UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
PROGAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

ALEX SANDRO GULARTE CHIARELLO

Andlise do perfil protedmico do tecido gorduroso de lagartas de
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) inoculadas com
nucleopolyhedrovirus (BmNPV)

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO - 2015



ALEX SANDRO GULARTE CHIARELLO

Andlise do perfil protedmico do tecido gorduroso de lagartas de
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) inoculadas com
nucleopolyhedrovirus (BmNPV)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Maring4, como parte das
exigéncias do programa de PoOs-Graduagao
em Genética e Melhoramento como requisito
para obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof2 Dr2 Maria Aparecida
Fernandez.

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO - 2014



Aos meus pais, Mariza Gularte e Antonio Chiarello.
A minha noiva, Polyanna Cristina Simao Saibert.
Aos meus amigos, pelo estimulo, o que tornou minha vida muito mais facil e
divertida.
Por todo o carinho, incentivo e confianga, como amor e carinho.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Maringa (UEM), pela oportunidade de realizag&o
deste curso e trabalho.

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Genética e Melhoramento (PGM), ao
Corpo Docente do Programa e aos Funcionarios.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior
(Capes), pela concesséao de bolsa de estudos.

A Orientadora, professora doutora Maria Aparecida Fernandez, pela
confianga, orientacéo, disponibilidade, estimulo e dedicagéo.

Ao Coorientador, doutor José Luis da Conceicdo Silva, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, pela participacdo neste estudo, sobretudo pela
amizade que a realizagéo deste trabalho nos proporcionou.

A empresa Fiacdo de Seda Bratac, pela doacdo de lagartas de hibridos
comerciais e pelo suporte técnico, em especial a colaboracdo dos Pesquisadores
Shunsuke Mizuno e Willian Shigeaki Aita.

Aos colegas do Laboratério de Organizagdo Funcional do Nducleo, pelas
experiéncias trocadas. Especialmente aos membros do Grupo de Pesquisa com
Bombyx mori, pesquisadores Roxelle Ethiene Munhoz, Naiara Climas, Claudia Saez,
Verbdnica Fascina, Fabiana dos Santos Rando, Alana Oro e Grazielle Pessini, pela
preciosa ajuda na conducgé&o dos experimentos.

Enfim, agradeco a todos os que colaboraram direta ou indiretamente para a

realizagéo deste trabalho.



BIOGRAFIA

ALEX SANDRO GULARTE CHIARELLO, filho de Antonio Chiarello e de
Mariza Gularte, nasceu no dia 01 de setembro de 1988, na cidade de Capitdo
Lebnidas Marques, estado do Parana.

Iniciou os estudos no colégio Estadual Olinda Truffa de Carvalho, onde
estudou até o segundo ano do Ensino Médio, concluindo esta etapa no Colégio Alfa
Plazza, na cidade de Cascavel, estado do Parana, no ano de 2005.

No ano de 2007, iniciou o Curso de Ciéncias Biolégicas — Licenciatura, na
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Cascavel, concluindo o
Curso em dezembro de 2012.

No ano de 2012, iniciou o Curso de Pés-Graduacdo lato sensu em
Licenciatura no Ensino Superior, na Faculdade Assis Gurgacz (FAG), finalizando-o
no final de 2013.

Em margo de 2013, iniciou o Curso de Pés-Graduacao em nivel de Mestrado
no Programa de PO6s-Graduagdo em Genética e Melhoramento (PGM), da

Universidade Estadual de Maringd (UEM), estado do Paran4, Brasil.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ae et ee et s e e eanen e 1
2. REVISAO DA LITERATURA .. ..ottt ettt 5
20 I = o 101 )2 Gl 110 ] 1 R 5
2.2. HistOria da SEriCICUIUIA............oeiiiiiiiiiiee e 7
2.3. Mercado da sericicultura internacional € nacional...............ccccvvviiieiiiiieieneeneenn. 8
2.4. Caracteristicas do fio da SEUa.........ccuuuiiiiiiieiiiee e 9
2.5. Doengas que afetam 0 B. MOI.........oooiiiiiiiiiii e 10
2.6. BACUIOVIIUS € B. MIOKT ...ttt e e e 11
2.7. Métodos de deteccdo e genética do BMNPV ... 14
2.8. Imunidade inata em insetos € 0 MOdelo B. MO .......ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen. 15
2.9. Corpo gorduroso como o sitio de sintese de AMPs e proteinas antivirais .....18
2.10. MEtOdOS ProtEOMICOS ... ..uueieiiiiiee ettt e ettt e e et e e e e e e a e e e e e neneeeeeas 19
2.11. Proteina Kin L7 ...ttt e e e e e 20
3. MATERIAIS E METODOS ..ottt 22
3.1. Manejo dO BOMDYX MOTi.....uuuiiiiiiiiiiiiieeiieee e e e 22
3.2, INOCUIAGEOD ViFal ... e ee e 22
3.3. Coleta do tecido gorduroso das lagartas.............ccooeeeeoiiiiiieeiieeee e 23
K o q = Tot= (o N o] o 1 (= (o> N OO PP PUPPPPP PP 23
3.5. Quantificagé@o das proteinas e eletroforese em gel SDS-PAGE..................... 24
3.6. Gel de eletroforeSe 1-DE...........ueiiiiiiiiiiiii e 24
3.7. Precipitagéo das amostras para a eletroforese 2- DE.............covveveviieeeeieeeenn. 25
3.8. Hidratagao das tir@S IPG ........cuuiiiiiiiiiiiiieee e 25
3.9. FOCAliZAGAO ISOCIELNCA . .......eeeeeeeeee ettt 25
3.10. EQUIlIDIIO @S IrAS.....cceii ittt e 26
3.11. Eletroforese bidimensional (2-DE) e colorag&o dos Géis...........c.cccceeeruneenn 26
3.12. Tripsinizagao e extra¢éo de spots do gel de poliacrilamida para MS/MS.....27
3.13. Sequenciamento por espectrometria de MASSAS ..........cuvvrrrrrerrrererieeeeeeeenanss 27
4, RESULTADOS E DISCUSSAOD ...ttt 29
5. CONCLUSAO ..ottt 39
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooiiiiiiiiieieieitieiei it 41

Vi



RESUMO

CHIARELLO, Alex Sandro Gularte, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco
de 2015. Andlise do perfil protebmico do tecido gorduroso de lagartas de
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) inoculadas com
nucleopolyhedrovirus (BmNPV) Orientadora: Maria Aparecida Fernandez.
Coorientadores: José Luis da Conceigéo Silva e Flavio Augusto Vicente Seixas.

Bombyx mori L. ou bicho-da-seda como é popularmente conhecido € um organismo
de grande importancia econdmica para o0 homem desde a antiguidade. Trata-se de
um organismo modelo, no qual foram identificados varios genes para proteinas de
defesa com atividade antimicrobiana. A detec¢éo e sequenciamento de proteinas de
defesa contra patégenos, como o BmNPV, torna-se uma ferramenta para
entendimento da biologia deste organismo e uma melhoria na criagdo e aumento do
rendimento na producao de casulos, uma vez que inUmeros prejuizos estao ligados
a infeccdo por agentes patogénicos. O BmNPV é o virus causador dos maiores
prejuizos para os sericicultores, por alterar diversas caracteristicas fisiologicas do
animal ao longo da infecgdo. A presenca do virus desencadeia uma cascata de
reacdes metabdlicas, cuja finalidade é eliminar a multiplicagéo viral e a migracao do
virus para tecidos adjacentes. O corpo gorduroso é o principal sitio de sintese de
proteinas de defesa contra microrganismos nos insetos e, por isso, pesquisas,
empregando ferramentas proteémicas em lagartas inoculadas com o BmNPV,
podem revelar o estado da expressdo génica nas condicdes fisiolégicas especificas
durante o processo infeccioso no corpo gorduroso. No presente estudo, o objetivo foi
identificar diferencas no padréo de expresséo de proteinas em lagartas infectadas,
do sétimo e oitavo dia do 5° instar e verificar se as mesmas estéo relacionadas ao
processo de autodefesa e também sequenciar a proteina kin 17, com base em
referéncias bibliogréficas sobre o ponto isoelétrico e o peso molecular. As proteinas
totais extraidas do corpo gorduroso foram analisadas por eletroforese 2-DE e foi
realizado o sequenciamento dos fragmentos tripticos por espectrometria de massas
(MALDI/TOF-TOF) de alguns spots diferencialmente expressos. Os resultados
obtidos apontam para uma diferenca no padrdo de expressdo de proteinas de
lagartas inoculadas com o BmNPV quando comparados a amostras do tecido

gorduroso de lagartas controle, durante o desenvolvimento normal do lepiddptero.
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Dos onze spots recortados do gel 2-DE e tripsinizados, somente trés foram
identificados: o spot nimero 6, amostra 7° DPI, identificado como fator de elongacdo
l-alpha; o spot 8, amostra do oitavo dia controle, identificado como fator de
crescimento disco imaginal; e o spot 11, amostra 8° DPI, identificado como proteina
ndo caracterizada de B. mori. As proteinas analisadas nesse trabalho,
provavelmente, estdo envolvidas em fun¢gbes metabdlicas nas células do corpo
gorduroso. Entretanto, o envolvimento dessas proteinas no sistema imune de

Bombyx mori n&o pode ser determinado.

Palavras-chave: Protebma, resposta imune, nucleopolyhedrovirus.
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ABSTRACT

CHIARELLO, Alex Sandro Gularte, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, March,
2015. Analysis of proteomic profile of the fat tissue of Bombyx mori L.
caterpillars (Lepidoptera: Bombycidae) inoculated with nucleopolyhedrovirus
(BMNPV) Adviser: Maria Aparecida Fernandez. Committee Members: Dr. José Luis
da Conceicéao Silva and Dr. Flavio Augusto Vicente Seixas.

The Bombyx mori L. or silkworm silk as it is popularly known is a body of great
economic importance to man since antiquity. B. mori is a model organism in which
several genes have been identified for defense proteins with antimicrobial activity.
The detection and sequencing of proteins for defense against pathogens such as
BmNPV becomes a tool for understanding the biology of the organism and an
improvement in breeding and increased yields in cocoons, because many losses are
associated with infection by pathogens. BmNPV is the virus of the biggest losses for
sericicultores to change various physiological characteristics of the animal throughout
infection. The presence of the virus triggers a cascade of metabolic reactions that are
intended to eliminate the virus multiplication and migration of the virus to adjacent
tissue. The fat body is the main site of synthesis of defense against microorganism’s
proteins in insects, thus employing proteomic research tools crawlers inoculated with
BmNPV can reveal the state of gene expression in specific physiological conditions
during the infectious process in the fat body. This study aimed to identify differences
in the pattern of protein expression in infected larvae of the seventh and eighth day of
the 5th instar and verify that they are related to self-defense process and also
sequence the protein kin 17 based on references on the isoelectric point and
molecular weight. The extracted fat body total protein were analyzed by 2-DE and
electrophoresis was carried sequencing of tryptic fragments by mass spectrometry
(MALDI / TOF-TOF) of some differentially expressed spots. The results point to a
difference in the expression pattern of larvae inoculated with BmNPV proteins when
compared to the fat tissue samples of caterpillar control during normal lepidopteran
development. Of the eleven cut spots in the gel 2-DE and trypsinized, only three
were identified: number 6 spot sample 7°DPI identified as elongation factor 1-alpha,
the spot 8, the eighth day control sample identified factor imaginal disc growth and



the spot 11, sample 8 DPI identified a non-characterized protein of B. mori. Proteins
analyzed in this study are probably involved in metabolic functions in the cells of the

fat body, however, the involvement of these proteins in the immune system of
Bombyx mori can not be determined.

Keywords: Proteome, immune response, nucleopolyhedrovirus.



1. INTRODUCAO

A criacdo do Bombyx mori L. € considerada uma atividade biotecnol6gica
milenar. O bicho-da-seda, como é popularmente conhecido, é classificado como
pertencente a classe Insecta, ordem Lepidoptera e familia Bombycidae, descrito por
Linnaeus em 1758. Pode ser também classificado de acordo com a sua distribuicdo
geogréfica e ser identificado como de origem japonesa, chinesa, europeia ou
indiana (Krishnaswami et al., 1979).

O bicho-da-seda é holometabdlico, ou seja, realiza metamorfose completa,
passando por quatro estagios morfologicos distintos durante seu desenvolvimento:
ovo, lagarta, pupa ou crisélida e adulto ou mariposa (Hanada e Watanabe, 1986;
Nagaraju e Goldsmith, 2002). Sua alimentagdo no estagio larval é baseada em
folhas frescas de amoreira (Morus sp.); no estagio adulto faz privagdo total de
alimento, dedicando-se exclusivamente a reprodugcdo. As mariposas do bicho-da-
seda depositam cerca de 500 ovos, que eclodem em um periodo de 7 a 21 dias e
seu ciclo de vida completo dura de 6 a 8 semanas.

Acredita-se que o B. mori tenha surgido com a domesticagédo da linhagem
selvagem Bombyx mandarina Moore, por apresentar caracteristicas morfolégicas
semelhantes e capacidade de acasalamento interespecifica (Goldsmith et al., 2005).
Contudo, existem divergéncias bioguimicas e morfologicas que diferenciam as duas
espécies, como, por exemplo, a capacidade de voar de B. mandarina e a producéo
de seda que é 10 a 20 vezes menor do que a do bicho-da-seda (Martinez et al.,
2004).

O B. mori, juntamente com as abelhas, foi domesticado por interesses
comerciais e, devido a domesticacao, atualmente, ndo sobrevive na natureza sem
auxilio do homem para se alimentar e por isso é considerado totalmente
domesticado. As mariposas, por possuirem asas degeneradas, ndo podem mais
voar. (Kellogg, 1910).

As atividades agroindustriais que cercam a produgcdo em massa do bicho-
da-seda tiveram inicio na China, h4 cerca de 5.000 anos, com o propésito de
produzir vestimentas a partir dos fios (Brancalh&o, 2002), fios que ja eram utilizados

para realizar suturas.



E considerada uma das atividades agroindustriais mais antigas praticadas
pelo homem, acompanhando a evolugdo das civilizagcdes com outras atividades
agroindustriais. A sericicultura € empregada principalmente como agricultura familiar
em pequenas propriedades rurais. Esta atividade € fruto da integracdo entre a
iniciativa privada, responsavel por fornecer ao produtor suporte técnico, e
sericicultores, responsaveis pelo cultivo da amoreira, producédo, obtengdo dos ovos
e o cultivo das lagartas do bicho-da-seda no campo (Conab, 2006).

O Brasil possui clima favoravel a producédo do bicho-da-seda, bem como da
amoreira, sendo a sericicultura uma boa alternativa de cultura para o pais,
especialmente para os pequenos agricultores (Fernandez et al.,, 2005). Esta
atividada € interessante porque, além de contribuir com a renda familiar, provoca
baixo impacto ambiental, se comparada a outras préticas agricolas e agropecuarias,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel do pais (Brancalhdo, 2002; Kurin,
2002).

Entre os lepiddpteros que produzem seda, cerca de 500 espécies, somente
oito sdo comercialmente cultivadas, das quais o B. mori se destaca como o0
responsavel por 95% da producéo de seda mundial (Dingle et al., 2005). As demais
espécies pertencem a familia Saturniidae e entre elas estdo: Antheraea pernyi
Guerin, A. millita Drury, A. yamamai Guerin, A. assama Helfer, Atlacusricini
Boisduval (Goldsmith et al., 2002).

O bicho-da-seda é considerado um modelo biologico, devido ao féacil
manuseio e criacdo, além da importancia comercial atrelada ao organismo e, por
isso, tem sido utilizado em varias &reas de pesquisa. Dentre os lepidopteros, foi 0
primeiro a ter seu genoma totalmente sequenciado, servindo como modelo para
estudos na érea de protedbmica e gendmica (Zhong et al., 2008). Na atualidade, tem
sido utilizado na biotecnologia como biorreator para a producdo de proteinas
recombinantes, por meio de aplicagdo de técnicas de biologia molecular, como a
producéo de transgénicos (Zhou et al., 2008).

A fase larval passa por varios instares, sendo o quinto 0 mais importante,
pois € nesse momento que o animal inicia a secre¢do do fio de seda para producéo
do casulo. O fio de seda, composto basicamente das proteinas fibroina, sericina e
p25 na forma liquida, € produzido pela glandula sericigena, érgdo que ocupa uma
area significativa do corpo da lagarta. O casulo é a por¢cdo de maior interesse
econdmico, pois € a partir dele que se extrai a seda utilizada para inumeros fins,
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dentre eles na industria téxtil, para a producéo de biomateriais, por apresentar 6tima
biocompatibilidade com os tecidos vivos (Altman et al., 2003; Huang e Li, 2004;
Servoli et al., 2005; Wang et al., 2007) e também na industria farmacéutica.

A agroindustria nacional apresenta-se como uma atividade rentavel,
contribuindo com aspectos econdmicos e sociais, além de possuir peso significativo
no faturamento anual do pais, em torno de US$ 129 milhdes, sendo a maior parte
da producao destinada a exportacdo. O estado do Parana se destaca como grande
produtor de casulos verdes do pais (Seab, 2009), responsavel por 93% da producao
desse artefato, seguido pelos estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul (Conab,
2013).

Os patégenos séo responsaveis por grandes perdas na producdo e pelos
maiores prejuizos. Esses parasitas estdo disseminados em quase todas as areas de
criacdo do mundo, dentre eles figuram protozoérios, fungos e bactérias, outros
insetos, agentes agroquimicos e os virus, que podem afetar o organismo em
diferentes estagios de desenvolvimento (Zanetti, 2005a).

Os virus s@o os patdgenos mais agressivos e que mais preocupam oS
pesquisadores e sericicultores, devido a sua alta capacidade de infeccdo e
viruléncia. Os efeitos associados aos virus levam o inseto a drastica diminuicdo de
producdo de casulos e & morte em poucos dias, representando por isso um sério
prejuizo para o mercado da sericicultura mundial (Sengupta et al., 1990;
Brancalh&o, 2002).

Entre os virus de maior impacto nas criagfes estd o nucleopolyhedrovirus
(BmNPV), da familia dos Baculoroviridae e do género Alphabaculovirus, que causa
uma doenca conhecida como a amareliddo. Estes virus séo constituidos por uma
molécula de DNA associada a proteinas do capsideo, formando-se o
nucleocapsideo (Murphy et al.,, 1995). Esses baculovirus possuem corpos de
ocluséo poliédrica, denominados poliedros, que contém varios virions e apresentam
a poliedrina como a principal proteina, com peso molecular em torno de 30.000
Daltons (Summers et al., 1980), o que corresponde a cerca de 95% do seu
conteudo proteico (Maruniak, 1986).

Devido & importancia econémica que o cultivo de B. mori, este organismo
confere as familias que o produzem e ao pais, estudos com a finalidade de
investigar possiveis problemas que possam comprometer sua produgdo sdo bem-

vindos. Desta forma, entender o processo de defesa desencadeado pela infeccao
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do agente patogénico em nivel molecular é importante e vém sendo pesquisado
com o objetivo de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na defesa
do organismo. Este conhecimento pode gerar subsidios para que medidas
preventivas sejam realizadas, diminuindo os efeitos prejudiciais ao setor
agroindustrial.

A proteina kinl7 atua no reparo do DNA e acredita-se que esta seja mais
expressa em situacdes de estresse celular. A descoberta desta proteina foi em
1989, em células de rato, gracas a anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos
contra a proteina RecA de Escherichia coli (Angulo et al.,, 1989). Entre os
eucariotos, o gene KIN17 é bem conservado filogeneticamente, indicando que esse
gene € bem ativo e funcional em processos biolégicos bésicos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil protedmico das lagartas
inoculadas e ndo inoculadas, para verificar o perfil de proteinas expressas durante a
infeccdo com o BmNPV e a possivel expressdo de proteinas de defesa do
organismo e sequenciamento da proteina kin 17, utilizando a técnica de
espectrofotometria de massa MALDI-TOF/TOF, para sequenciar parcialmente

fragmentos de proteinas diferencialmente expressas e detectadas nos géis 2-DE.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bombyx mori

O bicho-da-seda ou Bombyx mori L., pertencente ao filo Artropoda, classe
Insecta, ordem Lepiddptera, familia Bombycidae, género Bombyx, € uma larva que
foi completamente domesticada pelo homem por interesse econémico. Ultimamente,
as pesquisas com este organismo se tornaram muito importante, por apresentar
caracteristicas que facilitam o seu manuseio em laboratério, como, por exemplo,
tamanho avantajado, ciclo de vida passando por vérios estagios larvais, tamanho de
seus cromossomos, entre outros fatores. Pesquisas na area de prote6mica tiveram
uma ascenséo devido ao sequenciamento completo do genoma do inseto e também
pela possibilidade de estudar um organismo que passa por diferentes estagios de
desenvolvimento durante seu ciclo de vida (Pakkianathan et al., 2012).

Apresenta o bicho-da-seda variagdes relacionadas a sua origem geogréfica:
provém da China, Japdo, Europa, india, e Coréia; variagdes decorrentes do ciclo de
vida; variagcdo quanto ao numero de criadas anuais ou voltismo; quanto ao numero
de ecdises e até mesmo quanto a cor do casulo. Quanto ao voltismo, pode ser
classificado como monovoltinos, (mariposas de regides frias com um ciclo anual),
bivoltinas (mariposas com dois ciclos anuais e regides subtropicais) e polivoltinos
(mariposas com varios ciclos anuais de regifes tropicais). (Aruga, 1994).

Acredita-se que o B. mori tenha surgido com a domesticagédo da linhagem
selvagem Bombyx mandarina, por apresentar caracteristicas morfolégicas
semelhantes e capacidade de acasalamento interespecifica (Goldsmith et al., 2005),
porém, existem divergéncias bioquimicas e morfolégicas que diferenciam as duas
espécies relacionadas. Um exemplo disso é a capacidade de voar de Bombyx
mandarina e a produgcédo de seda: 10 a 20 vezes menor do que a do B. mori
(Matinez et al., 2004).

O B. mori passa por varios estagios distintos durante seu desenvolvimento.
Realizando metamorfose completa, o individuo jovem apresenta caracteristicas
completamente distintas do adulto. O B. mori passa por quatro estagios
morfolégicos: ovo, larva, pupa ou crisélida e adulto ou mariposa. A larva avanga por

cinco estagios de crescimento denominados instar, (I instar: 3-4 dias de



crescimento, Il instar: 2-3 dias, Ill instar: 3-4 dias, IV instar: 3-5 dias, V instar: 6-8
dias) (Pakkianathan et al., 2012).

Durante a fase de lagarta, ocorre um crescimento exponencial e o inseto
passa por quatro ecdises. Esse aumento de tamanho expressivo € decorrente da
alimentacéo intermitente das lagartas, que se restringe a folhas de amoreira (Morus
sp.). No quinto instar a alimentacéo € interrompida e seu intestino reabsorvido por
apoptose, o organismo passa entéo a tecer um casulo em torno de si a partir de fios
de seda. Dentro desse compartimento, transforma-se em pupa e, posteriormente,
mariposa, nesta fase, € possivel verificar um dimorfismo sexual entre os
organismos, sendo a fémea significativamente maior que o macho. Todo o processo
de transformacé&o dura de trinta a quarenta dias (Hanada e Watanabe, 1986; Zanetti,
2005b).

As pesquisas com o B. mori iniciaram antes dos anos de 1900, patrocinados
pela indlstria da seda, e, na década de trinta, varios estudos j& tinham sido
apresentados. Por meio desses estudos se descobriu que a espécie possui 28
grupos de ligagdo, 56 cromossomos e recursos genéticos bem desenvolvidos, com
cerca de 500 mutantes para diferentes caracteristicas de interesse comercial
(Munhoz, 2010).

Por se tratar de um organismo de facil manipulacdo em laboratorio, o bicho
da seda, juntamente com a Drosophila melanogaster Meigen, destaca-se como
modelo em pesquisas moleculares, sendo o B. mori o primeiro lepiddptero a ter seu
genoma totalmente sequenciado, o que significou um importante avango para a
ciéncia, devido a quantidade de seu material genético, impulsionando as pesquisas
na area de protedmica e genémica animal (Munhoz, 2010).

Devido ao grande potencial econémico, oito espécies de duas familias
distintas foram manipuladas, com objetivo de aumentar a produgéo do fio de seda,
sendo a mais importante B. mori (Bombicidae), que responde por mais de 95 % da
seda produzida em todo o mundo. As demais espécies sdo Antheraea pernyi
Guerin, A. millita Drury, A. yamamai Guerin, A. assama Helfer e Atlacus ricini
Boisduval (Saturniidae), entre outras (Goldsmith et al., 2002).

Em decorréncia da ampla utilizagdo em pesquisas e de um longo processo
de domesticagdo, o B. mori perdeu a capacidade de sobreviver sozinho no meio

ambiente, visto que suas asas e 0 aparelho de mastigagdo foram degenerados.



Hoje, para a realizagdo completa de seu ciclo de vida, é necesséario que o ser
humano fornega alimento regularmente e ambiente propicio (Kellogg, 1910).

O casulo é delicadamente construido ao redor da lagarta, por meio da
deposicdo do fio de seda, expelido pelas glandulas sericigenas que possuem
abertura na regido bucal. Se desenrolado, o casulo pode ter até 1000 metros de
comprimento, material composto basicamente das proteinas fibroina, sericina e a
p25 ou fibrohexamerina. As cadeias de proteinas fibrosas formadas pela fibroina se
associam com a sericina e a fibrohexamerina formando o fio de seda (Corradello,
1987). Outras categorias de proteinas sdo denominadas seroina 1 e seroina 2,
responsaveis pela protecdo dos casulos contra agentes microbianos, como

bactérias, fungos e virus (Zurovec et al., 1998).

2.2. Histéria da sericicultura

Os primeiros relatos da utilizagéo do bicho da seda pela civilizagdo humana
foram escritos por Conflacio na China no século V a.C. Ele descreveu a criacao
doméstica do bicho-da-seda nos palacios da imperatriz Siling-Chi, ano 2700 a. C.,
época em que o fio de seda j& era utilizado para suturas de feridas e para a
confecgéo de tecidos (Alvarez e Lopes, 2003).

Com o passar do tempo, a seda comecgou a ser produzida em grande escala
e comercializada na cidade de Changan, na China, e sua popularizagdo entre os
povos foi aumentando, chegando & Coréia e ao Japédo, e formando a maior rede
comercial do Mundo Antigo. Para abastecer esse novo mercado, foram criadas
véarias “Rotas da Seda” que ligavam a Asia e a Europa, conexes muito importantes
para as civilizacdes do Egito Antigo, Mesopotamia, China, Pérsia, india e Roma,
civilizagbes que deram origem ao mundo moderno (Elisseeff, 1998).

Por tras do sofisticado fio de seda, utilizado para tantos fins, existe um longo
e trabalhoso processo, conhecido como sericicultura, que envolve a criacdo e o
cultivo da amoreira (Morus sp.) e a criagdo do B. mori, até a obtencéo final de fios
de seda pelas industrias. Nessas atividades estdo envolvidos agricultores,
produtores e grandes estabelecimentos industriais (Conab, 2013).

O clima brasileiro permite a sericicultura em diferentes regides, pois é
favoravel tanto a produgdo de amoreira quanto a criacdo do bicho da seda, o que

permite a expansdo da pratica no pais (Fernandez et al., 2005). No ano de 1848,
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essa atividade teve inicio no Brasil, no estado do Rio de Janeiro, estendendo-se
para Minas Gerais, S&o Paulo e Parana (Seab, 2010). Na cidade de Campinas, em
1992, foi criada a primeira indlstria de seda, a Seda Nacional S.A. (Hanada e
Watanabe, 1986).

No estado do Parana, a producdo foi iniciada em 1932 na cidade de
Cambard, onde foi criada a primeira fabrica paranaense. Desde entdo, incentivada
por alguns empresérios, a sericicultura comegcou a ganhar espaco no estado,
passando a fazer parte de outros municipios, como € o caso do municipio de
Cornélio Procopio, onde se instalou a Kanebo Silk do Brasil — IndUstria da Seda, no
ano de 1972. Na década de 80, tornou-se parte de um projeto da cooperativa dos
cafeicultores e agropecuaristas de Maringd (COCAMAR) e desde entdo passou a

ser o principal estado produtor de casulos verdes do pais (Silva, 2008).

2.3. Mercado da sericicultura internacional e nacional

No cenario mundial da cadeia de producdo de seda, a China € o maior
produtor, seguido pela india, Tailandia, pelo Uzbequistdo, Ird e Brasil. Devido a
medidas impostas pelo governo da india dificultando a & sua producéo de casulos, o
Brasil vem se destacando e caminhando para ocupar o posto de quarto maior
produtor mundial de casulos e de fios de seda (Conab, 2013).

A safra de 2013/2014 registrou 2.376 toneladas de casulos, enquanto a
safra anterior (2012/2013) registrou 2.811 toneladas, numero 15,38% menor, queda
essa provocada pela evaséo dos sericicultores para outras atividades, estimulada,
principalmente, pelo aumento de custos na producdo (Conab, 2013), conforme
Figura 1.

Desde a inicializagdo da agroindlstria brasileira de sericicultura, a
destinagdo da produgédo tem sido essencialmente para exportacdo. Os maiores
importadores da producdo nacional brasileira sdo Franca, Japdo, China e Itélia, que
juntos consomem 96% de toda a produgdo nacional. Em 2012, 408.8 toneladas
foram exportadas para esses paises, gerando um montante de US$ 26,08 milhdes
para a economia brasileira (Seab, 2013).

Entre os estados brasileiros, o Parand destaca-se na producdo de seda,
especialmente a regido norte que concentra aproximadamente 1.985 criadores, com

2.210 barracGes ativos e area de 4.446 ha com amoreiras. O municipio de nova

8



esperanca é o maior produtor no estado e possui 199 sericicultores, algo em torno
de 10% do total do estado, em 303 barracfes (13%), em uma area de 730 ha (Seab,
2013). Na safra de 2012/2013, o estado paranaense foi responsavel por 89% da
producdo de seda nacional e na safra de 2013/14 responde por 93% da producéo
de casulos, totalizado 2.376 toneladas (Conab, 2013).
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Figura 1 - Histérico de producéo de seda (Fonte, Conab, 2013).

A producéo brasileira é toda destinada a Fiagdo de Seda Bratac S/A, que é
responsavel por 100% da matéria prima e fabricacdo dos fios de seda, além de
prestar suporte técnico aos produtores, incluindo também o fornecimento dos

insetos aos agricultores para producao de casulos (Conab, 2013).

2.4. Caracteristicas do fio da seda

A seda produzida pelo B. mori para a confeccdo do casulo é constituida
basicamente das proteinas fibroina, sericina e p25 ou fibrohexamerina. As cadeias
de fibroina, que sdo proteinas fibrosas, formam filamentos rigidos, juntamente com
a sericina e a fibrohexamerina, constituindo os fios de seda (Corradello, 1987).
Outras categorias de proteinas foram caracterizadas nos lepiddpteros: Galleria
mellonella e B. mori, sendo denominadas seroina 1 e seroina 2, que atuam como

antimicrobianos e protegem o casulo de fungos e bactérias (Zurovec et al., 1998).
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Para obter o fio de seda a partir do casulo de B. mori, € necessario, em
primeira instancia, impedir que a pupa se transforme em mariposa, uma vez que 0
inseto adulto produz um liquido alcalino que tem a fung&@o de furar o casulo para
permitir a saida da mariposa. Com intuito de atrapalhar esse processo, os casulos
ficam em repouso por duas semanas para a estabilizacdo da sericigena e depois
ocorre a limpeza do casulo. Em seguida, sdo cozidos para amolecer a goma de
sericina e possibilitar melhores condigbes para que a fibra possa ser processada
durante a fiagdo. Ao final, obtém-se o fio de seda (Seab, 2010).

A fibra produzida pelo cultivo do bicho da seda €, sem duvida, um dos mais
nobres materiais téxteis que o homem j& utilizou para a fabricagédo de tecidos. Seu
brilho, aspecto e toque sdo exclusivos sdo bem vistos pela industria téxtil, outras
caracteristicas ainda podem ser uteis na biomedicina, propriedade como a
biocompatibilidade impulsionam as pesquisas com a seda para a produgdo de
biomateriais (Silva, 2008).

2.5. Doencgas que afetam o B. mori

Alguns patégenos, como protozoarios, bactérias, fungos, virus e outros
insetos interferem de forma significante na producéo dos casulos, bem como no
ciclo de vida do animal, afetando seu desenvolvimento e producdo de casulos
(Zanetti, 2005a).

Quando contaminado por protozoarios, o bicho-da-seda, geralmente,
desenvolve a flacherie e a pebrina. A primeira é conhecida como diarréia do bicho-
da-seda; a segunda € uma doenca infecciosa caracterizada pelo aparecimento de
manchas negras no tegumento da lagarta. O agente etioldgico dessas moléstias é o
microsporidio Nosema bombycis e a contaminacéo se dé pela ingestéo de folhas de
amoreira contaminadas com ovos (Zanetti, 2005b).

As doencas causadas por fungos também s&o comuns na produgéo e as
que apresentam maior incidéncia sdo a calcinose branca, causada pelo agente
Beauveria bassiana, e a calcinose preta, causada por e Metarhizium anisopliae
(Habib e Andrade, 1998b). Essas doengas séo transmitidas por folhas de amoreira
contaminadas e, entre os insetos, esta infecgcdo pode ser agravada, pois as
condicbes ideais para o desenvolvimento dos fungos estdo diretamente

relacionadas as do desenvolvimento do inseto (Zanetti, 2005b).
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Outros insetos também podem prejudicar a sericicultura, como a mosca
kyojo (Sturmia sericariae), a mosca tachina (Tricholyga sorbillans), a mosca uzi
(Tricholyga bombycis), o acaro da sarna da palha (Pediculoides ventriculosus), o
besouro do casulo, as formigas e as abelhas (Zanetti, 2005b, Hanada e Watanabe,
1986). No entanto, os virus, cuja contaminacdo ocorre pela ingestdo de folhas de
amoreira contaminadas, S40 0s parasitas que mais preocupam os trabalhadores do
setor. Estéo divididos em quatro tipos: poliedrose nuclear (baculovirus), poliedrose
citoplasmaética (cypovirus), flacidez infecciosa (virus F) e densovirose (parvovirus)
(Watanabe, 2002).

O nucleopolyhedrovirus (NPV) é um dos grupos mais agressivos para B.
mori e sua proliferacdo na populagéo de lagartas pode ocorrer através da hemolinfa,
fezes e regurgito das lagartas, que uma vez infectadas transmitem o virus as outras
lagartas. Também pode ser de forma vertical, de inseto para inseto, ou por
intermédio de sua progénie (Khurad et al., 2004).

Brancalh&o (2002) fez a primeira descricdo do BmNPV como um subgrupo
multiplo de B. mori. Desde entdo fomentam pesquisas para estabelecimento de

técnicas de deteccdo e combate do virus para auxiliar no controle da praga.

2.6. Baculovirus e B. mori

A descoberta ao baculovirus esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da industria da seda, que se iniciou na china a cerca de 5.000.
Como em outras atividades agroindustriais, a diminuicdo na producdo era
observada e atribuida a uma variedade de doencas ligadas a alguns patégenos e
este problema precisava ser enfrentado para que a industria da seda viesse a se
expandir. Neste contexto, uma variedade de patdgeno foi descrita e alguns métodos
de combate a essas doengas foram desenvolvidos (Rohrmann, 2011).

Com o advento da microscopia de luz, alguns patégenos foram descritos.
Uma das caracteristicas proeminentes de um dos tipos de doengas foi a presenca
de corpos de oclusdo encontrados em insetos infectados, comumente na forma de
poliedros, e que levou & nomeacdo das doencas associadas a essas estruturas
como “polyhedroses” em meados de 1800 (Rohrmann, 2011).

Os baculovirus, pertencente a familia Baculoviridae, compreende um grande

e diverso grupo que infecta insetos da ordem Lepiddoptera, Hemiptera e Diptera
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(Braconi, 2013). Quando associados ao controle de pragas, os baculovirus
representam uma boa alternativa. No Brasil, alguns baculovirus séo explorados para
a eliminacdo de insetos-pragas, como no caso de Anticarsia gemmatalis (AgNPV),
(Brancalh&@o et al., 2002), que infecta os invertebrados e é especifico aos seus
hospedeiros (Moscardi, 1999). E encontrado em mais de 700 espécies de
hospedeiros, em sua maioria Lepidépteros (Tanada e Kaya, 1993).

Inicialmente os baculovirus foram divididos em dois géneros,
nucleopolyhedrovirus (virus de poliedrose nuclear - NPV) e Granulovirus (virus de
granulose - GV), classificacdo esta devido a morfologia encontrada nos corpos de
oclusdo. Porém desde 2008, a comunidade internacional divide a familia
Baculoviridae em quatro géneros: os Alphabaculovirus, (NPVs especificos de
lepidopteros), os Betabaculovirus (GVs especificos de lepidopteros), os
Gamabaculovirus (NPVs especificos de hemipteras) e os Deltabaculovirus, que
infectam dipteros (Braconi, 2013).

A forma infectante do virus é o nucleocapsideo. O genoma do baculovirus é
constituido de DNA circular, rodeado por capsideo proteico na forma de bastonete
(Gomi et al., 1999). Os virions, durante o ciclo de infecgdo, podem assumir duas
formas diferentes. A primeira € responsavel pela transmissdo horizontal entre
hospedeiros e pela infecg@o das células colunares do intestino médio da larva de
insetos (Granados et al., 1986). A segunda, o virus broto (ndo ocluso), é
responsavel pela propagacdo sistémica da infeccéo, infectando inicialmente os
hemocitos na hemolinfa e subsequentemente espalhando a infec¢do para os demais
tecidos do hospedeiro. O género Alphabaculovirus possui virus com corpos de
oclusdo poliédrica e contém vérios virions. A proteina denominada poliedrina
responde por aproximadamente 95% do seu conteldo proteico (Maruniak, 1986) e
apresenta peso molecular de 30.000 daltons (Summers et al., 1980).

Os corpos de ocluséo representam uma forma de protecao, permitindo que
os virus desse género resistam a condicdes ambientais fora do hospedeiro. Até
ocorrer a dispersdo para a superficie das folhas de amoreira por meio da agéo do
vento, chuva ou outros artrépodes, podem permanecer em solos acidos ou neutros
por meses ou até anos. Em uma matriz proteica, a oclusdo dos virus garante a
protecdo de particulas infectantes, que s@o responséveis pela transmisséo de inseto
para inseto, enquanto a forma n&o ocluida possui a funcdo de transmitir de célula
para célula (Blissard e Rohrmann, 1990). Os genes responsaveis pela codificagdo
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das proteinas de oclusdo sdo bem conservados entre os baculovirus do mesmo
género (Santos et al., 2010).

A infecg@o inicia quando o virus, na forma de poliedros, chega ao intestino
do inseto, por meio da ingestdo de folhas de amoreira infectada. No limen do
intestino, o virus é submetido a um pH alcalino (pH 11) que por sua vez dissolve a
poliedrina, liberando os virions no trato digestivo. Os nucleocapsideos penetram nas
células epiteliais do intestino médio, via fusdo de membrana (Horton e Burand,
1993), e séo transportados ao nucleo, no qual perdem o envoltério proteico e, desta
forma, ocorre a liberacdo do DNA durante o periodo de uma hora apés a infecgéo.

A propagacédo do virus para outros tecidos do hospedeiro inicia quando
ocorre a replicagdo do genoma do virus, que resulta na produgédo de virus broto.
Para isso, o virus se utiliza do sistema traqueal, sistema este que apresenta contato
direto com células epiteliais e outros tecidos, espalhando-se pelo corpo do inseto e
tornando a infec¢ao sistémica (Engelhard et al.,1994).

A sintomatologia nos lepidépteros afetados, geralmente observada logo
depois da ingestdo de poliedros, consiste em mudancas morfologicas e
comportamentais, podendo levar a morte do inseto (Kamita et al., 2005). Entre o
segundo e o terceiro dia pés-infeccdo, os insetos diminuem a alimentacdo, o que
freia seu crescimento. Prosseguindo o processo infeccioso, o inseto fica flacido e
acaba morrendo. O exame do inseto morto revela hemolinfa leitosa e com a morte
seu tegumento se rompe facilmente, liberando grande quantidade de poliedros no
ambiente e infectando novos hospedeiros (Granados e Williams, 1986; Volkman e
Keddie, 1990).

Algumas proteinas produzidas pelos baculovirus auxiliam no processo
infeccioso. Na fase tardia é produzida a quitinase e a cisteina-protease, que atuam
na dissolugdo dos tecidos do inseto, rompendo a cuticula larval e liberando os
poliedros (Hawtin et al., 1997).

O BmNPV é o principal agente infeccioso em B. mori, representando uma
ameaca a sericicultura. Ainda ndo é conhecido nenhum agente terapéutico para
controlar a disseminagdo do virus, sendo a Unica arma a prevengdo, ou seja,
organismos que apresentarem a infeccdo devem ser descartados o mais rapido
possivel para que ndo ocorra a propagagdo do virus entre as lagartas de B. mori
(Brancalh&o, 2002).
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Nos dultimos anos, varios estudos tém sido reportados na busca de
mecanismos para auxiliar no controle e deteccdo do BmNPV. Brancalhdo (2002)
trabalhou no desenvolvimento de uma técnica para deteccédo rapida e segura do
virus em microscopio oOptico. Yao et al. (2003), amparado por caracteristicas de
resisténcia do B. mori, que sdo controladas por genes dominantes, propds a
utilizagdo de marcadores moleculares para investigar estas caracteristicas. Desta
forma, a selecéo assistida por meio destes marcadores poderia identificar genes
relacionados a resisténcia. Khurad et al. (2004), em seus estudos, procurou
determinar a transmissibilidade de BmNPV dos pais para progénie, indicando que a
transmissao vertical ocorre, sendo desfavoravel o uso de lagartas sobreviventes a

infecgé@o pelo nucleopolyhedrovirus para producdo de ovos para comercializagao.

2.7. Métodos de deteccédo e genética do BmNPV

A deteccdo do nucleopolyhedrovirus pode ser feita por diversos métodos.
Brancalhdo et al (1998) adaptou a técnica desenvolvida por Hamm, em 1966, para
detecgdo rapida de BmNPV, a partir da hemolinfa do in6culo ou do filtrado obtido
dos insetos. Outros métodos tém sido desenvolvidos, entre eles via microscopia,
que permite a visualizacdo de corpos de oclusédo. Técnica bastante sensivel e que
apresenta bons resultados para a detec¢do da doenca € o teste imunoenzimatico
(ELISA). Este método é capaz de detectar baixas concentra¢des do virus por meio
da mudanca de cor, que indica a presenga ou auséncia de BmNPV (Vanapruk et
al.,1992). A imunofluorescéncia também tem dado bons resultados. Neste método,
um anticorpo fluorescente € utilizado e uma fluorescéncia é detectada no citoplasma
de células infectadas, o que sugere que as proteinas do corpo de oclusdo estdo
sintetizadas no citoplasma (Krywienczyk, 1963). A técnica de PCR com adapta¢des
€ também bastante utilizada para deteccdo do DNA viral em vérios insetos
infectados (Burand et al., 1992; Faktor e Raviv,1996; Otta et al., 2003; Ikuno et al.,
2004; Khumnoi, 2007; Galal, 2009 ).

Os baculovirus se apresentam como um grupo muito diverso de virus. Seu
genoma € composto de uma molécula de DNA circular dupla fita covalentemente
fechada que varia de 80 a 180 Kb e codifica de 90 a 180 proteinas (Granados et al.,
1986). Destes genes, um conjunto comum de cerca de 30 genes homoélogos foram

identificados e existem provavelmente outros que n&o puderam ser reconhecidos
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por causa do grau de alteracdes incorporadas ao longo do tempo (Rohrmann,
2011).

Nos baculovirus melhor caracterizados, os virions apresentam-se de duas
formas: virions oclusos e virions enxertados. Embora estes dois tipos de virions
apresentem semelhancgas na estrutura do nucleocapsideo, eles diferem na origem e
composicdo dos seus envelopes e as suas fungdes no ciclo de vida do virus
(Rohrmann, 2011).

Os membros da familia Baculoviridae séo caracterizados pela sua presenca
em corpos de ocluséo, chamados poliedros para NPVs e granulos ou capsulas para
GVs. Nos NPVs, os Polyhedros correspondem a cerca de 0.6 - 2 uM do NPV de
diametro, enquanto os granulos nos GVs, cerca de 0.2-0.4 uM, apresentando forma
oval (Akerman e Smimoff, 1983).

A linhagem T3 virus do NPV que infecta especificamente o B. mori foi
totalmente sequenciado. Seu genoma é composto de 128.413 nucleotideos e 40 %
dos nucleotideos correspondem a guanina e a citosina e apresentam 136 quadros
de leitura abertos (ORFs). O material genético destes virus estd envolto por um
capsideo proteico (nucleocapsideo) em forma de bastonete que forma o virion e que

caracteriza a particula infectante (Summers e Smith, 1980).

2.8. Imunidade inata em insetos e o modelo B. mori

O grande sucesso dos insetos nos mais variados ambientes até mesmo
repletos de competidores se d& pelo sistema imunologico de defesa inato. O
sistema imunoldgico inato representa uma defesa contra particulas e/ou organismos
estranhos, combatidos com mecanismos ou barreiras estruturais e fisioldgicas (Bulet
et al., 1999; Lavine e Strand, 2002). Mecanismos quimicos, fisicos ou biolégicos
representam a primeira linha de defesa dos insetos contra patdgenos (lkeda et al.,
2013).

Existem barreiras de protecdo muito eficientes nos insetos como a cuticula
(exoesqueleto), o canal alimentar e o sistema respiratorio (Bulet et al., 1999).
Quando estas barreiras fisiologicas sdo rompidas, 0s micro-organismos atingem a
hemocele, desencadeando outros mecanismos complexos ativados, a fim de
combater a entrada de um patdgeno. Estes mecanismos alternativos sao

conhecidos como celular e humoral (Ai et al., 2013).
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As respostas celulares envolvem fagocitose, nodulacéo, encapsulagéo e
citotoxidade, guiadas por hemdcitos celulares livres circulantes na hemolinfa (Silva,
2002), e a eficiéncia desta defesa é diretamente proporcional ao nimero e ao tipo
de hemdcitos relacionados a este mecanismo (Russo et al., 2001). Essa resposta
pode ser direta por encapsulagéo ou fagocitose ou ainda indireta, envolvendo uma
cascata complexa de serino-proteases e vias de sinalizagéo intracelular imune que
conduzem os peptideos antimicrobianos (AMPSs), que podem ser as lisozimas
(Ferrendon et al., 2007; Warr et al., 2008).

A resposta humoral é efetivada por AMPs produzidos pelo corpo gorduroso
da larva e liberados na hemolinfa, ativando uma complexa cascata proteolitica que
leva & coagulagdo e a mineralizacdo da hemolinfa (Bogdan et al., 2000; Vass e
Nappi, 2001; Lavine e Strand, 2002). Os peptideos antimicrobianos sdo amplamente
distribuidos nos organismos vivos desde o0s procariotos até o0s eucariontes
superiores (Bulet et al., 2004), sendo classificados como peptideos de baixo peso
molecular, pois possuem massa entre 2 a 5 kDa, ativados contra micro-organismos
(gram-positivos, gram-negativos e fungos) que invadem a hemolinfa (Kajhuria et al.,
2011)

Estudos tém sido realizados a fim de mostrar a eficiéncia dos AMPs frente
aos corpos estranhos presentes na hemolinfa, pois esta alternativa se torna uma
ferramenta no combate a micro-organismos resistentes a antimicrobianos (Daffre et
al., 2001; Marshall e Arenas, 2003). Atualmente, sabe-se que 0S micro-organismos
demoram um tempo maior para desenvolverem resisténcia aos AMPs, levando a
crer que estas moléculas sdo candidatas a antibiotico natural (Conlon et al., 2004).
No modelo biolégico Drosophila melanogaster, os mecanismos dos patdgenos e
ativagdo de vias de sinalizacdo e regulacdo da expressédo dos peptideos de defesa
sé@o bem conhecidos (Kounatidis e Ligoxygakis, 2012).

Nos fluidos corporeos dos insetos, existe uma variedade de fatores de
defesa humoral, naturais ou induziveis, sendo as defesas naturais constituidas por
aglutininas, lisozimas, outras lisinas, bactericidas, enzimas lisossomais e fatores de
imobilizagdo. Apo6s poucas horas da injecdo de antigeno, os fatores induziveis séo
verificados e tais fatores estdo envolvidos no reconhecimento de particulas
estranhas. Logo que h& o reconhecimento de algum patégeno, as respostas de
defesa séo ativadas a fim de garantir a morte dos micro-organismos e a homeostase
do sistema (Gotz e Boman, 1985; Ratacliffe et al.,1985).
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Lipidios na epicuticula no Bombyx mori atuam inibindo a invasé@o de fungos
como Beauveria bassiana (Saito e Aoki, 1983). Danos na cuticula estimulam a
sintese de peptideos antibacterianos pelas células epidérmicas (Brey et al., 1993).

O conhecimento das respostas imunoldgicas desencadeadas pelos insetos
pode fornecer informacdes valiosas para o delineamento de novas formas de
controle biolégico. O entendimento sobre a organizacdo e regulacdo do sistema
imune dos insetos tem sido ampliado, sobretudo devido a estudos relacionados a
caracterizagdo e a purificagdo de peptideos antimicrobianos produzidos em resposta
a infec¢des causadas por bactéria ou fungos em varias espécies de insetos, como
as lagartas Manduca sexta (Russell e Dunn, 1996) e Galleria mellonella (Dunphy e
Halwani, 1997) e o mosquito Aedes aegypti (Lowenberger et al., 1999), juntamente
com as informagdes genéticas sobre Drosophila melanogaster (Han et al., 1998).
Estas informagbes levaram ao reconhecimento de que o0s insetos possuem um
sistema capaz de reconhecer um patdgeno e ativar um complexo de moléculas
sinalizadoras e, a partir de sinais gerado por este processo, coordenar a expressao
de vérios genes ou reprimir a expressao de alguns genes (Franc e White, 2000).

Em alguns representantes da ordem Lepiddptera, o sistema imune é bem
caracterizado, principalmente em Bombyx mori, Manduca sexta, Galleria mellanela e
Spodoptera frugiperada. Para essas espécies, foram descritos AMPs de todas as
classes e os sistemas de ativagdo das vias imunes estdo bem compreendidos em
nivel molecular (Kajhuria et al., 2011).

A grande maioria dos trabalhos envolvendo a imunidade inata dos insetos
tem se concentrado em infecgBes bacteriana ou fangicas (Ferrendon et al., 2007,
Kanost et al., 2004). Mais recentemente, os estudos tém avancando sobre o
mecanismo de defesas de insetos contra virus de RNA (Lemaitre e Hoffmann, 2007;
Steinert e Lavashina, 2011). A principal resposta conhecida nos insetos é mediada
por RNA de interferéncia (RNAI) que, por meio do sistema enzimético Dicer2/R2D2,
produz siRNAs que inibem a replicagdo viral (Kingsolver et al., 2013).
Adicionalmente, a andlise de expressdo de genes relacionados a resisténcia ao
BmNPV em linhagens resistentes de B. mori apontam para proteinas que poderiam
estar envolvidas no mecanismo de defesa contra o virus. Contudo, 0 mecanismo

permanece ainda nédo esclarecido (Cheng et al., 2014).
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2.9. Corpo gorduroso como o sitio de sintese de AMPs e proteinas antivirais

O tecido adiposo ou corpo gorduroso é um tecido de armazenamento e um
importante 6rgdo que participa da atividade metabdlica dos insetos, produzindo e
liberando proteinas, lipidios e carboidratos para a hemolinfa. Essas moléculas
atuam como precursores para o metabolismo em outros tecidos (Keeley, 1985).

A estrutura e a organizagdo do tecido gorduroso apresentam formas
variaveis entre os diferentes grupos de insetos, sendo elas o tecido adiposo
periférico ou subcuticular e o tecido adiposo visceral (Haunerland e Shirk, 1995).
Ambos os tecidos realizam diferentes fungbes, tendo o tecido periférico a
responsabilidade de armazenar nutrientes, enquanto o tecido adiposo visceral
parece ser biossinteticamente mais ativo, o que, aliado & proximidade deste tecido
com a hemolinfa, permite a intensa movimentagcdo de moléculas necesséarias aos
processos metabdlicos corporais (Dean e Lucke, 1985).

Entre as varias atividades metabdlicas que o tecido adiposo desempenha
estd o metabolismo intermedidrio que, na hemolinfa, atua como um regulador,
garantindo a homeostase do tecido. Também desempenha atividades especificas
durante os estégios de desenvolvimento que envolve a producdo, armazenamento e
a liberacdo de nutrientes e metabdlitos para atender as exigéncias nutricionais ou
aos eventos metamorficos do inseto. (Haunerland e Shirk, 1995).

Possivelmente, devido as suas fungc6es no metabolismo intermediario e no
armazenamento de nutrientes, o tecido gorduroso é alvo preferencial na infeccdo
pelo BmNPV (Granados, 1986; Bilimoria, 1991), representando um local rico em
substratos e energia necesséra a replicagdo viral (Chapman, 2012). Este tecido é o
centro de origem de diversas proteinas importantes para os insetos, como as que
estdo envolvidas na reprodugéo (vitelogéninas), no controle hormonal (esterases),
que degradam o horménio juvenil, e também na resposta imunoldgica (lisozimas)
(Keeley, 1985).

Recentemente, Ai et al. (2013) demonstraram que a larva de Musca
domestica produz uma fragdo proteica denominada PEF (Fragdo enriquecida de
proteinas) que tem atividade antiviral contra nucleopolyhedrovirus multicapsideo.

Os insetos da ordem Lepiddptera também produzem proteinas com funcao
antiviral, mas existem poucos relatos de trabalhos de proteinas com esta atividade

em lepidépteros. O trabalho pioneiro foi desenvolvido por Hayashiya e Nishida
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(1968); Hayashiya e Matsubara (1971). Nestes trabalhos, foi relatada a presenca
das proteinas vermelhas fluorescentes (RFP) em fluidos intestinais em B. mori, mas
trabalhos com proteinas isoladas de corpo gorduroso do bicho-da-seda néo existem.
Ultimamente, em B. mori, foi relatada a proteina Sprouty que estd envolvida na

inibicdo da replicagdo do BmNPV (Jin et al., 2014).

2.10. Métodos protedbmicos

Inicialmente, os métodos protedmicos realizados a partir de amostras
biologicas mapeavam e determinavam o perfil proteico das proteinas existentes
nesses materiais por meio de géis bidimensionais (Klose e O’farrell, 1975). Porém,
devido a limitacdes tecnoldgicas da época, ndo era possivel a identificagdo destas
proteinas (Graves e Haystead, 2002). O sequenciamento foi possivel devido a uma
metodologia proposta por Edman, que possibilitou o sequenciamento de proteinas
de amostras separadas por meio da técnica de gel bidimensional e criando um
banco de dados de proteinas (Edman, 1949; Aebersold et al., 1987; Aebersold et al.,
1988).

Com o avango das técnicas protedmicas na década de 90, o método da
espectrometria de massas substituiu 0 método de Edman. Este novo procedimento
permite identificar a massa molecular por meio de correlagéo entre massa/carga de
uma proteina e os peptideos oriundos de sua fragmentagdo em um tempo muito
curto e com excelente desempenho, dando confiabilidade aos resultados obtidos
(Steen e Mann, 2004). Possibilitou, ainda, varias aplicacdes, como caracterizar
proteinas expressas em um sistema, identificar todas suas isoformas e modificacdes
pés-traducionais, as interagfes proteina-proteina entre outros (Wiese et al., 2007).

O espectrémetro de massa copensiste em uma fonte de ions, um analisador
de massa, um detector e um sistema de aquisicdo de dados (Cantu et al., 2008),
sendo MALDI (matrix assisted laser desorptiom/ionization-time of flight) e ESI
(Electrospray) as duas fontes de ionizagdo mais utilizadas em um espectrometro
(Karas e Hillenkamp, 1988; Cantu et al., 2008).

Os peptideos digeridos dos géis 2-DE s&o eluidos em ordem de
hidrofobicidade e injetados no espectrometro de massas. Em seguida, séo ionizados
com um alto potencial elétrico, de forma a preservar a estrutura polipeptidica, e 0s

peptideos ionizados transferidas para fase gasosa (Cantu et al.,, 2008; Steen e
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Mann, 2004). Os peptideos s&o vaporizados e conduzidos para um sistema de
vacuo e posteriormente encaminhados para andlise de massas: ion-traps, time-of-
flight (TOF) (Aebersold e Mann, 2003; Cantu et al., 2008). O analisador de massa
pode, ainda, ser acoplado em sequéncia, possibilitando que os ions separados pela
relagdo massa/carga sejam fragmentados na préxima etapa e os ions, com maior
intensidade e consequentemente mais informativos, sdo submetidos a dissociacao
por colisdo (CID) de géas inerte (argbnio, nitrogénio ou Helio). O espectro final
(MS/MS) entéo é detectado (Braconi, 2013).

Os espectros informativos contendo a relagdo massa/carga e a sequéncia
do peptideo sdo utilizados na busca em um banco de dados pelos programas
Mascot, Masslynx, PptideSearch ou Sequest (Cantu et al., 2008). O software Mascot
confronta os dados obtidos com uma biblioteca de dados de fragmentos tedricos ja
depositados no sistema (Braconi, 2013). Para tal identificagdo, o sistema do
software promove um calculo que envolve a probabilidade das massas/cargas de
um fragmento pratico e tedrico coincidir de maneira aleat6ria, expresso como o
negativo do logaritmo deste numero, que é representado em escore (Braconi, 2013).

Para a conducéo desse trabalho, os métodos protedmicos foram utilizados a
fim de sequenciar spots de proteinas presentes nos géis bidimensionais de lagartas
de B. mori desafiadas pelo virus BmNPV. Apesar do grande impacto causado por
este na produgéo de casulos de seda, poucos séo os estudos aplicando ferramentas
protedmicas em lagartas inoculadas com o BmNPV e estes dados obtidos poderiam
auxiliar na deteccdo de proteinas envolvidas no combate ao BMNPV neste

lepidoptero.

2.11. Proteina kin 17

A proteina kinl7 foi descoberta em 1989 em células de ratos, utilizando
anticorpos, dirigidos contra a proteina RecA de Escherichia coli (Angulo et al.,
1989). Entre outras fungdes, a kinl7 participa no reparo do DNA, de maneira que a
mudanc¢a de uma ou mais bases seja amenizada ou silenciada, diminuindo danos
que poderiam ser causados caso esse erro nao fosse corrigido. Também em
estudos posteriores, foi verificado que, além de reparo do DNA, essa proteina esta
relacionada ao processo de replicacdo do DNA (Despras et al., 2003; Mazin et al.,
1994).
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O gene da proteina kinl7 é altamente conservado filogeneticamente entre
0S eucariontes, 0 que aponta para um importante papel dessa proteina para 0s
organismos, sobretudo para o B. mori. Publicagbes recentes apontam genes
ortdlogos da kinl7 em humanos, camundongo, Arabidopsis thaliana, Drosophila
melanogaster, Brugia malayi e Schizosaccharomyces pombe (Despras et al., 2003).

Técnicas de imunofluorescéncia indireta e microscopia eletronica indicam
que a proteina kinl7 esta associada a cromatina, formando focos de replicagéo por
toda extensdo do nucleoplasma, parecido com o observado com outras proteinas
envolvidas no processo de splicing de RNA, na replicagcéo e no reparo do DNA. Uma
hipétese relacionada a kinl7 é de que ela possa participar como um fator na
replicagdo do DNA, criando uma ponte entre a replicacdo e o reparo do DNA,
mediada por complexos proteicos de alto peso molecular (Mazin et al., 1994,
Kannouche et al., 2000; Despras et al., 2003; Masson et al., 2003; Miccoli et al.,
2003).

Nos humanos, os genes da Kinl7 estdo localizados no cromossomo 10
(Angulo et al., 1991), com aproximadamente 393 aminoacidos e massa molecular
de 47 kDa, com um ponto isoelétrico de 9,3 (Kannouche et al., 2000). Quanto a sua
distribuicdo nuclear, apresenta altera¢cées dindmicas entre a estrutura da cromatina
e a matriz nuclear (Miccoli et al., 2003) e foi constatado que esta proteina esta
associada ao complexo multiprotéico de replicagdo do DNA, em conjunto com
outras proteinas, como a RPA70, PCNA e DNA polimerase a. Complexos
multiprotéicos isolados de células em cultura capazes de realizar replicacdo do DNA
in vitro apresentam atividade reduzida quando a kinl7 é inibida por imunodeplecéo.

Atualmente, essa proteina vem sendo estudada através de imunodetecgéo
com anticorpos monoclonais, revelando em B. mori duas isoformas com peso
molecular de 40 e 47 kDa, expressas em varios tecidos larvais e em células Bm5
(Rando, 2013). Analises aplicando ferramentas prote6micas poderiam mostrar de
forma clara a sequéncia da proteina e contribuir para o entendimento dos

mecanismos moleculares que levaram ao surgimento das isoformas em B. mori.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manejo do Bombyx mori

Os experimentos foram realizados no laboratério LORF da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), em parceria com a Universidade Estadual do Oeste do
Parand (UNIOESTE) e Universidade Federal do Parana (UFPR), utilizando hibridos
comerciais de B. mori da empresa de Fiagdo de Seda - BRATAC S.A,, localizada na
cidade de Bastos, Sdo Paulo. As lagartas foram criadas em condigdes de sanidade,
em temperatura e umidade controlada. A temperatura das salas de criagcédo foi
ajustada a 28° C + 0,5° C e 90% = 5% de umidade relativa para a criacdo de
lagartas do 1° instar, enquanto as lagartas do 2° instar foram mantidas a 27° C +
0,5° C e com 85% + 5% de umidade relativa. As lagartas de B. mori do 3°, 4° e 5°
instar foram criadas em 26° C + 0,5° C e com umidade relativa de 70% + 5%.
lluminacéo artificial branca foi utilizada nas salas de criagdo para expor as lagartas
de B. mori a 14 horas diarias de fotoperiodo com 10 horas de escuro.

Folhas de amoreira (Morus sp.) foram imersas em solugdo contendo
(BMNPV) e outro grupo de lagartas foi alimentado com folhas de amoreira fresca.
Antes e apds o desafio, as lagartas foram tratadas com folhas ndo infectadas de
amoreira. As caixas foram limpas diariamente, sendo que os restos de folhas e
fezes foram retirados para melhoria das condi¢gfes sanitarias da criagéo, dificultando

assim a proliferagéo de doencas.

3.2. Inoculagéo viral

O in6culo do BmNPV foi obtido de lagartas de B. mori anteriormente
infectadas (Brancalho et al., 2000). A suspens&o viral do inéculo foi de 4,5 x 10’
COPs/mL (COPs= corpos de oclusdo poliédricos por mililitro). A inoculacdo foi
realizada em lagartas de 5° instar, 24 horas apds a ecdise, que se encontrava em
jejum. As lagartas foram alimentadas com discos foliares de amoreira (2 cm de
diametro), previamente pulverizados com 10 pL da suspenséo viral de BmNPV,
enquanto as pertencentes ao grupo controle foram alimentadas com discos foliares

pulverizadas com agua filtrada.
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Terminada a alimentagdo, as lagartas, foram transferidas para caixas
devidamente identificadas e mantidas em sala climatizada, onde permaneceram até
o final do experimento, recebendo, diariamente, folhas de amoreira isentas de
BmNPV.

3.3. Coleta do tecido gorduroso das lagartas

O corpo gorduroso das lagartas de B. mori foi dissecado no sétimo e oitavo
dia do 5° instar apds a infecgdo (DPI) e separados em 4 tubos, contendo PBS (4,3
mM, NaHPO; x 7 HO, 1.4 mM NaH,PO4, 137 mM NaCL e 1 mM de
phenylmethylsulfonyl fluoride, pH 7.2) gelado. As amostras identificadas com os
seguintes codigos: CGBMC7DPI (amostra do sétimo dia controle), CGBMI7DPI,
(amostra do sétimo dia infectada), CGBMC8DPI (amostra do oitavo dia controle) e
CGBMI8DPI (amostra do oitavo dia infectado). O mesmo foi feito com as lagartas
nao infectadas com o NPV, utilizadas como grupo controle. Os dias estabelecidos
para a coleta do tecido gorduroso representam o auge da infecc¢éo.

O tecido foi lavado com PBS gelado, para completa remog¢&o da hemolinfa e
homogeneizado com pistilo em tubo eppendorf em 250 uL de PBS. Em seguida, o
tecido foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4° C, durante 10 minutos. A separagao das
fases foi observada e a solugdo abaixo da camada lipidica foi coletada e

armazenada em freezer - 80° C (Rando et. al., 2011; Brancalhao, 2002).

3.4. Extragé&o proteica

Lipidios e contaminantes foram removidos do extrato proteico, de acordo
com o protocolo de Wessel e Fugge (1984), com modifica¢des, 250 pyL do extrato
proteico foi tratado com 1 ml de metanol 100%, 250 pL de cloroférmio e 750 uL de
agua milli Q, submetido a vortex por 30 segundos e centrifugado (11.000 rpm, 5
minutos, 4° C), formando um pellet de proteina. O sobrenadante da solugcdo aquosa
foi descartado, adicionado 1 ml de metanol para uma nova lavagem e posterior
submisséo a vortex por 30 segundos, seguido de centrifugagéo a 10.000 rpm, por 5
minutos, a 4° C. O pellet resultante foi seco em capela, com fluxo ligado durante 40
minutos, e re-solubilizado em 300 pyL de tampédo de lise Buffer (7 M uréia, 2 M

tiouréia, 2% CHAPS, 1% DTT). Para solubilizacdo, estas amostras foram
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submetidas a banho de ultrassom (Fisher Scientic), em amplitude de 50%, 60%

durante 3 minutos respectivamente.

3.5. Quantificacdo das proteinas e eletroforese em gel SDS-PAGE

A dosagem das proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976),
para a preparagdo do reagente de Bradford, dissolveu-se 100mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 em 50mL de etanol 95% e, em seguida, adicionou-se 100mL de
acido fosférico 85%. A solucdo assim obtida foi avolumada para 1L com &gua
deionizada. Apos filtracdo em papel de filtro quantitativo (Whatman n°1), a solucédo
foi mantida em geladeira. Utilizando soroalbumina bovina (BSA) para a construgéo
da curva de calibragdo. Para determinar a concentragcdo das amostras, utilizamos o
leitor de microplacas (Molecular Devices, Espectra Max Plus 384), com 50 yL de
amostra por poco e adicionou-se 150 yL de Reagente de Bradford (composicao).
Apos a solugéo ficou em repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos, a

leitura foi feita em comprimento de onda de 595nm.

3.6. Gel de eletroforese 1-DE

Eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (SDS-PAGE) foi
utilizado para a separacdo das proteinas, seguindo o método de Laemmli (1970),
utilizando aparatos da BIO RAD para eletroforese. Para a preparacdo dos géis, foi
utilizada uma solucédo de acrilamida/bis-acrilamida na proporgcéo de 29:1. O gel de
empilhamento a uma concentracédo de 4% (0,125 M de Tris-HCI, pH 6,8; 0,1% de
SDS) e o gel de separagao a 12% (0,375M de Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% de SDS) em
sistema de eletroforese Mini-Protein Ill (Bio Rad). O tampé&o de eletroforese foi Tris-
glicina 1X (0.025 M Tris Base, 0.192 M de Glicina e 0,1 % de SDS). As amostras
foram incubadas a 100° C, por 4min, e aplicadas ao gel. A separacéo eletroforética
foi realizada a 100 volts. A realizagdo da corrida com gel 1D teve a finalidade de
verificar a integridade das proteinas no extrato proteico e a concentragdo das
proteinas.

ApoOs a eletroforese, o gel de poliacrilamida preparado foi mantido em

solugdo de Coomassie brilliant blue (Sigma Aldrich), por no minimo 1 hora, e depois
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descorado em solugdo de descoloracdo (contendo 50 ml de &lcool absoluto, 10 ml

de &cido acético glacial e 40 ml de agua destilada) por 30 minutos.

3.7. Precipitagdo das amostras para a eletroforese 2- DE

O extrato proteico foi precipitado com acetona, com a finalidade de eliminar
possiveis substancias estranhas que pudessem interferir na exatiddo dos
resultados. O método consiste em adicionar acetona gelada a - 20° C, cerca de 4 X
o volume da amostra, submeter a amostra a vortex por 30 segundos e deixar por 1
hora em freezer a - 20° C. Decorrido o tempo, a amostra foi centrifugada a 11.500
rpm, durante 10 minutos, ocorrendo sedimentagcdo da amostra. O sobrenadante foi
descartado, ficando somente o pellet no fundo do tubo de ensaio. A amostra ficou
durante 40 minutos em capela de exaustdo com o fluxo ligado para eliminar os

residuos de acetona do frasco.

3.8. Hidratagéo das tiras IPG

As tiras foram hidratadas, utilizando o produto da precipitagéo, ao qual foi
adicionando 250 pL de Destreak solution Rehydratation, 1.25 yL de IPG Buffer (pH
3 -10) e 1.0 yL DTT 1M. A solucéo foi aplicada na canaleta do reswelling tray
(Amershan), mergulhando a tira de IPG (pH 3 a 10) de 13 cm, com a face do gel
voltada para baixo. O tempo de hidratag&o foi de 12 horas, para que a tira contendo

o gel pudesse absorver toda a solugéo de hidratagdo com a amostra.

3.9. Focalizagéo isoelétrica

As amostras foram separadas em quatro, contendo aproximadamente 500
ug de proteina total cada e aplicadas em tiras Immobiline Dry Strip pH 3-10, 13 cm
(GE Healthcare). O software utilizado IPG Phor Il para a focalizagéo isoelétrica foi
programado com 5 etapas, mantendo temperatura de 20° C e corrente maxima por
tira de 50pA/ strip. Etapa 1: 200 V, 200Vhr; Etapa 2: 500 V, 500 Vhr; Etapa 3:
Gradiente 1000 V, 8000 Vhr; Etapa 4 gradiente 8000 V, 11300 Vhr; Etapa 5: step
8000 V, 12000 Vhr. A voltagem acumulada foi de 24.800 volts.
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3.10. Equilibrio das tiras

Para equilibrar as tiras, foi utilizado tamp&o de equilibrio (54,075 g de uréia,
7,5 ml de Tris HCL, 51,75 ml de glicerol, 3 gramas de SDS, 300 uL de Bromofenol
para 100 ml de &gua). A solugcdo resultante foi separada em dois tubos
denominados de estoque 1 e 2. O primeiro tubo, estoque 1, foi adicionado 200 mg
de DTT e 5 ml desta solugdo foram adicionados para cada tira, deixando esta
solucdo em contato com a amostra durante 30 minutos, com agitagdo frequente.
Decorrido o tempo, a solugdo com DTT foi descartada e, no tubo estoque, 2 foram
adicionados 700 mg de iodocetamida e 5 ml desta solucdo foram adicionados a

cada tira, durante 30 minutos, com agitacéo.

3.11. Eletroforese bidimensional (2-DE) e coloragéo dos Géis

A segunda dimensdo foi realizada com a cuba RUBY (Amersham
Biosciences) em Gel de Poliacrilamida 12,5 % em dois ciclos, a uma temperatura de
12° C. O primeiro ciclo consistiu em uma corrida de 40 minutos, com 150 Volts/gel, e
uma amperagem de 15 mA/gel e a segunda etapa por 4 horas, com 150 V/gel e
amperagem de 30 mA/gel. Apés a eletroforese, todos os géis foram fixados por no
minimo uma hora. Os géis foram corados com Coomassie Coloidal G-250, de
acordo com a descricdo do fabricante, e a eletroforese foi feita em 4 géis
simultaneamente.

Os géis foram escaneados pelo Image Scanner (Amersham Biosciences),
visualizados no software Image Scanner (Amersham Biosciences) e analisados com
o software ImageMaster 2D Platinum.

O corante com comassie coloidal foi feito segundo Neuhoff et al. (1988). Os
géis foram imersos em 250 ml de solugdo, contendo 10% de sulfato de amonio, 2%
de &cido fosforico, 0,1% de comassie G-250 e 20% de metanol, nessa ordem, e
deixados sob agitagéo de um dia para outro. Neste procedimento, as bandas (spots)
devem aparecer sem a necessidade de descorante e somente foi feita a lavagem do
gel em agua para retirar o fundo azul do gel e adicionando ao final 1% de é&cido

aceético para preservacao do gel.
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3.12. Tripsinizagé&o e extragao de spots do gel de poliacrilamida para MS/MS

A retirada dos spots e a tripsinizagdo das amostras foram realizadas
conforme o protocolo estabelecido no laboratério de protebma da Universidade
Estadual de Cascavel (Unioeste). Os spots foram excisados do gel com micropipeta
de 1 mL, cerca de 1 mm cubico (1x1x1 mm) ou menores (mini gel). Os fragmentos
do gel foram transferidos para um tubo de microcentrifuga, contendo 400 uL de
acetonitrila 50% em 25mM de bicarbonato de amonio pH 8.0, deixado o gel em
contato com essa solucao por 15 minutos. Na sequéncia, foi removido o excesso de
liqguido com uma micropipeta e o mini gel foi O lavado por mais duas vezes com 400
uL da mesma solucdo, totalizando 3 lavagens, até a descoloracdo completa dos
spots.

Na sequéncia, foi acrescentado acetonitrila 100% em quantidade suficiente
para cobrir os pedacos de gel e, durante 5 minutos, decorrido o tempo, as amostras
foram secas em capela de exaustdo com fluxo ligado por 30 minutos. As amostras
foram re-hidratadas com solugdo de tripsina (grau MS, 10ug/ml em 25mM
bicarbonato de amonio, pH 8,0) e encubadas a 37° C, em banho seco, por 24 horas.
Apo6s a digestdo, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante, contendo os
peptideos foi enviado para o laboratério de protebma da Universidade Federal do
Parand (UFPR), onde o sequenciamento descrito abaixo foi realizado em

colaborac¢&o com o professor Dr. Luciano Fernandes Huergo.
3.13. Sequenciamento por espectrometria de massas

A identificacdo dos amino&cidos da proteina foi realizada com auxilio de
espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Mass Spectrometry) de acordo com Henzel et al. (1993). As amostras
produzidas foram preparadas para andlise de MALDI-TOF/TOF (Matrix assisted
Laser Desorption ionizated Time of Flight-timo of Flight ) em um aparelho UltraFlex I
MALDI-TOF/TOF. Cerca de 2 microlitros (ul) de amostra foram diluidos em solug&o
de acetonitrila/acido trifluoracético (TFA) 1:1 V/V. Em seguida, a solugéo foi
homogeneizada em vortex e 0,5 uL foi aplicado no UltraFlex Il (Bruker Datonics). As
amostras foram secadas em temperatura ambiente e o espectro foi gerado em
modo refletido, para obtengcdo das massas dos fragmentos gerados pela tripsina, e

em modo Lift, para re-fragmentacdo de ions para novo sequenciamento. Os ions
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das amostras foram submetidos a irradiagdo automatizada, com o laser operando
com poténcia modulada (de baixa para alta) e 200 tiros aleatorios, utilizando um
método de procura hexagonal. Os espectros resultantes foram armazenados para
posterior analise. Esta técnica analisa a massa dos fragmentos tripticos por meio do
tempo de voo dos ions no espectrometro e o padrdo de massas obtido (Peptides
Mass Fingerprint) € comparado em banco de dados para a identificacdo das
proteinas.

As massas moleculares de peptideos resultantes da digestdo foram
comparadas com perfis proteoliticos tedricos obtidos de sequéncia das bases de
dados da internet, com programas especificos que permitem identificar proteinas
idénticas ou altamente homologas. Os bancos de dados utilizados para identificagédo
de proteinas sdo encontrados em servidores domésticos, mantidos e atualizados
regularmente. Pesquisas em bancos de dados s&o executadas on-line ou
localmente em réplicas de servidores privados. Os bancos sdo acessados por meio
de servidores de consulta, como: Protein prospector, Prowl, peptide Serch, Mowse,
Mascot, entre outros. Além da lista de massas dos peptideos obtidos na impressao
digital de proteinas, foram fornecidos outros pardmetros, como o agente de
clivagem — tripsina, o estado de carga dos peptideos, a forma de expressédo das

massas medidas e a tolerancia de erro de + 1 Da.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos recentes tém mostrado o perfil de proteinas expressas na
hemolinfa e corpo gorduroso de B. mori em lagartas ndo desafiadas por virus ou
outros agentes entomopatogénicos (Pakkianathan et al., 2012).

Com o objetivo de visualizar as alteracdes na expressdo das proteinas do
tecido gorduroso de Bombyx mori inoculadas com BmNPV, andlises protedmicas
foram realizadas a partir de amostras coletadas de lagartas controle e inoculadas,
no sétimo e oitavo dia do quinto instar. Esses periodos foram escolhidos por
representarem o auge da infeccéo pelo patdgeno e os sintomas encontrados nesse
periodo ja foram previamente descritos (Granados e Willians, 1986). O gel 1-DE
(Figura 2) mostra a integridade das amostras de proteina total coletadas do corpo
gorduroso das lagartas no 5° instar de desenvolvimento, as quais foram utilizadas

nos experimentos 2-DE.

Figura 2 - Gel 1-De, P, padréo de peso molecular, 1 A, amostra sétimo dia controle,
1 B, amostra sétimo dia infectada com BmNPV, 2 A, amostra oitavo dia controle, 2
B, amostra oitavo dia infectada com BmNPV.

Inicialmente, os géis (gel 2-DE, das 4 amostras) foram escaneados e as
imagens analisadas com auxilio do software imageMaster (Amershan Biosciences),
para verificar a diferenciacdo no padrdo de spots. Esse software permite delimitar
nos géis, regides onde se pode adicionar o ponto isoelétrico (pl) e padrdo de peso
molecular adicionado na corrida. Como resultados, foram identificadas
diferenciacdes no padrao de proteinas que podem estar relacionadas a proteinas

antimicrobianas ou antivirais envolvidas no processo de defesa do inseto.
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O resultado obtido a partir do ImageMaster aponta para a amostra do sétimo
dia infectada (Figura 3), como a amostra que apresenta maior diferenciagdo no
padrdo de expresséao proteica. Este resultado é reforcado quando comparado com a
amostra do sétimo dia controle evidenciado na Figura 4, o que poderia ser
relacionado com a condicéo fisiolégica imposta pela infeccdo do BmNPV. Desta
forma, alguns spots identificados na Figura 3 abaixo foram selecionados para a
sequenciamento, uma vez que o numero de spots separados neste gel 2-DE foi
elevado.

pH3 » pH10

il e |- ceBmI745

50 kDa L > . : s | o /

40 kDa » . o)y : CGBMI741

30 kDa —
CGBMI724
CGBMI713
CGBMI79

Figura 3 - Gel 2-DE, poliacrilamida 12.5 %, de lagartas do sétimo dia apds a
infeccdo com o virus BmNPV. Padrdo de peso molecular ColorPlus Prestained
Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa). Spot CGBMI79 peso molecular 9 kDa,
pl 3.76, spot CGBMI713, peso molecular 13 kDa, pl 5.13, spot CGBMI724, peso
molecular 24 kDa, pl 4.11, spot CGBMI741, peso molecular 41 kDa, pl 9.60, spot
CGBMI745 peso molecular 45 kDa, pl 8.63.

Outro fator que implicou na selecdo dos spots foi a massa molecular e o
ponto isoelétrico (pl), que estavam também proximos do pl e da massa molecular da
proteina kinl7, proteina envolvida na replicacdo e reparo do DNA, nas células
infectadas do B. mori (Kannouche et al., 2000).
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A proteina kinl7 € altamente conservada nos eucariontes, o que indica uma
atividade funcional em processos bioldgicos basicos, atuando no reparo e em focos
de replicacdo do DNA. Acredita-se que a expressdo desta proteina esteja
relacionada ao estresse celular, o que pode incluir a infecgdo por algum agente
patégeno. Esta proteina foi descoberta em 1989 em células de ratos, gracas a
anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA de
Escherichia coli (Angulo et al., 1989). Os spots CGBMC746 (amostra do sétimo dia
controle) (Figura 4) e CGBMI745 (7°DPI) (Figura 3) apresentam ponto isoelétrico e
massa bem préximos e foram selecionados por estarem proximos da massa
molecular e pl da kinl7.

Os spots CGBMI724, CGBMI713, CGBMI79 da amostra do 7°DPI indicados
na Figura 3 ndo séo encontrados no gel da amostra do sétimo dia controle (Figura
4). Desta maneira, por estarem presentes na amostra infectada, estas proteinas
podem estar envolvidas no processo de imunidade do inseto, atuando como
proteinas de defesa, apesar de ndo terem sido caracterizadas como tal, mas pelo

fato de estarem sendo expressas nas lagartas infectadas.

pH3 » pH 10

50kDa CGBMC746

40kDa

CGBMC736

——.

Figura 4 - Gel 2-DE, poliacrilamida 12.5 %, de lagartas do sétimo dia, controle.
Padrdo de peso molecular Color Plus Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-
230 kDa). Spot CGBMC736 Peso molecular 36 kDa, pl 9.17, spot CGBMC746,
peso molecular 46 kDa, pl 8.84.
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Os géis 2-DE das Figuras 5 e 6 ndo apresentaram diferengas significativas
no numero de spots e na diferenciagdo de spots. Isso pode ser explicado pelo fato
de que, no 8° dia, as lagartas que restaram, nimero bem inferior ao do inicio da
analise, podem estar se recuperando ou podem ser resistentes ao virus. Ainda nas
Figuras 5 e 6, por ndo apresentarem uma diferenciacdo tdo expressiva nos spots,
foram selecionados os spots CGBMC846 e CGBMC844 (Figura 5), spot CGBMI844
e CGBMI841, com tamanho e pl proximos da kinl7.

97kDa y _ CGBMC846

CGBMC844

Figura 5 - Gel 2-DE, poliacrilamida 12.5%, de lagartas do oitavo dia, controle.
Marcador de massa molecular LMW (GE lifesciences): (14,4-97 kDa). Spot
CGBMCB844, peso molecular 44 kDa, pl 8.61, spot CGBMC846, peso molecular 46
kDa, pl 9,30.

Destes spots, o CGBMI841 (8°DPI) (Figura 6), gerou uma identificacédo de
proteina ndo caracterizada e com funcao desconhecida pela busca na base de
dados. Esta proteina tem peso molecular de 41 kDa e ponto isoelétrico de 9.60,
ndmeros préximos da proteina kinl7. Contudo, permanece ainda sem identificacao
experimental de sua atividade bioldgica.

Para averiguar se essas proteinas visualizadas nos géis 2-DE estavam
relacionadas a proteinas antivirais ou se havia outras proteinas possivelmente
relacionadas ao stress provocado pelo BmNPV, as amostras tripsinizadas foram

enviadas a Universidade Federal do Parana para realizacdo do sequenciamento por
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meio da técnica de MALDI TOF/TOF. O Quadro 1 apresenta os spots selecionados

a partir dos géis 2-DE e seus respectivos numeros de identificagao.

pH 3 » pH10

66kDa CGBMI844

45kDa

CGBMI841

F ey

"

“e

Figura 6 - Gel 2-DE, poliacrilamida 12.5 %, de lagartas do oitavo dia apos a infec¢ao
com o virus BmNPV. Marcador de massa molecular LMW (GE lifesciences): (14,4-
97 kDa). Spot CGBMI841, peso molecular 41 kDa, pl 9.60, spot CGBMI844, peso
molecular 44 kDa, pl 8.73.

O sequenciamento mostrou que apenas trés spots geraram identificagcéo:
amostra CGBMI741 (spot 6 *), do sétimo dia pos-infeccdo (7°DPI), CGBMC844
(spot 8*), do oitavo dia controle, e a amostra CGBMI841(spot 11*), do oitavo dia
pés-infecgéo (8°DPI).

O spot CGBMI741 (7° DPI) (6*) foi identificado como fator de elongagéo 1-
alpha (Elongation factor 1-alpha), que promove a ligagdo de aminoacil-RNAt aos
ribossomas durante a biossintese de proteinas dependentes de GTP. Este spot foi
identificado com a ferramenta Mascot, como mostra a Figura 7, e identificadas no ID
UNIPROT e no NCBI.
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nits MASCOT Search Results
Protein View: gi| 299152244

elongation factor 1-alpha [Bombyx mori]

Database: MCBINr
Scorea: 121
Expect: 4.22-03
Nominal mass [Hr}l: 36617
Calculated pI: 8.22

Taxonony: Bombwx mori

Sequence similarity is available as an NCEI BLAST search of gi|289152244 against nr.

Search parameters

MS data file: peaklist_sxml

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Mass values searched: 17
Mass values matched: 2

Protein sequence coverage: 37 %

Matched peptides shown in bold red.

1 FEAQEMGEGI FEYAWVLDEKL FAEAERGITI DIALWREFETS KYYWTILIDAFP
51 GHRDEIFNMI TGETIQADCAY LIVAAGTGEF EAGISENGRT REHALLAFTL
101 CVEQLIVGVN FFOSTEPPYS EPRFEEIRRKE WVSSYIRKIGY NPAAVAFVPI
151 SCWHGINTILE FPSTEMEWERG WOVERKEGKA DERECLIEALD AILFFARPTD
201 EFLELPLGDV YRIGGIGTVF WVGRVETGVLE PGTIVVFAFPA NITTEVESVE
251 MHHEALQEAY PCOMNVGEFHVE NVSVEELRRG YVAGDIENNF CEGARADETAR
301 VIVILNHFGERI IWGYTFVLDC HTAHIACKEAR EIFREE
Start - End Observed Mr (expt) Mr({calc) ppm Miss Sequence
45 - 54 1067.6510 1066.6437 1066.5672 72 0 EK.VHPAFANVGR.T
55 - 62 930.6063 929.5990 929.5083 98 0 R.TAGVQIWR.I
71 - 83 1673.79%8 1672.7925 1672.8110 -11 0 R.NNLSWDIEYWIGR.E
84 - 112 2943,5308 2942,5235 2942.4370 29 1 R.ESTQDESGAAAILTVGLDDEFGGAAV(HR.E
248 - 264 1908.7880 1907.7807 1907.8021 -11 0 K.DLVPDESTGGDDQEFER.N
316 - 325 1249.6840 1248.6767 1248.6251 41 0 K.NYPSWVQVTR.V
337 - 343 1047.5900 1046.5827 1046.4974 81 0 K.QYFFTWR.D

No match to: 1837.8877, 2028.0818, 2717.1572
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Figura 7 - Resultado do software Mascot a partir do spot CGBMI741 (6*). Os
residuos de aminoacidos mostrados em vermelho deram homologia significativa
com a proteina fator de elongacdo l-alfa o spectro dos fragmentos obtidos no
Mascot.
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O spot CGBMCB844 (oitavo dia controle) (8*) foi identificado pelo ID
UNIPROT como proteina ndo caracterizada de B. mori (Uncharacterized protein
OS=Bombyx mori) e no NCBI como fator de crescimento disco imaginal (imaginal

disk growth factor [Bombyx mori]) (Figura 8).

MATRE MASCOT Search Results

Protein View: gi| 152061158

imaginal disk growth factor [Bombyx mori]

Databhase: NCBInr
Score: 98

Expect: o.0092
MNominal mass{Hr]I: 48134
Calculated pI: 7.64
Taxonomy: Bombwz mari

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi| 152061158 against nr.

Search parameters

MS data file: peaklist sl

Enzymne: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is B,
Mass valuves searched: 14

Mass values matched: 7

Protein sequence coverage: 24%o

Matched peptides shown in bold red.

Start - End Observed  Hr(expt) Hr (calc) ppm H Peptide
71 - B2 1400.8773 1399.8700 1399.7307 99.8 El K. LVSLHENLDIDRE.T
163 - 173 1271.7308 1270.7236 1270.6459 61.2 0 ER.3TWGESLWHGIE.K
253 - 266 1638.9326 1637.9253 1637.7685 95.8 0 K.EADYTAPIYTPOQNE.N
267 - 288 2332.3550 2331.3477 2331.1485 85.0 0 ER.NPLOMADAAVTYWLTSGAPSOK. I
289 - 2598 1076.7510 1075.7437 1075.6390 97.4 0 K.IVLSIATFGR.T
371 - 383 2463.2542 2462.2469 2462.0874 64.8 0 E.LPDDHCEGGIWVSYEDFDTAGOE.A
401 - 416 1704.059% 1703.0527 1702.8690 96.1 0 EK.NLGGVAIVDLSLDDER.G

Ho match to: 0€1.320d8, 1073.5874, 13%2.8737, 1732.5851, 2187.3037, 2605.5483, 3020.5111

Error: try setting browser cache to automatic,

Figura 8 - Resultado do software Mascot a partir do spot CGBMC844 (8*). Os
residuos de aminoacidos mostrados em vermelho deram homologia significativa
com a proteina fator de crescimento disco imaginal o spectro dos fragmentos
obtidos no Mascot.
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Quadro 1- Amostras de corpo gorduroso de B. mori, relagdo dos spots, peso
molecular e ponto isoelétrico dos spots das amostras de tecido gorduroso do sétimo
e oitavo dia infectada e controle

NUmero dos spots NUmero Ponto isoelétrico Peso molecular (kDa)
das tiras estimado estimado
CGBMC746 (1) 8,84 46
CGBMC736 (2) 81851 9,17 36
CGBMI79 (3) 3,76 9
CGBMI713 (4) 5,13 13
CGBMI724 (5) 97394 4,11 24
CGBMI741 (6) * 9,50 41
CGBMI745 (7) 8,63 45
CGBMC844 (8) * 8,61 44
CGBMC846 (9) 81849 9,30 46
CGBMI844 (10) 8,73 44
CGBMI841 (11) * 818550 9,60 41

O spot CGBMI841(8°DPI) (11*) também foi identificado como uma proteina
ndo caracterizada de B. mori (Uncharacterized protein OS=Bombyx mori) por meio
do UNIPROT. N NCBI ndo gerou identificagdo, como também observado na Figura
9.

A literatura mostra que estudos tém sido realizados na tentativa de buscar
métodos profilaticos contra patdgenos que acometem o B. mori. Um método
utilizado procurou mostrar a acdo do extrato aquoso de Mirabilis jalapa sobre o
controle do virus da poliedrose (BmNPV), conferindo 100% de protecdo ao inseto
(Porto et al., 2005). Recentemente, outros trabalhos tém sido reportados no mesmo
sentido, como o trabalho desenvolvido por Brancalhdo et al. (2013), no qual foi
testada a utilizacdo de formulado de sédio a fim de avaliar a acdo antiviral deste
frente ao BmNPV.

Uma maneira mais eficiente no combate contra agentes patogénicos talvez
seja entender como ocorre o processo de defesa do organismo contra esses
patégenos. Nesse sentido, poucos sdo os estudos relacionados a proteinas de
defesa ou antivirais.

Em um recente trabalho publicado por Ai et al. (2013), envolvendo proteinas
antivirais, os resultados obtidos a partir de extrato de proteinas enriquecidas da
lagarta de Musca domestica L mostraram bioatividade deste extrato contra os virus
da gripe aviaria H9N2, nucleopolyhedrovirus em M. domestica (AcMNPV) e

nucleopolyhedrovirus em B. mori (BmNPV). Este extrato apresenta um grande

36



potencial para ser um antiviral natural, imunomodulador e um agente antioxidante

para explorar no futuro.

MATRIX
einens Mascot Search Results

Protein View

Matcch to: tr|HITWX2 |HITWXZ BOMMO Score: 105 Expect:
Tncharacterized protein 05=Bombyx mori PE=4 5V=1
Found in search of peaklist.xml

6.1e-007

Nominal mass :HI}: 39352; Calculated pl wvalue: 7.81

HCEI BLAST search of cr|H9IWXZ |H9IWXZ BOMMO against nr
Tnformatted sequence string for pasting into other applications

Variakble modifications: Oxidaction (M)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Humber of mass walues searched: 10
Humber of mass wvalues matched: 7
Sequence Coverage: 26%
Matched peptides shown in Bold Red
1 MEIIFSCLLF VLLGSVWART ATEPQEISGF ITSLSDENAR DERKVHPAFA
51 NVGRTAGVQI WRIQTTSDWE NNLSWDIHYW IGRESTQODES GAAATLTVGL
101 DDEFGGAAVQ HRETHMGHESZ: LFLSYFQTPL NYLEGGHNESG FHHVVINAGR
151 QEBMFOVEGEK RDVEVEQVDP QIASMNEGDYV FVLDLDWNDIY VEVGEEAENWV
201 EEKLERISFAN QVEDQDHHGR GRVDIVDEYS SDVDVQEFFT ALGSGVEDLV
251 FPDESTGGDDY EFERWMERSHV ILSEVSDATG KIEVIPLSKP FEQENLSEQE
301 EKSQAMTEAQE LLNAENYPSW VOVTEVLONT EPRALFEKQYFF TWRDEFGMSHS
351 RVI
Start - End Observed Mr{expt) Mr(calc) ppl Miss Sequence
45 - 54 1067.6510 1066.6437 1066.5672 12 0 K.VHPAFANVGR.T
55 - 62 930.6063 929.3990 929.5083 98 0 R.TAGVQIWR.I
- 83 1673.7998 1672,7925 1672.8110 -11 0 R.NNLSWDIHYWIGR.E
B4 - 112 2943.5308 2942,5235 2942.4370 29 1 R.ESTQDESGAAAILTVGLDDEFGGAAVOHR.E
248 - 264 1908.7880 1907.7807 1%07.8021 -11 0 K.DLVPDESTGGDDQEFER.N
316 - 325 1249.6840 1248.6767 1248.6251 41 0 EK.NYPSWVOVIR.V
337 - 343 1047.5900 1046,5827 1046.4974 81 0 K.QYFFTWR.D

No match to: 1837.8977, 2029.0818, 2717.1572
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Figura 9 - Resultado do software Mascot a partir do spot CGBMI841 (11*). Os
residuos de aminoacidos mostrados em vermelho deram homologia significativa
com uma proteina nao caracterizada de B. mori o spectro dos fragmentos obtidos no
Mascot.
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A caracterizagdo de proteinas com esse potencial ativo poderia servir para
auxiliar no combate a doencas causadas por virus, por exemplo, na construgéo de
um hibrido comercial que poderia expressar esta proteina em maior quantidade e,
desta forma, atuar de maneira mais incisiva no processo de defesa do organismo,
diminuindo a mortalidade. Mais do que diminuir ou eliminar o parasitismo em B.
Mori, estes dados poderiam auxiliar a ciéncia na criagdo de novos agentes

microbianos, como foi 0 caso da penicilina e de outros agentes antimicrobianos.

38



5. CONCLUSAO

A disseminacdo do BmNPV em populagbes cultivadas de B. mori tem
causado enormes perdas na produgdo de casulos do bicho-da-seda e
consequentemente grandes prejuizos para a industria da seda. O combate contra
esses agentes patogénicos se torna uma ferramenta para diminuir os prejuizos. No
entanto, existem poucos métodos disponiveis, sendo o descarte dos individuos o
método mais eficiente utilizado no combate ao virus (BmNPV).

Sabe-se que os insetos se utilizam de varios mecanismos de defesa,
dificultando a entrada de micro-organismos. Para isso, apresentam uma série de
barreiras fisicas muito eficientes, embora estas barreiras possam ser rompidas e 0s
virus atingirem a hemocele, desencadeando outros mecanismos de defesa como
resposta humoral, guiando proteinas antivirais para atuar contra a sistematizacao da
infecgéo.

Entender mecanismos de defesa utilizados pelo organismo para combater
certas doencas é muito importante. Por isso, este estudo se concentrou em detectar
proteinas do sistema imune ou proteinas com potencial antiviral, ou seja, proteinas
que estejam diretamente envolvidas ou que aumentam a expressao durante o
processo de infec¢do. Estas proteinas poderiam ser caracterizadas oferecendo base
de dados para novos estudos.

Em nosso estudo, utilizamos gel 2-DE para amostra de lagartas
contaminadas com o virus BmNPV e controle, do sétimo e oitavo dia de infeccéo.
Essas amostras foram comparadas com as amostras controle. Os resultados mais
significativos foram visualizados na amostra infectada 7°DPl. Os spots foram
retirados do gel por meio da técnica de tripsinizacdo, mas néo revelaram nenhuma
proteina com caracteristica antiviral por meio do sequenciamento dos peptideos.

Além dos spots retirados da amostra do sétimo dia infectado e sétimo dia
controle, foram retirados spots das outras amostras do oitavo dia infectada e
controle. O padrdo de proteinas expressas no oitavo dia foi quase o mesmo,
comparando infectada e controle. Ainda no oitavo dia, restaram poucas lagartas
vivas. Esses insetos restantes, apesar de ndo apresentarem tantas diferengas no
perfil de proteinas podem ser resistentes ao virus, apesar de estarem ainda bem

doentes neste mesmo dia.
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Neste trabalho, apesar de ter sido realizada a padronizacdo da anélise
protedmica do tecido, ndo foram obtidos resultados satisfatérios no que se refere a
proteinas antivirais ou proteinas do sistema imune inato e que poderiam estar
envolvidas na resposta ao virus BmNPV. A proteina Kinl7, que seria um dos alvos
do estudo, néo foi evidenciada. As hipoteses provéaveis sinalizam para o fato de ou
anticorpo comercial disponivel ndo apresentar reatividade com essa proteina em B.
mori, ou, 0 mais provavel, em insetos, a kinl7 ndao se expressar em quantidades
consideraveis, conforme evidenciado para Drosophila melanogaster (D.V.B. Freitas,
comunicacdo pessoal). Ainda assim, o foco deste estudo foi a identificacdo das
proteinas com massa molecular e pl proximos da Kin 17 e também em proteinas
que foram diferencialmente expressas.

O tempo de analise dos spots ndo foi o suficiente, pois, além dos spots
retirados dos géis, ficaram alguns candidatos nos préprios géis para
sequenciamento na Universidade Federal do Parand para detec¢cdo de novas
proteinas. Por fim, sdo necessarias analises adicionais, assim como aperfeicoar a
técnica de protebmica empregada para a detecgdo de provaveis proteinas

envolvidas na resposta do tecido gorduroso ao BmNPV.
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