundario e a estabilidade fisiolégica da célula (Anderson & Thwaites, 2005;
Harvey et al., 2009).

Transportadores PATs transportam de preferéncia L-AA pequenos e nao
carregados como Ala, Gly e Pro, acoplados ao gradiente de prétons gerado por
uma H* V-ATPase. Alguns PATSs s&o capazes de transportar D-AA (Goberdhan et
al., 2005; Pillai & Meredith, 2011; Evans et al., 2009; Thwaites & Anderson,

2011), o que constitui uma vantagem para aqueles insetos que se alimentam de
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material em decomposicao rico em bactérias como M. domestica. Em insetos, da
mesma forma que em mamiferos, os PATs séo diferencialmente afetados pelo
pH extracelular, a maioria com atividades 6timas na faixa de pH 5 - 6 (Evans et
al., 2009; Goberdhan et al., 2005). Assim, nas regides do intestino com valores
acima de 6 é necessaria a manutencdo de um microambiente de pH acido que
mantenha sua atividade 6tima (Daniel et al., 1985).

Além das familias de transportadores de aminoacidos existe uma familia
de transportadores de peptideos em simporte com protons (PepT), com um
membro caracterizado em D. melanogaster, OPT1 (Roman et al., 1998). OPT1
apresenta uma baixa especificidade, com preferéncia por dipeptideos e
tripeptideos de Ala e derivados de Ala. Da mesma forma, que os PATs, a
atividade dos PepTs se beneficia da manutencdo de um gradiente decrescente
de prétons (Watanabe et al., 2005). Além disso, a atividade de ambos tipos de
simporters causa acidificacdo intracelular, que pode ser contornada pela
eliminacéo basolateral de protons através de antiporters Na'/H* ou a bomba H*
V-ATPase (Anderson et al., 2004; Anderson & Thwaites, 2005).

Transportadores NATSs realizam o transporte de uma ampla variedade de
aminoéacidos em simporte com Na* (ou K*). S&o os principais responsaveis pela
absorcdo de aminoacidos essenciais (Trp, Phe, Tyr, Met), divididos em dois
grandes grupos, dependendo do espectro de aminoacidos que transportam,
amplo ou restrito. Exemplos de espectro restrito sdo AgNAT6, AgNAT8
(Anopheles gambiae) e AeNAT5 (Aedes aegypti) com preferéncia por Trp, Phe e
Met, respectivamente (Meleshkevitch et al., 2006; 2009; 2013). Por outro lado,
KAAT1 de Manduca sexta € um simporter de amplo espectro, com capacidade

para o transporte de L-AA neutros em simporte com Na* ou K* (Vincenti et al.,
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2000). Em M. sexta, assim como em outros Lepidoptera, o simporte com K*
constitui uma adaptacdo a uma dieta rica neste elemento (Boudko, 2012).

De acordo com o tipo de simporte, os NATS, contrariamente aos PepTs e a
maioria dos PATs, se beneficiam de um microambiente alcalino mantido por
proteinas assessOrias, como bombas de protons e antiporters de céations e
prétons (Harvey et al., 2009). Em M. sexta, o elevado pH do intestino médio
constitui uma vantagem para a absor¢cdo de aminoacidos via KAAT1, o qual
apresenta uma elevada taxa de transporte em valores alcalinos (Peres & Bossi,
2000).

Por dltimo, os uniporters CATs transportam preferencialmente
aminoacidos basicos (Arg, Lys e His) e assim como alguns membros das familias
PAT (Pillai & Meredith, 2011) e NAT (Boudko, 2012) apresentam a funcao
acessoria de sensor de nutrientes, sendo regulados pela dieta e os fatores de
crescimento em Drosophila melanogaster e A. aegypti (Colombani et al., 2003;

Attardo et al., 2006).

1.3.3. Absorcao de lipideos

Devido a sua propriedade lipofilica, tanto os monoacilglicerois como o0s
acidos graxos podem travessar a membrana celular por difusdo simples
(Schulthess et al., 1994; Hamilton, 2007). Porém, a entrada dos acidos graxos na
célula, assim como sua ativagdo para a participacdo em diversos processos
celulares precisa ser regulada (Dourlen et al., 2015).

Os transportadores de acidos graxos de cadeia longa (LCFA) ou muito
longa (VLCFA) séo transportados e ativados pela familia FATP (SLC27) (Hall et
al., 2003; DiRusso et al., 2009). Os FATP identificados em insetos apresentaram

maior relacdo filogenética com FATP4 (Dourlen et al., 2015), a principal isoforma
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envolvida na absorcdo de lipideos da dieta, expressa na membrana apical dos
enterocitos de vertebrados (Anderson & Stahl, 2014). Em D. melanogaster, a
expressdo dos genes Dmfatp e seus paralogos, CG30194 e CG3394, foi ampla
com especificidade por alguns tecidos, incluindo o intestino médio (DiRusso et
al., 2009; Van Den Brink et al., 2018). Além disso, foram caracterizados dois
membros FATP expressos no intestino médio das espécies Bombyx mori e
Eilema japonica com capacidade para o transporte de LCFA. No caso de B. mori,
também foi mostrada a atividade acetil-CoA sintetase, sugerindo a ativacdo dos
LCFA imediatamente ap0s sua absor¢ao.

Diferente de mamiferos, os insetos séo incapazes de sintetizar os esteroéis
necessarios para a fluidez das membranas e a sintese de horménios como a
ecdisona. Isso é devido a auséncia de uma enzima chave da rota de sintese de
esterdis, o que faz necesséria sua absorcdo da dieta. Em insetos existem duas
familias principais de transportadores envolvidos na absor¢cédo de esteréis, NPC
(SLC65) e SPC2. Dentre as isoformas NPC, NPC1b é a principal responséavel
pela absorcdo de esterdis presentes na dieta, devido a sua expressao especifica
no intestino médio de insetos (Zheng et al., 2018). A elevada expressao de SPC2
no ultimo instar larval foi relacionada ao seu papel na absorcdo de esterol
necessario para producéo de ecdisona envolvida no processo de pupacéo (Gong

et al., 2006; Guo et al., 2009).

1.3.4. Absorgao de micronutrientes

No intestino médio de insetos, os ions metalicos como o sédio e o0 potassio
séo geralmente absorvidos por antiporters Na* ou K'/H* e em menor medida por
canais especificos (Lemaitre & Miguel-Aliaga, 2013). Outros metais como o ferro,

cobre e zinco apresentam transportadores especificos e regulados, localizados
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nas membranas apical e basolateral das células intestinais. Nos Diptera
Cyclorrhapha, como D. melanogaster, estes transportadores estéo localizados na
regido média do intestino médio caracterizada pelo pH &cido (Missirlis et al.,
2007).

Em eucariotos, a familia CTR (SLC31) é a principal responsavel pela
absorcdo de cobre da dieta (Kim et al., 2013). Transportam cobre na forma
reduzida (Cu*) o que implica a acdo de redutases de membrana plasmatica
(Hasset & Kosman, 1995). Nos insetos, assim como nos mamiferos, existem trés
membros Ctrl (A,B,C). CtrlB é o principal transportador envolvido na absorcéo
de cobre na membrana apical das células do intestino médio de larvas de D.
melanogaster (Balamurugan & Schaffner, 2006). A transferéncia do cobre para
hemolinfa depende de uma P-ATPase chamada de ATP7A localizada na
membrana basolateral das células do intestino médio de D. melanogaster (Burke

et al., 2008).

1.4. Tamponamento do intestino médio de insetos

A variabilidade do pH do intestino médio dos insetos tem sido associada aos
seus diferentes habitos alimentares. Porém, o estudo evolutivo do pH do intestino
médio tem mostrado que os descendentes conservam a condi¢cdo de pH de seus
ancestrais, apesar de terem diversificado seus habitos alimentares. Assim, supfe-se
que o pH do intestino médio apresenta maior correlacdo com a filogenia do que com

a dieta (Terra & Ferreira, 1994; Clark, 1999).

Em geral, o intervalo de pH do intestino médio dos insetos se encontra na
faixa de 6 - 7,5 unidades. Porém, existem excecoes caracterizadas por valores muito

elevados, como € o caso dos Lepidoptera (pH 9 - 12), ou muito baixos como o
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presente na regido média dos Diptera Cyclorrhapha (pH 3,1 - 3,4) (Terra & Ferreira,
1994; Clark, 1999). Alias, o pH pode variar ao longo do intestino médio de valores
acidos na regido anterior para neutros ou alcalinos na regido posterior como na
maioria das familias de Coleoptera, ou ainda alternar de valores proximos a
neutralidade nas regifes anterior e posterior com acidos na regido média, como nos

Diptera Cyclorrhapha (Terra & Ferreira, 1994).

Existem varios modelos que visam explicar o elevado pH encontrado no
intestino médio dos Lepidoptera (Harvey, 2009). Nestes modelos a anidrase
carbonica produz o acido carbdnico que dissocia em bicarbonato e préton. O proton
¢ bombeado por uma H' V-ATPase situada na membrana apical das células
caliciformes em seguida retirado por um antiporter de H*/K*. Um trocador ani6nico
(AE) secreta o bicarbonato em troca por cloreto e a seguir o bicarbonato perde um
préton, que travessa o epitélio a favor do gradiente eletroquimico, formando-se

carbonato luminal e elevando o pH.

Nos Coleoptera, a acidificacdo da regido anterior e alcalinizacdo da regido
posterior poderia seguir o modelo baseado em dados transcriptomicos de Tenebrio
molitor. Neste modelo a acidificacdo € derivada da secrecdo de NH," e CI" em troca
por NHs, por enquanto que a alcalinizacdo € causada pela secrecdo de HCO3 em

troca por H'CI" (Moreira et al., 2017).

Na familia Culicidae (Diptera), a regido anterior € levemente mais acida
devido a atividade H* V-ATPase. Porém, nos pernilongos alimentados com sangue a

atividade da bomba de protons € inibida e a alcalinizagdo é alcancada pelo

transporte de amino&cidos acoplado a prétons (PAT) (Nepomuceno et al., 2017).
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1.5. Regido acida do intestino médio dos Diptera Cyclorrhapha

A aparicdo de uma regido &cida no tubo digestivo dos vertebrados detritivoros
constituiu uma adaptacdo para a digestdo de bactérias presentes na comida em
decomposicao, utilizando-as como recurso, condicdo ainda presente na tilapia
(Bowen, 1976). Da Ordem Diptera, os Cyclorrhapha sdo os uUnicos insetos que
compartilham essa caracteristica com os vertebrados (Vonk & Western, 1984), o que
foi atribuido ao fato deles se alimentarem de material organico em decomposicéo,
rico em bactérias e fungos. Concretamente, as fémeas gravidas de M. domestica
séo atraidas pelo odor de amdnia do estrume de animais domésticos (Brues, 1946 ;
Larrain & Salas, 2008), condicdo favoravel para a ovoposi¢do. Alids, Levinson
(1960) mostrou que as larvas de M. domestica podiam se desenvolver, dando lugar

a adultos férteis, sendo alimentadas exclusivamente com bactérias.

Espinoza-Fuentes & Terra (1987) mostraram a variacdo de pH ao longo das
trés grandes regibes do intestino médio da larva de M. domestica com 0 uso de
indicadores de pH administrados na comida. As regides anterior, média e posterior
apresentaram os valores médios 6,1 - 3,1 - 6,8, respectivamente. A regido média
contem uma lisozima especial e uma catepsina D, ambas com pHs 6timos acidos,
gue representariam tracos ancestrais dos Diptera Cyclorrhapha (Lemos et al., 1993)

relacionados com a digestéo de bactérias e fungos.

Em 1988, Terra et al. propds um mecanismo de tamponamento do intestino
médio baseado em medidas de atividade de anidrase carbdnica e bicarbonato
ATPase. Neste modelo inicial, a anidrase carbonica seria responsavel pela geracéo
de bicarbonato e protons. Os protons seriam transportados para o lumen da regido

média por uma bomba igual a de mamiferos (H*/K*-ATPase). Nas regibes anterior e
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posterior o bicarbonato seria o responsavel pela neutralizacdo do contetdo luminal,

sendo bombeado por uma bicarbonato ATPase.

Posteriormente, Terra & Regel (1995) estudaram a variacdo do pH luminal
através da experimentacdo in vivo utilizando inibidores na dieta das larvas e
mediram a concentracdo de varios compostos no conteudo luminal intestinal. Foi
confirmado o papel da anidrase carbonica e da bomba Na'/K" na acidificacdo da
regido média com o uso de azetolamida e oubaina, respectivamente. Ao mesmo
tempo, foram detectados elevados niveis de cloreto nesta regido, sugerindo que a
acidificacao seria por HCI proveniente da célula oxintica. Por outro lado, as medidas
de concentracdo de bicarbonato, fosfato e amonia ao longo do intestino médio
revelaram a baixa concentracao dos primeiros e elevada concentracdo de amonia na
regido posterior, o que levou a propor a amoénia como agente neutralizante. Porém, o
uso de alguns inibidores pouco especificos levou a desentendidos sobre bomba

responsavel pelo bombeio de prétons na regiao média.

Atualmente sdo varios os genes identificados como responsaveis pela
manutencdo da regido acida na espécie proxima, D. melanogaster. Overend et al.
(2016) avaliaram a relevancia de determinados genes a partir de medidas de
expressdo por RT-PCR, mostrando sua elevada expressdo na regido Aacida.
Também avaliaram grosseiramente o papel desses genes na acidificacdo com o uso
de individuos nocautes e indicadores de pH. Dessa maneira foram identificados
como responsaveis pela acidificagdo os genes de duas subunidades a da H* V-
ATPase, o simporter KCC, o antiporter CI/HCO3’, um canal de cloreto (indefinido), o

canal de potassio Slowpoke e a anidrase carbénica 1.
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1.6. Contrafluxos no intestino meédio de insetos

A existéncia de um fluxo contrario ao fluxo do alimento no intestino médio de
insetos foi sugerida pela primeira vez por Wigglesworth (1933). A partir de
experimentos realizados com corantes concluiu que o fluido secretado na regiao
posterior do intestino médio de larvas de mosquito é absorvido nos cecos,
localizados na regido anterior. Treherne (1959) deu um passo a mais e mostrou em
gafanhoto que os cecos ndo séo s6 o lugar de absorcdo de agua, como também de
aminoacidos. Mas foi somente em Berridge (1970) que o contrafluxo adquire um
sentido fisiolégico na absorcao de nutrientes. Berridge (1970) prop6s que a digestao
acontece ao longo do intestino médio, sendo os produtos da digestdo acumulados
na regiao posterior e dirigidos por um contrafluxo para a regido anterior para sua
absorcdo. Porém, nenhum desses autores apresentaram medidas quantitativas dos

fluxos.

A primeira medida quantitativa dos fluxos de agua foi feita por Dow (1981),
guem determinou que os cecos do gafanhoto absorviam &gua proveniente dos
tubulos de Malpighi, formando um contrafluxo que promoveria 0 movimento dos

nutrientes para o lugar de absorcéao.

Na mesma época, Terra & Ferreira (1981) estabeleceram uma nova relacao
entre os contrafluxos e a reciclagem de algumas enzimas digestivas como a tripsina.
Eles calcularam as taxas de excrecdo de varias enzimas a partir de medidas de
atividade enzimatica das fezes da larva Rhynchosciara americana, levando em
consideracdo as taxas de recuperacdo e a estabilidade das enzimas no intestino.
Assim observaram que a tripsina presente no espaco endoperitréfico era excretada a

uma razao baixa, igual a das enzimas do espaco ectoperitrofico, propondo que a
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enzima do espaco endoperitréfico é recuperada para o espaco ectoperitréfico e
entdo levada pelo contrafluxo para sua reciclagem, antes de ser excretada (Fig. 13).
Como consequéncia da reciclagem da enzima, as atividades de tripsina eram
maiores na regido anterior do que na posterior, porém ficaram iguais na presenca de
excesso de proteina, resultando no aumento da taxa de excre¢do. Espinoza-Fuentes
et al. (1987) identificaram as regifes do intestino médio de M. domestica envolvidas
nos fluxos de agua e calcularam os volumes de agua secretada e absorvida em
cada regido com o uso de corantes. Assim chegaram a hip6tese de que existiria um
contrafluxo da regido posterior para a regido média do intestino médio que seria a
responsavel pela diminuicdo da taxa de excrecdo de tripsina. A partir de esses
trabalhos foram vérios os autores que sugeriram a existéncia de contrafluxos de
adgua envolvidos na reciclagem de enzimas em outras Ordens de insetos como
Coleoptera (Ferreira et al., 2002; Caldeira et al., 2007), Phasmatodea (Monteiro et
al., 2014), Lepidoptera (Bolognesi et al., 2001; Bolognesi et al., 2008) e Orthoptera

Ensifera (Biagio et al., 2009).

A difusdo simples de agua através das membranas celulares, assim como a
difusdo facilitada via aquaporinas, depende diretamente da diferenca de pressao
osmatica entre 0 espaco extracelular (ou hemolinfatico) e o intracelular. Em insetos,
existem quatro familias de aquaporinas: DRIP seletiva para agua (estrita); PRIP com
capacidade para o transporte de ureia e agua; EGLP, especificas de holometabolos
(Finn et al., 2015), que também podem transportar glicerol. As BIB, especificas de
cérebro, ndo transportam agua (Tatsumi et al., 2009). Porém, a agua também pode
ser transportada contra gradiente osmoético por simporters (Zeuthen, 2010). Os
simporters NKCC e KCC da familia CCC (SLC12) sao expressos em uma ampla

variedade de tecidos envolvidos no balanc¢o hidrico, incluindo o intestino médio de
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insetos (Sun et al., 2010; Gillen et al., 2006; Piermarini et al., 2017; Rodan et al.,
2012). Alguns de seus homélogos em mamiferos foram caracterizados e mostraram
a capacidade para o cotransporte de 4gua e ions (Zeuthen, 2010). Em mamiferos
existem duas isoformas de NKCC diferenciadas pela expresséo e localizagéao
subcelular. NKCC1 é a isoforma ubiqua e geralmente encontrada na membrana
basolateral, porém NKCC2 apresenta uma expressao apical e especifica na alca
ascendente de Henle do néfron. NKCCs e KCCs séo diferencialmente ativados,
NKCCs por encolhimento celular e baixa concentragéo intracelular de cloreto e os
KCCs por inchago celular e elevada concentragéo de cloreto intracelular. Ambos sé&o
eletroneutros acoplados ao gradiente eletroquimico de Na* e K*, respectivamente,
mantido pela Na'/K*-ATPAse. Ja que a bomba recupera os cations cotransportados
pelos simporters, é o transporte de cloreto o responsavel pelo efeito nos fluxos de
adgua. Além disso, sdo afetados pela osmolaridade do meio extracelular, sendo os
NKCC ativados por hiperosmolaridade e inibidos por hiposmolaridade e o contrario
para os KCC. De essa maneira, NKCCs e KCCs, mantém e regulam o volume
celular e a concentracao intracelular de cloreto. Portanto, independentemente de sua
localizacdo celular, apical ou basolateral, NKCCs injetam agua e cloreto dentro da
célula e os KCCs secretam agua e cloreto para o espaco extracelular. Os inibidores
furosemida e bumetanida inibem ambos simporters, porém a bumetanida € mais

especifica de NKCCs (<K;j) (Gamba, 2005; Arroyo et al., 2013).

Um modelo de trabalho sobre os fluxos de agua foi proposto para T. molitor,
baseado nos dados de expressdo da analise RNA-seq do intestino médio. Neste
modelo a agua é secretada por um KCC expresso na regido posterior do intestino

médio e absorvida na regido anterior por um NKCC (Moreira et al., 2017).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Identificar as moléculas responsaveis pela absorcdo de nutrientes,

tamponamento e fluxos de fluidos em M. domestica.

2.2 Objetivos especificos
a. ldentificar no transcriptoma moléculas potencialmente responséaveis pela

absorcao de nutrientes, tamponamento e fluxos de fluidos.

b. Purificar as membranas microvilares intestinais, analisar por proteémica

seus componentes e relacionar com os dados transcriptomicos.

c. ldentificar o papel das proteinas através de experimentos in vivo utilizando

diferentes inibidores, corantes e dietas.

d. Propor a partir dos dados do transcriptoma, proteoma de membranas
microvilares e experimentac¢do in vivo, modelos para o mecanismo molecular dos

fendbmenos de absorcdo de nutrientes, tamponamento e fluxos de fluidos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

A criacdo das larvas de M. domestica (Diptera, Cyclorrhapha) foi feita em uma
mistura fermentada de racdo de porco comercial e casca de arroz (1:2) (Targa &
Peres, 1979). Para a realizacado de experimentos foram utilizadas larvas no terceiro

instar de desenvolvimento.

3.2. Dissecgéo de animais

As larvas de M. domestica foram imobilizadas no gelo e dissecadas na lupa
em solucdo salina de NaCl 150 mM. Foi retirado o intestino médio junto com o
conteado Iluminal e dividido em varias sec¢des dependendo do objetivo do

experimento (Fig. Suplementar 1).

3.3. Extrag&o de RNA total

O RNA total foi extraido de sete sec¢des do intestino médio, duas para a
regido anterior (Al, A2), duas para a regido média (M1, M2), trés para a regido
posterior (P1, P2, P3) (Fig. Suplementar 1A) e da carcaga, que representa a larva
sem o intestino médio. A extracao foi feita em triplicata, com seis larvas por replicata,
utilizando o RNeasy Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme as instru¢cdes do

fabricante.

3.4. Andlise do RNA-seq

O sequenciamento do RNA mensageiro foi realizado utilizando o equipamento
HiSeq 2500 de Illumina, gerando um arquivo bruto de reads SRA (Short Read
Archive). A analise dos reads foi realizada pelo método de montagem guiada por

referéncia, no qual os reads s&o alinhados com o genoma de M. domestica. Os
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dados de expressdo génica foram normalizados em unidades de transcritos por

milh&o de transcritos (TPM) (Dias et al., 2018).

3.5. Anotacéo e andlises das sequéncias de proteinas

A selegéo de proteinas hipoteticamente envolvidas na absorcéo de nutrientes
e micronutrientes, tamponamento intestinal, fluxos de &agua, assim como
determinadas enzimas relacionadas foi feita a partir da recopilacdo de informacgao
existente na literatura de vertebrados e insetos. A identificacdo das sequéncias de
proteinas foi realizada utilizando como isca sequéncias de proteinas anotadas na
base de dados UniProtKB/Swiss-Prot (preferentemente da Ordem Diptera) e fazendo
Blast (Altschul et al., 1990) contra 0 genoma de M. domestica. Como resultado do
uso de proteinas provenientes de outras espécies, em alguns casos de vertebrados,
algumas sequéncias relacionadas poderiam n&o ser identificadas. Por isso, as
sequéncias de M. domestica resultantes do primeiro Blast foram utilizadas como isca
para uma segunda rodada de Blast contra o0 genoma de M. domestica, de forma a

identificar todas as sequéncias possiveis.

Com o intuito de simplificar a andlise computacional das sequéncias
proteicas, a expressao dos genes que codificam para o mesmo tipo de proteina (ex.:
lisozima) foi utilizada para discriminar aguelas proteinas com menor relevancia na
fisiologia intestinal. Dessa maneira, genes cuja expressdo maxima em qualquer uma
das sec¢bes do intestino médio foi menor a 5% da expressdo maxima do gene mais
expresso foram eliminados, assim como, aqueles cuja expressao na carcaca foi pelo
menos dez vezes superior ao da secdo mais expressa do intestino médio, salvo

raras excecgoes.
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A anotacdo das sequéncias de proteinas foi feita utilizando a ferramenta
online InterProScan 5 Software (Jones et al., 2014) junto a uma curagem manual em
busca de dominios, motivos e aminoacidos especificos e conservados. Para isso, as
sequéncias de M. domestica foram alinhadas com sequéncias anotadas da base de
dados UniProtKB/Swiss-Prot utilizando MAFFT (Katoh et al., 2017) através de

Jalview 2 (Waterhouse et al., 2009).

A predicdo de peptideo sinal; numero de dominios transmembrana;
assinaturas de sequéncia; sitios potencias de N-Glycosilacdo; O-Glycosilacao;
fosforilacdo; ancoras de GPI e ligacdes dissulfeto foi feita com as ferramentas online
SignalP 4.0 Server (Petersen et al., 2011); TMHMM (Krogh et al., 2001) e Phobius
(Kall et al., 2007); ScanPROSITE (de Castro et al.,, 2006); NetNGly 1.0 Server
(Gupta et al., 2004); NetOGly 4.0 Server (Steentoft et al., 2013); NetPhos (Blom et
al., 2004); PredGPI (Pierleoni et al., 2008) e DIANNA (Ferré & Clote, 2005),

respectivamente.

A relacdo de ortologia entre as proteinas de M. domestica e outros insetos
(especialmente Diptera) foi predita utilizando a ferramenta InParanoid 8
(Sonnhammer & Ostlund, 2015). Foram consideradas como proteinas ortélogas

aguelas com um score 20,95 (Tabela Suplementar 1).

3.6. Purificacdo das membranas microvilares do intestino médio

A purificacdo de membranas microvilares foi feita em triplicata com cem larvas
por replicata de acordo com Jordéao et al. (1995). As larvas foram lavadas com agua
destilada e alimentadas em um bequer com gel de amido de milho insoltuvel 10% por
100-120 min. Em seguida, foram dissecadas, dividindo o intestino médio em nove

secoes, trés para a regiao anterior (Al, A2, A3), duas para a regido média (M1, M2)
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e quatro para a regido posterior (P1, P2, P3, P4) (Fig. Suplementar 1B). As sec¢des
foram suspendidas em 1 mL de solucdo de manitol 286 mM, EGTA 5 mM, Tris-HCI
pH 7.1 2 mM e sonicadas no gelo em um sonicador Digital Branson a poténcia 30%
por dois ciclos de 15 s com um intervalo de 45 s. Uma amostra do sonicado inicial foi
coletada e etiquetada como Homogeneizado (H). Em sequéncia, foi adicionado ao
sonicado restante um volume de solucédo de MgCl, 24 mM e deixado em repouso por
10 min no gelo. Apo6s os 10 min, a amostra foi centrifugada a 3000 g 4°C por 10 min
e foi retirado o sobrenadante sendo o sedimento resuspendido em uma solucdo de
NaCl 10 mM, Tris-HCI 2 mM pH 7,4 e etiquetado como P1, correspondente a
maioria das membranas celulares menos as microvilosidades. O sobrenadante de
P1 foi submetido a outro ciclo de centrifugacdo a 25000 g 4°C por 30 min e o
sedimento resultante, correspondente as microvilosidades, foi etiquetado como MV e
resuspendido na mesma solucdo. Dois tercos do volume de MV foram utilizados
para o tratamento com solucéo hiperosmotica de Tris-HCI 1 M pH 7 no gelo por 1 h,
sendo vortexado a 1800 rpm por 15 s a cada 15 min. Na sequéncia, um volume de
agua milliQ a 4°C foi adicionado, favorecendo assim a separacdo do citoesqueleto
das membranas microvilares. Por dltimo, o sedimento contendo as membranas
microvilares (MMV) foi obtido por centrifugacdo a 25000 g 4°C por 30 min. O
sobrenadante final foi guardado e o sedimento ressuspendido na solucdo de NacCl

10 mM, Tris-HCI 2 mM pH 7,4.

3.7. Ensaios enziméaticos

3.7.1. Aminopeptidase
O ensaio de atividade aminopeptidase foi feito para todas as fragdes celulares
da purificacdo de membranas microvilares H, P1, MV, MMV, segundo Erlanger et al.

(1961). Volumes na propor¢cdao 1:1 de amostra e solucdo de leucina p-nitroanilida
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(LpNA) 2,5 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,5 foram adicionados em placas de 96 pocos
colocadas em um leitor de placa Spectra Max M2 (Molecular Devices) a 30°C com

leituras periodicas a 410 nm.

3.7.2. Tripsina

O substrato para atividade de tripsina, carbobenzoxi-L-arginina-7-amino-4-
metilcumarina (Z-R-MCA), foi dissolvido em sulféxido de dimetilo (DMSO) e diluido
até 100 mM com Tris-HCI pH 7,1. O ensaio de atividade de tripsina foi feito em
placas de fluorescéncia de fundo branco utilizando volumes na proporcdo 1:1 de
amostra e Z-R-MCA 10 puM. A hidrdlise do substrato foi monitorada por fluorescéncia
(Aex 350 nm e Ay 460 Nm) a 30°C em um leitor de placa Spectra Max M2 (Molecular

Devices) por pelo menos seis periodos de tempo diferentes.

3.8. Quantificagao de proteina
A quantificacdo de proteina para a determinacdo da atividade especifica de
aminopeptidase foi realizada pelo método do acido bicinconinico (Smith et al., 1985),

utilizando ovoalbumina para a curva padrao.

3.9. Protebmica
As proteinas de amostras de membranas microvilares das diferentes secdes
do intestino médio de M. domestica (Fig. Suplementar 1B) foram digeridas por duas

técnicas diferentes, em gel e em solugéo.

Digestdo em gel: Foram utilizadas amostras de 40 ug de proteina de cada
secdo e submetidas a SDS-PAGE. As colunas do gel foram cortadas manualmente
em bandas de 2 mm, desidratadas em 100 pyL de acetonitrila por 20 min a

temperatura ambiente, reduzidas com ditiotreitol 10 mM por 30 min e alquiladas no

escuro com iodoacetamida 20 mM por 45 min, tudo a temperatura ambiente. O
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excesso de reagente de cada passo foi removido e o gel foi desidratado em 100 pL
de acetonitrila. A continuacao, foram adicionados a cada banda 7 pL de uma solucéo
de tripsina (5 ng/uL) e ap6s 5 min, foram adicionados 50 uL de bicarbonato de
amonio 25 mM e incubado a 37°C por 15 h. Os peptideos resultantes da digestéao
foram recuperados do sobrenadante em dois ciclos de 30 min com 50 pL e 100 pL
de acetonitrila, respectivamente. As bandas de cada amostra forma combinadas em

trés grupos diferentes de 10 bandas cada um comecando pela parte de cima do gel.

Digestdo em solucdo: Foram utilizadas amostras de 15 ug de proteina de
cada secdo e digeridas utilizando o detergente RapiGest™ SF (Waters), conforme

as instrucdes do fabricante.

As amostras de peptideos foram secadas e resuspendidas separadamente
em &acido férmico 0,1 % (v/v) com acetonitrila 2 % (v/v) e utilizadas para corridas
diferentes de LC-MS/MS em LTQ-Orbitrap Velos ETD (Thermo) (Pimentel et al.,
2017). A identificacao de proteinas foi feita utilizando a ferramenta Mascot (Matrix
Science) com uma base de dados produto da mistura de dados do transcriptoma de
M. domestica do nosso laboratério e o0 genoma de M. domestica (ncbi), com uma
margem de erro de 0,1 Da para MS1 e MS2. Outros parametros de busca variaveis
considerados foram a oxidacdo de metioninas e a falta de clivagem pela tripsina. Os
resultados da identificacdo foram recopilados como um Unico experimento para cada
amostra em Scaffold 4 (Searle, 2010) e a analise quantitativa foi feita com unidades
de fator de abundancia espectral normalizado (Florens et al., 2006). Os resultados
se consideraram positivos para aquelas proteinas com pelo menos dois peptideos

seguenciados com uma taxa de descoberta falsa de 0,1 %.
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3.10. Fabricacéo e calibracado do microeletrodo de pH

A superficie de um microeletrodo de platina foi modificada com a
eletrodeposicdo de uma camada de oxido de iridio (Santos et al., 2016). As curvas
de calibracdo foram elaboradas medindo os potenciais elétricos de um circuito
aberto submergindo o microeletrodo em solucdo de Ringer (NaCl 128 mM, KCI 1,3
mM, CaCl, 18 mM, Na*"HCO3 2,3 mM) em quatro valores de pH entre 2 e 10. A
calibracdo do microeletrodo foi feita antes e depois dos experimentos com o intuito
de detectar qualquer mudanca na resposta do microeletrodo. Na caracterizacdo do
microeletrodo foi obtido um plote tipico de calibragcdo com resposta SuperNernstian

(Santos et al., 2016).

3.11. Medidas in vivo do pH luminal com microeletrodos

Para cada uma das condi¢cdes em que foram realizadas as medidas de pH do
intestino médio de larvas de M. domestica foram utilizadas 30 larvas. Dois grupos
controle foram larvas comendo dieta (item 3.1) e larvas comendo gel de amido de
milho insolivel 10% elaborado com agua MilliQ. Nos experimentos, foram
adicionados diferentes componentes ao gel de amido 10%: proteina de leite
parcialmente hidrolisada 1 % ; ovoalbumina 1 % ; amiloride 1 mM ; glibenclamide 1
mM ; dimetilamo6nia (DMA) 10 e 100mM; imidazol 10 e 100 mM. As larvas foram
colocadas em um bequer de 100 mL contendo o gel e mantidas no escuro por 120 -
240 m a 25°C a excec¢do daquelas comendo dieta que foram diretamente
dissecadas. As medidas de pH foram feitas sempre com intestinos médios de larvas
recentemente dissecadas. Para evitar na medida do possivel a alteracdo do pH
luminal, as larvas foram brevemente imobilizadas no gelo e dissecadas em solugao
de Ringer (NaCl 128 mM, KCI 1,3 mM, CaCl, 18 mM, Na"HCO3 2,3 mM) pH 6,5

correspondente ao pH da hemolinfa de M. domestica (Buck, 1953). Os intestinos
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meédios foram esticados com ajuda de pincas e colocados sobre uma lamina com a
superficie coberta por um gel de agarose 0,5 % de 2 mm de altura elaborado com
solucdo de Ringer pH 6,5. O gel de agarose permitiu manter o tecido Umido,
retardando o processo de deterioracdo, assim como serviu de meio semiliquido apto
para colocar o eletrodo de referéncia necessario para a determinacdo do pH.
Sempre que foi necessério o tecido foi umedecido superficialmente com solucédo de

Ringer.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando um Autolab
PGSTAT128 bipotentiostat/galvanostat (Ecochemie, Holanda) e um Sensolytics
(Sensolytics, Alemanha) SECM (micromanipulador de preciséo elevada) acoplado a
um microscopio invertido (Zeiss, Alemanha). O microeletrodo foi colocado no
micromanipulador do equipamento SECM e o microscépio invertido e a cAmera CCD
foram utilizadas para acertar o lugar de insercdo do microeletrodo para a
determinacdo do pH. De forma geral o proprio eletrodo foi capaz de perfurar o
epitélio intestinal, mas naqueles casos em que nédo foi possivel, foi utilizada uma
agulha de insulina antes da insercédo do eletrodo. As medidas de pH foram feitas
inserindo o eletrodo dentro do lumen (Fig. 1) em diferentes posicées ao longo do
intestino médio, normalmente no meio de cada secao (Fig. Suplementar 1B), a
excecdo das medidas com DMA e imidazol nas quais o eletrodo foi inserido na
fronteira entre as secdes M2 e P1 (seta Fig. Suplementar 1C). As medidas controle
foram obtidas inserindo o microeletrodo no gel de agarose. Antes de cada medida de

pH teve um tempo de estabilizagcdo do microeletrodo que variou entre 2 - 5 min.

3.12. Medidas de pH luminal in vivo com um indicador de pH
Para localizar a regido acida do intestino médio e detectar o efeito de

inibidores de proteinas hipoteticamente envolvidas nos processos de acidificacéo e
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alcalinizacdo foi utilizado o indicador de pH Vermelho Congo o qual varia de azul
para vermelho no intervalo de pH 3,0 e 5,2. Ja que um dos transportadores
analisados com inibidores (KCC) é afetado pelo osmolaridade do meio extracelular
(Kahle et al., 2010), os experimentos foram realizados em trés osmolaridades
diferentes, utilizando 10 larvas para cada um. As larvas foram colocadas em bequers
contendo gel de agarose 1% com vermelho Congo 0,025 %, preparados com
solucéo salina de NaCl-KCI 150 mOsm (hipotbnica); 350 mOsm (isotbnica); ou 1500

mOsm (hipertdnica) mais um dos seguintes inibidores:

o bafilomicina Al de Streptomyces griseus 400 nM solubilizada em
metanol.

o oubaina 1 uM; 10 pM; 50 pM; 100 pM; 1 mM solubilizada em agua
MilliQ a 90°C.

o furosemida 10 pM; 25 puM; 50 pM; 100 uM; 1 mM solubilizada em

metanol.

Os resultados dos experimentos foram classificados dependendo da alteracéo
da cor do Vermelho Congo para cada uma das larvas de cada grupo. A avaliacao foi
feita no olho e determinados quatro niveis de inibicdo: 0= azul; 1= azul avermelhado;
2= vermelho azulado; 3= vermelho. Uma vez assinado um nivel para cada larva do

grupo foi feita a média dos valores de cada grupo.

3.13. Medida dos fluxos de agua do intestino médio com corante

O corante Azul de Evans néo é absorvivel no intestino médio das larvas e, por
esse motivo, a medida de agua secretada ou absorvida ao longo do intestino médio
pode ser inferida a partir da alteracdo da concentracdo do corante presente no gel

com o qual sédo alimentadas as larvas. Grupos de 10 larvas foram alimentadas por
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100 - 120 min com gel de agarose 1 % com Azul de Evans 0,05 % (w/v) em agua
MilliQ. Apds dissecadas o intestino médio foi dividido em duas sec¢fes para a regiao
anterior (A1, A2), uma para a regiao média (M) e quatro para a regido posterior (P1,
P2, P3, P4) (Fig. 7). As sec¢Oes foram colocadas em tubos contendo NaOH 0,1 M e
mantidas no gelo. Em seguida foram homogeneizadas em um Potter-Elvehjem (20
movimentos) e clarificadas por centrifugacdo a 8000 g 4°C por 10 min. A
absorbancia dos sobrenadantes foram medidas em um espectrofotdbmetro Ultrospec

2100 pro (Amersham Biosciences) a 610 nm.

Para determinar a alteracdo dos fluxos de agua na auséncia/presenca de sal
e de sal + drogas as larvas foram alimentadas com gel de agarose 1 % Azul de
Evans 0,05 % em solugéo salina de NaCl-KCI de 150 mOsm (hipotbnica) e 1500
mOsm (hipertdnica) com ou sem furosemida 100 pM, previamente solubilizado em
metanol. Nos controles foi adicionado um volume igual de metanol sem a droga. O
processamento das amostras foi realizado como descrito no paragrafo anterior,
porém o intestino médio foi dividido nas trés grandes regides morfolégicas, anterior,

média e posterior (A, M, P) (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987).

O calculo dos microlitros secretados ou absorvidos nas diferentes secées do
intestino meédio foi feito a partir das mudancas na absor¢cdo do Azul de Evans,
levando em consideragcdo o volume de cada secdo (Espinoza-Fuentes & Terra,
1987). Como ponto inicial foi considerada a medida de absorbancia do gel com Azul
de Evans 0,05 %, a partir do qual foi calculada a quantidade de microlitros
secretados na regido anterior. Em sequéncia, a absorbancia da regido média foi
comparada com a da regido anterior e calculados o0s microlitros

secretados/absorvidos na regido meédia e de igual forma para a regiao posterior.
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3.14. Alteracéo do perfil de atividade de tripsina

A alteracao do perfil de atividade de tripsina ao longo do intestino médio e do
intestino posterior de larvas de M. domestica foi determinada em condigGes
hipoténicas (150 mOsm) e hipertbnicas (1500 mOsm) de solucao salina NaCI-KClI na
presenca e auséncia de furosemida e bumetanida. O intestino médio foi dividido da
mesma forma que na purificacdo de membranas microvilares (Fig. Suplementar 1B)
e foi adicionado o intestino posterior como secdo final. As sec¢des foram
homogeneizadas em &agua MilliQ 4°C, utllizando um Potter-Elvehjem (20
movimentos) e centrifugadas a 10000g 4°C por 10 min. Os sobrenadantes foram
transferidos para tubos novos e junto com os sedimentos foram armazenados a -

20°C.

A atividade de tripsina foi expressa em % de atividade/animal (pU/Animal),
para isso foram somadas as atividades de tripsina de todas as secdes e
consideradas como 100 %, a partir da qual foi calculada a porcentagem de atividade

de cada secao.

3.15. Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o método de andlise de
variancia One Way ANOVA de forma a identificar aqueles resultados

significativamente diferentes com uma p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Anélise molecular do tamponamento do intestino médio de M. domestica

4.1.1. Valores de pH luminal do intestino médio de larvas de M. domestica
A localizacéo dos principais lugares onde ocorre a acidificacao e alcalinizacao
assim como a deteccéo de variacfes de pH ao longo do intestino médio de larvas de

M. domestica serve de base para a busca das proteinas que possam estar

Figura 1. A inserc@o do microeletrodo foi monitorada com duas cameras. A) Imagem captada com a camera CCD. B)

Imagem captada com o microscépio invertido.

envolvidas na manutencdo do pH luminal. Para identificar de forma precisa as
diferencas de pH foram realizadas medidas in vivo com microeletrodos, inserindo-o
no lumen de dez se¢Bes ao longo do intestino médio de larvas de M. domestica (Fig.

1 e Fig. 2).

As larvas alimentadas com dieta apresentaram valores de pH do proventriculo
e regido anterior (se¢bes Al, A2) ao redor de 6,7 unidades, 0 que representa um
aumento de pH em relacdo ao pH da comida, com valores entre 5-5,5 unidades. A
partir da secdo A3 até M2 foi detectado um gradiente de acidificacdo (p<0,05),
diminuindo aproximadamente 2 unidades de pH. Entre a regido média (M2) e a

regido posterior (P1), acontece a alcalinizacdo do conteddo luminal, aumentando



Figura 2. Sec¢Bes em que foi dividido o intestino médio de M. domestica para a purificacdo de membranas

microvilares, protedmica e determina¢@o do pH luminal com microeletrodo. As larvas foram alimentadas com gel de

agarose 1 % suplementado com Vermelho Congo 0,025 %. O Vermelho Congo auxilia na visualizagdo das grandes

mudancas de pH ao longo do intestino médio da larva, variando de cor de azul 3,0 - 5,2 vermelho. Assim,

identificamos um provavel gradiente acidificagdo entre A3 e M2 assim como uma alcalinizacédo abrupta em P1.

Tabela 1. pH luminal das diferentes se¢6es do intestino médio de larvas de M. domestica alimentadas com diferentes dietas.

Comida Secdes do intestino médio
Pro Al A2 A3 M1 M2 P1 P2 P3 P4
Dieta 6,71+0,12 6,59+0,05 6,77+0,21 6,17+0,06* 568+0,14* 445+0,15* 6,68+0,03* 7,53+0,09* 7,47+0,10 5,37 +0,02*
Amido n.d. 5.34£0.09 5.62+0.07 5.23+0.04* 4.29+0.08* 249+0.13* 5.53+0.26* 6.18 £0.21 6.44 £ 0.09 5.56 £ 0.32*
PHL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 254+0,24 7,24+0,25* 7,87+035 8,02+027 7,73+0,33
Ovalbumina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,82+0,14 533+0,09* 589+0,10+ 6,17+0,24 5,3+0,17*

Os valores correspondem as médias e SEM de medidas realizadas em 8 larvas. * Valores significativamente diferentes dos da segé&o anterior (p< 0,05). Pro: Proventriculo; A:

Anterior; M: Média; P: Posterior; PHL: Proteinas hidrolisada; n.d.: ndo determinado.
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mais de 2 unidades de pH (p<0,05). O pH continuou aumentando ao redor de 1
unidade em P2 (p<0,05), mantendo-se em P3 e caindo por volta de 2 unidades em
P4 (p<0,05). O perfil de pH determinado nas larvas alimentadas com gel de amido
foi similar ao das larvas alimentadas com racéo, porém com valores de pH menores
(p<0,05) para todas as secdes exceto P4. A pesar das semelhancas, foram
encontradas diferencas entre os dois perfis. As larvas alimentadas com gel de amido
nao apresentaram nenhum aumento de pH na regido anterior, comparado com o pH
do gel (5,5 unidades), nem foi detectado um aumento de pH significativo na sec¢éo
P2 (Tabela 1). Estas diferencas sugerem que o gel de amido carece de
determinadas substancias, presentes na racdo, que sao capazes de modificar o pH

luminal.

4.1.2. Possiveis proteinas envolvidas no tamponamento luminal e na

absorcao de aminoacidos.

A selecdo de proteinas hipoteticamente envolvidas na manutencdo do pH
luminal foi feita considerando as medidas de pH ao longo do intestino médio (Tabela
1) junto aos dados de expressdo dos genes e a informacao bibliogréfica referente as
proteinas. Aquelas proteinas cujos genes foram mais expressos em M1 e M2 foram
considerados como envolvidos na acidificacdo e aquelas mais expressos em P1,
como envolvidos na alcalinizacdo. Um total de trinta e nove proteinas foram
selecionadas, muitas delas com ortélogas ja caracterizadas em outras espécies da
Ordem Diptera (Tabela Suplementar 1). As sequéncias das proteinas foi analisada
por bioinformética como descrito no Materiais e Métodos, confirmando a presenca
das caracteristicas necessarias para a sua atividade. Porém algumas requerem

alguns comentarios adicionais.
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H* V-ATPase: Esta enzima bombeia prétons nos diferentes compartimentos
celulares utilizando como fonte de energia o ATP. O complexo esta formado por 14
subunidades (Forgac, 2007) com perfil de expressao idéntico, exceto a subunidade

a, que apresentou um perfil diferente dependendo da isoforma (Fig. 3). Esta
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Figura 3. Heatmap de express&o das diferentes subunidades da MdH" V-ATPase no intestino médio de M. domestica.
subunidade faz parte do dominio V, envolvido no transporte de prétons e determina
o grau de montagem dos dominios V, e V; e 0 acoplamento de prétons a hidrélise
do ATP (Kawasaki-Nishi et al., 2001b). Igualmente a vertebrados, a subunidade a de
M. domestica apresenta 4 isoformas, que diferem principalmente em caracteristicas
de sequéncia envolvidas no trafego e na atividade do complexo (Kawasaki-Nishi et
al.,, 2001a). Por tanto, dependendo da isoforma, podem existir diferencas na
capacidade de acidificacdo (Kawasaki-Nishi et al., 2001c), o que pode estar

relacionado ao desempenho de diferentes funcdes fisiologicas.

Transportador de aménio tipo Rhesus (Rh): A analise comparada das
sequéncias do transportador Rh de M. domestica e Aedes albopictus sugeriu que

MdRh poderia apresentar baixa afinidade por aménio e elevada para amoénia (Wu et
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al., 2010). Além disso, o papel hipotético de MdRh na alcaliniza¢do coincidiria com o
de um transportador de amdnia, capaz de sequestrar os prétons formando amoénio e

elevando assim o pH do intestino médio.

Anidrase carbbnica (CA): Todas as anidrases carbOnicas expressas no
intestino médio foram preditas tipo alfa. MACAL foi a inica com uma provavel ancora
de GPI (N261, 99,1%), como foi mostrado na ortéloga de A. aegypti (AaCA10)
(Seron et al., 2004). Por outro lado, a existéncia de residuos carregados nas
extremidades N-terminal das MdCAs e nas C-terminais dos antiporters de
bicarbonato, sugere uma possivel interacdo proteina-proteina que permita aprimorar

o transporte de bicarbonato (Vince et al., 2000; Alvarez et al., 2003).

Canais de cloreto ativados por glutamato (GIuCl): Este tipo de canais se
encontram de forma exclusiva em invertebrados (Wolstenholme, 2012). Em M.
domestica foram varias as isoformas neuronais estudadas (Kita et al., 2014), porém
MdGIuCl apresentou caracteristicas de sequéncia diferentes das neuronais, porém
conservadas em relacdo as formas expressas no intestino médio de D.
melanogaster e A. aegypti (Overend et al.,, 2016; Meyers et al., 2015). Esses
resultados sugerem que as formas intestinais poderiam ter diferentes propriedades

das expressas no sistema nervoso.

Antiporter Na‘/Ca** dependente de K* (NCKX): Este tipo de antiporter é
normalmente inibido por amiloride (Kleyman & Cragoe, 1988), assim como alguns
trocadores Na'/H" (NHE), o que impediria a utilizacdo do amiloride para avaliar a
fungdo do NHE. Porém, nenhum MdNCKX apresentou o motivo de sensibilidade a

amiloride (Slepkov et al., 2007).
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Transportadores de aminoacidos acoplados a prétons (PAT): O genoma de M.
domestica contém dez genes que codificam PATs, porém sé 8 desses genes foram
detectados na analise RNAseq do intestino médio. Os genes MdPAT1-MdPAT2 e
MdPAT4-MdPAT8 se encontram proximos no mesmo replicon, sugerindo a
existéncia de duas duplicacdes recentes. As sequéncias primarias apresentaram 30-
45% de identidade e elevada similaridade nas regides transmembrana, sendo menor
para as extremidades N-terminais. O dominio transmembrana envolvido no
transporte de aminodcidos, assim como o residuo H55 (n° de PAT1 humano)
envolvido na ligacdo ao préton (Metzner et al., 2008) foram conservados em todas
as sequéncias, sugerindo que todos os MdPATSs sejam simporters ativos. MAPAT4 e
MdPAT8 foram os mais relacionados filogeneticamente com seus homologos em
mamiferos MdPAT1-4 e ambos apresentaram a mutacdo G80A (n° de PAT1
humano), que sugere uma menor afinidade pelo substrato (Broer et al., 2008). Além
disso, foi encontrado um motivo de ligagdo de quinase (RFxV/l) e um potencial sitio
de fosforilagdo por PKC em S251em MdPAT4, sugerindo que MdPAT4 poderia ser
regulado por quinases. Por dltimo, trés MdAPATs apresentaram ortélogos

caracterizados de D. melanogaster (Tabela Suplementar 1).

Antiporter Na*/H" (NHA): MdNHA1 apresentou uma proteina ortéloga em duas
espécies relacionadas, D. melanogaster e A. aegypti (Tabela Suplementar 1), porém
estas proteinas diferem no mecanismo de transporte. DMNHA1 e AeNHA1 foram
caracterizados como simporter de H":CI e antiporter Na*/H", respectivamente, sendo
DmNHAL uma excecao dentro da familia NHA (Chintapalli et al., 2015). Apesar da
elevada similaridade entre os perfis de pH intestinal e a maior identidade entre os
NHA de D. melanogaster e M. domestica, foi considerada a fungcdo conservada

(antiporter Na*/H") para MANHA1.
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Trocadores Na'/H* (NHE): Dentre os NHE expressos no intestino médio de M.
domestica s6 MANHES8 apresentou o motivo de ligacdo de amiloride com o residuo
de Leu conservado que determina sua inibicdo por amiloride (Slepkov et al., 2007).

Proteina de resisténcia a multidrogas (MRP): A proteina ortéloga de MAMRP1
em D. melanogaster foi relacionada com a homeostase do cobre ao transportar

metaloproteinas (Yepiskoposyan et al., 2006).

4.1.3. Expressdo de genes que codificam proteinas hipoteticamente

envolvidas na acidificacdo, tamponamento do muco protetor e na homeostase

do cobre

A Tabela 2 apresenta um conjunto de genes com maior expressao na regiao
média e que, por tanto, codificariam proteinas hipoteticamente envolvidas nos
processos de acidificacdo, protecdo do epitélio frente ao acido e homesostase do
cobre. Na secdo mais acida, M2, os genes mais expressos codificam duas anidrases
carbbnicas MdCA2 e MdCAS, a proteina de resisténcia a multidrogas MdMRP1, as
subunidades al e a2 da MdH" V-ATPase e o trocador de Na*/H" MANHE3. MdH" V-
ATPase a2 também apresentou elevada expressao na carcaca. Na secdo M1 os
genes mais expressos foram os da anidrase carbonica MdCAL, o canal de potassio
MdOrkl e o transportador de bicarbonato MdNDAE1l, o Ultimo também com
expressao elevada em P3. O canal de cloreto ativado por glutamato, MdGIuCl
apresentou uma expressao elevada e homogénea em M1, M2 e P1. Como excecdes
a regra, foram incluidos na tabela o trocador Na*/H* MdNHES e as subunidades da
MdNa*/K*-ATPase, devido aos resultados dos experimentos com os inibidores
amiloride e oubaina, respectivamente (Tabelas 7 e 8). Também foram incluidos
devido ao seu papel na acidificagdo em D. melanogaster, o simporter MAKCC e o

antiporter MdJAE1 (Overend et al., 2016).



Tabela 2. Expresséo dos genes que codificam proteinas hipoteticamente envolvidas na acidificagdo e processos associados..
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Expresséao (TPM)

Atividade Nome NuUmero de Acesso Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 C
Anidrase Carbonica MdCA1 XP_005179491.2 30,45 44,92 134,12 28,15 29,24 0,68 2,44 10,8
MdCA2 XP_005185535.2 1,12 1,09 404,17  1160,19 129,04 3,25 4,13 75,6
MdCA3 XP_005176456.1 49,01 37,61 117,97 287,87 61,08 10,69 22,59 46,66
Bomba H* MdH" V-ATPase al XP_005182551.1 0,34 1,98 687,63 995,39 1,47 0,13 0,57 0,08
MdH" V-ATPase a2 XP_005182534.1 54,39 21,65 65,61 403,11 1411 5519 77,41 3544
Ant. CI/HCO3 MdAE1 XP_011291449.1 6,22 5,61 101,75 37,53 0,94 7,77 82,75 2,9
Canal de CI MdGluCl XP_005189297.1 39,69 17,52 = 389,22 330,17 320,75 2,62 0,73 33,98
Simp. K*:CI MdKCC XP_005176500.1 0,12 0,03 3,84 6,3 0,51 7,28 14,29 1,88
Bomba 3Na'/2K" Na'/K* -ATPase a XP_005185745.1 7,57 7,66 15,59 13,99 11,56 9,39 1531 @ 32,74
Na‘/K* -ATPase 81 XP_011295287.1 4,48 7,32 15,59 15,63 9,04 5,96 8,44 | 18,58
Canal de K* MdOrk1 XP_005185594.2 0,7 1,56 23,52 10,88 0,61 0,17 0,84 3,85
Ant.
. . MdNDAE1 XP_005191710.3 1,78 3,73 31,74 8,87 529 21,14 3541 5026
Na":HCOz/H":CI.
Ant. Na“/H" MdNHE3 XP_005174925.2 11,75 8,19 5,12 30,79 14,5 0,31 0,34 14,08
Ant. Na'/H" MdNHE8 XP_005178440.1 3,18 2,7 7,62 9,08 5,61 6,34 11,87 2,25
Transp. de proteina-
MdMRP1 XP_005176101.1 9,67 15,39 10,19 408,76 69,08 2427 13,4 6,85

Cu

Dados de expresséo obtidos a partir da anélise RNA-seq das diferentes sec¢des do intestino médio de M. domestica como representado na Figura
Suplementar 1A. Os genes sdo expressos em unidades de transcritos por milhdo (TPM) e a expressédo de cada gene é exposta em destague com
diferentes tons de cinza de forma que seja facilmente identificavel em quais se¢fes o gene é mais expresso. A variagdo (SEM) entre as trés
replicatas biol6gicas foi entre 5-20% da média de TPM para cada gene e secgdo do intestino médio. A: Anterior; M: Média; P: Posterior; C:
Carcaga, correspondente a larva sem o intestino médio; Ant: Antiporter; Simp: Simporter; Transp: Transporter.

4.1.4. Expressao de genes que codificam proteinas hipoteticamente

envolvidas na alcalinizacéo primaria (P1) e secundaria (P2 e P3) e a absorcao

de aminoacidos

O primeiro e principal evento de alcalinizacdo acontece na fronteira entre as
secdes M2 da regido média e P1 da regido posterior, chamado de alcalinizagcdo

primaria. Os genes mais expressos nesta regido foram considerados

hipoteticamente envolvidos (Tabela 3). O simporter de aminoacidos e prétons

MdPAT4 e o transportador de ambnia MdRh sdo mais expressos na fronteira



Tabela 3. Dados de expresséo dos genes que codificam proteinas hipoteticamente envolvidas na alcalinizag&o primaria.
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Expressao (TPM)

Atividade Nome Namero de AL A2 ML M2 P1 ) P3 c
Accesso

Transp. NHs MdRh XP_005182297.1 057 0,75 12,29 67,75 7448 435 088 | 7543

Simp. H":AA MdPAT4 XP 011295206.1 14,82 467 1898 8922 137,71 3074 005 045
MdPATS XP_005184711.2 005 008 003 0 66,79 6235 308 861

Simp. MdPeptl XP 0051827251 64,4 14941 47,58 6423 372,88 556,38 44785 855

H™:Peptideo

Simp. H":CI' MANHA1 XP_005187728.1 7,89 1655 199 009 6304 5225 376 19,14

Bomba H* MdH® V-ATPase a4 XP_005182101.1 1,18 158 336 465 391 7,25 733 182

Abreviaturas e outros detalhes como descrito na Tabela 2.

M2 - P1, embora MdRh também é expresso na carcaca. Os transportadores

MdPAT5, o simporter de peptideos e prétons MdPepTl e o antiporter Na‘/H*

MdNHAL1 sdo mais expressos em P1l, P2 e P3. Na Tabela 1 foi detectado um

aumento de pH significativo em P2 que € mantido em P3 nas larvas comendo dieta,

o que foi chamado de alcalinizacdo secundaria e 0s genes hipoteticamente

envolvidos nesse processo foram reunidos na Tabela 4. MAPAT6 - 8 assim como

MdH" V-ATPase a4 foram mais expressos na regido posterior, principalmente em

Tabela 4. Dados de expressdo dos genes que codificam proteinas hipoteticamente envolvidas na alcalinizagdo secundaria e na absorcédo de

aminoacidos em P3.

Expresséo (TPM)

Atividade Nome Namero de Al A2 M1 M2 P1 ) P3 c
Acesso
Simp. H':AA MdPAT6 XP_005185482.1 9,72 2525 2629 896 193 2419 37,7 038
MdPAT7 XP_005191979.1 271 217 811 812 449 767 17,03 527
MdPATS XP_005176190.1 028 0,04 007 035 019 076 = 433 259
Simp. Na“:AA MANATL XP_011204562.1 = 881 0 0 0 0 003 102 248
MdNAT2 XP 0112914501 901 0,04 0,02 0 002 012 = 29306 27,05
MdNAT3 XP 0051885451 227 0,05 006 003 053 629 8537 1541
MdNAT4 XP_005181003.1 0,02 0 0,02 0 014 11,77 = 6181 1635
Bomba H* MdH' V-ATPase a3 ~ XP_005178444.1 72,23 207,05 347,36 17,06 186,63 2699 61033 36,7

Abreviaturas e outros detalhes como descrito na Tabela 2.
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P3. Por ultimo, aqueles genes hipoteticamente relacionados com a absorcdo de
aminoacidos, independentemente do fendmeno de alcalinizacéo, foram os da familia
de simporters de aminoacidos e sodio (MANAT), a subunidade a3 da MdH" V-

ATPase (Tabela 4) e MONHES8 (Tabela 2).

4.1.5. Expressdo de genes que codificam enzimas digestivas, lisozimas e

endopeptidases

As lisozimas dos Diptera Cyclorrhapha podem ser diferenciadas em muitos
casos apenas pelo peptideo sinal e como resultado do processo de maturacdo dar
lugar a enzimas idénticas. Isso € possivel devido ao fenémeno evolutivo de
expansao génica detectado em Drosophila (Daffre et al., 1994) e inferido em M.
domestica. Como consequéncia, na andlise bioinformatica das sequéncias de
lisozimas, algumas das proteinas caracterizadas pelo nosso laboratério (MdL1 e
MdL2, Cancado et al., 2007; Cancado et al., 2008) apresentaram 100% de
identidade com um conjunto de sequéncias de M. domestica registradas na base de
dados NCBI. MdL1 e MdL2 foram principalmente expressos em A2 e M1,
respectivamente, embora a primeira também foi bem expressa em Ale M1 (Tabela

5).

Dois tipos de catepsinas D foram relatadas, as de func¢éo lisossomal e as de
funcdo digestiva. As catepsinas D digestivas sdo de acgdo luminal (secretadas) e
caracterizadas por apresentar uma sequéncia primaria diferente das lisossomais,
com auséncia da alca de prolina (Padilha et al., 2009). Como esperado, 0S genes
gue codificam catepsinas D de fungao lisossomal apresentaram maior expresséo na
carcaca (MdCAD1), enquanto que aqueles que codificam formas digestivas
apresentaram maior expressdo no intestino médio. O resto das catepsinas D

carecem da alca de prolina e por tanto s&o consideradas digestivas. Exceto



Tabela 5. Dados de expressdo de enzimas direta ou indiretamente envolvidas na digestédo &cida e alcalina de proteinas.

Expressao (TPM)

Nome Numero de Acesso Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 C
MdCAD1 NP_001273807.1 9,79 12,03 24,3 4,6 39,58 77,88 65,6 279,24
MdCAD2 NP_001295996.1 26,84 1908,19  13656,52 187,75 5,99 0,97 5,18 0,63
MdCAD3 NP_001295998.1 2725,51 7851,68 3553,57 49,47 906,78 128,8 29,44 2,22
MdCAD4 XP_005189517.1  2414,25  8318,54 11190,28 139,46 20,72 16,4 32,64 1,52
MdCAD5 NP_001295998.1  1452,07  5429,79  8487,49 154,29 227,59 37,31 15,92 1,31
MdCAD6 NP_001295998.1 727,22 3059,63 5785,54 107,08 64,5 10,36 8,37 0,57
MdCAD7 XP_005187125.1 8,3 9,93 2498,97  6194,42 79,86 0,9 2,83 0,53
MdCAD8 XP_005187123.1 0,82 1,71 1340,89 | 5878,52 18,28 0,56 0,78 0,27
MdCAD9 XP_005189520.1 0,66 1,45 11199  1645,57 2,94 0,25 0,32 0,09
MdCAD10 XP_005187122.1 0,61 0,99 695,13 1045,1 1,96 0,06 0,16 0,04
MdL1 XP_019891658.1 82397,9 145668,5 106172,8 1277,8 364,06 474,88 565,26 1328,96
MdL2 XP_011290482.1 04 61,56 2498,64 413,39 2,17 0,1 0,63 0,35
XP_019893141.1
MdL3 26610,7  44152,6  33861,4 418,37 109,1 146,77 177 561,92
XP_019893140.1
XP_005185835.1
MdL4 10279,48 15891,01 11789,81 150,74 35,58 54,44 61,91 170,91
XP_005185836.1
MdL5 XP_005185827.1 58979,8 101931,8 74715 881,52 267,52 358,84 410,37 943,62
MdL6 XP_005185366.1 0,7 312,96 3888,76 739,44 5,01 0,5 2,52 0,22
MdL7 XP_011290487.1 0,68 143,15 3600,35 144891 7,51 0,63 2,37 0,13
MdL8 XP_005178472.1 0,32 45,15 1895,49 718,28 4,23 0,92 0,85 0,12
MdL9 XP_005178468.1 0 42,77 1744,56 316,59 1,19 0 0,72 0,11
MdL10 XP_019890621.1 0,25 36,62 1608,68 859,29 4,86 0,19 0,58 0,11
MdL11 XP_011290483.1 0,13 34,2 1230,21 488,39 1,62 0,16 0,65 0,24
MdL12 XP_005185375.1 0,14 34,46 694,88 253,63 0,99 0 0,47 0,12
MdTripsina Todas 15708,97 42070,81 33188,01 25710,46 42204,92 11184,28 22298,11 211,74
MdQuimotripsina Todas 85249,88 106744,79 17630,99 42208,97 90723,1 61549,95 18333,26 3289,53

CAD: catepsina D; L: lisozima. A lisozima caracterizada MdL1 apresentou 100% de identidade com proteinas codificadas pelos genes
MdL1, MdL 3, e MdL5. Outra lisozima caracterizada MdL2 apresentou 95.52% de identidade com proteinas codificadas pelos genes

MdL2, MdL10 e MdL11. Outros detalhes como descrito na Tabela 2.

52

MdCAD3, que apresentou maior expressdao em A2, a maioria das catepsinas D

foram mais expressas na regido média. MdCAD2,4-6 foram mais expressos em M1,
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engquanto que sendo MdCAD7-10 foram mais expressos em M2 (Tabela 5).

A expressédo de genes que codificam serina peptidases foi dividida em dois
conjuntos, tripsinas e quimotripsinas. Ambas familias de serina peptidases foram

mais expressas em A2 e P1 (Tabela 5).

4.1.6. Deteccéo das proteinas nas membranas microvilares

A atividade especifica do marcador de membrana microvilar, aminopeptidase,
foi utilizada para avaliar a qualidade das amostras resultantes da purificacdo de
membranas microvilares do intestino médio de M. domestica. A Fig. 4 mostra como a
medida que as membranas microvilares sdo isoladas do resto de membranas e
conteudo celular (MV), assim como do citoesqueleto (MMV), a atividade especifica
de aminopeptidase aumenta (p<0,05). Estas variacdes de atividade especifica sdo

devidas as diferencas na razdo éarea de microvilosidades/célula/citoesqueleto.
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Figura 4. Atividade especifica de aminopeptidase de trés frages celulares: Homogeneizado (H), Microvilosidades (MV)
e Membranas Microvilares (MMV) resultantes do processo de purificagdo de membranas microvilares realizado para

nove sec¢des do intestino médio de larvas de M. domestica. Os dados correspondem as médias + S.E.M, n=3.
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O rendimento da purificacdo para cada uma das secdes do intestino médio foi entre
14% e 35%, valores equiparaveis aos descritos anteriormente no nosso laboratério
(Jordao et al., 1995). A contaminacdo das amostras de membrana microvilar por
proteinas presentes na membrana basolateral foi insignificante pois como as demais
membranas, elas se agregaram com ions de magnésio (Terra et al., 2006), o que foi
confirmado pela medida de atividade de marcadores enzimaticos de membrana

basolateral (Jordado et al., 1995; Capella et al., 1997).

A auséncia de contaminagéao por membrana basolateral foi checada buscando
fatores conservados de polaridade de membrana basolateral como Scribbel, Disc
large e Lethal giant larvae (Assémat et al., 2008). Nenhum deles foi encontrado na
andlise protedmica apesar de alguns deles serem bastante expressos (MdLgl)

(Tabela 6).

Tabela 6. Dados de expressédo de fatores de polaridade de membrana basolateral e canal de potassio Slowpoke.

Expressao (TPM)

Nome Numero de Accesso Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 c
MdScrib XP_011290204.1 1,88 1,09 3,73 7,04 3,81 6,26 9,4 3,72
MdDlg XP_011296013.1 1,2 0,85 1,76 3,39 1,21 1,93 4,04 3,8
MdLgl XP_005180338.1 7,02 5,95 17,88 29,1 14,22 26,08 60,71 5,72
MdSlowpoke XP_011291912.1 0 0 0 0,19 0,07 0 0 0,03

Detalhes como descrito na Tabela 2.
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A Tabela 7 mostra o conjunto de proteinas encontradas na analise proteé6mica
das membranas microvilares. Um total de quinze proteinas foram encontradas, o
gue sugere que sua localizacdo € na regido apical das células do intestino médio.
Sete proteinas foram encontradas em uma Unica regido: MANAT1 em Al, MdH" V-
ATPase al e MdCA1 em M1+M2, MdRh em P1+P2 e MdKCC, MdPAT e MdNAT3
em P3+P4. Quatro proteinas foram encontradas em duas regides: MANHE3 em Al e
A2+A3, MANDAE1l em M1+M2 e P3+P4, MdNHA1l em A2+A3 e Pl1+P2 e a
subunidade B1 da MdNa'/K*-ATPase em Al e MI1+M2. Por dltimo, duas
subunidades da MdH" V-ATPase, a2 e a3, a subunidade a da MdNa*/K*-ATPase e o
simporter de peptideos com protons (MdPepT1) foram detectadas ao longo do

intestino médio. As sec¢des do intestino médio onde foram encontradas as proteinas

Tabela 7. Proteinas hipoteticamente associadas a manutencdo do pH luminal detectadas na andlise protedmica de membranas

microvilares.

Nome Numero de Acesso Al A2 + A3 M1 + M2 P1+P2 P3 + P4
MdCA1 XP_005179491.2 0 0 0,072 0 0
MdH" V-ATPase al XP_005182551.1 0 0 0,735 0 0
MdH" V-ATPase a2 XP_005182534.1 0,380 0,028 0,282 0,053 0,049
MdH" V-ATPase a3 XP_005178444.1 0,324 0,199 0,131 0,054 0,229
MdKCC XP_005176500.1 0 0 0 0 0,012
MdNHE3 XP_005174925.2 0,049 0,015 0 0 0
MdNDAE1 XP_005191710.3 0 0 0,016 0 0,012
MdRh XP_005182297.1 0 0 0 0,064 0
MdNHAL XP_005187728.1 0 0,033 0 0,021 0
MdPAT XP_005185482.1 0 0 0 0 0,059
MdPepT1 XP_005182725.1 0,321 1,112 0,285 1,050 0,694
MdNAT1 XP_011294562.1 0,041 0 0 0 0
MdNAT3 XP_005188545.1 0 0 0 0 0,020
MdNa'/K* -ATPase a XP_005185745.1 0,539 0,135 0,087 0,028 0,039
MdNa'/K* -ATPase B1 XP_005190319.1 0,078 0 0,058 0 0

Dados expressados em porcentagem de fator de abundancia espectral normalizado.
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apresentam uma boa correspondéncia com aquelas secdes onde 0s genes que
codificam para essas proteinas apresentaram maior expressado (Comparar Tabela 6

com Tabelas 2, 3, 4).

A presenca de MdNa'/K*-ATPase na regido apical das células foi inesperada
porém, existem outros Diptera que também apresentam a bomba localizada na
membrana apical do intestino médio (Patrick et al., 2006; Okech et al., 2008; Onken

et al., 2009).

4.1.7. Papel das proteinas no tamponamento luminal a partir de experimentos

in vivo utilizando diferentes dietas e inibidores

O papel de uma selecéo de proteinas nos processos de acidificacdo da regiao
média e alcalinizacdo da regido posterior foi checado com inibidores e dietas
diferentes. A alteracdo da funcdo da proteina na presenca do inibidor foi detectada
pela variacdo de cor do indicador de pH Vermelho Congo
(vermelho 3,0 - 5,2 azul) presente no gel de agarose com o qual

foram alimentadas as larvas (Fig. 5).

A Tabela 8 mostra os resultados de inibicdo da MdH" V-
ATPAse, MdNa'/K*-ATPase e MdKCC com os inibidores

bafilomicina Al, oubaina e furosemida, respectivamente, em trés

Figura 5. Larvas de M.

condicbes de osmolaridade diferente. A osmolaridade do meio

domestica alimentadas

comgeldeagarose 1% jnflyenciou na inibicdo das proteinas sendo a condigdo

contendo Vermelho

Congo 0,05%. Aregido hinerosmética a de maior efeito para MdH* V-ATPAse e MdKCC

média (Acida)

apresenta uma cor azul

e a hiposmética para MdNa'/K'-ATPase. Assim, o papel

intensa.

relevante das trés proteinas na acidificagéo foi confirmado (Fig. 6).
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Tabela 8. Efeito de inibicdo da acidificacéo do intestino médio de larvas de M. domestica com diferentes inibidores e osmolaridades.

Osmolaridade Bafilomicina A1 Qubaina Furosemida

400 nM 1pM 10puM 50pM  100uM 1mM  10pM 25puM 50puM  100pM  1mM
(Hliggtg]’gi%) 1,0 08 07 2.1 2.1 2.1 0.1 0,2 0,3 0,4 0,9
I(g(;tg?;%)sm) 0.9 02 03 0,6 0,6 11 0.1 0,0 0.1 0,5 0,6
?f?gg?ﬁicfﬁm) 2,0 00 02 0,3 10 0,8 0,2 0,2 0,4 1,0 2,2

Larvas de M. domestica foram alimentadas com gel de agarose 1% preparado em trés condicdes de osmolaridade diferentes, contendo
Vermelho Congo 0.025% e um inibidor (bafilomicina Al: H* V-ATPase; ouabaina: Na'/K*-ATPAse; furosemida: KCC). Os resultados
foram classificados em quatro niveis de inibicdo em funcéo da variagdo de cor do indicado Vermelho Congo. A Figura X mostra
resultados de inibigdo padrdo e como os nimeros foram associados & variagédo de cor. Os dados correspondem as médias de 10 larvas.

Para aquelas proteinas cujo efeito de inibicdo € menor e a alteracdo do pH
luminal ndo pode ser detectada pelo indicador de pH (Vermelho Congo), o pH foi

medido com um microeletrodo. As proteinas candidatas a estar envolvidas no

Figura 6 . Efeito dos inibidores na acidificacdo da
,‘ -OAzuI
Bl 2 vermelno azulado regido média do intestino médio de larvas de M.
-3Vermelho
domestica alimentadas com gel de agarose 1%
contendo Vermelho Congo 0.025% (azul 3.0-5.2
vermelho). Para cada uma das condi¢8es de inibigdo,
os controles foram situados na parte de cima. Os
resultados mostram a alteragdo do processo de

acidificagdo na presenca de inibores para as proteinas

MdH" V-ATPase (bafilomicina A1), MdNa'/K*-ATPase

(oubaina) e MdKCC (furosemida).

processo de alcalinizagdo foram o
transportador de amobnia MdRh,
devido a elevada concentracdo de

amonia detectada no lumen (Terra &

Regel, 1995) e os transportadores
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de aminoécidos e peptideos (PAT e PepT) em simporte com prétons que diminuem
a concentracdo luminal de prétons. Os genes que codificam essas proteinas foram
altamente expressos na secdo Pl e MdPepTl e MdRh foram detectados nas
membranas microvilares por proteémica. O papel do transportador MdRh foi testado
utilizando dois inibidores de transportadores de amoénio, dimetilaménia (DMA) e
imidazol (Wacker et al., 2014), em duas concentracfes diferentes. O DMA na
concentracdo de 10 mM diminuiu a alcalinizacdo em P1 porém, na mesma
concentracdo, o imidazol ndo teve nenhum efeito. Ambos os inibidores aboliram a
alcalinizacdo na concentracdo de 100 mM (Tabela 9). Os resultados concordaram
com o maior efeito do DMA frente ao imidazol na inibicdo dos transportadores de

amonio relatado por Wacker et al. (2014).

Tabela 9. Efeito dos inibidores e da proteina hidrolisada no pH luminal na fronteira entre a regido média e posterior do intestino
médio.

Secdes do Intestino Médio

Trransportador inibido Componente M2 P1 ApH P1-M2
Nenhum Nenhum 2,49+0,13 5,53+0,26 3,03+0,45
Transp. NH; (MdRh) DMA (10mM) 2,72+0,24 455+0,11 1,83+ 0,26
DMA (100mM) 3,42 +£0,09 3,12+ 0,07 -0,30 £ 0,06
Imidazol (10 mM) 2,61+0,29 511+0,42 2,51+0,23
Imidazol (100 mM) 3,55+0,14 3,49+ 0,09 -0,05+0,12
Simp. H":AA (MdPATS) PHL 2,54+0,24 7,24+0,25 447 +0,41

Simp. H":Peptidio (MdPepT1)
Ant. Na'/H" (MdNHES) Amilorida 1,86 +0,11 n.d. n.d.

Transp. Proteina-Cu (MdMRP1) Glibenclamida 3,51 +0,06 n.d. n.d.

Dados correspondentes as médias e SEM de medidas de pH realizadas em 5 larvas. Transp.: transportador; Simp.: simporter;
Ant.: antiporter; DMA: dimetil amonia; PHL: proteina hidrolisada; n.d.: ndo determinado.

O papel dos simporter de aminoacidos e peptideos na alcalinizagéo da regiao
posterior do intestino médio foi testado alimentando as larvas com gel de amido

contendo 1% de proteina parcialmente hidrolisada. Comparado com o controle,
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formado por larvas alimentadas com gel de amido, o aumento de pH em P1 foi 1,47
unidades para mais e se manteve aumentado até P4. Por outro lado, a ovoalbumina
nao se mostrou capaz de aumentar o pH em P1 porém, similar ao controle formado
por larvas alimentadas com dieta, teve um aumento significativo de pH em P2

(p<0,05) que se manteve em P3 (Comparar Tabelas 1 e 9).

O transportador de proteinas ligadas a cobre MdMRP1 foi o Unico
transportador da familia de proteinas de resisténcia a multidrogas (MRP) com
elevada expressao em M2 e baixa expressao no resto das se¢des do intestino médio
(Tabela 2). A auséncia nas membranas microvilares sugeriu sua localizagcdo na
membrana basolateral. A Tabela 9 mostra como o inibidor geral de proteinas MRP,
glibenclamida, causa um aumento de uma unidade de pH na se¢do M2, o que

sugeriu gue MdMRPL1 poderia estar envolvido de forma indireta na acidificacéo.

O trocador MANHES foi o Unico da familia CPA que apresentou 0 motivo que
determina a sensibilidade a amiloride. Embora o gene que codifica o antiporter foi
mais expresso na regido posterior e ndo foi encontrado na analise protedmica de
membranas microvilares, a administracdo de amiloride causou uma diminui¢cdo do
pH na regido média (p<0,05) (Tabela 9), que sugeriu um papel regulador da
acidificacdo na regido meédia. Contudo, na regido posterior, ndo foi detectada
nenhuma mudanca de pH, sugerindo que o transportador poderia ter diferentes

funcdes dependendo da regido do intestino médio.

4.2. Analise molecular dos fluxos de agua no intestino médio de M. domestica

4.2.1. Variacdo da concentragdo de Azul de Evans ao longo do intestino

médio.
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Espinoza-Fuentes & Terra (1987) alimentaram larvas com gel de amido
contendo o corante ndo absorvivel Azul de Evans. A partir de medidas de
absorbancia do conteudo luminal concluiram que as regides anterior e posterior
estavam envolvidas na secrecdo e a média na absorcédo de fluidos. Porém, ao se
tratar de grandes regides do intestino meédio, principalmente a posterior, cabia a
possibilidade de existir variacdes nos fluxos de agua entre as secdes. Por isso, as
regides anterior e posterior foram divididas em duas e quatro secdes,
respectivamente. A Fig. 7 mostra como foi feita a divisdo do intestino e sugere, pela

variacdo da intensidade do corante Azul de Evans, que a secrecdo de agua

Figura 7. Intestino médio da larva de M. domestica alimentada com gel de agarose 1% complementado com Azul de

Evans 0,05 %. As sec¢bes Al e A2, P1, P3 e P4 sugerem secregéo de agua pela diluigdo do corante, enquanto que as
secdes M e P2 sugerem absorcdo de agua, resultando na concentragdo do corante quando comparado com a segao

anterior. A seta indica a regido de constrigdo entre as regides média e posterior.

acontece nas secdes Al, A2, P1,

bela 10. FI de & | doi i édio da | d ~
Lﬁ d?)r?]gstic';.uxos e agua ao longo do intestino médio da larva de P3e P4, enquanto que a absorgao
Seccles Fluxos de agua (pL)
Al 1v01i0‘17 Secretados OCOrre nas Segaes M e P2.
A2 1,19+0,13 Secretados
M 081 %017 Absorvidos Considerando os volumes
P1 0,82 +0,25 Secretados
P2 110+0.16 Absorvidos das diferentes secdes do intestino
P3 0,46 £0,13 Secretados
P4 1,35+0,34 Secretados médio e as medidas de

Dados correspondentes as médias e SEM de catorze experimentos
independentes realizados com dez larvas cada um. A: Anterior; M:

Media; P: Posterior. absorbancia do corante Azul de

Evans no conteudo luminal foram calculados os volumes secretados e absorvidos
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em cada uma das sec¢Oes. A Tabela 10 mostra o fendbmeno de fluxos de agua como
sugerido pela Fig. 7. O total de agua secretada na regido anterior e posterior foi
2.20£0.30 pL e 1.53+0.88 L, respectivamente, e a agua absorvida na regido média

foi 0.81+0.17 L.

4.2.2. Possiveis proteinas envolvidas nos fluxos de agua.

Além dos poros de agua, chamados aquaporinas, envolvidos na difusdo
passiva de agua, sdo varios os transportadores tanto de nutrientes como de ions
que transportam agua de forma ativa ou geram uma diferenca de potencial osmotico
que favorece a difusdo passiva de agua através das membranas celulares (Zeuthen,
2010). A familia de transportadores CCC é exemplo de simporters de ions que
cotransportam grandes quantidades de agua em cada ciclo de transporte (Hamann
et al., 2010) e, portanto, considerados como hipoteticamente envolvidos nos fluxos

de agua do intestino médio.

Dentre os membros da familia CCC encontrados no genoma de M. domestica
foram considerados aqueles cujo papel no transporte de agua ja foi mostrado em
vertebrados. Dois membros NKCC e um membro KCC foram anotados a partir da
analise Interpro, porém o algoritmo nao foi capaz de distinguir entre ambas
isoformas NKCC. Para isso foi feita uma curagem das sequéncias de ambas
proteinas e comparada com a de vertebrados, chegando a conclusdo de que
MdNKCC1 e MANKCC2 apresentaram diferencas similares as de vertebrados como:
maior tamanho de MANKCC1 (100 residuos) e a presenca de dois sitios de ligagédo
de quinase e um de fosfatase em MANKCC1l e apenas um de quinase em
MdJNKCC2 (Gamba, 2005). Além disso, MANKCC2 apresentou mutagbes em
aminoacidos envolvidos no transporte de ions e na afinidade ao inibidor bumetanida

(Somasekharan et al., 2012; Hartmann & Nothwang, 2015). Essas muta¢fes foram
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compartilhadas com AeCCC3 e especialmente AeCCC2 de A. aegypti (Piermarini et
al.,, 2017) e sugerem que MANKCC2 apresentaria propriedades diferentes de
MdNKCC1. Diferente de vertebrados, em que existem 4 genes que codificam
simporters KCC, o gene MdKCC ¢é unico e codifica quatro isoformas com identidade
>94%. A excecao de MdKCC3 que carece do sitio de ligacdo de quinase e fosfatase,

as isoformas MdKCC poderiam ser reguladas por fosforilagao.

As aquaporinas de insetos podem ser classificadas em trés familias em
funcdo das moléculas que transportam: seletivas (estritas) para agua (DRIP), agua e
ureia (PRIP) e 4gua, ureia e glicerol (EGLP), a ultima é especifica de holometabolos
(Finn et al., 2015). A andlise filogenética das aquaporinas expressas no intestino
médio de M. domestica mostrou que pertencem a alguma dessas trés familias. Na
andlise bioinformética foram achados os motivos conservados das sequéncias e
confirmada a predicdo da analise filogenética. A excecdo de MAEGLP1 e 3, todas as
MdJAQP apresentaram o motivo NPA (Asn-Pro-Ala), que evita o salto de prétons
entre as moléculas de agua transportadas (llan et al., 2004). Por outro lado, todas as
MdEGLPs tiveram mutado o residuo H180 (numeracao de AQP1 de H. sapiens) que
faz parte do motivo ar/R envolvido na seletividade para agua das AQPs estritas. A
mutacdo desse residuo é suficiente para converter uma AQP estrita em uma

entomogliceroporina (EGLP) (Finn et al., 2015).

4.2.3. Dados de expresséo de genes que codificam proteinas hipoteticamente

envolvidas nos fluxos de agua

A partir dos dados de absor¢éo e secrecdo de agua mostrados na Tabela 10
e os dados de expressdao dos genes que codificam proteinas hipoteticamente
envolvidas nos fluxos de agua (Tabela 11) é possivel estabelecer uma relacao inicial

entre quais as proteinas podem estar envolvidas na secrecdo e quais na absorcao
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de agua. O simporter MANKCC1 foi pouco expresso na secdo Al enquanto que
MdNKCC2 apresentou uma elevada expressdo em M1 e em menor medida em P2.
Ja MdKCC foi expresso tanto na regido média como na regido posterior, sendo esta
Gltima a de maior expressdo. Esses dados parecem indicar que MdNKCC1 e

MdNKCC2 estariam envolvidos na secrecdo e absorcdo de agua, respectivamente,

Tabela 11. Dados de expresséo de genes que codificam proteinas hipoteticamente envolvidas nos fluxos de agua.

Expresséo (TPM)

Actividade Nome Namero de Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 c
acesso
Na"K'2CI MdNKCC1 XP_011296631.1 = 225 0,05 006 002 003 0,03 0,08 0,93
Na*K"2CI MdNKCC2  XP_005184852.1 051 1257 | 28955 7,14 0,99 38,92 9,69 38,15
[
e K*:Cr MdKCC1  XP_005176500.1
o
£ MAKCC2  XP_005176502.1
@ 012 0,03 3,84 6,3 0,51 7,28 14,29 1,88
MdKCC3  XP_005176503.1
MdKCC4  XP_005176505.1
AA;?uF; MdDRIP1 ~ XP_005179649.2 47,35 12,86 47,89 69,86 167,35 359,18 3223 47,47
MdDRIP2  XP_005186069.1 0 0 0,51 0 0 0 0 0
Agua
Ureia MdPRIPla  XP_005186076.1
B MdPRIPLD  XP O0S1seovsl 007 001 001 004 408 4,54 1,56 9,98
s
3 EGLP
Agua MJEGLPla XP_011292304.1
floua MIEGLP1b XP 0051830001 1124 15102 6994 2786 2512 39,02 7365 | 22115
Glicerol
MJEGLP2  XP_005184624.1 | 20,66 2,25 371 018 006 0,95 2,06 21,14
MJEGLP3  XP_005183004.2 | 14,61 9,78 0.2 027 0,39 0,1 3,13 1,09

O gene MdNKCC codifica quatro isoformas MdNKCC1-4, o que ndo permite relacionar a expressdo do gene com as isoformas de maneira
individual. De igual forma acontece com MdPRIP e MdEGLP1. Detalhes como descrito na Tabela 2.

enquanto que MdKCC poderia estar envolvido em ambos processos.

As agquaporinas expressas no intestino médio apresentaram um perfil
diferente dependendo da familia. MADRIP1 foi a aquaporina com maior expressao,
sendo expressa ao longo do intestino médio, principalmente na regido posterior,
porém a isoforma MdDRIP2 apresentou uma expressao muito baixa, exclusivamente
em M1. MdPRIP1 foi pouco expressa especificamente na regido posterior. De forma
geral, as MAEGLP foram mais expressas na regiao anterior, sendo MAEGLP1 a mais

expressa, com expressao elevada também em P3.
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4.2.4. Deteccéo das proteinas hipoteticamente envolvidas nos fluxos de agua

nas membranas microvilares de células do intestino médio

Os simporters NKCC e KCC respondem a mudancas de tonicidade celular,
sendo os NKCC ativados por encolhimento celular e os KCC por inchaco celular o
gue se traduz na entrada ou saida de agua da célula por parte dos NKCC ou KCC,
respectivamente. Por tanto, a identificacdo das proteinas na membrana apical
permite elaborar um modelo molecular de transporte de agua das células do
intestino médio. Os simporters, MANKCC2 e MdKCC foram detectados na analise
protedmica de membranas microvilares nas regides A2+A3-M1+M2 e P3+P4,
respectivamente. Por outro lado, s6 a familia de aquaporinas seletivas para agua
foram identificadas na membrana apical das células das regides Al e P1+P2 para
MdDRIP1 e P1+P2 para MdDRIP2 (Tabela 12). A deteccdo de MdDRIP2 na analise
protedmica sugeriu que a expressao do gene nao foi detectada no RNAseq do

intestino médio.

Tabela 12. Proteinas hipotéticamente envolvidas nos fluxos de dgua detectadas na andlise protedmica de membranas microvilares do
intestino médio de M. domestica.

Nome Numero de Acesso Al A2 + A3 M1 + M2 P1+P2 P3 + P4

MdNKCC2 XP_005184852.1 0 0,022 0,017 0 0

XP_005176500.1
XP_005176502.1

MdkCC XP_005176503.1 0 0 0 0 0013
XP_005176505.1

MdDRIP1 XP_005179649.2 0,097 0 0 0,059 0

MdDRIP2 XP_005186069.1 0 0 0 0,117 0

Dados expressos em porcentagem de fator de abundancia espectral normalizado. No caso de MdKCC né&o é possivel relacionar os
dados da protedmica com o peptideo identificado por protedmica, devido a elevada identidade das isoformas (>94%).

4.2.5. Alteracéo dos fluxos de agua com furosemida

O inibidor geral de NKCCs e KCCs, furosemida, é frequentemente utilizado
para caracterizar a contribuicdo dos simporters nos processos fisiolégicos (Hartmann
& Nothwang, 2015). Ele age como inibidor competitivo do sitio de ligacédo do cloreto,

altimo ion a se ligar ao simporter, o que faz o inibidor ineficaz na auséncia de sais.
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Além disso, ambos o0s simporters sdo afetados pela osmolaridade do meio
extracelular, sendo os NKCC ativados por hiperosmolaridade e inibidos por
hiposmolaridade e o contrario para KCC (Kahle et al., 2010). Por esse motivo, 0s
experimentos de inibicdo com furosemida foram realizados em duas condicdes de
osmolaridade diferentes. Na presenca de sais ocorreu uma menor secrecao de agua
na regido anterior, porém sem afetar as regides média e posterior. Quando
adicionada a furosemida no meio, a secrecdo da regido anterior, na condicéo
hiposmotica, aumentou até niveis de secrec¢do similares aos medidos na auséncia

de sais. JA4 as regides média e posterior parecem apresentar fluxos de agua

Tabela 13. Fluxos de 4gua na presenga de sais com e sem furosemida.

Regides do Intestino Médio

Adicao Anterior Media Posterior

Nenhuma (Control)® 2,20+ 0,30 (S) 0,81+0,17 (A) 1,53 + 0,88 (S)
150 mOsm sal 0,79 +0,17 (S) 0,74 +0,20 (A) 1,71+ 0,46 (S)
150 mOsm sal + furosemida 2,00+0,42 (S) 0,30+ 0,41 (S) 1,63 +1,27 (A)
1500 mOsm sal 0,96 +0,24 (S) 0,66 +0,21 (A) 1,57 + 0,44 (S)
1500 mOsm sal + furosemida 1,50 +£0,32 (S) 0,75+0,45(S) 0,59+0,77 (A

?Dados calculados a partir dos dados da Tabela 1. Dados apresentados como medias e SEM de sete experimentos independentes
realizados com dez larvas cada um. A: Absorvido; S: Secretado.

contrarios aos do controle, porém se considerarmos o desvio dos dados, parece

que os fluxos de agua teriam sido inibidos por completo (Tabela 13).

4.2.6. Fluxos de agua associados a reciclagem da enzima tripsina na regiao

posterior do intestino médio

Uma vez que a inibicdo com furosemida de MANKCCs e MdKCCs resultou na
alteracdo dos fluxos de &agua do intestino médio, sugerindo que eles seriam 0s
responsaveis pela geracdo dos fluxos de agua, foi testado o efeito de inibicdo dos
fluxos de agua na reciclagem de enzimas como sugerido por Espinoza-Fuentes &

Terra (1987). J4 que os simporters sao inversamente afetados pela osmolaridade do
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meio extracelular (Kahle et al., 2010) e na condicdo hiposmoética a furosemida
resultou em um aumento da secrecdo na regiao anterior ndo detectado na condicéo
hiperosmotica, a furosemida foi utilizada nas duas condi¢cées de osmolaridade com o
intuito de diferenciar a contribuicdo de cada tipo de simporters na reciclagem de

tripsina.

A Fig. 8 mostra o efeito da furosemida no perfil de atividade de tripsina ao

longo do intestino médio de M. domestica. Nas duas condi¢cdes de osmolaridade,
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Figura 8. Porcentagem da atividade de tripsina total (intestino médio + posterior) de cada uma das se¢8es do intestino
médio, na auséncia (Controle) ou presenca de furosemida (A,B) ou Bumetanida (C,D). Os experimentos foram realizados
em duas condi¢cbes de osmolaridade diferentes, hiposmética (A,C) e hiperosmética (B,D). * Dados significativamente
diferentes do controle para cada se¢&o. Os dados correspondem a cinco experimentos independentes realizados com dez

larvas cada um.

a atividade de tripsina foi maior na regido posterior do que na anterior e média de
acordo com estudos previos realizados no nosso laboratorio (Espinoza-Fuentes &
Terra, 1987; Bolognesi et al., 2001). Na regido posterior, 0 pico de atividade foi na

secdo P2, diminuindo progressivamente até praticamente se extinguir no intestino
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Figura 9. Porcentagem da atividade de tripsina total (intestino médio + posterior) do intestino posterior, na auséncia e
presenca de furosemida (A) e bumetanida (B) em condi¢des hiposméticas e hiperosméticas. * Dados significativamente
diferentes do controle para cada secédo. Os dados correspondem a cinco experimentos independentes realizados com dez
larvas cada um.

posterior. O perfil de tripsina foi mais afetado na condi¢cdo hiperosmética do que na
hiposmética. Embora o numero de secdes afetadas foi o mesmo nas duas
condicdes de osmolaridade, as secdes afetadas foram diferentes. O aumento da
atividade de tripsina na secao P4 e no intestino posterior (Figura 9) na presenca de

furosemida sugere que os fluxos de agua gerados pelos simporters MdKCC e

MdNKCCs estariam envolvidos na reciclagem de enzimas.

Os simporters NKCC e KCC além de serem inibidos por furosemida
apresentam inibicdo por bumetanida, sendo mais especifica de simporters NKCC
(Gamba, 2005). Uma vez que a concentragao utilizada de furosemida (100uM) seria
capaz de inibir ambos simporters, a bumetanida foi utilizada em uma concentragcao
(25 uM) inferior ao IC50 dos simporters KCC de vertebrados (Gamba, 2005), com o
intuito de distinguir a contribuicdo de cada tipo de simporter ao fendmeno dos fluxos
de agua. Como esperado da inibicdo de um unico tipo de simporter (NKCC), a
bumetanida mostrou um efeito menor que o da furosemida e, como essa, o efeito foi

maior na condicdo hiperosmotica. Na condicdo hiposmadtica apenas a primeira
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metade do intestino médio foi afetada. Por dltimo, a atividade de tripsina no intestino

posterior na presenca de bumetanida foi menor que no caso da furosemida (Fig. 9).

4.2.7. Inativacdo de tripsina na regido média

A regido média é caracterizada por uma atividade de tripsina muito baixa
comparada com a atividade da regido anterior e ainda mais com a regiao posterior, o
gue sugere algum mecanismo de inativacdo da enzima nesta regido. Espinoza-
Fuentes & Terra (1987) mostraram que néo existe perda de atividade de tripsina na
regido acida ao ensaiar a enzima no pH &cido (3,5). Porém, considerando esses
dados, nos medimos a atividade de tripsina do homogeneizado proveniente da

regido anterior em trés condi¢des: pH 7,1; 3,1 e 3,1 com um quantidade proporcional
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Figura 10. Atividade de tripsina por animal do homogeneizado da regido anterior em trés condi¢des
diferentes, pH 7,1; 3,1 e 3,1 com uma proporcéo (1:1, v:v) de homogeneizado da regido média. Na
presenca da regido média a atividade de tripsina da regido anterior cai ao redor de 42%. Os dados
correspondem a cinco experimentos realizados com 10 larvas cada um.

de homogeneizado da regido média (v:v). Na Fig. 10 podemos observar que na
presenca do homogeneizado da regido média (pH 3.1) a atividade de tripsina do

homogeneizado da regido anterior diminui por volta de 42%, o que sugere que
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algum componente presente na regido meédia € responsavel pela perda de atividade

de tripsina.

4.3. Transporte de nutrientes

O transporte de macronutrientes nas larvas de M. domestica ocorre ao longo
do intestino médio, principalmente na regido posterior onde se concentram a maioria
dos transportadores com expressdes mais elevadas. Porém, existem diferencas

entre o transporte de aglcares, aminoacidos e lipideos.

4.3.1. Transporte de agucares

Nove transportadores de acucares (SP) foram identificados na analise
RNAseq do intestino médio de M. domestica. O conjunto de SP formou dois grupos
marcados de expressdo, MdSP1, MdSP2 e MdSP3 foram mais expressos na regiao
média sendo MdSP1 o gene mais expresso de todos os SP. O resto de MdSP (4 —
9) foram mais expressos na regido posterior, principalmente em P3, a excecao de
MdSP7, que apresentou uma expressao elevada tanto na regido média como na

regiao posterior (Pimentel et al., 2018; Tabela Suplementar 3).

Todos os MdSP, menos MdSP4 e MdSP7, foram encontrados na andlise
protedmica de membranas microvilares (Tabela Suplementar 3), 0 que sugeriu que
MdSP4 e MdASP7 poderiam apresentar localizacdo intracelular ou basolateral

(Pimentel et al., 2018).

O transportador de sacarose, MdSCRT, foi o unico com um perfil de
expressdo baixo ao longo do intestino médio, com maior expressao na regiao
anterior, porém com elevada expressédo na carcaga, 0 que sugere gque a sacarose
poderia ser absorvida no intestino anterior (parte da carcaca) antes de chegar no

intestino médio (Tabela 14).
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4.3.2. Transporte de aminoécidos
O transporte de aminoacidos no intestino médio de M. domestica é realizado

por trés grandes familias de transportadores os MdPATs, MANATs e MdCATSs.

No geral os simporters com protons (MdPATS) apresentaram uma expressao
especifica para uma das secdes do intestino médio (Tabela 3, 4 e 14). MdPAT6 foi o
anico com um perfil de expressdo mais ou menos homogéneo ao longo do intestino
médio, enquanto que MdPAT4 e MdPATS5 foram os mais expressos. Na andlise
prote6bmica das membranas microvilares, os MdPATs so6 foram achados no final da

regido posterior (P3+P4), sendo impossivel distinguir a isoforma encontrada.

A maioria dos simporters com sodio (MdNATSs) foram expressos na ultima

secdo da regido posterior (P3), menos MANAT1 que apresentou uma expressao

Tabela 14. Dados de expresséo de genes que codificam transportadores de nutrientes.

Expressao (TPM)

Nome Ndmero de Acesso Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 C
MASCRT XP_005188570.1 1,2 2,89 0,15 0,15 0,63 0,13 0,98 22,55
MdPAT1 XP_005176193.1 23,63 1,49 6,06 3,16 1,63 1,46 0,38 5,74
MdPAT2 XP_005176196.1 0,1 4,52 4,45 0 0 0 1,91 2,62
MdPAT3 XP_011291844.1 17,51 0,57 13,03 32,15 1,25 1 2,84 4,68
MACAT1 XP_005179240.1 23,06 57,85 54,63 18,28 65,28 142,32 387,03 10,73
MdCAT2 XP_011296395.1 2,28 3,06 6,19 0,9 2,78 5,34 10,76 3,07
MJFATP1 XP_005181313.1 13,99 30,58 46,69 25,82 51,93 85,47 58,53 24,34
MdEATP2 XP_005192170.1 4,69 7,79 15,07 14,9 13,1 35,53 22,93 5,07
MdNPC1 XP_011290675.1 13,61 37,41 11,55 0,7 41,32 190,23 126,78 1,01
MdSPC2 XP_005192102.1 186,03 484,22 436,46 499,81  667,1 2169,74 2626,22 129,76

MdcCtrl XP_005176686.1 84 8,46 19,03 69,95 35,44 30,62 34,69 12,17
MAATP7A XP_005188899.1 3,16 2,25 14,21 36,69 4,05 6,05 9,96 6,13

Detalhes como descrito na Tabela 2.

baixa e especifica em Al. Dentre os MdNATS, as isoformas 1 e 3 foram encontradas

nas membranas microvilares de células das sec¢des Al e P3+P4, respectivamente.

Os uniporters de aminoacidos (MdCATs) foram expressos ao longo do

intestino médio, com maior expressao na regido posterior, principalmente P3 (Tabela
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14). A expressao na secdo mais acida (M2) foi significativamente menor tanto para
MdCAT1 como MdCAT2. O mais expresso, MdCAT1, foi encontrado nas membranas

microvilares nas regides A2+A3 e P3+P4 (Tabela 15).

4.3.3. Transporte de lipideos

A principal diferenca na expressdo dos transportadores de &cidos graxos
(MdFATP) comparado com a de agUcares ou aminoacidos é que a maior expressao
na regido posterior foi na se¢do P2 e ndo P3, embora ambos apresentaram uma
expressdo ao longo do intestino médio (Tabela 14). A isoforma mais expressa,
MdFATP1, foi encontrada nas membranas microvilares de todas as secbes do

intestino médio principalmente P3+P4 (Tabela 15).

Tabela 15. Proteinas envolvidas na absorgdo de aminoéacidos, acidos graxos e esterois encontradas na andlise protedmica de membranas
microvilares.

Nome Numero de Acesso Al A2 + A3 M1 + M2 P1+ P2 P3 + P4
MdCAT1 XP_005179240.1 0 0,034 0 0 0,067
MdFATP1 XP_005181313.1 0,032 0,017 0,015 0,043 0,098
MdNPC1 XP_011290675.1 0,023 0,018 0 0,026 0,063
MdSPC2 XP_005192102.1 0 0,035 0,017 0,017 0,035

Dados expressos em porcentagem de fator de abundancia espectral normalizado.

Dois transportadores de esterdis foram expressos ao longo do intestino médio
com maior expressao em P2 e P3. MdSPC2 foi o mais expresso enquanto que
MdANPC1 apresentou expressdo muito baixa em M2 (Tabela 14). Ambos
transportadores foram encontrados nas membranas microvilares de todas as secoes
do intestino médio, exceto M1+M2 e Al para MANPC1 e MdSPC2, respectivamente
(Tabela 15). A auséncia dos transportadores de esterdis nestas regifes coincidiu

com aquelas secdes de menor expressao.
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4.3.4. Transporte de cobre

Os genes de duas proteinas envolvidas na absor¢cdo de cobre, MdCtrl e
MdATP7A, foram expressos ao longo do intestino médio principalmente na regiao
meédia, secdo M2 (Tabela 14). Porém, nenhuma delas foi encontrada na analise

protedmica das membranas microvilares.

5. Discusséao

5.1. Acidificacdo da regido média

Na regido media do intestino médio de M. domestica foram encontrados dois
tipos de células principais e diferenciadas, as células oxinticas (células de cobre),
similares as células parietais do estdbmago de vertebrados responsaveis pela
producdo do acido e as células intersticiais dispostas entre as células oxinticas em

uma sequéncia de células oxintica - intersticial (Terra et al., 1988; Dubreuil, 2004).

A acidificacdo de compartimentos extracelulares, como é o caso do lumen da
regido meédia, requer o fornecimento constante de prétons levado a cabo pelas
anidrase carbénicas. Segundo os dados de expressdo, MACA2 e MdCA3, seriam as
responsaveis por essa funcdo. Além disso, MdCA2 poderia apresentar o papel
principal na acidificacdo ja que as proteinas ortdlogas em outras espécies da Ordem
Diptera foram caracterizadas como as de maior atividade (Tabela Suplementar 1).
Os prétons gerados devem ser rapidamente bombeados para fora da célula para
evitar a acidificacdo intracelular que levaria a morte celular das células oxinticas.
Essa funcdo é realizada pelas H* V-ATPases. A presenca de bombas na forma de
particulas eletrodensas nas membranas microvilares das células oxinticas ja tinha
sido mostrada por Terra et al. (1988). Visto que as subunidades a tem um papel

determinante na atividade do complexo H* V-ATPase, a isoforma MdH" V-ATPase
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al teria um papel especifico na acidificacdo da regido média, devido a sua maior
expressdo e presenca nas membranas microvilares dessa regido. A proteina
ortéloga em D. melanogaster de MdH® V-ATPase a2 também foi envolvida na
acidificacao da regidao média, porém sua elevada expressao na carcacga, assim como
sua presenca nas membranas microvilares ao longo do intestino médio, sugere que

em M. domestica ela poderia apresentar funcdes complementares a acidificacao.

Assim como os prétons, o bicarbonato precisa ser excretado da célula para
evitar o aumento do pH intracelular. O antiporter MdAE1 (CI/HCOg3’), geralmente
localizado na membrana basolateral das células, transportaria o bicarbonato para
hemolinfa em troca por cloreto, como foi descrito para seu ortélogo em A. gambiae

(Piermarini et al., 2010).

A regido média apresentou uma elevada concentracao de cloreto, sugerindo
gue o acido cloridrico seria o responsavel pelo pH &cido (Terra & Regel, 1995). A
entrada basolateral de cloreto na célula dependeria de canais de cloreto ativados por
glutamato (MdGIuCl), com elevada expressdo na regido média e ausentes nas
membranas microvilares, como mostrado para seu homdélogo em A. gambiae
(Meyers et al.,, 2015). A diminuicdo da acidificacdo na presenca de furosemida
sugere que a saida apical do cloreto resultaria da atividade regulada por fosforilacdo
do simporter MAKCC, de acordo com os resultados mostrados para o ortdlogo em D.
melanogaster (Overend et al., 2016). Esta hipdtese é analoga a fisiologia do
estbmago de humanos, onde o simporter KCC4 transporta o cloreto que acompanha
os prétons bombeados pela H'/K* V-ATPase (Fujii et al., 2011), ambas proteinas
situadas na membrana apical das células parietais. Embora em M. domestica nao foi
achado o MdKCC na membrana apical da regido média, os resultados da

experimentacéo in vivo, assim como a presenca do simporter na regido posterior
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sugerem que sua auséncia seja o resultado das dificuldades técnicas da purificacédo

de membranas microvilares e da protedmica.

Em humanos, o potéssio transportado pelo simporter KCC4 é recuperado pela
H'/K* V-ATPase energizando, assim, o transporte ativo secundario do simporter.
Contudo, em M. domestica ndo existe uma H'/K* V-ATPase, mas sim uma H" V-
ATPase, implicando na recuperacdo do potassio por outro mecanismo. Overend et
al. (2016) mostrou a existéncia de um canal de potassio (Slowpoke) altamente
expresso na regido média de larvas de D. melanogaster, cujo nocaute diminui
significativamente a acidificacdo. No entanto, o ortdlogo em M. domestica
apresentou uma expressdo muito baixa (Tabela 6), sem um perfil de expressao
especifico da regido média. Por outro lado, o canal de potassio MdOrkl teve uma
expressdo similar a DmSlowpoke, porém suas sequéncias ndo puderam ser
comparadas, devido a auséncia do numero de acesso do canal de potassio de D.
melanogaster. Por tanto, baseado no perfil de expressdao de MdOrkl, sua
similaridade com o de DmSlowpoke e a necessidade de recuperacdo do potassio
secretado por MdKCC, a hipétese proposta foi que MdOrkl e DmSlowpoke séo o
mesmo canal e que estaria envolvido na acidificacdo, ao recuperar 0 potassio
transportado pelo MdKCC. Neste modelo de trabalho, o potassio transportado pelo
MdKCC aumentaria sua concentracdo extracelular em relagcdo a intracelular,
gerando uma condicdo de hiperpolaridade que favoreceria a entrada de potassio
pelo canal MdOrkl (Goldstein et al.,, 1996). De novo, a hipotese € analoga a
fisiologia do estbmago de humanos, onde o canal de potassio (Kir 4.1) situado na
membrana apical das células parietais recupera 0 excesso de potassio que nhao
pode ser recuperado pela H'/K* V-ATPase (Fujita et al., 2002). Além disso, nosso

modelo de trabalho concorda com os resultados de nocaute realizados em larvas de
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D. melanogaster para os genes da subunidade a da H* V-ATPase (Vhal00-2 e
Vhal00-4), simporter KCC (kazachoc), antiporter CI/THCO3™ (CG8177), canal de CI
(CG11340), canal de K" (Slowpoke) e a anidrase carbonica (CAH1) de Overend et

al. (2016).

Além da furosemida, a oubaina (Na'/K*-ATPase), a amilorida (NHE8) e a

glibenclamida (MRP) alteraram o pH luminal da regido média.

A presenca da Na'/K*-ATPase nas membranas microvilares da regido média
foi inesperada. Embora, M. domestica ndo representaria uma excecao entre 0s
Diptera (Okech et al., 2008), perante a falta de mais provas de sua possivel
localizacdo apical (imunolocalizacdo) foi adotada uma decisdo conservadora,
situando a bomba na membrana basolateral. Assim, os resultados de inibicdo da
bomba i6nica com oubaina seriam o reflexo de uma alteracdo dos mecanismos de

transporte secundario da célula oxintica.

MdNHES foi o Unico antiporter Na*/H* com um motivo de sensibilidade a
amilorida na sequéncia primaria da proteina. A diminuicdo do pH na regido média na
presenca de amilorida sugere que MdNHES8 estaria situado na membrana apical,
transportando prétons para dentro da célula a favor do gradiente em troca por sédio
intracelular. Por tanto, seu papel seria o de regular a acidificacdo da regido meédia
como a proteina ortdloga em A. aegypti (AeNHES8) regula a acidificagdo luminal nos
tubulos de Malpighi (Kang’ ethe et al., 2007). O fato de nao ter sido encontrado nas
membranas microvilares foi atribuido as dificuldades técnicas da purificacdo de

membranas microvilares e da protedmica.

Por ultimo, o inibidor geral de proteinas de resisténcia a multidroga (MRP),

glibenclamida, causou um aumento do pH na regido meédia. Dentre as MRP
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expressas no intestino méedio, MAMRP1 apresentou a maior expressao especifica da
secdo mais acida (M2) e nao foi detectada nas membranas microvilares, sugerindo
sua localizagéo basolateral. Estudos realizados em D. melanogaster sugeriram que
a proteina ortéloga de MdMRP1 estaria envolvida na homeostase do cobre
transportando metaloconjugados (Yepiskoposyan et al., 2006). Ja que a captacdo de
cobre é beneficiada por um ambiente extracelular acido (Zimnicka et al., 2011) e o
aumento de cobre intracelular € toxico, o aumento do pH na presenca de
glibenclamida pode estar refletindo uma regulacdo indireta da acidificacdo atraves
de proteinas envolvidas na homeostase do cobre. Isso concorda com a diminuicdo
da acidificacdo causado pela administracdo de uma dieta rica em cobre em larvas de

D. melanogaster (McNulty et al., 2001).

A regido média dos Cyclorrhapha e o estdbmago de vertebrados sao
considerados um possivel caso de convergéncia evolutiva. Alids, as células parietais
e oxinticas, responsaveis pela secrecédo do acido, sdo um claro exemplo de analogia
baseado na funcdo e nas caracteristicas morfolégicas de ambas células. Em
vertebrados, as células parietais estdo situadas em invaginacbes chamadas de
glandulas gastricas junto as células mucosas do colo. Por cima delas se encontram
mais ceélulas mucosas superficiais. O muco cobre o epitélio gastrico e o protege da
digestdo proteolitica por pepsinas, assim como do acido ao ser neutralizado com
bicarbonato (Allen & Flemstrom, 2005). A saida do acido através da camada de
muco € possivel devido a pressao hidrostatica desenvolvida em uma area pequena
constituida pela abertura das glandulas gastricas, expelindo assim os prétons e 0s

ions de cloreto para o lumen do estémago (Boron & Boulpaep, 2017).

A partir dos dados de expressao, da protedmica de membranas microvilares e

da experimentacdo in vivo, foi elaborado um modelo de trabalho, fisiol6gico-
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molecular da acidificacdo e tamponamento do muco protetor, no qual as proteinas
foram distribuidas entre os dois principais tipos celulares, células oxinticas e

intersticiais (Fig. 11).

As células oxinticas apresentam compridas invaginacdes apicais com
estreitas aberturas ao limen analogas as aberturas das glandulas gastricas. Na
superficie citoplasmatica das invagina¢gfes se situariam as bombas de protons
(Terra et al., 1988) que, junto com MdKCC, seriam responséaveis pela producédo do
acido cloridrico. Junto com o K'CI os simporter KCC cotransportariam &agua
(Zeuthen, 2010), gerando a pressao hidrostatica, no interior da invaginacao,

necessaria para propulsar o acido através da camada de muco.

5.2. Protecéo do epitélio frente ao acido

A presenca de muco tem sido descrita na maioria de metazoarios, porém a
secrecdo de mucinas formadoras de muco foram descritas pela primeira vez no
intestino médio de D. melanogaster por Syed et al. (2008). Posteriormente, Buchon
et al. (2013) mostraram a presenca luminal de muco ao longo do intestino médio de
D. melanogaster. Recentemente, Dias et al. (2018) mostraram que a expressao de
mucinas é superior na regido média, principalmente de MdMfm1, sugerindo que este
tipo de mucina teria um papel relevante na regido acida, provavelmente atribuido a
protecdo frente ao &cido. Além disso, sugeriram que a camada de muco seria
neutralizada por bicarbonato, assim como acontece em vertebrados. J& que em M.
domestica ndo foram descritas células mucosas como as de vertebrados e as
células intersticiais se dispdem entre as células oxinticas cobrindo a maior parte da
superficie apical, exceto uma pequena abertura (Terra et al., 1988; Dubreuil, 2004),
a hipotese proposta é que as mucinas seriam secretadas pelas células intersticiais,

as quais seriam responsaveis pela neutralizacdo com bicarbonato. Os dados de



78

expressdo e da protedbmica de membranas microvilares apoiam esta hipdtese ao
serem encontradas uma anidrase carb6nica com uma andora de GPI (MdCAl) e o

antiporter Na":HCOs/H":CI exchanger (MdNDAE1) na
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Figura 11. Modelo de acidificagdo pelas células oxinticas (CO) e tamponamento do muco protetor pelas células intersticiais
(CI). Sob a acdo da MdH" V-ATPase al (e a2), os prétons sdo bombeados nos canaliculos das células oxinticas junto com
cloreto secretado pelo MAKCC. Os prétons provem da atividade anidrase carbdnica de MdCA2 e MdCAS3, enquanto que o
potassio e o cloreto entram na célula via MdNa'/K'-ATPase e MdGIuCl. MdAE1 elimina o HCO; originado pelas anidrase
carbdnicas em troca por cloreto evitando a alcalinizacéo intracelular e contribuindo & acidificagdo. O potassio secretado pelo
MdKCC é recuperado pelo canal de potassio MdOrK1. O antiporter MANHES, sensivel a amilorida, regula a acidificagdo ao
transportar parte dos prétons a favor do gradiente em troca por sédio. Junto com potéassio e cloreto o MdKCC secreta agua no
interior do canaliculo gerando uma pressao hidrostatica que propulsa o acido através da camada de muco até o limen. Nas
células instersticiais a anidrase carbénica MdCA1 ligada a membrana por uma ancora de GPI gera bicarbonato que é
cotransportado com sddio pelo MdNDAE1, neutralizando assim a camada de muco protetor. O &acido transportado por
MdNDAEL1 para dentro da célula é eliminado pelo MANHES3, insensivel & amilorida, situado na membrana basolateral acoplada
a atividade da MdNa'/K"-ATPase.

secdo M1. Ambas proteinas apresentam residuos conservados nas regides N e C-

terminais, respectivamente, que sugerem a interacao proteina-proteina, aumentando

assim a eficacia do transporte de bicarbonato (Alvarez et al.,, 2003). MdCA1 e
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MdNDAEL1 estariam situados na membrana apical das células intersticiais e seriam
0s responsaveis pela geracdo e transporte de bicarbonato, respectivamente, que
neutralizaria 0 muco. MANDAEL secreta o bicarbonato junto com sédio em troca por
acido, acido que precisaria ser eliminado para evitar a diminuicdo do pH intracelular.
O antiporter Na*/H*, MANHES3, insensivel & amiloride, seria o responsavel pela saida
de protons basolateral acoplado ao gradiente de Na® estabelecido pela Na'/K'-

ATPase, assim como seu ortdlogo AeNHE3 de A. aegypti (Pullikuth et al., 2006).

5.3. Alcalinizagéo na fronteira entre a regido média e a regido posterior

Terra & Regel (1995) sugeriram que a alcalinizacdo da regido posterior do
intestino médio seria mediada por amdnia, devido a sua elevada concentracdo no
contetdo luminal. A partir dos dados reunidos do transcriptoma e da proteébmica de
membranas microvilares, foi sugerido como responsavel pela alcalinizacdo na
fronteira entre a regido média e a posterior o transportador de aménia MdRh e
posteriormente confirmado pela diminuicdo do pH nessa regido na presenca dos
inibidores de transportadores de amonia (DMA e imidazol). A amdnia provavelmente
provem da hemolinfa, caracterizada por apresentar uma elevada concentracdo nos
Diptera (Terra et al., 1973; Borash et al., 1998; Marshall & Wood, 1990), entrando na
célula por difusédo simples. Em M. domestica a amonia constituiria ndo s6 um tampéao
como uma forma de excrecdo do nitrogénio, produto do metabolismo de proteinas

do qual se caracteriza a regido posterior do intestino médio.

Os simporters de aminoacidos com prétons, MdAPAT4 e MdAPATS5,
apresentaram uma elevada expressdao em P1, porém ndo foram encontrados nas
membranas microvilares nessa sec¢do. Por outra parte, a administragdo de proteina
hidrolisada provocou um aumento significativo do pH na secdo P1 sugerindo a

contribuicdo desses transportadores a alcalinizacdo da regido posterior. Os
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transportadores PAT podem ser encontrados em vesiculas intracelulares e serem
transferidos para membrana apical em resposta a um estimulo (Thwaites &
Anderson, 2011). O fato de nédo terem aparecido na analise protebmica das
membranas microvilares pode ser devido ao fato das larvas de M. domestica
utilizadas para a analise transcriptomica serem alimentadas com gel de amido
carente de proteinas. Outra possibilidade é que sua presenca na membranas
microvilares tenha sido mascarada pela elevada expressdo de outras proteinas

como MdPepT1, também envolvidas na alcalinizag@o da regido posterior.

Na maioria dos PATS, a capacidade de transporte € maior em valores de pH
ao redor de 5 como é o caso de PAT1, 2 de humano e CG1139 de D. melanogaster,
ortéloga de MdPATS5S (Boll et al., 2003; Goberdhan et al., 2005; Tabela Suplementar
1). Porém, o pH do intestino humano, onde PAT1 é expresso, apresenta um valor
proximo a 7, o que determinaria uma menor eficiéncia de transporte do simporter
(Boll et al., 2003; Chen et al., 2003). Para contornar essa situacao o antiporter NHE3
repbe os prétons cotransportados por PAT1, mantendo assim um microambiente
acido que potencie a atividade do simporter (Daniel et al., 1985). Na regido posterior
do intestino médio de M. domestica encontramos uma situacdo aparentemente
similar, com um pH 7,5 e a presenca nas membranas microvilares das secodes
P1+P2 do antiporter MdNHA1, que agiria como o NHE3 humano, mantendo o
microambiente acido que potencie a atividade de MdPATs e MdPepT1 (Anderson et

al., 2004).

O gene MdPepTl apresentou elevada expressdo na regido posterior do
intestino médio e foi encontrado nas membranas microvilares. A0 mesmo tempo, a
expressao de tripsinas e quimotripsinas foi muito elevada nas se¢des P1 e P2. Por

tanto, como consequéncia da acdo proteolitica das serina peptidases sobre as
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proteinas se gerariam peptideos que seriam cotransportados junto com prétons pelo
MdPepT1, aumentando assim o pH nessa regido, como sugerido pelo aumento
significativo de pH detectado entre P1 e P2 na presenca de ovoalbumina. Alias, esse
aumento nao foi detectado na presenca de proteina hidrolisada, o que sugere que

seria consequéncia da digestao de proteinas.

AA; H PaaH AA Na*
AA; :

P1 P p3

Na* oK+ 2K+

H+V-ATPase a4 H+V-ATPase a4

Hemolinfa

H He

3Na* 3Na*
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Figura 12. Modelo de alcalinizagdo da regido posterior do intestino médio. A alcalinizagdo no comecgo da regido posterior
(secdo P1) ocorre pelo transporte de amonia, proveniente da hemolinfa, através do MdRh que sequestra os protons
provenientes da regido média formando aménio. A esse mecanismo soma-se o cotransporte de aminoacidos e peptideos pelos
MdPAT e MdPepT1, respectivamente. O antiporter MANHA1 mantém o microambiente &cido que promove o transporte de
aminoacidos e peptideos, disponibilizando os prétons no limen em troca por sédio. O excesso de acido é eliminado pela
membrana basolateral através da MdH" V-ATPase a4 e o antiporter MANHE3, acoplado ao gradiente de sodio da MdNa /K-
ATPase, energizando a alcalinizagdo. No extremo distal da regido posterior (P3), a absor¢do de aminoacidos pelos simporter
MdNAT depende da cooperagdo da MdH" V-ATPase a3, ndo envolvida na acidificagéo ,e o antiporter MUNHES, representando
uma via catiénica. O excesso de sodio cotransportado pelos MdNATs é eliminado pela MdNa'/K'-ATPase situada na

membrana basolateral.
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5.4. Alcalinizagao da regiéao anterior

As larvas alimentadas com dieta apresentaram um aumento de pH na regiao
anterior comparado com o pH do alimento. Nessa regido, outras isoformas de
MdPAT (Tabela 14) e o simporter MdPepT1 foram expressos. Além disso, MdPepT1
também foi achado nas membranas microvilares, o que sugere que 0 simporte com
prétons de aminoacidos e peptideos presentes na dieta poderia ter aumentado o pH
da regido anterior, aumento que nao foi detectado no caso de larvas alimentadas
com gel de amido. Considerando que a expressao e atividade de tripsinas é superior
em A2 do que em Al, o aumento de pH em Al poderia estar mais relacionado a

moléculas livres do que a produtos da digestéo proteolitica.

5.5. Anidrase carbénica e H" V-ATPase complementares & alcalinizagio

O cotransporte de aminoacidos e peptideos junto com prétons leva a uma
elevada acidificacao intracellular (Chen et al., 2003). Esta acidificacdo pode ser
controlada em parte pela reposicdo dos protons pelo antiporter MANHAL, porém
uma grande parte precisa ser eliminada basolateralmente. Nesse caso a MdH" V-
ATPase a4 apresentou uma boa expressao na regido posterior e ndo foi encontrada
nas membranas microvilares, o que sugeriu sua localizacdo basolateral. A
participacdo de uma H* V-ATPase basolateral na alcalinizacdo do intestino médio ja
foi descrita em duas espécies de Diptera, A. aegypti e A. gambiae (Patrick et al.,
2006; Okech et al., 2008; Onken & Moffett, 2009). Por outro lado, na sec¢do P1, onde
acontece o principal evento de alcalinizacdo, a expressédo de anidrases carbdnicas
MdCA2,3 foi também elevada. MdCA2,3 controlariam a acidificacdo intracelular
provocada pela entrada de aminoacidos e peptideos ao reagir os protons

cotransportados com o bicarbonato intracelular gerando CO, e H,O.
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5.6. Transporte de aminoécidos em condi¢des alcalinas

Os simporters NATs cotransportam aminoacidos neutros junto com sédio com
eficiéncia maxima em condicfes de pH alcalinas (Boudko, 2012). Porém, a maioria
das isoformas de MdNATSs foram mais expressas ha sec¢ao P3, que inclui a secao P4
moderadamente acida (Tabela 1 e Figura Suplementar 1), 0 que suporia uma menor
eficacia de transporte. De forma similar aos simporters MdPATs e MdPepT1, esta
condicdo pode ser revertida pela geracdo de um microambiente alcalino ao combinar
varios transportadores. O nocaute da proteina ortéloga de MdH* V-ATPase a3 em D.
melanogaster ndo afetou a acidificacdo (Overend et al., 2016; Tabela Suplementar
1), o que sugere que MdH" V-ATPase a3 poderia estar envolvida na manutencéo do
gradiente de prétons necessario para o transporte ativo secundario de nutrientes e
ions na membrana apical das células do intestino médio. Por tanto, o transporte de
aminoacidos em simporte com sodio pelos MdNATs poderia estar acoplado ao
bombeio de prétons pela MdH* V-ATPase a3 e a troca dos protons por ions de sodio
pelos antiporters MdJNHE3 e MdNHE8 nas regides anterior e posterior,
respectivamente, como foi proposto por outros autores (Patrick et al., 2006; Harvey
et al., 2009; Rheault et al., 2007; Okech et al., 2008; Meleshkevitch et al., 2006).
Como resultado do simporte de aminoacidos com sédio, 0 excesso intracelular de
cation seria eliminado em parte pelos antiporters MANHE3 e MdANHES8 e grande

parte pela MdNa'/K*-ATPase basolateral.

5.7. Papel da acidificacdo e alcalinizacdo na digestdo de proteinas no

intestino médio de larvas de M. domestica

As larvas de M. domestica se alimentam principalmente de esterco de animais
domeésticos (Brues, 1946; Larrain & Salas, 2008) rico em bactérias e fungos e pobre

em nutrientes livres. No processo da digestdo, as proteinas remanescentes
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encontradas no esterco dos animais domeésticos sdo digeridas por tripsinas e
quimotripsinas expressas em Al e A2, gerando aminoacidos e peptideos que sao

absorvidos pelos MdPATs e MdPepTL1 na regido anterior do intestino médio.

Os genes que codificam lisozimas apresentaram dois grupos de expresséao,
agueles mais expressos em Al, A2 e M1 (MdL1, MdL3 e MdL5) e os mais expressos
em M1 e M2 (MdL2 e MdL6-12). No entanto, as lisozimas de M. domestica sO séo
ativas no pH acido (pH 6timo =3,8), por tanto na regido média (Lemos et al., 1993;
Cancado et al., 2008). Uma vez que as bactérias e fungos entram na regido média
do intestino médio, as paredes celulares sdo quebradas pela efeito do acido e acdo
das lisozimas que apresentam também elevada atividade quitinase (Lemos et al.,
1993). Entdo, o conteudo proteico é hidrolisado pelas catepsinas D (MdCAD2 e
MdCAD3) cujos genes sao mais expressos em M1 e A2, respectivamente. De novo,
embora MdCAD3 seja mais expresso em A2, as catepsinas apresentam de forma
geral um pH O6timo baixo (Padilha et al.,, 2009), o que sugere que atuam
principalmente na regido meédia do intestino médio. Provavelmente, estas catepsinas
sdo as responsaveis pela degradacao das tripsinas da regido anterior do intestino

médio.

A digestdo das proteinas bacterianas e fangicas € completada na regidao
posterior pelas tripsinas e quimotripsinas no pH neutro, resultando na liberacédo de
aminoacidos e peptideos de cadeia longa. Os peptideos séo ainda digeridos pelas
exopeptidases e dipeptidases como a aminopeptidase, que apresenta um perfil de
atividade decrescente ao longo da regidao posterior. Como resultado dessa digestao
sdo liberados aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos que podem ser absorvidos
pelos MdPATs e MdPepT1, respectivamente. A absor¢cdo de aminoacidos se finaliza

na ultima secao do intestino posterior (P3) em simporte com sodio pelos MANATSs.
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5.8. Fluxos de agua ao longo do intestino médio de M. domestica

A partir de estudos realizados com dois corantes, um absorvivel, Vermelho
Congo, injetado na hemolinfa e um ndo absorvivel, Azul de Evans, administrado via
oral, foi determinado que as regifes anterior e posterior do intestino médio sdo
secretoras, enquanto que a regido media é absortiva. Além disso, foram feitas
medidas de atividade enzimética de varias enzimas nas trés grandes regides do
intestino médio e no intestino posterior, mostrando que a atividade de algumas
enzimas, entre elas tripsina, diminuia muito no intestino posterior o que levou a se
hipotetizar que existiria um contrafluxo de agua ectoperitréfico da regido posterior
para regido média que permitiria a reciclagem de enzimas, evitando assim sua

excrecao (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987).

Nesta hipotese, o contrafluxo estaria determinado pela secrecao de agua no
fim da regido posterior até o primeiro terco da regido média, o que atualmente é
chamado de secdo P4 e M1 respectivamente (Fig. 1; Espinoza-Fuentes & Terra,
1987), constituindo uma grande distancia a ser percorrida e por tanto com um
elevado custo energético. Por outro lado, o intestino médio das larvas dos
Cyclorrhapha apresenta uma regido de constricdo situada entre as regiées média e
posterior (Richards et al., 2015), as quais se diferenciam por varias unidades de pH
luminal (Tabela 1), o que poderia interferir no fluxo de agua entre ambas regides.
Esses motivos levaram ao questionamento da hipétese inicial e a decisao de dividir
as regides do intestino médio em secdes, de forma que se pudesse identificar
possiveis diferencas nos processos de secrecao e absorcdo dentro das grandes

regides morfologicas.

Os resultados mostraram que a regido posterior € caracterizada pela

secrecdo liquida de 1,53 pL, sendo a &gua secretada nas secdes P1l, P3 e
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principalmente P4. Inesperadamente, a sec¢do P2 foi caracterizada pela absorcéo de
agua, o que levou a uma nova hipétese na qual o contrafluxo de agua ocorreria entre
as secoes P4 e P2, dessa maneira reduzindo o custo energético do transporte de
agua, ao se tratar de uma distancia menor, e evitando o passo de agua através da
regido de constricdo. A divisdo da regido anterior em duas secdes mostrou que
ambas estdo envolvidas na secrecdo de agua e a regido média na absorcao de
agua, como foi mostrado anteriormente (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). Por tanto,

a agua secretada na regido anterior € absorvida na regido média e, por outro lado, a
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Espago ectoperitréfico

Figura 13. A agua é secretada na regido anterior do intestino médio (Al, A2) e absorvida na regiao média (M). Na regiao
posterior, a agua € secretada em P1, P3, e P4 e absorvida em P2. Como resultado da secre¢cdo em P3+P4 e a absor¢cao em

P2 forma-se um contrafluxo de agua.

agua secretada nas extremidades da regido posterior é absorvida no meio da regiao
posterior (Fig. 13). Esses resultados concordam com a determinagcédo dos sitios de
secrecéo da enzima tripsina, onde a distribuicdo da atividade da enzima ao longo do
intestino médio sé pode ser observada se o sitio de absor¢do se encontrar na regiao

posterior, em lugar da regido média (Bolognesi et al., 2008).

Embora os dados referentes aos volumes de agua secretados e absorvidos

nas trés grandes regides morfoldgicas diferem dos calculados por (Espinoza-
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Fuentes & Terra, 1987), a razdo de uL secretados/ puL absorvidos apresentou uma
diferenca de =10%, sugerindo que essas diferencas sdo o resultado das diferentes

condicdes de experimentacgéo utilizadas.

5.9. Transportadores e canais envolvidos nos fluxos de agua

O estudo da fisiologia dos transportadores NKCC e KCC de vertebrados,
especialmente humanos, mostrou que, salvo raras excec¢des, o simporter NKCC1
constitui a isoforma basolateral, enquanto que NKCC2 constitui a isoforma apical,
sendo as isoformas KCC (1-4) encontradas em ambas as membranas. Além disso,
simporters NKCC séo ativados por encolhimento celular, baixa concentracdo de
cloreto intracelular e hiperosmolaridade extracelular, enquanto que os KCC sao
ativados por inchago celular, elevada concentragdo intracelular de cloreto e
hiposmolaridade extracelular (Arroyo et al., 2013). A localizagdo basolateral nas
células dos tubulos de Malpighi do NKCC1 de D. melanogaster foi confirmada
(Rodan et al., 2012). Na regido anterior do intestino médio a isoforma MdNKCCL1 foi
expressa em Al, porém esta ausente nas membranas microvilares, sugerindo sua
localizacdo basolateral como seu ortélogo DmMNKCCL1. Na regido apical da mesma
secao foi localizada a aquaporina estrita MdDRIP1, que permitiria 0 transporte de

agua transcelular (da hemolinfa para o limen do intestino médio) (Fig. 14).

A secrecdo de agua por difusdo passiva atraves de MdDRIP1 requer uma
diferenca de pressdo osmotica entre 0 espago intracelular e o espaco extracelular
que pode ser gerada pela concentracdo diferencial de ions. Duas possiveis
proteinas poderiam estar envolvidas no saida de ions para o lumen, o canal de sédio
epitelial, MdAENaC, e o antiporter MANHE3, ambos expressos na se¢ao Al, sendo o
segundo encontrado nas membranas microvilares. A cooperacao entre NKCC1 e

ENaC e NHES3 no fluxo transcelular de agua nas glandulas salivares de mamiferos
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foi mostrada por Evans et al. (2000). A possivel participacdo do canal de sdadio,
assim como o antiporter Na*/H" na regido anterior, poderia explicar a diminuicdo da
secrecdo de agua na presenca de sais comparado com auséncia de sais. O sodio
intracelular sairia a favor do gradiente eletroquimico promovendo a saida de agua na
auséncia de sais. Porém, ndo seria esse 0 caso do potassio, ja que nao foi

detectada a expressédo de nenhum canal de potassio na regido anterior.

O aumento da secrecao de agua na regiao anterior (condicdo hiposmotica) na
presenca de furosemida foi inesperado. Uma possibilidade seria que o inibidor nao
foi capaz de atravessar a membrana celular, afetando sé aqueles transportadores
localizados na membrana apical, presentes na regido média e posterior, cujos fluxos

de agua foram afetados.

Outro dado que gerou incerteza foi a baixa expressdo de MANKCC1 e sua
relacdo com o elevado volume de agua secretado em Al. E possivel que MANKCC1
apresente uma baixa taxa de renovacdo ou que a secrecdo em Al provenha néo sé
da regido anterior como das glandulas salivares como sugerido por Espinoza-

Fuentes & Terra, (1987).

Simporters analogos de MdNKCC2 em outros Diptera e Lepidoptera séo
expressos em diferentes tecidos envolvidos no balan¢co de agua como o intestino
médio (Sun et al., 2010; Gillen et al., 2006; Piermarini et al., 2017). Porém, s6 em M.
domestica foram identificadas as sec¢des do intestino médio onde a isoforma é mais
expressa (M1 e P2), as quais coincidiram com as seg¢des envolvidas na absorcao de
agua. Assim como em vertebrados e outros insetos como M. sexta (Gillen et al.,
2006), MANKCC2 foi encontrada na membrana apical de células da regidao média.

Surpreendentemente, o simporter foi também detectado nas membranas
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microvilares de uma regido de baixa expressao (A2+A3) caracterizada pela secrecao
de agua. Considerando que simporters NKCC transportam ions e agua para dentro
da célula, MANKCC2 so6 poderia estar envolvido na absor¢cdo de agua. Contudo, é
possivel que existam outros transportadores envolvidos na secrecdo em A2+A3 e

como consequéncia da agao conjunta com MdNKCC2 resulte na secre¢éo de agua.

Como tinhamos visto anteriormente na regido média predominam dois tipos
celulares diferenciados, as células oxinticas e as intersticiais. As células intersticiais
foram caracterizadas por apresentar compridas e estreitas invaginacdes basais com
grandes mitocdndrias aderidas. Terra et al. (1988) associaram essas caracteristicas
com um possivel papel na absorcdo de agua (Pease, 1956), visto a semelhanca
com as células do tubulo proximal do néfron de vertebrados (Maunsbach &
Christensen, 2011). De maneira analoga, as células do tdbulo proximal de
vertebrados, MANKCC2 poderia estar envolvido na absor¢cdo apical de ions e agua
nas células intersticiais da regido média acoplado ao gradiente de sbédio

estabelecido pela Na'/K*-ATPase basolateral.

O gene KCC de insetos como M. domestica e D. melanogaster codifica 4
isoformas (Tabela 11; Sun et al., 2010) com uma funcdo hipoteticamente
conservada, porém com uma atividade, localizacdo e regulacdo provavelmente
diferentes, assim como acontece com as quatro isoformas de vertebrados
codificadas por quatro genes diferentes (Arroyo et al., 2013). Na analise prote6mica
de membranas microvilares nao foi possivel identificar uma isoforma especifica de
MdKCC, devido a sua elevada identidade. Alias nao foi possivel detectar MAKCC na
regido meédia, onde sua expressao também é representativa. Na regido média uma
das isoformas de MdKCC estaria situada na membrana basolateral das células

intersticiais acoplada ao gradiente de potassio da Na‘'/K*-ATPase em analogia com
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a forma humana KCC3b situada na membrana basolateral das células do tdbulo
proximal do néfron (Mercado et al., 2005). Dessa maneira, a absor¢cdo de agua na
regido média resultaria da acdo conjunta de MANKCC2 apical e MdKCC basolateral
gue agiriam alternativamente. MANKCC2 transportaria ions e agua para dentro da
célula, o que levaria a um aumento da concentracao de cloreto e ao inchaco celular,
ativando MdKCC, o qual secretaria ions e agua para hemolinfa. A Na'/K*-ATPase
seria a responsavel por manter os gradientes dos cations necessarios para o
transporte de cloreto e a agua. De acordo com esta hipotese, na presenca de

furosemida a absor¢éo de agua na regido média diminuiu significativamente.

Na secao P2, o fendbmeno de absorcao aconteceria assim como em M1 ja que

as expressoes de transportadores séo similares.

Terra et al. (1988) caracterizaram as células da regido posterior do intestino
médio como apresentando grandes e amplas invaginacdes basolaterais,
caracteristica que foi relacionada a secrecdo de agua. Esta caracteristica foi mais
marcante na secao P4, cujo fluxo de secrec¢éo foi maior e onde foi detectado MdKCC
na membrana microvilar. De acordo com os dados morfologicos, fisiologicos e

moleculares, MdKCC seria o responsavel pela secrecdo de agua na regiao posterior.

A secdo P1 também apresentou secrecdo de agua, porém nenhum
transportador com capacidade para o transporte de agua foi expresso nessa sec¢ao.
Uma possivel explicagdo seria que agua sairia por difusédo facilitada através das
aguaporinas estritas MdDRIP1,2 localizadas nas membranas microvilares das
células de P1+P2. A saida de agua poderia estar energizada pela elevada
osmolaridade do conteudo proveniente da regido média, rico em HCI, assim como, a

baixa osmolaridade intracelular das células de P1, resultado da producdo de agua
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pela anidrase carbbnica perante a entrada de prétons cotransportados com

nutrientes (MdPAT e MdPepT1).

A inibicdo com furosemida mostrou que os simporters NKCC e KCC estéo
envolvidos na geracdo dos fluxos de 4gua (ao menos em parte) e que o contrafluxo
de P3+P4 para P2 potenciaria a reciclagem de enzimas como a tripsina. Por outro
lado, o inibidor especifico de NKCCs, bumetanida, mostrou que o contrafluxo

depende de ambos tipos de simporters, como sugerido pela menor taxa de excrecéo

Contrafluxo

Na* K+ 2CF H,0 & i Na K* 2CI H,0
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Figura 14. Modelo molecular simplificado dos mecanismos envolvidos nos fluxos de agua. A secrecéo de dgua em Al seria
causada pela atividade de MANKCC1 basolateral ajudado pelas aquaporina seletiva para agua MdDRIP1. Na regiao média
(M) a agua seria absorvida por MANKCC2 na membrana apical e MdKCC situado na membrana basolateral. Na regido
posterior, a agua produto da atividade anidrase carbdnica de P1 sairia através das aquaporinas MdDRIP1,2 localizadas na
membrana apical promovida pela diferenca de potencial osmético. A absorgdo de dgua em P2 seria como na regido média.
Por ultimo, a secrecdo de dgua em P3+P4 ocorreria através da isoforma apical MdKCC ajudada pela aquaporina MAEGLP1
localizada na membrana basolateral. Os fluxos de agua ocorreriam da regido anterior para a regido média e, na regido
posterior, de P1 e P3+P4 para P2. A agua secretada em P3+P4 seria absorvida em P2 formando assim um contrafluxo de

agua que favorece a reciclagem de enzimas.
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de tripsina comparada com a da furosemida. Porém, se consideramos que a
condicdo hiperosmotica inibe os MdKCC e que a bumetanida foi usada em uma
concentracédo inferior ao IC50 dos KCC de vertebrados, o maior efeito na condicéo
hiperosmética com bumetanida poderia ser o reflexo da inibicdo conjunta de
MdNKCC2 pelo inibidor e MdKCC pela osmolaridade. Ao mesmo tempo, poderia
explicar porque na condi¢cdo hiposmatica que ativa os MAKCC néo houve alteracéo
do gradiente de tripsina na regido posterior do intestino médio. Por tanto, cabe a
possibilidade de que a contribuicdo de MdKCC no contrafluxo de agua seja superior
a de MANKCC2. Outra possibilidade baseada na andlise bioinformatica das
sequéncia de MANKCC2 poderia ser a falta de eficacia do inibidor como resultado da

presenca de mutacdes em residuos envolvidos na ligacéo ao inibidor.

5.10. Fluxos de 4gua e tempos de retencédo da dieta

As grandes regides morfologicas do intestino médio das larvas de M.
domestica apresentaram tempos de retencdo de dieta variaveis sem relacédo direta
com seus comprimentos (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987; Fig. 1), porém com uma
possivel relacdo com a digestdo-absorcdo e os fluxos de dgua. Na regido anterior,
0s carboidratos e proteinas presentes no esterco que protegem as paredes celulares
das bactérias sédo digeridos pela acdo da amilase (Pimentel et al., 2018), tripsinas e
guimotripsinas, respectivamente, deixando as bactérias desprotegidas. O numero de
transportadores envolvidos na absorcdo de nutrientes como acucares (Pimentel et
al., 2018), aminoacidos (Tabelas 3,4 e Tabela Suplementar 2) e lipideos (Tabela
Suplementar 2) é muito menor comparado com a expressdo na regido média e
posterior, 0 que sugere que na regido anterior a absorcao inicial de nutrientes &
menor, talvez relacionada com o baixo contetudo de nutrientes livres na comidas das

larvas. Na regido anterior as bactérias desprotegidas junto com as enzimas Sao
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conduzidas para a regido média pela secrecdo de agua na regido anterior e
absorcédo de agua na regidao média com um tempo de retencdo de 10 min. Na regido
média ocorre a digestdo acida sob a acdo das lisozimas e as catepsinas D,
rompendo as bactérias e liberando nutrientes que sdo absorvidos pelos
transportadores, consideravelmente mais expressos, a0 mesmo tempo que acontece
a absorcdo de agua pelo MANKCC2. O tempo de retencdo da comida na regiao
média é de 25 min o que nao tem relacdo com seu comprimento (ao redor de 1/3 da
regido anterior, Fig. 1) e sim com o processo de digestdo acida e absorcdo de
nutrientes. A digestdo acida € separada da digestdo alcalina por uma regido de
constricdo (Richards et al., 2015). A digestdo alcalina acontece na regido posterior,
sendo o principal lugar da digestdo dos polimeros e a absorcdo de nutrientes,
sugerido pela elevada expressao de transportadores nesta regido. A digestao assim
como a absorcao de nutrientes se beneficiaria do contrafluxo de agua resultando em

um tempo de retengéo de 59 min.

5.11. Expressao e atividade de tripsina ao longo do intestino médio de M.

domestica e sua relacdo com os fluxos de agua

Varias familias génicas de tripsina sdo expressas ao longo do intestino médio
de M. domestica, assim como em D. melanogaster (Lemaitre & Miguel-Aliaga, 2013).
Estas familias formam dois grupos de expressao principais, um na primeira metade
do intestino médio e outro na segunda metade. A diminuicao da atividade de tripsina
no homogeneizado da regido anterior ao ser misturado com o homogeneizado da
regido média no pH acido sugeriu que algum componente da regido média estaria
inativando as tripsinas da regido anterior. Uma possivel explicacdo seria a
degradacédo das tripsinas pela catepsina D de elevada expresséao na regido meédia e

pH otimo 3,5 (Padilha et al., 2009). Além disso, a digestdo acida € separada da
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digestdo alcalina da regido posterior por uma regido de constricdo (Richards et al.,
2015), constituindo dois grupos de tripsinas funcional e anatomicamente separados.
Este modelo parece estar correlacionado com os fluxos de agua ja que as tripsinas
secretadas na regido anterior seriam conduzidas até a regido meédia pelo fluxo de
agua, estabelecido pela secrecdo de agua na regido anterior e a absorcao na regido
meédia, sendo assim digeridas pela catepsina D. Enquanto que as tripsinas da regiao

posterior seriam recicladas.

5.12. O contrafluxo e a reciclagem de tripsina

A expressao total de tripsinas na regido posterior apresentou uma proporcao
4:2:1 para as se¢des P1:P3:P2. Porém, quando medida a atividade de tripsina por
sec¢Oes do intestino médio, o pico de atividade foi detectado em P2, diminuindo até o
intestino posterior. Este perfil de atividade sugere que a secrecdo de tripsina
acontece nas secOes de maior expressao Pl e P3, sendo as tripsinas de P3
dirigidas pelo contrafluxo de agua de P3+P4 para P2. O aumento da excre¢do de
tripsina como resultado da inibicdo dos simporters envolvidos na geracdo do
contrafluxo sugere que o fluxo de agua de P3+P4 para P2 permite a reciclagem de

enzimas evitando sua excrecao.

5.13. Absorcéo de nutrientes
A absorcao de nutrientes se refere a captacédo do contetudo luminal através do
epitélio intestinal até a hemolinfa. A maior parte da absorcdo é transcelular e

portanto requer transportadores distribuidos entre as membranas celulares apical e

basolateral e deve ser regulado devido ao seu impacto na homeostase energética.

O principal alimento das larvas de M. domestica € o esterco dos animais

domeésticos (Larrain & Salas, 2008), junto a outras formas de matéria organica em
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decomposicdo. Este tipo de alimento apresenta duas caracteristicas principais, 0
baixo conteudo em nutrientes livres e elevado contetudo de bactérias e fungos. Por
ISS0, a aquisi¢cao de nutrientes nas larvas de M. domestica depende principalmente
da digestdo dos microrganismos. Esta caracteristica parece estar relacionada com a
expressao de transportadores de nutrientes e os tempos de retencdo de comida no
intestino médio. Na regido anterior onde o tempo de retencdo da comida é de 10 min
a expressado e presenca de transportadores € menor do que na regido média onde
acontece a digestdo acida dos microrganismos, aumentando o tempo de retencao
até os 25 min, e ainda menor que na regido posterior onde se concentram as
maiores atividades de enzimas digestivas e o tempo de retengéo alcanca 0s 59 min
(Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). O final do intestino médio € caracterizado, de
forma geral, por apresentar as maiores expressdes e presenca de transportadores

na membrana apical das células.

5.13.1. Absorcéo de acucares:

A absorcdo de aclUcares acontece majoritariamente por difusdo facilitada
através de nove transportadores de acucar (SP) com uma provavel baixa
seletividade pela glicose. Dois transportadores, MdSP4 e MdSP5, carregam
mutacOes que sugeriram a auséncia de atividade transportadora e uma provavel
funcdo de receptores envolvidos na regulacdo da transcricdo de outros SP em
funcdo da disponibilidade de acgucares. A absorcdo de trealose proveniente da
digestdo de fungos ocorre no fim do intestino posterior, provavelmente realizada em

simporte com prétons por MdSP8 (Pimentel et al., 2018).

Na regido média foram encontrados trés genes com elevada expressao que

formam um cluster génico (MdSP1-3), o que poderia estar relacionado ao ambiente
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acido e a diferente origem embrionaria das células desta regido (Pimentel et al.,

2018).

Em funcdo dos valores de expressao e presencga/auséncia dos SP nas
membranas microvilares das células do intestino médio, a maior parte da absor¢céo
de acucares é realizada por MdSP1-3, MdSP6 e MdSP9, principalmente na regiao
média (M2) e na regido posterior (P3). MdSP1, 4, 7 e 9 sdo modulados pela
ingestdo de amido, além disso, MdSP4 e MdSP5 poderiam agir como sensores de
acucar situados na membrana apical e basolateral, respectivamente. MASP7 seria o

responsavel pela transferéncia dos acgucares para hemolinfa (Pimentel et al., 2018).

5.13.2. Absorcédo de aminoacidos

A absorcdo de aminoacidos é realizada principalmente em simporte com
prétons (MdPATs) ou sédio (MANATS) e via uniporters (MACATSs). Segundo o0s
valores de expressdo dos MdPATS, o simporte de aminoacidos com prétons ocorre
ao longo do intestino médio de maneira secdo-especifica. Isso poderia estar
relacionado com as variacdes de pH luminal detectadas ao longo do intestino e a
diferente suscetibilidade dos PATs ao pH extracelular (Thwaites & Anderson, 2011).
A maior expressdo de MdPATs se encontra no comec¢o da regido posterior com
MdPAT4 e 5 como principais simporters, o que estaria relacionado com a
alcalinizacdo da regido posterior. A auséncia de MdPATs nas membranas
microvilares da maior parte do intestino médio poderia estar relacionado ao fato dos
PATSs transitar entre as membranas intracelulares e a membrana apical em resposta
a estimulos (Fan & Goberdhan, 2018) e as larvas utilizadas para a analise RNA-seq

serem alimentadas com gel de amido sem proteinas.
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Simporters PATs podem funcionar como sensores de aminoacidos ou
"transceptors” (Fan & Goberdhan, 2018). Em funcéo da relacédo de ortologia com a
proteina Pathetic de D. melanogaster (Tabela Suplementar 1; Lin et al., 2015),
MdPAT3 poderia apresentar uma elevada afinidade e baixa capacidade de
transporte, agindo como um "transceptor" que regula o crescimento celular normal in
vivo. Isso poderia explicar sua elevada expressédo na se¢do Al e M2 coincidindo
com a entrada de aminoacidos livres presentes na dieta e a liberacdo de

aminoacidos durante a digestao 4cida.

A absorcdo de aminoacidos em simporte com sodio ocorre no comego e
principalmente no final do intestino médio (Al e P3+P4, respectivamente) pelos
MdNATS, sendo o principal simporter MANAT3. Os MdNATSs diferente dos MdPATSs
que transportam pequenos aminoacidos nao ramificados (Ala, Pro, Gly), sdo os
principais responsaveis pela absor¢cdo de aminoacidos essenciais (Thwaites &
Anderson, 2011; Boudko, 2012). O elevado numero de MdNATSs no final do intestino
médio poderia estar relacionado com a presenca de MdNATs de amplo e reduzido
espectro cuja expressdo pode ser regulada de forma a atender as necessidades
fisiolégicas de aminoacidos essenciais. MANATs assim como MdPATSs séo capazes
de transportar D-isdbmeros (Thwaites & Anderson, 2011; Boudko, 2012) o que
constitui uma vantagem no caso dos Cyclorrhapha como M. domestica que se

alimentam de bactérias.

Por dltimo, a absor¢gdo de aminoacidos por difusédo facilitada ocorre na regiao
anterior e final da posterior pelos MdCATSs, principalmente MdCAT1 na membrana
apical e provavelmente por MACAT2 na basolateral. Uniporters CATSs transportariam
preferencialmente aminoacidos basicos e poderiam agir como sensores de

aminoacidos em M. domestica (Boudko, 2012).
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5.13.3. Absorcao de lipideos

O transporte de &cidos graxos ocorre ao longo do intestino médio de M.
domestica através dos MdJFATP, principalmente na regido posterior (P3+P4) e na
regido anterior o que poderia estar relacionado com a absorcdo de moléculas
derivadas da digestdo pelas lisozimas e moléculas livres presentes na comida. O
mais expresso, MdFATP1, captaria acidos graxos na membrana apical das células
do intestino médio, enquanto que MdFATP2, ausente nas membranas microvilares,

transferiria os acidos graxos para a hemolinfa através da membrana basolateral.

Como os MdFATP, os transportadores de esterdis estdo presentes ao longo
do intestino, principalmente MdSPC2. Sua elevada representatividade estaria
relacionada com a incapacidade para a sintese de esterdis em insetos e sua
necessidade para a produgéo de ecdisona envolvida na muda e na pupagédo (Zheng

et al., 2018; Gong et al., 2006; Guo et al., 2009).

5.13.4. Absorcéo de cobre

Por ultimo, duas proteinas envolvidas na homeostase do cobre (MdCtrlB e
MdATP7A) foram expressas principalmente na regido média, o que poderia estar
relacionado ao fato da absorcdo de cobre se beneficiar de um ambiente &cido
(Zimnicka et al., 2011) e a presenca de células de cobre (oxinticas) nesta regido
(Espinoza-Fuentes & Terra, 1987; Dubreuil, 2004). Apesar do transportador de cobre
MdCtrlB nao ter sido achado nas membranas microvilares da regido média, sua
localizagéo apical ja foi identificada em D. melanogaster. Portanto, MACTr1B seria 0
responsavel pela captagdo de cobre da dieta na membrana apical de células da
regido média (provavelmente células oxinticas), enquanto que DmATP7A regularia a

transferéncia de cobre celular para hemolinfa.
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6. Conclusodes

Os insetos da Ordem Cyclorrhapha séo os unicos, além dos vertebrados, que
apresentam um intestino médio caracterizado pela presenca de uma regidao meédia
acida. O estudo molecular da acidificacdo da regido média e alcalinizacdo da regiao
posterior do intestino médio de M. domestica mostra a existéncia de sistemas
fisioloégicos similares aos encontrados em vertebrados que apoiam a hipotese de
convergéncia evolutiva. Como resultado desse estudo foram propostos modelos
fisiolégicos de trabalho dos processos de tamponamento intestinal, assim como, dos
fluxos de agua baseados na expressdo de genes, presenca ou auséncia de
transportadores nas membranas microvilares de células do intestino médio e os
resultados da experimentacgéo in vivo com diferentes dietas, corantes e inibidores. O
tamponamento do intestino médio foi relacionado a digestdo de proteinas e
absorcdo de aminoéacidos, assim como, foi identificado o mecanismo molecular para
o tamponamento do muco protetor do acido na regido média do intestino médio. A
identificacdo dos simporters envolvidos na geracao de fluxos de agua serviu para a
confirmacdo do papel do contrafluxo de agua na reciclagem de enzimas como a
tripsina. Por ultimo, foi feita uma andlise sucinta da absorcéo de nutrientes ao longo

do intestino médio das larvas de M. domestica, como inicio para a elaboracdo de um

modelo fisiolégico global futuro.
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8. Apéndices

A)
Hindgut

Hindgut

Hindgut

Figura Suplementar 1. Divisdo do intestino médio de M. domestica. A) RNAseq. B) Purificacdo de membranas microvilares,
protedmica, medidas de pH com eletrodos, andlise do perfil de tripsina. C) Andlise dos fluxos de agua. A seta indica a regido de
constricdo entre a regido média e a regido posterior.
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Tabela Suplementar 1. Ortélogos caracterizados de proteinas hipotéticamente envolvidas no tamponamento e os modelos associados ao
tamponamento em outros Diptera.

M. domestica Inseto Nome Numero de acesso Identidade Autor
A. aegypti AaCA9 AAEL004930 66% Dixon et al. 2017
MdCA2 A. gambiae AgCA9 ABF66618 68% Smith et al. 2007
D. melanogaster CAHI NP_523561 80% Syrjanen et al. 2013
MdH" V-ATPase al Vhal00-4 NP_650720.1 67%
MdH" V-ATPase a2 D. melanogaster Vhal00-2 NP_650722.1 86% Overend et al. 2016
MdH" V-ATPase a3 Vhal00-5 NP_609515.1 67%
MdGIuCl D. melanogaster CG11340 NP_651861.1 56% Overend et al. 2016
MdKCC D. melanogaster kazachoc NP_001286794.1 84% Overend et al. 2016
MdNHE3 AeNHE3 XP_001653402.1 70% Pullikuth et al. 2006
A. aegypti Kang'ethe et al. 2007
MdNHES AeNHES XP_001649290.1 78% Piermarini et al. 2009
MdAE1 A. aegypti AeAE ACH67478.1 71% Piermarini et al. 2010
MdNDAE1 D. melanogaster NDAE1 NP_523501.1 80% Romero et al. 2000
MdRh A. albopictus AalRh50 ACX71870.1 59% Wu et al. 2010
A. gambiae AgNHAL XP_320946.3 68% Rheault et al. 2007
MdNHA1 Xiang et al. 2012
D. melanogaster NHAL NP_723224.2 75% Chintapalli et al. 2015
MdPAT5 D. melanogaster CG1139 NP_647686.1 74% Goberdhan et al. 2005
MdPepT1 D. melanogaster CG2930 NP_001284845.1 69% Roman et al. 1998
MdNAT2 D. melanogaster DmNAT1 AAY56384 70%
Miller et al. 2009
MdNAT3 D. melanogaster DmNAT5 ABY84801.1 68%
MdOrk1 D. melanogaster Orkl NP_511112.1 59% Goldstein et al. 1996
MdMRP1 D. melanogaster CG10505 NP_611571.2 64% Yepiskoposyan et al. 2006

Os ortélogos foram identificados utilizando InParanoid8 como descrito no Material e Métodos.



Tabela Suplementar 2. Melhores hits de proteinas hipoteticamente envolvidas nos fluxos de agua.
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M. domestica Inseto Nome NUmero de acesso Identidade Referéncias
MdNKCC1 D. melanogaster CG4357; Ncc69; NP_001261756.1 81% Sun et al. 2010
DmNKCC1 Rodan et al., 2012
A. aegypti aeNKCC1 XP_021709422.1 70% Piermarini et al., 2017
MdNKCC2 D. melanogaster CG31547; Ncc83; NP_730938.1 2% Sun et al. 2010
DmNKCC2 Rodan et al., 2012
A. aegypti aeCCC2 XP_001654082.2 58% Piermarini et al., 2017
aeCCC3 XP_001654083.2 54%
M. sexta masBSC AAA75600.1 57% Guillen et al., 2006
MdKCC1 D. melanogaster CG5594A, B, C, D; NP_001286794.1 84%
MdKCC2 DmKCC NP_001286795.1 83%
Sun et al. 2010
MdKCC3 NP_001286794.1 84%
MdKCC4 NP_726378.1 84%
MdDRIP1 Agquaporina DRIP NP_523697.1 74%
MdDRIP2 72%
MdPRIP1 Aquaporina PRIP NP_725052.1 79%
MdPRIP2 84%
D. melanogaster Finn et al., 2015
MdEGLP1a EGLP4A NP_611813.1 66%
MdEGLP1b EGLP4E NP_00124648.2 65%
MdEGLP2 EGLP2A NP_611811.3 57%
MdEGLP3 EGLP4A NP_611813.1 49%

As proteinas relacionadas em outros insetos forma identificadas atrvés da analise InParanoid 8 como descrito no Material e Métodos.



Tabela Suplementar 3. Dados de expressao de genes que codificam transportadores de agucar.

Expresséo (TPM)

Nome Numero de Acesso Al A2 M1 M2 P1 P2 P3 C
MdSP1 XP_005186693.2 120.2 175.59 715.48 507.94 194.34 124.1 148.25 1255
MdSP2 XP_005186692.1 1.58 0.83 106.49 236.38 5.97 1.01 3.18 0.93
MdSP3 XP_005186691.1 21.57 36.68 83.57 163.35 97.73 11.91 1.28 o1
MdSP4 XP_005188849.1 20.33 23.56 32.32 36.98 90.77 79.76 65.95 117
MdSP5 XP_005188848.2 42.31 68.89 160.48 190.34 234.34 393.02 582.87 21,07
MdSP6 XP_005186709.1 49.86 91.07 170.49 85.88 199.16 246.84 447.88 20,53
MdSP7 XP_005186707.1 39.59 61.34 246.9 304.58 121.76 155.9 311.18 1197
MdsP8 XP_005183299.1 27.64 457 43.49 54.46 112.73 225.63 287.86 2936
MdSP9 XP_011293829.1 20.82 27.48 60.28 22.7 56.36 97.37 181.08 423

Detalhes como descrito na Tabela 2. Dados publicados em "Pimentel et al. 2018"
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