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Living creatures press up against all barriers; they fill every possible niche all the world over.
[...] We see life persistent and intrusive — spreading everywhere, insinuating itself, adapting
itself, resisting everything, defying everything, surviving everything!

John Arthur Thomson — The Qutline of Science (1922)



RESUMO

Em diferentes processos de depressdo metabdlica animal (e.g. hibernacédo, estivacdo e diapausa), o
sistema antioxidante endogeno exerce relevante papel, sendo um importante componente da
maquinaria de adaptacdo fisioldgica. Dentre as situacGes de depressdo metabdlica nas quais o
metabolismo redox foi estudado, a diapausa destaca-se por ter sido pouco estudada, e menos ainda se
conhece sobre o papel de antioxidantes na diapausa de insetos tropicais. O objetivo deste estudo foi
identificar adaptac6es do metabolismo redox associadas a diapausa tropical, utilizando como modelo
lagartas do girassol Chlosyne lacinia. Neste estudo, foram determinadas as atividades de enzimas do
metabolismo intermediério e do sistema antioxidante, além das concentracbes de glutationa e de
indicadores de estresse oxidativo em homogeneizados de corpo inteiro. Foram analisados animais
coletados em trés periodos, janeiro e mar¢o de 2010 e junho de 2011. Os grupos experimentais foram
animais ativos (controle), animais em diapausa por menos de 24 horas, 20, 40, 60 e 120 dias, e animais
ativos por 48-72h ap6s 120 dias de diapausa. A atividade de citrato sintase (CS) diminuiu 70% no
inicio da diapausa, sendo restabelecida no final da diapausa. As atividades das enzimas antioxidantes
ascorbato peroxidase, glutationa peroxidase e catalase seguiram o0 mesmo padrdo, diminuindo 64%,
51% e 43% respectivamente no inicio da diapausa e retornando aos valores de animais ativos no final
da diapausa. As atividades de glicose 6-fosfato desidrogenase e piruvato quinase permaneceram
inalteradas. No inicio da diapausa, houve um aumento abrupto (360%) da atividade de isocitrato
desidrogenase dependente de NADP* (ICDH), cuja atividade permaneceu elevada até o quadragésimo
dia de diapausa. A atividade de glutationa transferase (GST) aumentou em resposta a diapausa, nas
primeiras 24 horas de diapausa de animais amostrados em 2011 (370%). Em janeiro e margo de 2010,
0 aumento da atividade de GST foi influenciado por variagdes na atividade dos grupos controles. As
concentragdes de equivalentes de glutationa (GSH-eq), glutationa reduzida (GSH) e de glutationa
dissulfeto (GSSG) diminuiram significativamente durante a diapausa e retornaram aos niveis do
controle apo6s a diapausa. A razdo GSSG/GSH-eq permaneceu inalterada. As concentracBes de
TBARS e proteinas carboniladas foram reduzidas ou permaneceram inalteradas durante a diapausa. A
diminuicdo da atividade de CS sugere reducdo do metabolismo aerdbico, também observada em
diferentes casos de diapausa. Uma menor potencial de producéo de espécies reativas de oxigénio em
conjunto com 0s mecanismos de economia energética durante a diapausa podem explicar a diminuicéo
dos niveis de antioxidantes enddgenos. O inicio da diapausa é marcado por um elevado potencial de
producdo de NADPH, que pode ser empregado no sistema antioxidante, na sintese de acidos graxos e
na sintese de polidis — servindo como um mecanismo de protecdo a desidratacdo. A elevada atividade
de GST, observada também em outros insetos em diapausa, pode exercer funcGes além da
destoxificacdo de xenobidticos, incluindo a ligacdo e transporte de biomoléculas. A auséncia de
evidencias de aumento de estresse oxidativo e de desequilibrio redox indica que C. lacinia apresenta
adaptacOes bioquimicas eficientes para sobreviver as transi¢des metabdlicas de entrada e saida da
diapausa.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo, antioxidantes, glutationa,
glutationa transferase, depressao metabolica, hibernacéo.



ABSTRACT

Animals challenged with adverse environmental conditions rely on metabolic depression is as an
important adaptive response. Endogenous antioxidant defenses play important roles in different
metabolic depression processes (e.g. hypoxia tolerance, freezing, hibernation, estivation and diapause).
Among the situations of metabolic depression in which the redox metabolism have been addressed,
diapause is one of the least studied, especially in tropical insects. The aim of this work was to identify
adaptations of the redox metabolism associated to tropical diapause employing as an animal model the
bordered patch Chlosyne lacinia caterpillars. The determination of antioxidant and intermediary
metabolism enzymes activity and of glutathione and oxidative stress markers concentrations were
conducted in whole body homogenates. Animals were collected in three different months, January and
March (2010), and June (2011). Experimental groups were active animals (control), diapausing
animals for 0-24 hours, 20, 40, 60 and 120 days, and post-diapause active animals. Citrate synthase
(CS) activity decreased (70%) at the diapause beginning and returned to control levels at the end of
diapause. The activities of the antioxidant enzymes ascorbato peroxidase, catalase and glutathione
peroxidase (selenium independent) also decreased by 64%, 51% and 43% respectively at the diapause
beginning and returned to control levels at the end of diapause. The activities of glutathione reductase
and selenium dependent glutathione peroxidase were not detected in C. lacinia. There were significant
correlations between antioxidant activities and CS activity. Glucose 6-phosphate dehydrogenase and
pyruvate kinase activity remained unchanged is response to diapause. Isocitrate dehydrogenase
(NADP™) activity increased at diapause beginning and remained higher than control until the 40™ day
of diapause. Glutathione transferase (GST) activity increased in response to diapause. In the first 24
hours of diapause GST activity increased by 370%. The concentrations of glutathione equivalents
(GSH-eq), reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) decreased significantly during
diapause and returned to control levels after diapause. Thus, the GSSG/GSH-eq ratio was unaltered.
The levels of oxidative stress markers (TBARS and protein carbonyls) either decreased or remained
constant during diapause. The results indicate decreased mitochondrial density and reduced aerobic
metabolism those were already related during diapause in other species. Potentially diminished
production of reactive oxygen species together with mechanisms of reduced energetic demand justify
the reduction of endogenous antioxidants. Diapause beginning is accompanied by an increased
potential production of NADPH, which could be used by the antioxidant system, by fatty acid
synthesis and by polyol synthesis — as dehydration resistance mechanism. Increased GST activity, also
observed in other diapausing insects, could play roles other than xenobiotics detoxication, including
the binding and transport of biomolecules. The biological function of GST during diapause must be
further investigated. The lack of evidences showing oxidative stress or redox imbalance indicates that
C. lacinia presents efficient biochemical adaptation to survive the metabolic transitions occurring in
the tropical diapause under low humidity.

Keywords: Reactive oxygen species, oxidative stress, antioxidants, glutathione, glutathione
transferase, metabolic depression, hibernation.
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1 Introducéo

1.1 Depressdo Metabolica

Em grande parte do planeta, condi¢bes bidticas e abidticas adequadas para o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo geralmente estdo restritas a determinados
periodos. Para sobreviver a condicdes ambientais desfavoraveis, indmeros animais
apresentam um conjunto de adaptacdes comportamentais, fisiologicas e bioquimicas. Muitas
espécies deprimem seu metabolismo para lidar com ambientes hostis que podem apresentar
temperaturas extremas, baixa umidade, indisponibilidade de dgua ou baixa oferta de alimento,
e retornam as suas atividades metabdlicas quando condi¢des mais brandas séo reestabelecidas.
O grau de depressdao metabdlica é medido pela comparacdo entre a taxa metabdlica deprimida

pela taxa metabdlica normal em repouso.

A mudanca para um estado de depressdo metabdlica € uma estratégia amplamente
distribuida entre animais, desde invertebrados (esponjas, nematoides, moluscos, crustaceos,
insetos e pepinos do mar), até peixes, anfibios, répteis e mamiferos (Guppy & Withers 1999).
Neste estado hd uma reducdo global da demanda e producdo de energia, o que possibilita a
sobrevivéncia baseada em reservas enddgenas por longos periodos (Storey & Storey 2007). O
metabolismo intermediario, o transporte de ions, a expressao génica e a sintese de proteinas
sdo seletivamente suprimidos, o que resulta em uma reducdo de 20-95% da taxa metabdlica
(Guppy & Withers 1999; Storey & Storey 2012), podendo atingir até 99-100% (Clegg 1997,
Guppy & Withers 1999). Nesta situacdo, em que a sintese e a degradacdo de biomoléculas
estdo reduzidas, o sistema antioxidante tem papel fundamental, na preservacdo dos
componentes celulares durante a depressdo metabolica e no momento em que a atividade
metabolica é retomada (Kultz 2005; Storey & Storey 2012). A depressdo metabdlica é uma
resposta comum em condi¢fes nas quais o sistema antioxidante tém sido estudado, como a
anoxia (Brooks & Storey 1988; Storey & Storey 2004), a hipoxia (Hochachka et al. 1996; van
Ginneken et al. 1999), o congelamento (Storey 2006; Calderon et al. 2009), a estivacao
(Guppy et al. 2000; Cowan et al. 2000), a hibernacdo (Storey & Storey 1990) e a diapausa
(Joplin & Denlinger 1989; Denlinger 2002). A diapausa ¢ um fendmeno de depressdo

metabolica no qual o metabolismo de espécies reativas vém recebendo pouca atengéo.
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1.2 Espécies reativas de oxigénio e antioxidantes

1.2.1 Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo constantemente e naturalmente
produzidas durante a respiracdo mitocondrial em células aerdbicas. As EROs compreendem o
perdxido de hidrogénio (H,O;) e os radicais livres superoxido (O27) e hidroxil (HO), entre
outras moléculas. Grande parte do oxigénio é utilizada como aceptor final de elétrons na
respiracdo mitocondrial (Figura 1.2.1.1), resultando na formac&o de &gua, entretanto, estima-
se que 0,1-2,0% do oxigénio é convertido no radical superoxido (Boveris & Chance 1973,;
Turrens 2003; Tahara et al. 2009). Desta forma, o radical superéxido é a espécie reativa
primariamente formada, dando origem a outras EROs. A dismutacdo, espontdnea ou
catalisada enzimaticamente, do O, produz H,0,. O H,0,, apesar de ser pouco reativo e um
agente oxidante ou redutor fraco, d& origem ao radical altamente reativo HO' na presenca de
ions cobre ou ferro (Halliwell & Gutteridge 2007). Além da producdo enddgena pela
respiracdo mitocondrial, as EROs podem ser produzidas por fontes exdgenas. No caso de
insetos herbivoros (tema dessa dissertacdo), a alimentacdo € uma importante fonte exdgena
geradora de EROs (Ahmad & Pardini 1990; Barbehenn et al. 2008).

Intermembrane
Space 0 N L e
H H Yoow S AT e 1o H
A B L
membrane (ver,) ¢l F— cil (=) S cm|*
v \l/NADH@ | FADH@ T

’FAD v

Non-protein or NAD O -
Protein catﬂlyzed ................................................. > 2
Proton leak Pty

Reducing Equivalents NO-
NADH and FADH2

F v
ONOO- | 2GSH NADPH

Tricarboxylic Acid Cycle i iA iA
p-Oxidation i

v vi vi
H,0 GSSG NADP

Matrix

Figura 1.2.1.1. Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, producdo de EROs (O,” e H,0O,) e acdo do
sistema antioxidante (superdéxido dismutase, MnSOD; peroxiredoxina, PRX; glutationa peroxidase, GPX; e
glutationa redutase, GR) Retirado de Pamplona & Costantini (2011).
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Os processos nos quais as EROs participam envolvem reagdes de reducéo-oxidagao
(ou redox), isto é, envolvem a transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio de um
reagente a outro (Pamplona & Costantini 2011). As EROs podem reagir com virtualmente
todos os componentes celulares. Para lidar com o alto potencial reativo das EROs, surgiram
diferentes componentes antioxidantes. Estas moléculas altamente reativas juntamente com o
sistema antioxidante exercem importantes papeis em vias de sinalizacdo celular e estéo
envolvidas em um amplo espectro de processos fisioldgicos (Droge 2002; Dickinson & Chang
2011). A funcéo do sistema antioxidante é manter os niveis basais e regular a localizacdo de
EROs nas células. Entretanto, quando a producdo de EROs supera a capacidade de controle
do sistema antioxidante, a sinalizacéo é perturbada e ocorre o estresse oxidativo (Jones 2006).
Como resultado, ocorrem danos oxidativos a biomoléculas, incluindo lipideos, proteinas e

acidos nucleicos (Sies 1997; Pamplona & Costantini 2011).

1.2.2 Sistema antioxidante

O sistema antioxidante de organismos aerdbicos € constituido por uma intricada rede
de componentes enzimaticos e nao-enzimaticos (Hermes-Lima 2004). As superdxido
dismutases encontram-se na linha de frente do sistema antioxidante, uma vez que catalisam a
dismutacdo do radical O,". Existem trés principais tipos de SOD, um contendo cobre e zinco
(CuznSOD), um contendo manganés (MnSOD) e outro contendo ferro (FeSOD) em suas
estruturas (Halliwell & Gutteridge 2007). Ha ainda em determinadas bactérias uma forma
contendo niquel (NiSOD, Wuerges et al. 2004). Em eucariotos, as CuzZnSODs sdo
encontradas no citosol, lisossomos, peroxissomos, ndcleo e espago intermembrana
mitocondrial, enquanto a MnSOD, também denominada de SOD-2, encontra-se no interior da
mitocondria (Hermes-Lima 2004). Superdxido dismutases contendo ferro, sdo encontradas em
bactérias, algas, tripanosomas e plantas, porém estdo ausentes em animais (Hermes-Lima
2004; Halliwell & Gutteridge 2007). Em insetos, a importancia das SODs foi investigada em
resposta a alimentagéo (Krishnan & Kodrik 2006), a exposicao a poluentes (Emre et al. 2013),
a exposicdo a radiagdo ionizante (Datkhile et al. 2009), a infeccdo (Wang et al. 2001). Na
diapausa de adultos Culex pipiens ha o aumento dos niveis de transcritos para a SOD-2, de

maneira que sua supressdo por RNAI reduz a longevidade (Sim & Denlinger 2011).

O perdxido de hidrogénio, produto da reacdo das SODs e de outras reagdes, pode ser
removido pela acdo de enzimas catalases ou peroxidases (Figura 1.2.2.1). As catalases
catalisam a decomposicéo direta do H,O, a O,, enquanto as peroxidases removem o H,O, ao
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oxidar outro substrato, em ambos os casos h& a formacdo de H,O (Halliwell & Gutteridge
2007). As catalases de mamiferos sdo formadas por quatro subunidades iguais, cada uma
contendo um grupo heme e uma molécula de NADPH (Hermes-Lima 2004). Na lagarta da
seda Bombyx mori, a catalase apresenta alta identidade em relacéo a catalases de mamiferos e
é encontrada no corpo gorduroso, no trato digestorio, em hemacitos e no ovario (Yamamoto
et al. 2005). Dentre as enzimas peroxidases destacam-se as glutationa peroxidases, as

ascorbato peroxidases e as peroxiredoxinas.

Produtos da L-OOH
peroxidacao GST N M GSH
lipidica * y Destoxificacdo
Xenobidticos GPX
H,O + O,
4 GSSG
Catalase L-OH + H,0
SOD
02 L Yy Hzoz
Ascorbato I GSH NADPH
APX Se-GPX GR
Dehidroascorbato 4 GSSG NADP*
H,O

Figura 1.2.2.1. Resumo esquematico mostrando parte do sistema antioxidante. As espécies reativas de
oxigénio (EROs) produzidas naturalmente na cadeia transportadora de elétrons, por exemplo, o radical
superéxido (O,7) e o perdxido de hidrogénio (H,0,), sdo controladas por componentes enzimaticos e ndo
enzimaticos. Os componentes enzimaticos incluem as superéxido dismutases (SODs), a catalase, a ascorbato
peroxidase (APX) e a glutationa peroxidase dependente de selénio (Se-GPX). A glutationa e o ascorbato sdo
importantes antioxidante ndo-enzimaticos. A glutationa é convertida de sua forma dissulfeto (GSSG) a forma
reduzida (GSH) pela glutationa redutase (GR). Xenobidticos e produtos da peroxidagdo de lipideos séo
destoxificados por glutationa transferases (GSTs). Peroxidos lipidicos (L-OOH) gerados pela reagdo entre
ERO:s e lipideos sdo decompostos por glutationa peroxidases (GPX). Baseado em Hermes-Lima (2004).
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As glutationa peroxidases (GPXs) formam uma familia de enzimas que acoplam a
reducdo de H,O, a H,O a oxidagdo da glutationa reduzida. As GPXs sdo amplamente
distribuidas em tecidos animais e podem agir também sobre outros perdxidos além do H,0,,
incluindo hidroperoxidos organicos e sintéticos (e.g. cumeno hidroperdxido; Halliwell &
Gutteridge 2007). Na literatura, a atividade de GPX exclusiva sobre H,O, é comumente
designada como GPX dependente de selénio (SeGPX), enquanto a atividade sobre outro
hidroperdxidos € designada apenas como GPX ou GPX-total (Joanisse & Storey 1996;
Lushchak et al. 2001; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003; Welker et al. 2012). Em
alguns casos, a atividade de GPX sobre hidroperoxidos orgénicos € designada GSTPx
(Ahmad & Pardini 1990; Joanisse & Storey 1996), devido a atividade de peroxidase que
algumas glutationa transferases apresentam (Mannervik & Danielson 1988; Josephy 1997; Tu
& Akgul 2005). Em insetos, a atividade de GPX sobre o H,O, é ausente ou muito baixa
(Ahmad & Pardini 1988; Weinhold et al. 1990; Mathews et al. 1997; Joanisse & Storey 1998;
Ying Wang et al. 2001; Stanic et al. 2004; Halliwell & Gutteridge 2007). Em insetos, a
atividade de ascorbato peroxidase (APX), que remove H,O, com a concorrente oxidacdo
ascorbato (Asada 1992), compensa a baixa atividade de SeGPX (Mathews et al. 1997).

As peroxiredoxinas (PRXs) formam uma familia de proteinas identificadas em
procariotos e eucariotos que apresentam atividade de peroxidase (Radyuk et al. 2001).
Existem duas principais classes de PRXs, a 2-cys, a mais comum, e a 1-cys. Em ambas as
classes, 0 peréxido oxida um grupo —SH da PRX formando um &cido sulfénico, cys-SOH.
Nas 2-cysPRX, o acido sulfénico formado reage com um outro grupo —SH, gerando um
dissulfeto, que é reduzido por tioredoxinas (Halliwell & Gutteridge 2007). Nas 1-cysPRX, a
reducdo é feita por outros mecanismos independentes de tioredoxina e glutationa (Kang et al.
1998). Membros da familia PRX foram identificados em varias espécies de insetos, incluindo
Drosophila melanogaster (Radyuk et al. 2001), Bombyx mori (Lee et al. 2005), Gryllotalpa
orientalis (Kim et al. 2005), Anopheles stephensi (Peterson & Luckhart 2006) e Bombus
ignitus (Hu et al. 2010).

A glutationa ¢ wum tripeptideo, vy-L-glutamil-L-cisteinilglicina, presente em
praticamente todo o reino animal em concentragdes de 0,3 a 5 mM (Hermes-Lima 2004). Em
eucariotos, a glutationa é o tiol de baixa massa molecular mais abundante (Bachhawat et al.
2013). As funcgOes da glutationa incluem a acdo direta sobre EROs, ser substrato de enzimas
do sistema antioxidante e agir como tampéo redox (Sies 1999; Dalle-Donne et al. 2007,
Lushchak 2012). A glutationa é encontrada nas formas reduzida (GSH), dissulfeto (GSSG) e
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dissulfeto misto ligado a outros tidis celulares (GS-SR). Quando oxidadas, moléculas de
GSSG sdo reduzidas a GSH pela enzima glutationa redutase (GR), com o consumo de
NADPH proveniente de vias metabdlicas especificas, como a via das pentoses fosfato onde a
reacdo catalisada pela glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) leva a formacdo deste
composto (Hermes-Lima 2004; Kruger et al. 2011). Em Drosophila, aparentemente ndo ha
GR, de maneira que, neste caso, a tioredoxina substitui a GR na reducdo de GSSG a GSH
(Kanzok et al. 2001). Outra importante fonte de potencial redutor na forma de NADPH,
podendo ser utilizado na reducdo de GSSG (para GSH), é proveniente da reacdo catalisada
pela isocitrato desidrogenase dependente de NADP* (ICDH; Lawler & Demaree 2001; Kim et
al. 2009). A ICDH tem sido pouco estudada em insetos, tendo sido purificada e caracterizada
em Drosophila melanogaster (Williamson et al. 1980), Bombyx mori (Fumio Miake et al.
1977) e Gryllus firmus (Zera et al. 2011). Acredita-se que a ICDH também seja importante no
provimento de NADPH para sintese de acidos graxos (Zera et al. 2011). A sintese de novo de
glutationa ocorre no citoplasma em duas reacgdes catalisadas pelas enzimas glutamato-cisteina
ligase (GCL) e glutationa sintase (Lu 2013).

As glutationa transferases (GSTs) formam um superfamilia de enzimas diméricas
responsaveis pela destoxificacdo de xenobioticos e de produtos da peroxidacdo lipidica (e.g.
4-hidroxi-2-trans-nonenal) através da conjugacdo destes com moléculas de glutationa (Sharma
et al. 2004; Mannervik et al. 2005). Cada subunidade de uma GST apresenta dois dominios,
cada um com dois sitios de ligacdo, (i) um sitio G, local de ligacdo a GSH, e (ii) um sitio H,
local de ligacdo ao substrato (Ding et al. 2003). Como falado acima, algumas GSTs
apresentam atividade de peroxidase. Outras funcdes destas enzimas sdo a resisténcia ao
choque térmico (Choi et al. 1998) e a ligacdo e o transporte de biomoléculas (Listowsky et al.
1988; Ishigaki et al. 1989; Tansey & Cammer 1991; Singh & Pandey 1996). As GSTs sédo
classificadas de acordo com homologia da sequéncia N-terminal de aminoacidos,
especificidade ao substrato, imunoreatividade e sensitividade a inibidores (Ranson et al. 2002;
Ding et al. 2003; Shi et al. 2012). Em insetos, séo encontradas pelo menos seis classes de
GSTs: Delta, Epsilon, Omega, Sigma, Teta e Zeta, sendo as classes Delta e Epsilon exclusivas
de insetos (Ketterman et al. 2011; Shi et al. 2012).

1.3 Diapausa

A diapausa é uma caracteristica marcante do ciclo de vida de muitos insetos, durante a

qual ocorrem adaptacdes fisioldgicas e comportamentais em resposta as alteracdes sazonais de
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muitos ambientes (Tauber & Tauber 1976). A habilidade de entrar em diapausa, um programa
alternativo de desenvolvimento, é considerada o evento mais importante envolvido no sucesso
evolutivo dos insetos (Denlinger et al. 2005). A diapausa € caracterizada pela parada do
desenvolvimento e pela supressdo do metabolismo em antecipacdo a chegada de condicGes
ambientais adversas (Denlinger 2002). A diapausa ocorre em um estagio de desenvolvimento
especifico determinado geneticamente em uma espécie, podendo ocorrer em ovos, larvas,
pupa e adultos (Denlinger 2002; MacRae 2010). A entrada em diapausa resulta na
sobrevivéncia a extremos ambientais e na sincronizacao das atividades (e.g. desenvolvimento

e reproducdo) com periodos favoraveis (MacRae 2010).

A diapausa € classificada como obrigatéria se uma espécie entra em diapausa
inevitavelmente e independente das condi¢cdes ambientais, por exemplo, as mariposas
Hyalophora cecropia (Shappirio 1974a) e Lymantria dispar (Atay-Kadiri & Benhsain 2005).
Entretanto, a diapausa facultativa € muito mais comum entre 0s insetos, na qual a entrada em
diapausa ocorre em resposta a fatores ambientais (Denlinger et al. 2005). Na zona temperada,
o0 encurtamento da duragdo dos dias, um indicador da chegada do inverno, € o principal fator
ambiental utilizado pelos insetos para se antecipar a chegada de condigdes hostis. Entretanto,
o fotoperiodo ndo € o Unico fator utilizado. Outros fatores envolvidos na inducéo da diapausa
em insetos sdo a temperatura, o regime de chuvas, a humidade, a disponibilidade de alimento
e substancias volateis (Denlinger 1986). Desta forma, ha a sensacdo de alteracbes das

condicBes ambientais, que dispara os eventos endocrinos envolvidos na diapausa.

Ao contrario de um estado estatico de total parada, a diapausa € um processo dinamico
constituido de fases sucessivas, que sdo inducdo, preparacdo, iniciacdo, manutencdo,
terminacdo e, em alguns casos, quiescéncia pos-diapausa (Kostal 2006). Ao longo da diapausa
ocorrem alteracdes na utilizacdo de reservas energéticas, no consumo de oxigénio, no sistema
enddcrino e na resisténcia a diferentes estresses (Denlinger et al. 2005; Hahn & Denlinger
2007; MacRae 2010). A fase de preparacdo evidencia a ocorréncia de uma programacéo
anterior ao comego da diapausa propriamente dita, preparando o animal as condicGes
peculiares a diapausa. Algumas alteracdes ocorridas na fase preparatoria sao o acumulo de
reservas energeticas (ver abaixo), o desenvolvimento de toleréncia a desidratacdo e/ou ao frio
e a mudanca de coloracédo (Denlinger et al. 2005). A entrada e a manutencéo da diapausa sao
acompanhadas por diferentes mecanismos moleculares, incluindo expressdo diferencial de

genes, eventos pos-transcricionais, modificagdes pos-traducionais e distribuicdo de proteinas
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em regides especificas (MacRae 2010). Apesar de haver uma reducgdo global da transcricdo,
alguns genes sdo especificamente expressos durante a diapausa (Denlinger 2002).

Uma caracteristica da diapausa e de outras situacdes de depressdo metabdlica é a
cessacdo da alimentacdo. Desta forma, insetos devem gerenciar adequadamente suas reservas
energéticas para sobreviver. Por exemplo, um periodo de 9 a 10 meses de diapausa € comum,
podendo se estender por até alguns anos (Hahn & Denlinger 2007). Neste contexto, a
depressdo metabdlica, o acumulo de reservas energéticas e de outras moléculas séo
importantes adaptagdes. Alteracbes quantitativas e qualitativas do estoque e utilizagdo de
nutrientes sdo observadas em insetos destinados a entrar em diapausa, incluindo lipideos,
carboidratos, aminoacidos, vitaminas e minerais (Hahn & Denlinger 2011). Outras
substancias acumuladas em insetos em resposta a diapausa sdo polidis e aglcares que
conferem resisténcia ao congelamento e a desidratacdo (Danks 2000; Kostél et al. 2004).
Outros fatores que reduzem perda de agua durante a diapausa sdo a reducao da taxa de trocas

gasosas e alteracGes da cuticula do exoesqueleto (Benoit 2010).

1.3.1 Controle hormonal da diapausa

A diapausa em insetos € um fendbmeno de depressdo metabdlica com um forte
componente hormonal. O controle hormonal da diapausa difere entre os estagios de
desenvolvimento nos quais ela ocorre. A diapausa embrionaria, que ocorre em ovos, foi
amplamente estudada em ovos da lagarta da seda Bombyx mori. Na lagarta da seda, a diapausa
é induzida pelo horménio da diapausa (DH), um neuropeptidio liberado pela fémea adulta
durante a maturacdo dos ovos (Denlinger et al. 2005). Genes para peptideos semelhantes ao
DH foram identificados em todas as espécies de Lepidoptera estudadas, entretanto seu efeito
indutor da diapausa ndo foi confirmado em nenhuma espécie (Denlinger et al. 2005). Na
verdade, peptideos semelhantes ao DH resultam na terminacdo da diapausa em pupas de
Helicoverpa armigera (Zhang et al. 2004) e Heliothis virescens (Xu & Denlinger 2004,
Zhang et al. 2011). N&do ha observacdes que confirmem o papel indutor do DH em outras
especies além de B. mori. Em outras espécies, a diapausa embrionaria é regulada por
ecdisterdides, mas com padrGes opostos. Na diapausa do lepiddptero L. dispar, os
ecdisterdides tém efeito indutor (Denlinger & Lee 1997). Por outro lado, niveis muito maiores
de ecdisterdides sdo encontrados em ovos ativos em relacdo a ovos em diapausa nos
gafanhotos Chortoicetes terminifera (Gregg et al. 1987) e Locusta migratoria (Tawfik et al.
2002).
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Em diferentes ordens de insetos observam-se diapausas na fase larval ou na fase pupal.
A diapausa larval é comum em lepidopteros, enquanto a diapausa pupal € bastante observada
em Lepidoptera e Diptera. As diapausas nas formas de larva e pupa tém um aspecto em
comum, a incapacidade de seguir para o préximo estagio de metamorfose. A metamorfose em
insetos é regulada pelo eixo enddcrino formado por (i) cérebro, que produz o hormonio
protoracicotrépico (PTTH), (ii) glandulas protorécicas, que produzem ecdisterdides, e (iii)

corpus allatum, que produz o hormonio juvenil (JH, Figura 1.3.1.1, Gilbert et al. 1996).

Cérebro

PTTH

N
JH Glandula protoracica

Ecdisona

A4

Receptores
Tecidos-alvo

4

Muda

Figura 1.3.1.1. Resumo esquematico do eixo
endécrino que controla a metamorfose em
insetos. Os horménios que participam das vias
sdo: o hormdnio juvenil (JH), o hormdnio
protoracicotrépico (PTTH) e a ecdisona. Baseado
em de Gilbert et al. (1996).

Na maioria dos casos de diapausa larval ou pupal, ocorre uma reducédo da producéo de
PTTH, resultando na menor producdo de ecdisterdides pela glandula protoracica. Durante a
diapausa de pupas de Manduca sexta, as células produtoras e secretoras de PTTH apresentam
menor atividade elétrica (Tomioka et al. 1995). Atividades reduzidas de PTTH durante a
diapausa foram registradas em lagartas de Diatraea grandiosella (Yin et al. 1985), em
lagartas de Ostrinia nubilalis (Gelman et al. 1992) e em pupas de Mamestra brassicae (Endo
et al. 1997). Porém, as espécies M. sexta (Bowen et al. 1984), Sarcophaga argyrostoma
(Richard & Saunders 1987) e Sarcophaga peregrina (Moribayashi et al. 1992) apresentam

niveis inalterados ou maiores de PTTH em resposta a diapausa, sugerindo que apesar dos
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niveis elevados ou normais de PTTH, ele ndo é secretado (Denlinger et al. 2005). Em alguns
outros casos, hé o envolvimento do JH nas diapausas larval e pupal (Denlinger et al. 2005).

Ao contrario da diapausa ocorrida em estagios imaturos, a diapausa adulta é
caracterizada pela cessacao da reproducdo. Em machos e fémeas, ha a atrofia de glandulas
sexuais acessorias e, em fémeas, ocorre a parada do desenvolvimento de odcitos (Denlinger et
al. 2005). Em machos, pode ocorrer ou ndo a atrofia dos testes (Pener 1992; Denlinger et al.
2005). ObservagOes de diversas espécies indicam o JH como fundamental regulador da
diapausa em adultos, incluindo Plautia stali (Kotaki & Yagi 1989), Cacopsylla pyricola
(Krysan 1990), Leptinotarsa decemlineata (Koopmanschap et al. 1989), Aulacophora
nigripennis (Watanabe & Tanaka 1998), Speyeria idalia (Kopper et al. 2001), Bombus
terrestris (Larrere et al. 1993).

1.3.2 Diapausa e metabolismo redox

Os poucos estudos que tiveram como objetivo a investigagdo do metabolismo de
EROs durante a diapausa sd0 em sua maioria restritos a espécies habitando regides
temperadas. As atividades das enzimas catalase, GPX e GST, assim como as concentragdes de
acido ascorbico e glutationa, diminuem em homogeneizados de corpo inteiro de lagartas
Ostrinia nubilalis em diapausa em relacdo a lagartas ativas (Jovanovic-Galovic et al. 2004).
Ainda em O. nubilalis, a atividade em mitocondrias isoladas de corpo inteiro das enzimas
catalase e GST diminuem, enquanto a atividade de GPX é mantida em lagartas em diapausa
(Jovanovic-Galovic et al. 2007). Na diapausa de adultos Culex pipiens ha um aumento dos

niveis de transcritos para a calatase e a SOD-2 (Sim & Denlinger 2011).

Eventualmente, estudos de analise de perfil proteico e de transcritos, identificam
alteracdes de proteinas envolvidas no metabolismo redox. A analise do perfil de transcritos de
corpos inteiros de Sarcophaga crassipalpis mostrou que ndo ha alteracdo de transcritos para
catalase, GPX e SOD, enquanto hd um aumento de transcritos para GSTD1 no inicio da
diapausa (Ragland et al. 2010). No inicio da diapausa de pupas Helicoverpa armigera, ha
aumento das quantidades de proteina de duas isoformas de GSTs no cérebro (Lu & Xu 2010),
mas na hemolinfa h4 o aumento da concentracdo de apenas uma isoforma de GST (Zhang et
al. 2013). Pode-se perceber que o metabolismo redox é alvo de regulacdo em diferentes

situacdes de diapausa, sugerindo a importancia de suas alteragdes.



19

Apesar de fatores ecoldgicos e fisiologicos da diapausa tropical serem conhecidos
(Denlinger 1986), as alteragdes do metabolismo redox sdo desconhecidas. A0 nOSsO
conhecimento, o unico estudo gque analisou o sistema antioxidante durante a diapausa tropical
foi o de Jena et al. (2013). Lagartas Antheraea mylitta de 5° instar destinadas a entrar em
diapausa pupal apresentam maior atividade de GST, menor atividade de catalase e menores
contetdos de hidroperdxidos e &cido ascorbico em comparacdo a lagartas de 5° instar em

desenvolvimento normal (Jena et al. 2013).

1.3.3 Diapausa tropical e Cerrado

Do ponto de vista neuroenddcrino, a regulacdo da diapausa € semelhante entre animais
habitando areas tropicais e temperadas. Por outro lado, a diapausa em ecossistemas tropicais
apresenta importantes diferencas em relacdo a diapausa dos climas temperados. O clima
tropical é caracterizado por alteracGes sazonais minimas de temperatura (Wolda 1988). As
variagcOes sazonais da duracdo dos dias sd0 muito menores em regides tropicais em
comparacao as temperadas (Denlinger 1986). Um padrdo de precipitacdo € peculiar ao clima
tropical, onde periodos de chuva sdo alternados por uma ou duas estacGes chuvosas (Wolda
1988). Portanto, fatores ambientais como a umidade e a disponibilidade de alimento podem

estar associados a regulacdo da diapausa (Denlinger 1986).

Tais caracteristicas do clima tropical apresentam desafios Unicos aos insetos que
entram em diapausa. Uma vez que a taxa metabdlica de insetos € proporcional a temperatura,
assim como em outros animais ectotérmicos, as espécies tropicais que entram em diapausa
devem reduzir suas taxas metabdlicas sem o auxilio de baixas temperaturas (Hahn &
Denlinger 2011). Ao contrario do que ocorre durante o inverno em regides temperadas, as
temperaturas relativamente maiores do clima tropical permitem a manutencédo da atividade de
predadores e parasitas, a proliferacdo de fungos e outros patdégenos, enquanto os animais em
diapausa permanecem em atividade reduzida (Denlinger 1986). Além disso, a inatividade
durante a diapausa durante estacOes secas deve ser acompanhada por mecanismos de reducao
da perda de agua (Benoit 2010).

O Cerrado € um importante bioma brasileiro e ocupa o segundo lugar dentre os biomas
brasileiros em extensdo (Lima & Silva 2005), sendo considerada a maior savana do mundo
(Henriques 2005). O Cerrado apresenta caracteristicas tipicas de climas tropicais e é

caracterizado por duas estacdes bem definidas, uma seca, de maio a setembro e outra chuvosa,
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entre outubro e abril (Scariot et al. 2005; Figura 1.3.3.1 mostra o0 que acontece em Brasilia).
Mesmo com periodos de intensa seca, a fauna de borboletas do Distrito Federal € rica e
estima-se que nimero de espécies, superior a 750 (Brown & Freitas 2000), supere a fauna de

borboletas da América do Norte e da Europa (Pinheiro 2005).
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Figura 1.3.3.1. Variaveis climaticas registradas em Brasilia entre janeiro de 2010 e junho de 2012. Circulos
cheios: umidade relativa do ar mensal média. Circulos vazios: temperatura do ar mensal média. Dados do
Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)
consultados em http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=bdmep/bdmep. Estacdo 83377 Brasilia — DF,
latitude -15,78°, longitude -47,93°, altitude 1159,54 m. Os circulos com linha intermitente sinalizam os trés
periodos de coleta.

1.4 A lagarta do girassol Chlosyne lacinia

A lagarta do girassol Chlosyne lacinia (Lepidoptera: Nymphalidae; Figura 1.4.1)
apresenta ampla distribuicdo geogréafica, estendendo-se do Norte da Argentina até o Sul dos
Estados Unidos (Drummond et al. 1970; Scott 1992). No Brasil, esta espécie é encontrada no
Distrito Federal e nos estados do Rio Grande do Sul, Parang, S&o Paulo, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Bahia e Ronddnia (Cunha et al. 2010). Apesar de alimentarem-se de diversas
especies da familia Asteraceae (Justus et al. 2003), as lagartas de C. lacinia sdo a principal
praga da cultura do girassol no Brasil (Boi¢ca Jr. & Vendramin 1993; Gallo et al. 2002).
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Dependendo do nivel de infestacdo, o dano causado por lagartas de C. lacinia pode atingir até
100% de desfolhamento de exemplares de girassol (Nakano et al. 1981).

Figura 1.4.1. Desenvolvimento de Chlosyne lacinia. A. Ovos na face abaxial de folha de T. diversifolia, barra =
5 mm. B. Lagartas ativa de 3° e 4° instares alimentando em folha de T. diversifolia. C. Adulto no interior da
gaiola externa, barra =5 mm.

O desenvolvimento de C. lacinia é caracterizado por cinco instares larvais e o ciclo de
vida completo da espécie € estimado entre 35 e 45 dias (Drummond et al. 1970), 42 e 45 dias
(Nakano et al. 1981) e 30 e 40 dias (Paula et al. 2009). A diapausa é observada nesta espécie
especificamente no terceiro instar tanto no inverno quanto no verdo (Drummond et al. 1970).
Mesmo em condic¢des padrdes constantes, a frequéncia de animais que entram em diapausa no
laboratdrio é de 30% (Paula et al. 2009). N&o se sabe a frequéncia da diapausa na natureza.
Lagartas em diapausa tornam-se mais claras (Figura 3.2.3), agregam-se, permanecem
imdveis e ndo se alimentam por até seis meses (Paula et al. 2009). A modificacdo para uma
coloracdo mais clara, por perda de pigmentacao, € comum em larvas de lepidopteros de areas
tropicais e representa um mecanismo de reducdo de estresse térmico e de coloragéo criptica
(Denlinger 1986). O comportamento de agregacdo de animais em diapausa reduz a perda de
agua por transpiracdo durante estacGes secas (Benoit 2010). Ha relatos de lagartas de C.
lacinia que sobreviveram por mais de um ano neste estado sem se alimentar (Drummond et al.
1970). Os fatores responsaveis pela indugdo de entrada e saida da diapausa e o controle
enddcrino de C. lacinia sdo desconhecidos. Entretanto, potenciais fatores ambientais de
inducdo da diapausa em areas tropicais sao o fotoperiodo, a temperatura, a umidade, o regime
de chuvas e a disponibilidade de alimento (Denlinger 1986). No caso de C. lacinia, acredita-

se que a disponibilidade de alimento esta associada a indugéo da diapausa (Paula et al. 2009).
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2 Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi identificar adaptacGes bioguimicas associadas a
diapausa do lepiddptero Chlosyne lacinia com especial énfase ao metabolismo de radicais
livres, quantificando a atividade de enzimas, a concentracdo de glutationa e os niveis de
indicadores de danos oxidativos. Além da obtencdo de sequéncias parciais de genes que
codificam as proteinas catalase, 1CysPrx, CuZn-SOD, GSTé e RpS7 de C. lacinia, os
objetivos especificos foram as comparacdes dos seguintes parametros entre animais ativos,
animais em diapausa por <24h, 20, 40, 60 e 120 dias e animais ativos ap6s 120 dias de

diapausa:

- As atividades das enzimas do metabolismo intermediério citrato sintase (CS), glicose
6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e isocitrato desidrogenase dependente de NADP* (ICDH) e

piruvato quinase (PK).

- As atividades das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX), catalase e

glutationa peroxidase (GPX).
- As atividades de glutationa redutase (GR) e glutationa transferase (GST).

- As concentracdes do total de glutationa (GSH-eq), glutationa reduzida (GSH),
glutationa dissulfeto (GSSG) e razdo GSSG/GSH-eq

- Os niveis de danos oxidativos a lipideos (TBARS) e a proteinas (proteinas

carboniladas).
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Ovos da lagarta do girassol C. lacinia foram coletados em 2010 e 2011 em uma
pequena area de cerrado (15°43°S, 47°53°W) no interior da propriedade da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Asa norte, Brasilia, Brasil. Os ovos foram colocados em
recipientes plasticos até a eclosdo, quando foram transferidos para gaiolas plasticas maiores
(Figura 3.1.1) e as lagartas alimentadas diariamente com folhas de margaridédo (Tithonia
diversifolia, Asteraceae) recém-coletadas. Durante o ano de 2010, ovos e lagartas foram
mantidos no laboratério sem controle de luz e temperatura. Ja em 2011 os animais foram
mantidos em camaras (Figura 3.1.1) com controle de temperatura 25+1° C e fotoperiodo
12:12h.

Figura 3.1.1. Manutenc¢do dos estagios imaturos de C. lacinia em 2011. A. Gaiola plastica na qual eram
mantidas lagartas e pupas até eclosdo dos adultos. B. Gaiolas dentro da cadmara de controle de
temperatura e luz. C. Painel da cAmara mostrando a temperatura.

Uma vez atingido o estagio adulto, as borboletas eram transferidas para uma gaiola de
1 m® instalada em uma &rea externa, sujeitas as variacdes de temperatura e humidade do
ambiente (Figura 3.1.2). Dentro da gaiola externa, havia um arbusto de T. diversifolia e
algumas flores de picdo (Bidens pilosa, Asteraceae). A gaiola externa era verificada
periodicamente e 0s ovos encontrados levados para o laboratério. Desta forma, os estagios
imaturos eram mantidos em laboratdrio e os adultos na gaiola externa. Ovos eventualmente
encontrados em folhas de arbustos de T. diversifolia nas proximidades eram inseridos na

colénia.
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Figura 3.1.2. Manutencdo de adultos de C. lacinia. A, Exterior da gaiola externa na qual eram mantidas

as borboletas. B, Interior da gaiola mostrando o alimento dos adultos (B. pilosa). C, Interior da gaiola
mostrando borboletas e o arbusto de T. diversifolia, onde as borboletas depositam seus ovos.

As gaiolas contendo lagartas eram verificadas diariamente. Nestas verificagdes, 0s
animais eram transferidos para gaiolas limpas e animais em diapausa separados dos demais
em pequenas gaiolas plasticas sem alimento. Gaiolas de animais em diapausa eram mantidas
em cémara separada das demais. Lagartas em diapausa foram identificadas pela diferente
coloragdo de seus exoesqueletos (Figura 3.1.3) e cessacdo da alimentacdo. Desta forma,
formaram-se 0s grupos experimentais: grupo controle, lagartas de 3° instar ativas e
alimentando-se; grupo <24 horas, lagartas que entraram em diapausa nas ultimas 24 horas;
grupos 20, 40, 60 e 120 dias, animais em diapausa por 20, 40, 60 ou 120 dias; grupo pés-
diapausa, animais que estiveram em diapausa por 120 dias e retornaram ao desenvolvimento

normal.

Foram feitas coletas em trés periodos diferentes (Figura 1.3.2.1). Em janeiro de 2010,
foram coletados animais controle e animais em diapausa por 20 dias. Em mar¢o de 2010,
foram coletados animais controle e animais em diapausa por 20, 40 e 60 dias. Em junho de
2011, foram coletados animais controle, animais em diapausa por menos de 24h, 20, 40, 60, e
120 dias, além de animais pos-diapausa. Para obter o grupo pos-diapausa, lagartas em
diapausa por 120 dias foram transferidas em sacos plasticos perfurados para folhas de
arbustos de T. diversifolia em uma area externa (Figura 3.1.3). Animais ativos pos-diapausa,
que retomaram a atividade e o desenvolvimento entre 48 e 72h da transferéncia ao ambiente
externo, foram identificados pela muda e a coloracdo escura de animais ativos. Lagartas em
seus estagios especificos de cada grupo foram transferidas para tubos, imediatamente

mergulhadas em N, liquido e armazenadas a -80° C.
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Figura 3.1.3. Lagartas de C. lacinia. A, Lagartas de C. lacinia, a esquerda lagarta ativa de coloracéo
escura, a direita, lagarta em diapausa de coloragdo mais clara, barra = 1 cm. B. sacos plésticos
perfurados contendo lagartas em diapausa por 120 dias fixados em arbusto de T. diversifolia.

A transferéncia para o ambiente externo durante 0 més de outubro de 2011 mostrou-se
eficiente para induzir a saida da diapausa. Outras tentativas ndo apresentaram sucesso,
incluindo, a oferta de alimento, a pulverizacdo de agua sobre os animais, a colocacdo de
algodao encharcado nas gaiolas e a aplicagdo tdpica de solventes organicos (hexano e butanol)
sobre a cabeca das lagartas. A administracdo de solventes organicos é um protocolo de
indugdo de saida da diapausa em pupas de Sarcophaga crassipalpis e lagartas de Manduca
sexta (Denlinger et al. 1980; Ragland et al. 2010). Os solventes organicos estimulam a

producdo de ecdisterdides por mecanismo desconhecido (Ragland et al. 2010).

3.2 Extracdo de RNA total e sintese de DNAc

O RNA total de um conjunto de trés animais pesando entre 60 e 90 mg dos grupos
controle (3° instar e alimentados) e de animais em diapausa por 20 dias foi extraido utilizando
0 reagente TRIzol® (Life Technologies). Os corpos inteiros dos animais foram
homogeneizados em 1 mL de TRIzol® em homogeneizador vidro-vidro. O homogeneizado
foi transferido para um tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio. O
homogeneizado foi agitado vigorosamente e deixado a temperatura ambiente por 3 minutos.
Apos centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4° C, o sobrenadante (fase aquosa) foi
coletado e transferido para um novo tubo. O sobrenadante foi acrescido de 0,5 mL de
isopropanol puro, deixado em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado a 12.000 x
g por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante formado apds a adicdo de isopropanol e
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centrifugacdo foi descartado e o pellet (contendo o RNA) foi lavado com etanol. A lavagem
consistiu na adigdo de 1 mL de etanol 75% (v/v), agitacéo e centrifugagdo 7.500 x g por 5
minutos a 4° C. O pellet resultante da lavagem foi deixado em capela para secagem,
solubilizado em agua deionizada RNase-free e armazenado a -80° C. A quantidade e a pureza
do RNA obtido foram determinadas por espectrofotometria a 260 nm e pela taxa 260/280 nm
em espectrofotdbmetro Spectronic Genesys 2 (Milton Roy). A integridade do RNA extraido foi
analisada apos eletroforese (60 V por uma hora) em gel de agarose 1% em tampéo TBE (tris
89 mM, acido borico 89 mM e EDTA 2mM; pH 8,3) e visualizacdo com uso de brometo de

etideo (0,5 pg/mL) e transiluminagdo a 302 nm.

O RNA total extraido do corpo inteiro de lagartas de C. lacinia foi tratado com DNase
e posteriormente aplicado na sintese de DNA complementar (DNAc) com o uso do kit First-
Strand cDNA Synthesis Kit for Real-Time PCR (Affymetrix). Seguindo orientacbes do
fabricante, em um tubo foram adicionados 0,8 ug de RNA total, tampé&o de reacdo, mistura de
primers, dNTPs, inibidor de RNase e a enzima transcriptase reversa. O tubo entdo foi mantido
a 45° C por uma hora, em seguida a 92° C por 10 minutos e, por ultimo, a 4° C por 24 horas.
O DNACc resultante foi armazenado a -20° C até utilizac&o.

3.3 Desenho de oligonucleotideos iniciadores, amplificacdo e isolamento de
fragmentos de DNAc

Para a amplificacdo de sequéncias relacionadas ao sistema antioxidante, foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores (Tabela 3.3.2) com base em sequéncias de RNAmM

disponiveis no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). As sequéncias

de RNAm de organismos de referéncia (Tabela 3.3.1) foram analisadas utilizando a
ferramenta de alinhamento de mdltiplas sequéncias ClustalW2 nas configuracGes padrédo
(Larkin et al. 2007). Regides de homologia entre as sequéncias alinhadas foram escolhidas
para o desenho de oligonucleotideos iniciadores considerando as seguintes caracteristicas:
tamanho dos oligonucleotideos, temperatura de anelamento, diferenca de temperatura de
anelamento entre o par, conteddo de G e C, dimerizacdo entre o par, repeticdes de
nucleotideos e de dinucleotideos. Com a excecdo da enzima 1-Cys peroxiredoxina (1CysPrx),
as sequéncias de referéncia foram de espécies da ordem Lepidoptera e especialmente no caso
da proteina ribosomal S7 (RpS7) sequéncias de espécies da familia Nymphalidae estdo

disponiveis.
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Tabela 3.3.1. Sequéncias de RNAm disponiveis no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore) de
organismos utilizados como referéncia para o desenho de oligonucleotideos iniciadores.

Identificacdo Proteina alvo Sequéncias referéncia
ChICAT
Catalase Bombyx mori RNAm Catalase (AB164195.1)
Spodoptera exigua RNAm Catalase (JN051294.1)
ChIlCuznSOD
Cu,Zn-Superoxido dismutase  Bombyx mori RNAmM Cu,Zn-SOD (NM_001043619.1)
Helicoverpa armigera RNAm Cu,Zn-SOD (JQ009331.1)
Chl1CysPrx
1-Cys peroxiredoxina Bombyx mori RNAm 1-Cys PRX (EU128675.1)
Drosophila melanogaster RNAm 1-Cys PRX (AF311880.1)
ChIGSTé
Glutationa S-transferase & Bombyx mori RNAmM GST 3 (DQ355374.2)
Choristoneura fumiferana RNAm GST 3 (EF370473.1)
ChIRpS7

Proteina ribosomal S7 Euphydryas aurinia RNAmM RpS7 (HQ424729.1)
Heliconius erato RNAmM RpS7 (EF207966.1)
Heliconius melpomene RNAm RpS7 (JF265022.1)
Papilio polytes RNAmM RpS7 (AK402419.1)

A Cu,Zn-superoxido dismutase (CuZnSOD), a catalase (CAT) e uma forma de 1-Cys
peroxiredoxina (1CysPrx) foram enzimas antioxidantes escolhidas para terem seus genes
parcialmente sequenciados. Além das enzimas antioxidantes, foi escolhida uma isoforma da
classe delta (8) da familia das glutationa transferases (GSTs). A classe delta é a maior classe
de GSTs em insetos e foi escolhida pelo fato dela ser altamente expressa, especialmente
durante o estdgio larval (Ranson & Hemingway 2005). O desenho de oligonucleotideos
iniciadores para o gene referente a proteina ribosomal S7 (RpS7) foi feito com o objetivo de
utilizar a expressdo desta proteina como controle/referéncia em experimentos posteriores de
PCR em tempo real quantitativos. A escolha de RpS7 como gene de referéncia foi
fundamentada na observacdo de que este é 0 mais estavel entre outros 6 candidatos a gene de
referéncia analisados para analises de PCR em tempo real quantitativo durante a diapausa do

lepidoptero Helicoverpa zea (Zhang & Denlinger 2012).

Uma vez obtidos os pares de oligonucleotideos iniciadores, estes foram empregados
em reacbes de PCR comuns utilizando como molde o DNAc obtido de C. lacinia
anteriormente. As reacfes de PCR foram realizadas com o uso do reagente GoTagq® Green
Master Mix (Promega) seguindo orientacGes do fabricante e a concentragéo de 1 uM para

cada oligonucleotideo iniciador. Reagfes controle na auséncia de DNAc para cada par de
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oligonucleotideos iniciadores também foram feitas. A programacdo da temperatura para as
reacOes de PCR foi feita seguindo a estratégia de PCR Touchdown (Don et al. 1991). O PCR
Touchdown consiste na reducdo sucessiva das temperaturas de anelamento durante o
programa, iniciando em uma temperatura 10° C acima da temperatura calculada para cada
oligonucleotideo iniciador (Korbie & Mattick 2008).
Tabela 3.3.2. Pares de oligonucleotideos iniciadores desenhados com base em alinhamentos de sequéncias de RNAm de
organismos filogeneticamente préximos a C. lacinia para proteinas de interesse (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
ChICAT, catalase; ChlICuzZnSOD, Cu,Zn-superoxido dismutase; Chl1CysPrx, 1-cys peroxiredoxina; ChlGSTS, glutationa

S-transferase 8; ChIRpS7, proteina ribosomal S7. O tamanho esperado da sequéncia amplificada pelo par de
oligonucleotideos também é mostrado.

Identificacdo Proteina alvo Oligonucleotideos iniciadores (5'—3") Amplicon (pb)
ChICAT
Catalase ATG GCT CAA GCA GAA AGC TG 462
GTT GTC CTC AGT CTG GCC ACT
ChICuznSOD
Cu,Zn-Superdxido dismutase  AAT GCC SGC YAA AGC AGT 376
GTC ATC AGG GTC AGC RTG
Chl1CysPrx
1-Cys peroxiredoxina TTCTCT CACCCM KCM GACTT 492
ATC AGT CAR CTG GAG RGA GTC
ChIGSTé
Glutationa S-transferase 6 ACC TWM ASC TSA ACC TYA AAC 594
CMT YCT GRT AMY CTG GAG CTG
ChIRpS7
Proteina ribosomal S7 GGC AAG CATGTT GTGTTC 251

GTGTCCACCTTGTGT TCA AT
SSCouG;Y,CouT;R,AouG; M,AouC;K,GouT; W,AouT.

Os produtos de PCR de cada par de oligonucleotideo iniciador foram avaliados em gel
de agarose conforme descrito acima. A visualizacdo das bandas foi feita com o uso de
GelRed™ (Biotium) e exposicdo pelo menor tempo possivel a luz ultravioleta. Apds
visualizacdo, fragmentos dos géis contendo os produtos de PCR foram excisados com 0 uso
de uma ladmina e transferidos para tubos de 2 mL para posterior purificagio com o kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) conforme instrugdes do fabricante.

3.4 Transformacdao bacteriana, isolamento de plasmideos e sequenciamento

Cada um dos produtos de PCR foi ligado ao vetor pGEM®-T Easy (Promega)
seguindo orientacdes do fabricante. Os produtos de PCR ligados ao vetor foram utilizados
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para a transformacéo de células competentes (pelo tratamento com CaCl,) de Escherichia coli
linhagem XL1 Blue. A transformacéo foi feita por choque térmico. Foram acrescidos a um
tubo contendo celulas competentes 2 uL do meio resultante da ligacdo do produto de PCR
com o vetor. O tubo foi deixado em gelo por 30 minutos, transferido para 42° C por
exatamente 90 segundos e mantido em gelo por mais 2 minutos. Em seguida, foram
adicionados 900 pL de meio Luria-Bertani (LB) liquido aos tubos contendo os sistemas de
transformacéo e os tubos foram mantidos a 37° C por uma hora a 140 rpm. Um volume de
100 pL de células transformadas foi semeado em placas contendo meio LB sélido adicionado
de 100 pg/mL ampicilina, 0,5 mM IPTG e 80 pug/mL X-Gal. As placas semeadas foram entdo
mantidas a 37° C por 16 horas. As placas entdo foram analisadas, observando a formagao de

colbnias brancas e azuis.

A confirmacdo da insercdo dos fragmentos de DNAc foi feita por reacbes de PCR,
com o respectivo par de oligonucleotideos iniciadores para cada placa, adicionando coldnias
brancas diretamente ao meio reacional. Confirmada a presenca dos fragmentos de DNAC,
colbnias brancas foram pré-inoculadas em 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina e
mantidas a 37° C por 8 horas a 240 rpm. Um volume de 40 pL do pré-inéculo foi adicionado
a 15 mL de meio LB liquido contendo ampicilina e o tubo mantido a 37° C por 16 horas a 240
rpm. As células entdo foram coletadas por centrifugacdo a 6.000xg por 15 minutos a 4° C e
utilizadas para o isolamento dos plasmideos pelo kit QIAGEN Plasmid Midi Kit seguindo
instrucGes do fabricante. Os plasmideos isolados tiveram suas concentracfes determinadas
pelo kit Qubit™ dsDNA BR Assay e, apos dilui¢do adequada, foram encaminhados para
sequenciamento pelo kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e
posterior analise em 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no Laboratério de
Biologia Molecular (IB/UnB). Uma vez obtidas, as sequéncias foram comparadas as
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
utilizando a ferramenta BLAST (Altschul et al. 1990; Zhang et al. 2000).

3.5 Determinacéo da atividade de enzimas metabdlicas e antioxidantes

3.5.1 Preparo dos homogeneizados

Animais inteiros congelados foram diluidos 1:19 (p/v) e homogeneizados por um
minuto em tubos de 2 mL contendo tamp&o de homogeneizacdo (pH 7,2) com o uso do

homogeneizador elétrico Omni Tissue Master-125. Animais coletados em janeiro e marco de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

30

2010 foram homogeneizados em conjuntos (pools) de 3 animais, ou seja, cada pool de 3
animais representa uma observacdo (n=1). Ja animais coletados em 2011 foram
homogeneizados individualmente, ou seja, cada individuo representa n=1. Durante todo o
procedimento os tubos contendo os homogeneizados foram mantidos em gelo. As
concentracdes dos reagentes no tampdo de homogeneizagdo eram: 50 mM fosfato e 1 mM
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Imediatamente antes da homogeneizacao de cada
amostra foi adicionado o inibidor de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) de
maneira a resultar em uma concentracdo final de 1 mM. Somente nas amostras coletadas em
2011, aléem do PMSF, foi utilizado o coquetel inibidor de protease (Sigma, P8340) em um
diluigdo 1:100 (v/v). Ap6s homogeneizacdo, os homogeneizados foram centrifugados nos
préprios tubos a 15.000xg por 15 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram coletados e
transferidos para novos tubos, mantidos em gelo e utilizados na determinacéo das atividades

enzimaticas e de proteinas totais.

3.5.2 Citrato sintase (EC 2.3.3.1)

A atividade de citrato sintase (CS) foi determinada pelo monitoramento da velocidade
de formagdo do grupo CoASH pela reacdo deste grupo com o 5,5’-ditiobis-&cido 2-
nitrobenzoico (DTNB; Srere 1969; Joanisse & Storey 1994; Salway et al. 2010). A CS
catalisa a reacdo de condensacdo do acetilCoA com o oxaloacetato produzindo citrato e 0
grupo livre CoASH. Neste método, o grupo CoASH reage com o DTNB formando o acido 5-
tio-2-nitrobenzédico (TNB), que absorve luz em 412 nm. Desta forma, a formacao de CoASH
é monitorada pela absorbancia em 412 nm. As concentra¢des finais dos reagentes foram 50
mM tampdo fosfato (pH 7,2), 0,5 mM EDTA, 0,1 mM acetil-CoA, 0,5 mM oxaloacetato, 0,1
mM DTNB e homogeneizado 1:400. As taxas resultantes de ensaios controles: (i) na auséncia
de homogeneizado e (ii) na presenca de homogeneizado, mas sem oxaloacetato, foram
descontadas das taxas registradas do meio reacional completo. Uma unidade (U) de CS foi
definida como a quantidade de enzima que forma 1 pumol de TNB por minuto, utilizando o

coeficiente de absortividade molar (€412) 13,6 mM™cm™.

3.5.3 Glicose 6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49)

A atividade de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi determinada pelo
monitoramento da velocidade da reducdo de NADP® a NADPH em 340 nm (Glock &
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McLean 1953; Kostal et al. 2004; Welker 2009). Ao final da reacédo catalisada pela G6PDH o
NADP* é reduzido a NADPH usando glicose 6-fosfato como substrato e fons Mg** como
cofator. As concentracGes finais dos reagentes foram 50 mM tampdo fosfato (pH 7,2), 0,5
mM EDTA, 5 mM MgSO,, 0,25 mM NADP*, 1 mM glicose 6-fosfato e homogeneizado
1:100. As taxas resultantes de ensaios controles: (i) na auséncia de homogeneizado e (ii) na
presenga de homogeneizado, mas sem glicose 6-fosfato, foram descontadas das taxas
registradas do meio reacional completo. Uma unidade (U) de G6PDH foi definida como a
quantidade de enzima que forma 1 pumol de NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de

absortividade molar (g340) 6,22 mMtecm™.

3.5.4 Isocitrato desidrogenase dependente de NADP™* (EC 1.1.1.42)

A atividade de isocitrato desidrogenase dependente de NADP® (ICDH) foi
determinada pelo monitoramento da velocidade da reducio de NADP* a NADPH em 340 nm
(Fox 1971; F Miake et al. 1977; Zera et al. 2011). Ao final da reacéo catalisada pela ICDH, o
NADP"* ¢ reduzido a NADPH usando isocitrato como substrato e fons Mg®* como cofator. As
concentracgdes finais dos reagentes foram 50 mM tampao fosfato (pH 7,2), 0,5 mM EDTA, 5
mM MgSO,, 0,25 mM NADP*, 1 mM D,L-isocitrato e homogeneizado 1:100. As taxas
resultantes de ensaios controles: (i) na auséncia de homogeneizado e (ii) na presenca de
homogeneizado, mas sem isocitrato, foram descontadas das taxas registradas do meio
reacional completo. Uma unidade (U) de ICDH foi definida como a quantidade de enzima que
forma 1 pumol de NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340)
6,22 mM™*cm™.

3.5.5 Piruvato quinase (EC 2.7.1.40)

A atividade de piruvato quinase (PK) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade da queda da absorbancia em 340 nm resultante da oxidacdo do NADH a NAD+
em um sistema de reacGes acopladas (Whitwam & Storey 1990; Cowan & Storey 1999;
Cornish-Bowden 2012). A PK catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do
fosfoenolpiruvato ao ADP, formando piruvato e ATP. A reacdo anterior é acoplada a uma
reacdo subsequente catalisada pela lactato desidrogenase, que converte o piruvato a lactato
consumindo NADH. Desta forma, o consumo de NADH, monitorado em 340 nm, representa
a velocidade da primeira reacdo, ou seja, a atividade de PK. As concentracdes finais dos
reagentes foram 20 mM tampao imidazol (pH 7,2), 5 mM MgSQ,, 1,5 mM ADP, 0,2 mM
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NADH, 1,5 mM fosfoenolpiruvato, 2 Ul/mL L-lactato desidrogenase e homogeneizado 1:400.
As taxas resultantes de ensaios controles: (i) na auséncia de homogeneizado e (ii) na presenga
de homogeneizado, mas sem fosfoenolpiruvato, foram descontadas das taxas registradas do
meio reacional completo. Uma unidade (U) de PK foi definida como a quantidade de enzima
que resulta no consumo de 1 pmol de NADH por minuto, utilizando o coeficiente de

absortividade molar (g340) 6,22 mMtecm™.

3.5.6 Glutationa redutase (EC 1.8.1.7)

A glutationa redutase (GR) reduz uma molécula de glutationa dissulfeto (GSSG) a
duas moléculas de glutationa reduzida (GSH), consumindo potencial redutor na forma de
NADPH. A atividade de GR foi aferida por dois diferentes métodos. O primeiro método
consiste no monitoramento da velocidade do consumo de NADPH a 340 nm de um meio
reacional contendo 50 mM tampéo fosfato (pH 7,2), 0,5 MM EDTA, 5 mM GSSG e 0,2 mM
NADPH (Racker 1955; Joanisse & Storey 1996; Welker 2009). No segundo meétodo,
moléculas de GSH, geradas pela reducdo de GSSG pela GR, reagem com o DTNB para
formar TNB (Smith et al. 1988). A velocidade de formacdo de TNB é acompanhada pela
variacdo da absorbancia em 412 nm de um meio reacional contendo 50 mM tampéao fosfato
(pH 7,2), 0,5 mM EDTA, 5 mM GSSG, 0,2 mM NADPH e 1 mM DTNB. Em ambos 0s
métodos, a presenca ou auséncia de GSSG (substrato da GR) ndo alterou as taxas de
absorbancia (Ass ou Ags/min) em ensaios contendo diferentes quantidades de
homogeneizados de C. lacinia. Por outro lado, ensaios simultdneos com homogeneizados de

figado de rato apresentaram atividade detectdvel em ambos os métodos.

3.5.7 Glutationa transferase (EC 2.5.1.18)

Multiplas proteinas com diferentes afinidades para diferentes substratos formam a
superfamilia das glutationa transferases (GSTs; Habig et al. 1974; Mannervik et al. 2005;
Board & Menon 2013). A atividade de GST foi determinada pelo monitoramento em 340 nm
da velocidade de formacéo de S-(2,4-dinitrofenil)-glutationa, um conjugado entre a GSH e o
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB; Habig et al. 1974; Joanisse & Storey 1996). Apesar de
ndo fisioldgico o CDNB € um substrato conveniente e universal para a determinagdo da
atividade de GST (Clark et al. 1973; Josephy 1997; Coles & Kadlubar 2005). As
concentrages finais dos reagentes foram 50 mM tampéo fosfato (pH 7,0), 0,5 mM EDTA, 5

mM GSH, 1 mM CDNB e homogeneizado 1:16.000. As taxas resultantes de ensaios controles
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na auséncia de homogeneizado foram descontadas das taxas registradas do meio reacional
completo. Uma unidade (U) de GST foi definida como a quantidade de enzima que produz 1
pumol do conjugado por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340) 9,6 mM"

tem™,

3.5.8 Glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9)

A atividade de glutationa peroxidase (GPX) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade da queda da absorbancia em 340 nm resultante do consumo de NADPH em um
sistema de reacdes acopladas (Paglia & Valentine 1967; Ahmad & Pardini 1988; Joanisse &
Storey 1996). Em uma primeira reacdo a GPX decompde hidroperoxidos, oxidando GSH a
GSSG. Na segunda reagdo, a GR reduz GSSG com o consumo de NADPH. Portanto, 0
consumo de NADPH representa a velocidade da primeira reacdo, ou seja, a atividade de GPX.
Inicialmente foi acompanhada a variacdo da absorbancia em 340 nm do meio reacional na
auséncia de hidroperdxidos contendo 50 mM tampdo fosfato (pH 7,0), 0,5 mM EDTA, 4 mM
NaN3, 5 mM GSH, 1 U/mL GR, 0,2 mM NADPH e homogeneizado 1:100. Apds dois
minutos, quando a taxa de oxidacdo do NADPH estava estavel, era adicionado o substrato e a
taxa Aasg/min registrada. Dois substratos foram utilizados, o H;O, em diferentes
concentracdes para a deteccdo da atividade de GPX sobre H,0O, comumente denominada de
GPX dependente de selénio (ou Se-GPX) e o cumeno hidroperoxido (1 mM) para a deteccéo
da atividade de GPX sobre peroxidos organicos (também chamada na literatura de GPX-
total). A utilizacdo de perdxidos organicos detecta a atividade de peroxidase de algumas GSTs
(Ahmad & Pardini 1988; Josephy 1997). Uma unidade (U) de GPX foi definida como a
quantidade de enzima que resulta no consumo de 1 pmol de NADPH por minuto, utilizando o

coeficiente de absortividade molar (g349) 6,22 mM™cm™.

3.5.9 Catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade de catalase foi determinada pelo monitoramento da velocidade da queda
da absorbancia em 240 nm resultante da decomposicdo do H,O, (Aebi 1984; Joanisse &
Storey 1996). As concentracOes finais dos reagentes foram 50 mM tampao fosfato (pH 7,0),
0,5 mM EDTA, 10 mM H,0;, e homogeneizado 1:8.000. As taxas resultantes de ensaios
controles na auséncia de homogeneizado foram descontadas das taxas registradas do meio

reacional completo. Uma unidade (U) de catalase foi definida como a quantidade de enzima
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que decompde 1 pmol de H,O, por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar
(€240) 0,0394 mM™*em™.

A utilizagdo de homogeneizados de C. lacinia anteriormente incubados com 3-amino-
1,2,4-triazol, um inibidor especifico da catalase (Margoliash & Novogrodsky 1958), nao

causa consumo significativo de H,O, neste ensaio.

3.5.10 Ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11)

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade de consumo do &cido L-ascorbico em 290 nm (Asada 1984; Krishnan & Kodrik
2006). As concentraces finais dos reagentes foram 50 mM tampéo fosfato (pH 7,0), 0,5 mM
EDTA, 4 mM NaN3, 10 mM H,0,, 0,35 mM &cido L-ascérbico e homogeneizado 1:400. A
interferéncia da atividade da catalase foi anulada pela utilizacdo de NaNs. As taxas resultantes
de ensaios controles: (i) na auséncia de homogeneizado e (ii) na presenca de homogeneizado,
mas sem H,0,, foram descontadas das taxas registradas do meio reacional completo. Uma
unidade (U) de APX foi definida como a quantidade de enzima que consome 1 pmol de &cido

ascorbico por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (g290) 2,8 mMtem™.

3.5.11 Proteinas solUveis totais

Para os calculos de atividade enzimética especifica a concentracdo de proteinas
soluveis totais nos sobrenadantes foi determinada pela reacdo das proteinas com o reagente
coomassie brilliant blue G-250 (Bradford 1976). Um volume de 10 pL de sobrenadante
diluido 1:500 (p/v) foi adicionado a 200 pL do reagente de Bradford em uma microplaca de
96 pocos em triplicata. A placa entdo foi agitada, mantida em temperatura ambiente e
protegida da luz por 5 minutos e a leitura realizada em 595 nm no espectrofluorimetro
SpectraMax M3. O célculo da concentracdo de proteinas no homogeneizando foi feito
comparando a absorbancia em 595 nm das amostras a uma curva-padrao feita em triplicata

com albumina do soro bovino (BSA) em concentracGes de 0,05 a 0,25 mg/mL.
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3.6 Determinagdes das concentracfes de glutationa, TBARS e proteinas
carboniladas

3.6.1 Preparo dos homogeneizados

Animais inteiros congelados foram diluidos 1:20 (p/v) e homogeneizados por um
minuto em tubos de 2 mL contendo 10% (p/v) &cido tricloroacético (TCA) com o uso do
homogeneizador elétrico Omni Tissue Master-125. Animais coletados em janeiro e marco de
2010 foram homogeneizados em conjuntos (pools) de 3 animais, ou seja, cada pool de 3
animais representa uma observacao (n). Ja animais coletados em 2011 foram homogeneizados
individualmente, ou seja, cada individuo representa uma observacdo. Durante todo o
procedimento os tubos contendo os homogeneizados foram mantidos em gelo. A partir de um
mesmo homogeneizado foram separadas aliquotas para diferentes medigdes: glutationa,

TBARS e proteinas carboniladas.

3.6.2 Glutationa

As determinagdes dos niveis de equivalentes de glutationa (GSH-eq = [GSH] + 2x
[GSSG]) e de glutationa dissulfeto (GSSG) foram feitas pelo método enzimatico (Tietze
1969; Griffith 1980) com modificacdes (Welker 2009) e adaptacGes para microplacas
(Rahman et al. 2006). O método fundamenta-se na reacdo entre GSH e DTNB, em um meio
reacional contendo GSH, DTNB, glutationa redutase (GR) e NADPH (Figura 3.6.2.1). Neste
ensaio, a velocidade da alteracdo da absorbancia em 412 nm (AAs2/min) é linearmente
proporcional a concentracéo total de glutationa. Devido a presenca de GR todo o contetdo de
glutationa, incluindo GSSG, esta no estado reduzido — GSH. Para medir apenas o contetido de
GSSG dos homogeneizados foi utilizado o reagente 2-vinilpiridina (2-VP), que liga-se apenas
a GSH e impede reacdes posteriores (Griffith 1980).

Primeiramente foram feitas duas curvas-padrdo com diferentes concentra¢es de GSH.
Uma curva variando a concentracdo de GSH entre 0,375 e 1,5 pM, contendo 100 mM tampé&o
fosfato (pH 7,0), 1 mM EDTA, 0,238% (p/v) TCA, 0,1 mM NADPH, 2 mM DTNB e 0,05
U/mL GR. A outra curva-padréo continha concentragdes de GSH entre 0,0125e 0,2 uM e 0
meio reacional era 100 mM tampéo fosfato (pH 7,0), 1 mM EDTA, 0,238% (p/v) TCA, 0,1
mM NADPH, 2 mM DTNB e 0,4 U/mL GR. Cada ponto da curva foi feito em triplicata em
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uma microplaca de 96 pogos. A reacdo era disparada pela adicdo de GR e a absorbancia em
412 nm monitorada por dois minutos.

Os homogeneizados destinados a medi¢édo de glutationa foram centrifugados 10.000xg
por 10 minutos a 4° C e seus sobrenadantes acidos usados nas etapas seguintes. Aliquotas de
25 pL de sobrenadantes foram transferidas para dois tubos diferentes, um para a determinacéo
do conteudo total de glutationa (GSH-eq) e outro para a medicdo de GSSG. No tubo destinado
a medicdo de GSSG foram adicionados 75 pL de tampé&o fosfato 0,5 M (pH 7,0) e 5 uL de 0,5
M 2-VP em etanol. No tubo destinado a medi¢cdo de GSH-eq foram adicionados 75 pL de
tampédo fosfato 0,5 M (pH 7,0) e 5 pL de etanol. Os tubos foram agitados vigorosamente e
mantidos por uma hora em temperatura ambiente protegidos da luz. Apos esta primeira hora,
0 conteudo dos tubos foi adicionado a microplacas de 96 pocos em triplicata contendo o meio
reacional utilizado para as curvas-padrdo. A AAj/min das amostras foi comparada as
curvas-padréo e a concentracdo de GSH-eq e GSSG calculadas em nmol/g peso umido. A
concentracdo de GSH propriamente dita foi obtida pela subtracdo GSH-eq - GSSG e a razédo

GSSG/GSH-eq pela divisédo entre os valores.
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Figura 3.6.2.1. Resumo esquematico do principio do método para a determinacdo da
concentragdo de glutationa. Para cada molécula de glutationa (GSH) que reage com o 5,5’-
ditiobis-acido 2-nitrobenzdico (DTNB) sdo formadas uma molécula de 4&cido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB) e outra do composto GS-TNB. A glutationa redutase (GR) reduz o GS-
TNB a GSH e TNB. A GR ainda reduz uma molécula de glutationa dissulfeto (GSSG) presente
no meio reacional a duas moléculas de GSH, consumindo NADPH. A formacdo de TNB é
monitorada em 412 nm. Baseado em Rahman et al. 2006.
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3.6.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
determinada como um indicador de peroxidacéo lipidica. A peroxidacgdo lipidica resulta na
formacdo de diferentes produtos, dentre eles o malondialdeido (MDA). O método de TBARS
estima o conteddo de MDA pela reacdo entre o acido tiobarbitirico (TBA) e 0 MDA. Os
homogeneizados destinados a medicdo de TBARS foram usados diretamente no ensaio
seguindo procedimentos descritos originalmente em Buege e Aust (1978) e também em
Welker (2009). Foram separados dois tubos por amostra, aos quais foram adicionados 400 pL
de homogeneizado, 400 pL de 20% (p/v) TCA e 400 uL de 0,5 M HCI (no tubo branco) ou
400 pL 0,75% (p/v) TBA em 0,5 M HCI (no tubo teste). Os tubos foram agitados, mantidos a
90° C por 15 minutos e centrifugado a 10.000xg por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para cubetas plasticas e as absorbancias em 532 e 600 nm registradas. A Aggo foi
subtraida da Asz, € a concentracdo de TBARS em nmol/g peso Umido calculada utilizando o

coeficiente de absortividade molar de 156 mM™cm™,

3.6.4 Proteinas carboniladas

A concentracdo de proteinas carboniladas foi determinada como um indicador de
danos oxidativos a proteinas. O método utilizado, descrito por Fields e Dixon (1971), é
fundamentado na reacdo entre grupos carbonil e o reagente 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH).
O produto desta reacdo, 2,4-dinitrofenilhidrazona, absorve luz em 370 nm. AdaptacGes da
metodologia original e o protocolo mais detalhado podem ser consultados em Welker (2009).
Os homogeneizados destinados a medicao de proteinas carboniladas foram separados em dois
tubos por amostra e centrifugados 10.000xg por 10 minutos a 4° C e seus pellets, contendo as
proteinas precipitadas, usados nas etapas seguintes. Aos tubos contendo os pellets foram
adicionados 500 puL de 10 mM DNPH em 2 M HCL (tubo teste) ou 500 puL de 2 M HCI (tubo
branco). Os pellets foram homogeneizados com o auxilio de uma haste plastica e mantido a
temperatura ambiente protegidos da luz por uma hora, periodo no qual eram agitados a cada
15 minutos. Apos esta uma hora, foram adicionados 500 uL de 20% (p/v) TCA em ambos 0s
tubos e estes mantidos em gelo por 10 minutos. Entdo, os tubos foram centrifugados a

10.000xg por 10 minutos a 4° C e os sobrenadantes descartados.

Os pellets resultantes da etapa anterior foram submetidos a um processo de lavagem

trés vezes. A lavagem consistiu na adicdo de 1 mL de uma solucgdo 1:1 (v/v) etanol:acetato de
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etila, agitacdo vigorosa, centrifugacdo a 10.000xg por 10 minutos a 4° C e descarte do
sobrenadante. Ao final da ultima lavagem os pellets foram deixados em capela de exaustdo
para secagem e acrescidos de 1 mL de 6 M cloreto de guanidina em 20 mM tampao fosfato
(pH 2,3). Os tubos foram agitados até total dissolucdo dos pellets e centrifugados a 10.000xg
por 10 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram transferidos para cubetas plésticas e a
absorbancia em 370 nm registrada. Para os céalculos, a absorbancia do tubo branco foi
subtraida da absorbancia do tubo teste € o coeficiente de absortividade molar €379 = 22.000 M~

Yem™ foi utilizado.

Para normalizar a concentracdo de proteinas carboniladas em relacdo ao contetdo de
proteinas totais de cada amostra a concentracdo de proteinas totais foi estimada pela leitura do
tubo branco em 280 nm (Aitken & Learmonth 2002). Como padréo foi utilizado o coeficiente
de absortividade da BSA de acordo com a seguinte equagdo: [BSA] (mg/mL) = (Azs0%10)/6,6.
Desta forma, foi possivel calcular a concentracdo de proteinas carboniladas em nmol/mg

proteina.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente usando o programa GraphPad Prism 5,
considerando um nivel de significancia de p < 0,05. As comparacdes foram feitas entre 0s
grupos coletados em um mesmo periodo. A comparacgdo entre 0s grupos de animais coletados
em janeiro de 2010 (que tinha apenas dois grupos experimentais) foi feita pelo teste t. As
comparagOes entre os grupos de animais coletados em marco de 2010 e entre 0s animais
coletados em 2011 foram feitas pela andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Somente para 0s animais
coletados em 2011, foram feitas analises de correlacdo apenas entre os parametros medidos
em um mesmo individuo, isto €, as atividades enzimaticas. As correlagcdes foram obtidas pelo

teste de Spearman.
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4 Resultados

4.1 Atividades de enzimas do metabolismo intermediario

A atividade de citrato sintase (CS) diminuiu durante a diapausa nos animais nos trés
periodos amostrados (Figura 4.1.1). Tal reducdo durante a diapausa em relacdo ao controle
foi em media 78%, 51% e 80% nos periodos junho de 2011, marco e janeiro de 2010,
respectivamente. No grupo de animais coletados em 2011, a atividade de CS variou ao longo
da diapausa, diminuindo 64% em relagdo ao controle nas primeiras 24 horas de diapausa.
Apos 20 dias de diapausa, a atividade de CS diminuiu novamente 40% em relacdo ao grupo
<24h. Animais ativos ap6s 120 dias de diapausa tiveram a atividade de CS aumentada em
relacdo aos grupos em diapausa, mas esta atividade manteve-se menor que 0s niveis do

controle atingindo 62% da atividade controle (Figura 4.1.1).
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Figura 4.1.1. Atividade de citrato sintase (CS) em homogeneizados de corpo inteiro de
lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Controle — animais ativos no 3° instar;
<24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; P6s-diap — animais que
retomaram o desenvolvimento apds 120 dias em diapausa. Colunas: brancas — animais
amostrados em junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em mar¢o de 2010 (n =
3); pretas — animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 4). Diferencas significativas entre os
grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagdo ao controle; 0 — em
comparagdo ao grupo <24h; P — em relagéo ao grupo Pds-diap.
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As atividades das enzimas piruvato quinase (PK) e glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) permaneceram inalteradas quando comparados animais controle, animais em

diapausa e animais ativos ap0s 120 dias em diapausa (Figura 4.1.2 e Figura 4.1.3).

15

G6PDH (mU/mg prot)

Figura 4.1.2. Atividade de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em homogeneizados de
corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Controle — animais ativos
no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; P6s-diap
— animais que retomaram o desenvolvimento ap6s 120 dias em diapausa. Colunas: brancas —
animais amostrados em junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em mar¢o de
2010 (n = 3); pretas — animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 4). Nao ha diferenga
significativa entre 0s grupos.

Nas primeiras 24 horas de diapausa houve um aumento de 360% da atividade de
isocitrato desidrogenase dependente de NADP® (ICDH) em relacdo ao grupo controle
(Figura 4.1.4). Ap6s 20 dias de diapausa, a atividade de ICDH diminuiu 33% em relagéo
ao grupo <24h, mas manteve-se maior que os niveis do grupo controle até os 40 dias de
diapausa. A partir do 60° dia de diapausa, a atividade de ICDH apresentou valores
semelhantes aos do grupo controle e assim manteve-se nos animais em diapausa por 120

dias e ativos apds 120 dias em diapausa (Figura 4.1.4).
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Figura 4.1.3. Atividade de piruvato quinase (PK) em homogeneizados de
corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Controle
— animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais em
diapausa por estes periodos; Pés-diap — animais que retomaram o
desenvolvimento apds 120 dias em diapausa. Animais amostrados em junho
de 2011 (n = 5-7).

= 15 S

o I 1

| -

5 1 0

m 10- L} 1

: T

S

E L 11 T

Z |7

a)

o
0 @ o o o o o Q

0\ q’bn &'b 6}‘5 6\‘5 6.\'} 6\'}

B R M I

Figura 4.1.4. Atividade de isocitrato desidrogenase dependente de NADP*
(ICDH) em homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia
ativas ou em diapausa. Controle — animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40,
60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; Pds-diap — animais
que retomaram o desenvolvimento apés 120 dias em diapausa. Animais
amostrados em junho de 2011 (n = 7). Diferencas significativas entre os
grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagdo ao controle;
0 — em comparagdo ao grupo <24h.
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4.2 Atividades de enzimas antioxidantes e glutationa transferase

A atividade de glutationa redutase foi aferida por dois diferentes métodos e, em ambos
0s casos, ndo foi detectada atividade em homogeneizados de corpo inteiro de C. lacinia.
Também esteve abaixo do limite de deteccdo do método a atividade de glutationa peroxidase
dependente de selénio (Se-GPX).

Nos animais coletados em junho de 2011, a atividade de catalase diminuiu 44% nas
primeiras 24 horas de diapausa em relacdo ao controle (Figura 4.2.1). Houve uma queda de
57% na atividade de catalase quando comparados o grupo 20 dias e 0 <24h. Entre 0 20° e 0
120° dia de diapausa, a atividade de catalase manteve-se em média 72% menor que 0s niveis
do grupo controle. Apds a diapausa, animais ativos apresentaram atividade de catalase 142%
maior que animais em diapausa por 120 dias, mas ainda 29% menor que animais controle
(Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Atividade de Catalase (CAT) em homogeneizados de corpo inteiro de lagartas
Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Controle — animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40,
60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; Pds-diap — animais que retomaram o
desenvolvimento apds 120 dias em diapausa. Colunas: brancas — animais amostrados em
junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em marco de 2010 (n = 3); pretas —
animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 3). Diferencas significativas entre 0s grupos
amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagdo ao controle; 0 — em comparagao ao
grupo <24h; P — em relagéo ao grupo Pos-diap.
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De forma semelhante, nos animais coletados em marco de 2010, a atividade de
catalase diminuiu 58% no grupo 20 dias em relacdo ao controle e manteve-se em média 62%
menor que o controle entre 20 e 60 dias de diapausa (Figura 4.2.1). Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa entre as médias dos grupos controle e 20 dias nos animais coletados em
janeiro de 2010 (Figura 4.2.1). A grande variabilidade nas determinacOes de catalase nesse
grupo de animais pode explicar a ndo observacéao de alteracGes na diapausa.

Nos animais amostrados em junho de 2011, a atividade de glutationa transferase
(GST) aumentou drasticamente (370%) nas primeiras 24 horas de diapausa em comparagéo ao
grupo controle (Figura 4.2.2). Apos 20 dias de diapausa, a atividade de GST caiu 18% em
relacdo ao grupo <24h. Ao longo de toda a diapausa, a atividade de GST manteve-se em
média 240% mais alta que de animais controle, retornando a niveis semelhantes ao controle

no final da diapausa em animais ativos ap6s 120 dias em diapausa (Figura 4.2.2).
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Figura 4.2.2. Atividade de Glutationa Transferase (GST) em homogeneizados de corpo
inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Controle — animais ativos no 3°
instar; <24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; Pos-diap —
animais que retomaram o desenvolvimento apés 120 dias em diapausa. Colunas: brancas —
animais amostrados em junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em mar¢o de
2010 (n = 3); pretas — animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 3). Diferencas
significativas entre 0s grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparacdo ao
controle; 40 — em comparagdo ao grupo 40 dias; P — em relacdo ao grupo Pds-diap.
*significativamente diferente dos demais grupos dentro do mesmo periodo.
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Atividades de GST elevadas também foram observadas nos outros periodos de coleta,
entretanto, a intensidade do aumento variou. Nos animais coletados em margo de 2010, a
atividade de GST aumentou 30% em relacdo ao controle, enquanto nos animais coletados em
janeiro de 2010, este aumento foi de aproximadamente 20 vezes quando comparados 0S
grupos 20 dias e controle (Figura 4.2.2). Os valores dos controles variaram
consideravelmente entre os 3 grupos: nos animais de junho de 2011, a atividade foi cerca da
metade que os de marcgo de 2010 (1,87 versus 3,42 U/mg proteina) e aproximadamente nove

vezes maior gque os de janeiro de 2010 (0,39 U/mg proteina).
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Figura 4.2.3. Atividade de Glutationa Peroxidase (GPX) em
homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em
diapausa. Controle — animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120
dias — animais em diapausa por estes periodos; Pés-diap — animais que
retomaram o desenvolvimento apds 120 dias em diapausa. Animais
amostrados em junho de 2011 (n = 7). Diferencas significativas entre os
grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparacao ao controle;
P —em relacdo ao grupo Pds-diap.

Ambas as atividades de glutationa peroxidase (GPX) e ascorbato peroxidase (APX)
diminuiram durante a diapausa (Figura 4.2.3 e Figura 4.2.4). A atividade de GPX diminuiu
43% em relagdo ao controle, mantendo-se em média 56% menor em comparagdo ao controle
ao longo da diapausa e retornou a niveis semelhantes ao controle em animais ativos apos 120
dias de diapausa (Figura 4.2.3). De maneira similar, a atividade de APX diminuiu 64% em
relacdo ao controle, manteve-se em média 60% menor em comparagdo ao controle ao longo
da diapausa e retornou a niveis semelhantes ao controle em animais ativos apds 120 dias de

diapausa (Figura 4.2.4).
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Figura 4.2.4. Atividade de Ascorbato Peroxidase (APX) em
homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em
diapausa. Controle — animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120
dias — animais em diapausa por estes periodos; Pés-diap — animais que
retomaram o desenvolvimento apés 120 dias em diapausa. Animais
amostrados em junho de 2011 (n = 5). Diferencas significativas entre os
grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagéo ao controle;
P —em relagéo ao grupo Pos-diap.

4.3 Glutationa

Em animais coletados em 2011, a concentracdo de total de glutationa (GSH-eq)
manteve-se inalterada nas primeiras 24 horas de diapausa. No 20° dia de diapausa houve
reducdo de 30% em relacdo ao controle e no 40° dia diminuicdo de 51% em relag¢do ao grupo
20 dias (Figura 4.3.1 A). A concentracdo de GSH-eq entre 40 e 120 dias de diapausa
manteve-se em média 68% menor em relacdo ao controle. Apds diapausa de 120 dias, animais
ativos apresentaram a maior concentracdo de GSH-eq entre todos 0s grupos, sendo 84% maior
que o controle (Figura 4.3.1 A). A redugéo das concentraces de GSH-eq durante a diapausa
foi consistente nos outros periodos de coleta. Apo6s 20 dias de diapausa a concentracdo de
GSH-eq foi 70% e 82% menor em relacdo aos controles nos periodos de marco e janeiro de

2010 respectivamente (Figura 4.3.1 A).

A concentracédo de glutationa dissulfeto (GSSG) manteve-se em niveis semelhantes ao
controle até o 40° dia de diapausa, quando houve queda de 76% em relacdo ao controle nos
animais coletados em 2011 (Figura 4.3.1 B). Entre 60 e 120 dias de diapausa, a concentragéo

de GSSG esteve em meédia 72% menor em comparagdo ao controle e retornou ao nivel do
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controle em animais ativos ap6s 120 dias em diapausa (Figura 4.3.1 B). A reducdo da
concentracdo de GSSG ocorreu apds 20 dias de diapausa em animais coletados em 2010,
atingindo valores 81% e 74% menores que 0S controles nos meses de marco e janeiro

respectivamente (Figura 4.3.1 B).
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Figura 4.3.1. Concentracdes do total de glutationa (A, GSH-eq) e de glutationa dissulfeto (B, GSSG) em
homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa. Valores expressos em
nmol por grama de peso umido. Controle — animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais
em diapausa por estes periodos; Pés-diap — animais que retomaram o desenvolvimento apds 120 dias em
diapausa. Colunas: brancas — animais amostrados em junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em
margo de 2010 (n = 3-4); pretas — animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 7). Diferencas significativas
entre 0s grupos amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagdo ao controle; 0 — em comparacdo ao
grupo <24h; 20 — em relacdo ao grupo 20 dias; P — em relagéo ao grupo Pos-diap. *significativamente diferente
dos demais grupos dentro do mesmo periodo.
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Figura 4.3.2. Concentracdo de glutationa reduzida (A, GSH) e razdo entre os conteldos de glutationa
dissulfeto e glutationa total (B, GSSG/GSH-eq) em homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne
lacinia ativas ou em diapausa. Valores de GSH expressos em nmol por grama de peso Umido. Controle —
animais ativos no 3° instar; <24h, 20, 40, 60 e 120 dias — animais em diapausa por estes periodos; Pds-diap —
animais que retomaram o desenvolvimento apds 120 dias em diapausa. Colunas: brancas — animais amostrados
em junho de 2011 (n = 7); cinzas — animais amostrados em marco de 2010 (n = 3-4); pretas — animais
amostrados em janeiro de 2010 (n = 7). Diferencas significativas entre 0s grupos amostrados em um mesmo
periodo: C — em comparagdo ao controle; 0 — em comparagéo ao grupo <24h; 20 — em relacéo ao grupo 20
dias. *significativamente diferente dos demais grupos dentro do mesmo periodo.
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Os niveis de glutationa reduzida (GSH) diminuiram 65% em relagdo ao controle no
40° dia de diapausa em animais coletados em 2011 (Figura 4.3.2 A). A concentracdo de GSH
manteve-se em média 68% menor que a média do grupo controle até o final da diapausa. A
diminuicdo da concentracdo de GSH foi de 70% no 20° dia de diapausa nos animais coletados
em margo de 2010. Em janeiro de 2010, esta reducéo foi de 82% (Figura 4.3.2 A). A relagéo
entre glutationa dissulfeto e o total de glutationa (GSSG/GSH-eq), um importante indicador
de desequilibrio redox, ndo apresentou diferenca significativa entre as médias dos grupos

experimentais (Figura 4.3.2 B).

4.4 Indicadores de dano oxidativo

Ap6s 20 dias de diapausa, a concentragdo de substdncias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) diminuiu 60% e 24% em animais coletados em marco e janeiro de
2010 respectivamente (Figura 4.4.1 A). Nos animais coletados em marco, a concentracdo de
TBARS no grupo 40 dias foi similar a do grupo controle (Figura 4.4.1 A). Os niveis de
proteinas carboniladas (CP) ndo apresentaram diferenca significativa entre si ao longo de 40
dias de diapausa nos animais coletados em marco de 2010 (Figura 4.4.1 B). Entretanto, nos
animais coletados em janeiro, a concentracdo de CP diminuiu 70% nos animais em diapausa
por 20 dias em relacéo ao controle (Figura 4.4.1 B). Nao determinamos TBARS e proteinas
carboniladas em animais coletados em 2011.
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Figura 4.4.1. Concentragdes de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (A, TBARS) e de proteinas
carboniladas (B, CP) em homogeneizados de corpo inteiro de lagartas Chlosyne lacinia ativas ou em diapausa.
Valores de TBARS expressos em nmol por grama de peso imido. Controle — animais ativos no 3° instar; 20 e
40 dias — animais em diapausa por estes periodos. Colunas: cinzas — animais amostrados em margo de 2010 (n
= 3-4); pretas — animais amostrados em janeiro de 2010 (n = 7). Diferengas significativas entre os grupos
amostrados em um mesmo periodo: C — em comparagao ao controle.



4.5 Correlagoes

A analise de correlacdes foi feita somente nos animais coletados no ano de 2011. Pelo
fato de terem sido determinadas em um mesmo individuo, as atividades de diferentes enzimas
foram os parametros correlacionados entre si. Ndo foram feitas correlagbes entre outros
parametros, por exemplo, GSH-eq, GSSG/GSH-eq e TBARS. Observamos correlagdo
significativa entre a atividade de CS e as atividades de APX, catalase, GPX e GST (Figura
4.5.1). A correlagdo entre CS e APX apresentou p < 0,0001 e Spearman r = 0,6790 (Figura
45.1 A). A correlagdo entre CS e catalase apresentou p < 0,0001 e Spearman r = 0,7810
(Figura 4.5.1 B). A correlagéo entre CS e GPX apresentou p < 0,0001 e Spearman r = 0,9096
(Figura 4.5.1 C). A correlacdo entre CS e GST apresentou p = 0,0061 e Spearman r = -

0,3623 (Figura 4.5.1 D).
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Figura 4.5.1. Correlagdes entre a atividade de citrato sintase (CS) e as atividades de ascorbato
peroxidase (A, APX), catalase (B, CAT), glutationa peroxidase (C, GPX) e glutationa
transferase (D, GST). Cada ponto representa um individuo. As medidas das atividades das duas
enzimas comparadas em cada grafico foram feitas de um mesmo homogeneizado. Apenas 0s
dados de animais coletados em 2011 foram utilizados nestas anélises.
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Também houve correlacdo significativa entre as atividades de GST e ICDH (Figura
45.2 A) com p < 0,0001 e Spearman r = 0,8590 e entre as atividades de PK e G6PDH
(Figura 4.5.2 B) com p = 0,0002 e Spearman r = 0,4939.
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Figura 4.5.2. CorrelagBes entre as atividades de glutationa transferase (GST) e NADP’-
isocitrato desidrogenase (A, ICDH) e entre as atividades de piruvato quinase (PK) e glicose
6-fosfato desidrogenase (B, G6PDH). Cada ponto representa um individuo. As medidas das
atividades das duas enzimas comparadas em cada grafico foram feitas de um mesmo
homogeneizado. Apenas os dados de animais coletados em 2011 foram utilizados nestas
anélises.

4.6 Sequéncias parciais de genes de interesse

Sequéncias parciais de genes para as proteinas catalase, Cu,Zn-superoxido dismutase,
1-cys peroxiredoxina, glutationa S-transferase & e proteina ribosomal S7 foram obtidas
(Apéndice A) e comparadas no banco de dados do NCBI (Tabela 4.5.1). A sequéncia parcial
de DNAC referente a catalase apresentou similaridade as sequéncias de catalase de outros
lepiddpteros, dentre eles Bombyx mori (Bombycidae), Helicoverpa armigera (Noctuidae),
duas espécies do género Spodoptera (Noctuidae) e cinco espécies do género Heliconius
(Nymphalidae). A sequéncia referente a Cu,Zn-SOD apresentou similaridade as sequéncias de
Cu,Zn-SOD dos lepidoptéros Papilio xuthus (Papilionidae), Hyphantria cunea (Arctiidae),
duas espécies do género Bombyx, Biston betularia (Geometridae), Spodoptera exigua e
Helicoverpa armigera. A sequéncia referente & GST 6 apresentou similaridade as sequéncias
de diferentes familias de GSTs dos lepidopteros Heliconius melpomene (Nymphalidae), Cydia
pomonella (Tortricidae), Choristoneura fumiferana (Tortricidae), Bombyx mori, Galleria
mellonella (Pyralidae), Corcyra cephalonica (Pyralidae), Plutella xylostella (Plutellidae) e
Antheraea pernyi (Saturniidae). J& a sequéncia referente a proteina ribosomal S7 de C. lacinia
apresentou grande similaridade as sequéncias de outros membros da familia Nymphalidae,

Ephydryas aurinia, Heliconius erato e Heliconius melpomene, além de outras oito espécies da
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ordem Lepidoptera. Por outro lado, a sequéncia parcial obtida de C. lacinia referente a 1-cys
peroxiredoxina apresentou maior similaridade as sequéncias de peroxidases de espécies de
outros grupos filogenéticos, incluindo o artrépode Eriocheir sinensis (Malacostraca), 0s
moluscos Cristaria plicata (Bivalvia) e Aplysia californica (Gastropoda), € o equinodermo

Strongylocentrotus intermedius (Echinoidea).

Mesmo tratando-se de sequéncias parciais, a analise na ferramenta BLASTX detectou
dominios conservados, classificando as sequéncias de aminoacidos em grupos especificos. A
ferramenta BLASTx deduz os aminoacidos a partir da sequéncia de nucleotideos e procura
sequéncias de aminoacidos similares no banco de dados. A sequéncia de aminoacidos
deduzida de ChlGST9 foi classificada dentro da subfamilia de GSTs delta e épsilon (dominio:
cd03177), apresentando interface de dimerizacdo, dominio de interagdo N- terminal e bolso
hidrofébico de ligacdo ao substrato (sitio-H). A sequéncia de aminoacidos deduzida de
ChlCuznSOD foi classificada na familia das Cu,Zn-superoxido dismutases (dominio:
cd00305), apresentando o sitio ativo, o sitio de ligacdo a Cu®*, o sitio de ligacdo a Zn** e
regides de dimerizacdo. A sequéncia de aminodcidos deduzida de ChICAT apresentou bolso
de ligagdo ao grupo heme e foi classificada no clado 3 da familia das catalases. Por ultimo, as
sequéncias de aminoacidos deduzidas de Chl1CysPrx e ChlRpS7 foram classificadas como
membro da subfamilia 1-cys peroxiredoxinas (dominio: cd03016) e membro da superfamilia

de proteinas ribosomais S7 (dominio: pfam01251), respectivamente.
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Tabela 4.6.1. Sequéncias de RNAm mais similares aos fragmentos de DNAc clonados e sequenciados de C. lacinia
segundo a ferramenta BLAST/NCBI. ChICAT, catalase; ChlICuZnSOD, Cu,Zn-superoxido dismutase; Chl1CysPrx, 1-
cys peroxiredoxina; ChlGSTo, glutationa S-transferase 8; ChIRpS7, proteina ribosomal S7.

Identificacdo Descricédo Score total E value Identidade Acesso
ChICAT
Bombyx mori catalase RNAmM 473 6e-130 82% NM_001043447.1
Helicoverpa armigera catalase RNAmM 455 2e-124 82% JQ009332.1
Spodoptera litura catalase RNAmM 437 4e-119 81% JQ663444.1
Spodoptera exigua catalase RNAmM 416 le-112 80% JN051294.1
Heliconius cydno catalase RNAm 385 2e-103 80% GQ987727.1
Heliconius heurippa catalase RNAmM 379 le-101 80% GQ987748.1
Heliconius melpomene catalase RNAmM 370 5e-99 80% GQ987782.1
Heliconius ismenius catalase RNAm 360 9e-96 80% JN898099.1
Heliconius numata catalase RNAm 358 3e-95 79% JN898105.1
ChlCuznSOD
Papilio xuthus SOD RNAmM 284 4e-73 7% AK401283.1
Hyphantria cunea Cu,Zn-SOD RNAmM 284 4e-73 7% AB290453.1
Bombyx mori Cu,Zn-SOD RNAmM 284 4e-73 7% NM_001043619.1
Bombyx mandarina Cu,Zn-SOD RNAm 275 2e-70 76% AM410997.1
Biston betularia Cu,Zn-SOD RNAm 266 le-67 76% JF811436.1
Spodoptera exigua SOD RNAm 241 5e-60 74% EU263634.1
Helicoverpa armigera Cu,Zn-SOD RNAm 212 2e-51 73% JQO009331.1
Chl1CysPrx
Aplysia californica GPX RNAm 212 2e-51 2% NM_001204579.1
Strongylocentrotus intermedius GPX RNAmM 203 le-48 71% HM208171.1
Cristaria plicata peroxiredoxina 6 RNAmM 185 4e-43 71% HQ199304.1
Eriocheir sinensis peroxiredoxina 6 RNAmM 174 2e-39 71% FJ617305.1
Eriocheir sinensis GPX RNAm 172 2e-39 71% EU626070.1
ChiGSTo
Heliconius melpomene GST RNAm 497 5e-137 84% EF207961.1
Cydia pomonella GST1 RNAm 407 7e-110 80% EU887533.1
Choristoneura fumiferana GST3 RNAm 399 1le-107 79% EF370473.1
Bombyx mori GST delta 2 RNAmM 387 7e-104 79% NM_001043509.2
Galleria mellonella GST-like RNAm 378 3e-101 78% AF336288.1
Corcyra cephalonica GST RNAm 361 3e-96 7% DQ234273.1
Plutella xylostella GST delta RNAmM 338 3e-89 76% AB541016.1
Antheraea pernyl GST theta RNAm 338 3e-89 T7% EU541490.1
ChIRpS7
Euphydryas aurinia RpS7 RNAmM 365 le-97 92% HQ424729.1
Papilio polytes RpS7 RNAmM 259 le-65 83% AK402419.1
Papilio xuthus RpS7 RNAm 259 le-65 83% AK401100.1
Papilio dardanus RpS7 RNAm 257 4e-65 83% AJ783760.1
Manduca sexta RpS7 RNAm 253 5e-64 83% L20096.1
Heliconius erato RpS7 RNAm 248 2e-62 82% EF207966.1
Heliconius melpomene RpS7 RNAmM 246 8e-62 82% JF265022.1
Mythimna separata RpS7 RNAm 241 3e-60 81% JN582331.1
Spodoptera frugiperda RpS7 RNAm 235 1e-58 81% AF400206.1
Plutella xylostella RpS7 RNAm 232 2e-57 81% AB180420.1
Galleria mellonella RpS7 RNAm 228 2e-56 80% DQ137845.1

Bombyx mori RpS7 RNAm 212 2e-51 79% NM_001043796.1
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5 Discussao
5.1 Enzimas do metabolismo intermediario

5.1.1 Citrato sintase

Os animais coletados nos trés periodos: junho de 2011, marco e janeiro de 2010,
apresentaram reduzidas atividades de CS durante a diapausa. A CS € a primeira enzima do
ciclo do acido tricarboxilico (TCA), que catalisa a reacdo de condensacgéo entre acetil-CoA e
oxaloacetato para formar citrato e CoA-SH no interior das mitocondrias. Portanto, a atividade
desta enzima é utilizada como um marcador de densidade mitocondrial e capacidade
oxidativa/aerdbica em tecidos animais (Leek et al. 2001; Hindle et al. 2010; Chamberlin et al.
1997). A queda da atividade de CS durante a diapausa indica a ocorréncia de ajustes de
reducdo dos metabolismos intermediario e respiratorio peculiares a diversas situacGes de
depressdo metabodlica, incluindo a diapausa (Guppy et al. 1994; Guppy & Withers 1999;
Storey & Storey 2012; Storey & Storey 2004; Hahn & Denlinger 2007). Durante a depressao
metabolica em resposta a baixas temperaturas (até -20°C), larvas da mosca Eurosta
solidaginis e da mariposa Epiblema scudderiana apresentam reduzida atividade de CS e de
outras duas enzimas mitocondriais (Joanisse & Storey 1994). A reducéo da atividade de CS
também foi observada durante a estivacdo em diferentes tecidos de anfibios (Pereira 2009) e
peixes pulmonados (Frick et al. 2008b). Entretanto, a queda da atividade de CS ndo é uma
alteracdo universal entre animais em depressdo metabolica. Por exemplo, a atividade de CS
permanece inalterada durante a estivacao do gastropode Achatina fulica (Salway et al. 2010) e
estd aumentada em diferentes tecidos musculares de esquilos Spermophilus lateralis em
hibernacdo (Wickler et al. 1991; Steffen et al. 1991).

A possivel reducdo da capacidade oxidativa em C. lacinia durante a diapausa esta de
acordo com a reducdo do consumo de oxigénio que caracteriza a depressdo metabdlica, por
exemplo, em insetos durante a diapausa (exemplos abaixo), em caramujos (Guppy et al.
2000), peixes pulmonados (Guppy et al. 1994) e anfibios (Young et al. 2011) durante a
estivacdo e em mamiferos durante a hibernacdo (Toien et al. 2001). Em pupas de moscas do
género Sarcophaga que habitam uma regido temperada, o consumo de oxigénio é 90% menor
quando comparados animais em diapausa com animais ativos (Denlinger et al. 1972). Em
pupas de moscas de diferentes espécies de areas tropicais, o consumo de oxigénio é pelo
menos 85% menor durante a diapausa em comparagdo aos animais ativos (Denlinger 1979).

No caso de larvas de lepidopteros, hé reducdo do consumo de oxigénio durante a diapausa em
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diversas espécies de diferentes familias (Adkisson et al. 1963; Beck & Hanec 1960; Hansen &
Harwood 1968; Usua 1974; Wipking et al. 1995; Kostal et al. 1998; Han et al. 2008). Tal
reducdo varia entre 90% (Usua 1974) e 44% (Beck & Hanec 1960). Consistente com as
observacdes de reduzido consumo oxigénio e reduzida atividade de CS esta a diminuicao da
atividade de enzimas envolvidas na respiracdo mitocondrial durante a diapausa de pupas dos
lepidopteros Samia cynthia (Shappirio 1974a) e Antheraea pernyi (Shappirio 1974b). Além
disso, durante a diapausa, ocorre degradacdo de citocromos mitocondriais, que sao re-
sintetizados no término da diapausa de pupas de Helicoverpa zea (Lepidoptera)

(Gruetzmacher & Keeley 1982), padrdo semelhante ao da atividade de CS em C. lacinia.

Além do consumo de oxigénio, outras observagdes corroboram a possivel reducdo da
atividade de vias aer6bicas, em especial o ciclo de Krebs, durante a diapausa. A andlise de
metabdlitos em extratos de corpo inteiro de pupas de Sarcophaga crassipalpis apds 30 dias
em diapausa demonstrou um acumulo de piruvato e uma reducdo dos niveis de fumarato e
isocitrato (moléculas intermediarias do ciclo de Krebs) em comparacdo a animais ativos,
indicando reduzido fluxo na via (Michaud & Denlinger 2007). Uma diferente analise mostrou
que a abundancia de transcritos associados ao ciclo de Krebs aumenta no inicio da diapausa
em relacdo a animais ativos em extratos de corpo inteiro de pupas de S. crassipalpis (Ragland
et al. 2010). Entretanto, no mesmo estudo, evidenciou-se uma inibicdo na conversdo de
piruvato a acetil-CoA, sugerindo o desvio de piruvato para a gliconeogénese na diapausa
(Ragland et al. 2010).

Uma potencial causa da reducdo da atividade de CS em homogeneizados de corpo
inteiro de C. lacinia durante a diapausa ¢ a atrofia de tecidos com custo energético elevado,
como o musculo e o trato digestério, observada durante a diapausa (Hahn & Denlinger 2007).
No caso de lagartas de lepiddpteros, o trato digestorio é particularmente um tecido altamente
aerobico e representa um importante componente na demanda energética (Chamberlin & King
1998). Desta forma, pode-se supor que ocorre a atrofia do trato digestério durante a diapausa

em C. lacinia, uma vez que a alimentag&o é interrompida completamente.

Ao contrario de espécies que entram em diapausa durante o inverno em regifes
temperadas, animais que entram em diapausa em areas tropicais, como C. lacinia, reduzem
suas taxas metabdlicas sem o auxilio de baixas temperaturas (Denlinger 1986; Hahn &
Denlinger 2011). Portanto, a reducdo da atividade de CS em C. lacinia representa uma
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importante adaptacdo na conservacdo de reservas energéticas e reducdo da taxa metabolica

durante a diapausa em uma zona tropical.

5.1.2 Glicose 6-fosfato desidrogenase e isocitrato desidrogenase dependente de
NADP”

A G6PDH é a enzima responsavel pela catalise da primeira reacdo da via das pentoses
fosfato. Além de ser uma das duas etapas que resultam na formacdo de NADPH, esta primeira
reacdo é responsavel pelo controle do fluxo da via (Levy 1979). A manuten¢do da atividade
de G6PDH durante a diapausa indica que lagartas de C. lacinia mantém o potencial de
producdo de equivalentes redutores, na forma de NADPH, pela via das pentoses fosfato,
mesmo em depressdo metabolica. A via das pentoses fosfato esta relacionada ao sistema
antioxidante uma vez que o NADPH proveniente desta via € empregado em diferentes reaces
de reducdo de antioxidantes e tem importante papel na manutencdo do estado redox celular
(Tian et al. 1998; Ho et al. 2007). Por exemplo, a enzima glutationa redutase (GR, cuja
atividade ndo foi detectada em C. lacinia) catalisa a reducdo de uma molécula de GSSG em
duas de GSH com o concomitante consumo de NADPH (Hermes-Lima 2004). Outros
sistemas, como os que envolvem tioredoxina (Arnér & Holmgren 2000) e &cido ascérbico
(Del Bello et al. 1994), também consomem NADPH na regeneracdo de seus componentes.

A atividade de G6PDH tem sido aferida em diferentes estudos envolvendo alteragdes
do sistema antioxidante e estresse oxidativo (Ursini et al. 1997; Lushchak et al. 2001;
Lushchak & Bagnyukova 2007; Lama et al. 2013; outros exemplos abaixo). Semelhante as
lagartas de C. lacinia em diapausa, a atividade de G6PDH ndo se altera em resposta a
estivacdo em caramujos aquaticos Biomphalaria tenagophila (Ferreira et al. 2003) e em
caramujos terrestres Helix aspersa (Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003; Ramos-
Vasconcelos et al. 2005). A manutencdo da atividade de G6PDH também ocorre durante a
hibernacdo no intestino de esquilos Spermophilus tridecemlineatus (Carey et al. 2003) e de
lagartos Tupinambis merianae (Welker 2009). Em contrapartida, a atividade de G6PDH
hepatica aumenta durante a estivacdo do caramujo Otala lactea por um mecanismo de

fosforilagdo (Ramnanan & Storey 2006).

Além de prover potencial redutor para o sistema antioxidante, a via das pentoses
fosfato também é uma importante fonte de NADPH para diversas reacfes de biossintese.

Especificamente no caso da diapausa de insetos, a sintese de polidis € uma importante via
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consumidora de NADPH (Kageyama & Ohnishi 1973; Storey et al. 1991). Em adultos de
percevejos Pyrrhocoris apterus, hd um aumento da atividade de G6PDH e de outras enzimas
envolvidas na sintese de polidis durante a diapausa (Kostal et al. 2004). Os polidis sdo
acucares e alcoois de baixas massas moleculares (e.g. glicerol e sorbitol) amplamente
estudados em insetos habitando regiGes que atingem baixissimas temperaturas. O acumulo
destas moléculas ocorre em grande parte dos insetos que resistem as baixas temperaturas em
depressdo metabolica (Storey 1997; Storey & Storey 1991; Somme 1982). A elevada
concentracdo de poliois e acucares de baixa massa molecular (e.g. glicose e trealose) exerce
funcéo crioprotetora, conferindo resisténcia ao frio e congelamento (Storey & Storey 1991).
Os efeitos dessas moléculas incluem a reducdo dos pontos de fusdo e supercooling, a
estabilizacdo de proteinas, e a protecdo contra desidratacdo (Zachariassen 1985; Carpenter &
Crowe 1988; Crowe et al. 1990).

Este Gltimo efeito apresenta particular importancia para animais vivendo em ambientes
aridos, evidenciando a sobreposicdo de mecanismos de protecdo a desidratacdo e ao
frio/congelamento (Ring & Danks 1994; Danks 2000). De fato, em espécies tropicais que
entram em diapausa, ocorre o acimulo de polidis durante a diapausa (Pullin & Wolda 1993).
A sintese desses compostos de baixo peso molecular, e consequente resisténcia a
desidratacdo, seria de extrema importancia na manutencdo do equilibrio osmético dos fluidos
corporais durante as estaces secas no cerrado, onde a umidade relativa média mensal pode
chegar a até 34% no pico da seca em setembro (Figura 1.3.2.1). Desta forma, a investigacao
da concentracdo de agucares e polidis, bem como as enzimas envolvidas em suas sinteses, por
exemplo, aldose redutase, poliol desidrogenases e cetose redutase (Kostal et al. 2004), pode
ajudar a elucidar o papel destas moléculas na adaptacdo a condi¢des ambientais aridas durante
a depressdo metabdlica.

A enzima isocitrato desidrogenase dependente de NADP+ (ICDH) esta distribuida no
citoplasma e mitocdndria de eucariotos, onde catalisa a descarboxilagdo reversivel de
isocitrato a a-cetoglutarato, reduzindo NADP* a NADPH (Smolkovéa & Jezek 2012). A forma
citoplasmatica desta enzima foi caracterizada em diferentes insetos, incluindo Drosophila
melanogaster (Williamson et al. 1980), Bombyx mori (F Miake et al. 1977) e Gyllus firmus
(Zera et al. 2011). Da mesma forma que a G6PDH, o NADPH formado pela ICDH pode ser
empregado no sistema antioxidante (Lawler & Demaree 2001; Smolkova & Jezek 2012) e na
biossintese de determinados compostos, incluindo solutos de baixo peso molecular (polidis e

acucares) e acidos graxos (Zera et al. 2011).
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Em lagartas de C. lacinia, ocorreu um aumento abrupto da atividade de ICDH logo no
inicio da diapausa e uma queda gradativa até atingir niveis do grupo controle em animais pos-
diapausa. Considerando a reducdo da densidade mitocondrial, indicada pela reducdo a
atividade de CS, é possivel que a forma citoplasmatica da enzima tenha sido responsavel pelo
aumento da atividade ICDH. O aumento da ICDH também est& de acordo com a diminuicao
dos niveis do metabolito isocitrato em moscas S. crassipalpis ap6s 30 dias de diapausa
(Michaud & Denlinger 2007). Tal aumento sugere um tipo de preparo para a entrada no
estado hipometabolico, no qual ocorreria a sintese de moléculas importantes para a
sobrevivéncia ao periodo de inatividade. De fato, para muitas espécies ocorre uma fase
preparatoria pré-diapausa, na qual grandes quantidades de reservas energéticas sdo
acumuladas (Denlinger et al. 2005; Kostal 2006; Hahn & Denlinger 2007).

Os macronutrientes estocados em antecipagdo a entrada em diapausa incluem
carboidratos, na forma de glicogénio; aminoacidos, na forma de proteinas especializadas; e
lipideos, na forma de triacilglicerideos. Os triacilglicerideos, cuja sintese requer NADPH, sdo
o tipo de reserva energética mais importante para animais em diapausa (Hahn & Denlinger
2011) e seus niveis estdo aumentados na larva do lepiddptero Pectinophora gossypiella em
resposta a diapausa (Adkisson et al. 1963). Além de alteracbes quantitativas, aspectos
qualitativos, como o nivel de saturacdo de &cidos graxos, sofrem mudancas durante a diapausa
(Foster & Crowder 1980; Cakmak et al. 2008). Por exemplo, a proporcéo de &cidos graxos
insaturados aumenta em larvas de Cydia pomonella (Lepidoptera), de maneira que a taxa
entre insaturados e saturados sobe de 1,72 em animais ativos para 2,63 em animais em
diapausa (Khani et al. 2007).

5.1.3 Piruvato quinase

N&o houve mudancas na atividade de piruvato quinase (PK) em resposta a diapausa ou
em animais pos-diapausicos. A ultima reacdo da glicdlise, a transferéncia de um grupo fosfato
do fosfoenolpiruvato ao ADP, resultando em piruvato e ATP, catalisada pela PK é um dos
trés pontos de controle da via. Ao contrario da manutencdo da atividade de PK observada
durante a diapausa de C. lacinia, a atividade desta enzima diminui em varias situacdes de
depressdo metabdlica. Em lagartas do lepidoptero Chilo suppressalis, a atividade de PK
diminui durante o overwintering, periodo no qual as temperaturas atingem até -4°C (Li et al.
2002). A diminuigéo da atividade de PK tambem ocorre durante a diapausa, caracterizada por
reducdo de mais de 99% da taxa metabdlica, de embriGes de Artemia franciscana (Patil et al.
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2012). Outros casos em que a atividade de PK é reduzida incluem a estivacdo de anfibios
(Cowan & Storey 1999), a estivacdo de gastropodes (Whitwam & Storey 1990) e a hibernagéo
de mamiferos (Storey 1987). No caso de C. elegans no estado Dauer (analogo a diapausa),
ocorre um aumento dos niveis de RNAm das trés proteinas envolvidas nas reacdes
irreversiveis da glicolise, hexoquinase, fosfofrutoquinase e PK (Wang & Kim 2003).
Entretanto, C. elegans apresenta vias fermentativas alternativas (lactica e alcodlica) elevadas
durante o estado Dauer e ainda sdo capazes de sintetizar carboidratos a partir de lipideos pela
via do glioxilato (Wang & Kim 2003; Hand et al. 2011). Ao contrario dos exemplos acima, a
capacidade da via glicolitica parece estar mantida durante a diapausa em C. lacinia (tendo em
vista a manutencdo da atividade de PK), indicando o suporte da demanda energética pela via a
partir de carboidratos (e.g. glicogénio e trealose). Semelhante a C. lacinia, a atividade de PK é
mantida durante a estivacdo do peixe pulmonado africano Protopterus dolloi em diversos

tecidos analisados (Frick et al. 2008a).

5.2 Sistema antioxidante e danos oxidativos

5.2.1 Glutationa redutase e glutationa peroxidase (H,0,)

Os ensaios enzimaticos empregados para aferir as atividades de Se-GPX (atividade de
GPX sobre H,0,) e de GR em lagartas de C. lacinia ndo detectaram atividade significativa.
Observacdes similares foram feitas em outras espécies de insetos, nos quais ha atividade
negligenciavel ou ausente de GPX contra H,0,, apesar de apresentar elevada atividade contra
perdxidos organicos (Ahmad & Pardini 1988; Weinhold et al. 1990; Ahmad 1992; Mathews
et al. 1997; Joanisse & Storey 1998; Ying Wang et al. 2001; Stanic et al. 2004). A auséncia de
Se-GPX em insetos é compensada pela presenca da enzima ascorbato peroxidase (Mathews et
al. 1997). Porém, ha excecdes, por exemplo, o barbeiro Rhodnius prolixus (Paes & Oliveira
1999), a mariposa Galleria mellonella (Hyrsl et al. 2007), os mosquitos Chironomus riparius
(Forcella et al. 2007) e C. ramosus (Datkhile et al. 2009), e o besouro Rhynchophorus
phoenicis (Bamidele et al. 2013) que apresentam relevante atividade de GPX sobre H,0,.

A atividade de GR é detectada em diferentes ordens de insetos, por exemplo,
Orthoptera (Augustyniak et al. 2009), Hymenoptera (Dussaubat et al. 2012), Lepidoptera
(Tarhan et al. 2013), Hemiptera (Laskowska et al. 1999), Coleoptera (Torres 2003) e Diptera
(Datkhile et al. 2009). Entretanto, ndo ha GR em Drosophila melanogaster, na qual esta

enzima é substituida pelo sistema tioredoxina/tioredoxina redutase (Kanzok et al. 2001).
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Portanto, é possivel que outros mecanismos substituam a funcéo da GR em C. lacinia. Mesmo
com atividades de GR e Se-GPX abaixo dos limites de deteccdo dos métodos, lagartas de C.
lacinia ndo apresentaram qualquer sinal de desequilibrio redox (medido pela razéo

GSSG/GSH-eq) nas transi¢es metabolicas de entrada e saida da diapausa.

5.2.2 Ascorbato peroxidase, catalase e glutationa peroxidase

As atividades das trés enzimas antioxidantes medidas, APX, catalase e GPX
apresentaram o mesmo perfil em lagartas de C. lacinia durante a diapausa. Logo no inicio ha
uma reducdo, a atividade é mantida relativamente baixa ao longo da diapausa e, entdo, retorna
as atividades do grupo controle. Poucos estudos investigaram enzimas do sistema antioxidante
durante a diapausa e compararam animais ativos com animais diapausicos. Semelhante aos
resultados aqui relatados, a reducdo das atividades de diferentes antioxidantes também ocorre
durante a diapausa em estado larval do lepiddptero Ostrinia nubilalis. Nesta espécie, as
atividades de catalase e GPX em homogeneizados de corpo inteiro sdéo menores em animais
em diapausa em relacdo a animais ativos (Jovanovic-Galovic et al. 2004). Em mitocondrias
isoladas do corpo inteiro de O. nubilalis a atividade de catalase é menor e a de GPX é mantida
em animais diapausicos em comparacdo aos ativos (Jovanovic-Galovic et al. 2007). A
diapausa causa reducdo da atividade de catalase e SOD no trato digestério de individuos
adultos Leptinotarsa decemlineata, situacdo na qual as concentrages de H,O, e O," estdo
reduzidas (Krishnan et al. 2007).

Além das observacGes de Krishnan et al. (2007), outros aspectos indicam uma
producdo de EROs potencialmente reduzida durante a diapausa de C. lacinia e, portanto, uma
menor demanda por defesas antioxidantes. Primeiramente, lagartas de C. lacinia ndo se
alimentam durante a diapausa, € 0 alimento é uma importante fonte exdgena produtora de
EROs, especialmente para insetos fitofagos (Ahmad & Pardini 1990; Felton & Summers
1995; Mittapalli et al. 2007). A mitocdndria, € o principal sitio de producdo de EROs em
células aerobicas (Droge 2002; Turrens 2003; Brand et al. 2004) e sua quantidade esteve
reduzida durante a diapausa de C. lacinia (considerando a atividade de CS). Além disso, ha
correlacéo entre taxa metabdlica (aferida pelo consumo de O,) e danos oxidativos ao DNA,
pelo menos entre mamiferos (Adelman et al. 1988; Foksinski et al. 2004). Apesar de nao ter
sido medido no presente estudo, o consumo de oxigénio é diminuido durante a diapausa
(secédo 5.1.1). Niveis elevados de transcritos da proteina desacopladora mitocondrial UCP3

em embrides de Artemia franciscana durante a diapausa (Qiu et al. 2007) indicam outro
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mecanismo pelo qual a producdo de EROs pode estar reduzida. As UCP2 e UCP3 alteram a
forga proton-motiva da membrana interna mitocondrial reduzindo a producdo de EROs
(Brand & Esteves 2005). A investigacdo do papel da UCPs na diapausa tropical seria de

grande valor para entender a regulacdo do metabolismo redox.

Outro fator concordante com a reducdo das atividades de enzimas antioxidantes é a
reduzida taxa de sintese proteica caracteristica de situacfes de depressao metabolica (Frerichs
et al. 1998; Guppy & Withers 1999; Pakay et al. 2002; Storey & Storey 2012), incluindo a
diapausa (Joplin & Denlinger 1989; Podrabsky & Hand 2000). Desta forma, a potencial
menor producdo de EROs em conjunto com 0s mecanismos de economia energética durante a
diapausa justificam a reducdo das atividades de antioxidantes endogenos e a correlacdo entre
capacidade oxidativa (CS) e as atividades antioxidantes (APX, catalase e GPX) durante a
diapausa de C. lacinia.

Em outros tipos de hipometabolismo, também se observa a reducdo da atividade de
enzimas antioxidantes. As atividades de catalase e GPX no rim e catalase no hepatopancreas
estdo reduzidas durante a estivacdo do caramujo Helix pomatia (Nowakowska et al. 2009).
Apesar de a resposta variar de acordo com o tecido aferido, as atividades de catalase no figado
e rim, de GPX no figado e coragdo estdo reduzidas em sapos Scaphiopus couchii apds dois
meses em estivacdo em comparacdo a animais ativos (Grundy & Storey 1998). Em lagartos
Tupinambis merianae, a atividade de GPX intestinal € menor em animais hibernantes em

comparacéo aos ativos (Welker 2009).

A depressdo do sistema antioxidante ndo é um fendmeno universal entre 0s casos de
depressdo metabolica. Na verdade, em muitos casos, ha a manutencdo ou até mesmo um
aumento de niveis/atividades de antioxidantes (Hermes-Lima & Zenteno-Savin 2002).
Exemplos nos quais ha aumento de expressdo (niveis de RNAm ou de proteina) e de atividade
de antioxidantes incluem a estivacdo de gastropodes (Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima
2003; Ramos-Vasconcelos et al. 2005; Ferreira et al. 2003) a estivacdo de peixes pulmonados
(Page et al. 2010) e a hibernacdo em mamiferos (Buzadzi¢ et al. 1990; Eddy et al. 2005;
Okamoto et al. 2006; Morin & Storey 2007; Morin et al. 2008). O aumento de antioxidantes
em estados de depressdo metabdlica foi interpretado como um importante mecanismo
preparatorio para o despertar ao final do estado de dorméncia, no qual ha um abrupto aumento
no consumo de O, e potencial producdo proporcional de EROs (Hermes-Lima et al. 1998;

Hermes-Lima & Zenteno-Savin 2002). Este mecanismo foi denominado nos anos 90 “preparo
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para 0 estresse oxidativo” e foi recentemente revisado e atualizado para os atuais
conhecimentos de controle da expressdao génica (Welker et al. 2013). Os resultados aqui
relatados parecem ndo enquadrar C. lacinia no grupo de animais que se utilizam do preparo

para o estresse oxidativo como mecanismo adaptativo.

Mesmo entre insetos em diapausa, sdo encontrados resultados divergentes. Ha casos
em que ocorre reducdo, outros em que ndo ha alteracdo e outros onde ocorre aumento da
concentracdo/atividade de antioxidantes enddgenos. Por exemplo, os niveis de transcritos
extraidos de corpo inteiro para as enzimas catalase, GPX e SODs permanecem inalterados
comparando pupas de S. crassipalpis ativos e em diapausa (Ragland et al. 2010). No cérebro
de S. crassipalpis, hd um aumento na quantidade de catalase em pupas logo no inicio da
diapausa em comparacao as ativas (Pavlides et al. 2011). Maiores niveis de transcritos para
MnSOD foram registrados no cérebro de pupas Helicoverpa armigera na iniciacdo da
diapausa (Bao & Xu 2011). Em mosquitos Culex pipiens adultos em diapausa, 0s niveis de
transcritos para GPX e duas formas de SOD mantém-se estaveis enquanto ha um aumento
drastico dos niveis de RNAm para catalase e SOD-2 em compara¢do com animais ativos (Sim
& Denlinger 2011).

A divergéncia entre as observacdes citadas acima pode ser explicada por alguns
fatores. Diferentes abordagens metodoldgicas foram utilizadas, afericdo de atividade
enzimatica, analise do perfil proteico total e determinacdo de niveis de RNAm. Antioxidantes
estdo sujeitos a regulacdo em diferentes momentos, na transcricdo, pela acdo de fatores de
transcricdo (Jaiswal 2004; Lam et al. 2006; Calnan & Brunet 2008; Kaspar et al. 2009; Ma
2013), na traducdo, pela acdo de microRNAs (Haque et al. 2012; Cheng et al. 2013), e apos a
traducdo, por mudancas covalentes, como fosforilacdo (Veal et al. 2007), acetilacdo (Qiu et al.
2010) e SUMOilagdo (Manza et al. 2004). Estas alteragcbes podem levar a resultados
conflitantes entre diferentes metodologias. Outro fator engloba as caracteristicas ecologicas e
fisiolégicas da diapausa nas diferentes espécies, incluindo o estagio de desenvolvimento em
que ocorre a diapausa e variaveis ambientais. Por ultimo, apesar de permitir a verificacdo de
alteracdes globais no organismo, andlises de corpo inteiro (a exemplo do presente estudo)

impedem a identificacdo de mudangas em determinados tecidos.
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5.2.3 Glutationa e danos oxidativos

A concentracdo total de glutationa (GSH-eq) apresentou resposta semelhante a
resposta das enzimas antioxidantes. A reducdo dos niveis GSH-eq durante a diapausa pode ter
sido causada por reduzida sintese e/ou maior consumo GSH. Uma explicacdo para este
comportamento € a possivel reducdo da producdo de EROs e menor demanda por
antioxidantes discutidas anteriormente (secdo 5.2.1). Moléculas de GSH séo sintetizadas no
citosol em duas reacbes consumidoras de ATP catalisadas pelas enzimas glutamato-cisteina
ligase e glutationa sintase (Lu 2013). Portanto, uma reduzida taxa de producdo de GSH
significaria uma economia energética durante a diapausa. Além disso, a cessacdo da

alimentacdo deve alterar o fornecimento de aminoacidos para a sintese de GSH.

A deplecdo de GSH-eq sem alteracdo na taxa GSSG/GSH-eq indica que a
concentracdo de GSH-eq foi reduzida de forma ndo oxidativa. Desta forma, a glutatiolacdo de
proteinas e a utilizacdo de GSH por GSTs podem ter contribuido para a diminui¢do dos niveis
de GSH-eq. A glutatiolacdo € a formacdo de uma ligacdo dissulfeto entre os grupos SH de
moléculas de GSH e de residuos de cisteina de proteinas por diferentes mecanismos (Ghezzi
2013). A glutatiolacdo causa alteracdes funcionais de proteinas, protege residuos de cisteina
de oxidacdo irreversivel e representa uma forma de armazenamento de GSH em condi¢es de
estresse oxidativo (Dalle-Donne et al. 2009; Cooper et al. 2011). Além disso, a conjugacao de
moléculas de GSH com diferentes moléculas pela acdo de GSTs pode reduzir a concentracao
de GSH-eg. O aumento da atividade de GST (se¢do 5.3) foi possivelmente responsavel pela

queda da concentracéo total de glutationa durante a diapausa.

A concentracdo total de glutationa também esta reduzida na diapausa em comparacgéo
a animais ativos em corpo inteiro de larvas de O. nubilalis (Jovanovic-Galovic et al. 2004) e
em ovos de Bombyx mori (Meng et al. 2011). A concentracdo de GSH-eq diminui no figado
de sapos S. couchii em estivacdo (Grundy & Storey 1998), no intestino de répteis T. merianae
em hibernacdo (Welker 2009), e no hepatopancreas de caramujos Pomacea canaliculata em
estivacdo (Giraud-Billoud et al. 2013). Por outro lado, a concentracdo de GSH-eq aumenta em
caramujos H. aspersa (Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003) e se mantem constante em
caramujos O. lactea (Hermes-Lima & Storey 1995) quando comparados animais em estivagéo

com aqueles ativos.
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A reducdo de GSH-eq em C. lacinia durante a diapausa foi acompanhada pela
diminuigdo equivalente das concentragbes de GSH e GSSG, resultando na manutengdo da
razdo GSSG/GSH-eq em homogeneizados de corpo inteiro. Ao contrario de C. lacinia,
diferentes situacdes de depressdo metabolica resultam em aumento do parametro GSSG/GSH-
eq, indicando um desequilibrio redox, durante a hibernacéo de vertebrados (Carey et al. 2003;
Orr et al. 2009) e a estivacdo de caramujos e sapos (Hermes-Lima & Storey 1995; Grundy &
Storey 1998; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003).

A diminuigdo e/ou manutencédo dos niveis de marcadores de estresse oxidativo durante
a diapausa em C. lacinia - relacdo GSSG/GSH-eq, TBARS e proteinas carboniladas - indica
que, apesar da reducdo das atividades antioxidantes, ndo ha estresse oxidativo. Tal observacéo
concorda com a manutenc¢do do equilibrio redox e menor taxa metabdlica durante a diapausa.
Ao contrério de C. lacinia, ha aumento dos niveis de dano oxidativo a lipideos (TBARS) e
proteinas durante a estivacdo de caramujos H. aspersa (Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima
2003). Niveis maiores de peroxidacdo lipidica também séo observados em varios tecidos do

sapo pé-de-espada durante a estivacdo (Grundy & Storey 1998).

No caso da concentracdo de proteinas carboniladas, respostas distintas foram
observadas em lagartas amostradas em diferentes periodos. Em marco de 2010, a
concentracdo se manteve, enquanto em janeiro de 2010, houve uma reducdo. Um dos motivos
é a grande variabilidade do valores na determinacdo das réplicas experimentais em diferentes
amostras bioldgicas (observagdo pessoal). De fato, pode-se observar pela amplitude das barras
de erro dos animais coletados em marco, nos quais a concentragdo de proteinas carboniladas
variou de 19,2 a 32,2 nmol/mg proteina nos grupos controle e de 13,5 a 33,7 nmol/mg
proteina nos grupos em diapausa por 20 dias. De qualquer forma, os resultados indicaram que
ndo ha aumento da concentracdo de proteinas carboniladas (ou seja, da oxidacdo de proteinas
pela acdo de EROs) durante a diapausa.

5.3 Glutationa transferase

As glutationa transferases (GSTs) formam uma grande familia de enzimas altamente
conservadas filogeneticamente e classificadas em diferentes grupos de acordo com suas
caracteristicas (Sheehan et al. 2001; Mannervik et al. 2005; Ketterman et al. 2011). Apesar de
serem principalmente conhecidas pelas suas fungdes de detoxificagdo de compostos

enddgenos e xenobidticos, as GSTs ainda tém papel no transporte intracelular, sintese de
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hormdnios e protecdo contra o estresse oxidativo (Listowsky et al. 1988; Vontas et al. 2001,
Enayati et al. 2005). A atividade de GST apresentou comportamento semelhante a atividade
de ICDH, aumentando abruptamente no grupo <24h em diapausa. A atividade de GST
manteve-se maior que o controle durante todo o periodo de diapausa analisado e retornou a

niveis semelhantes ao do grupo controle no grupo pés-diapausa.

De maneira semelhante & C. lacinia, em outras espécies, os niveis de proteina e/ou de
RNAm referentes a GSTs estdo elevados em resposta a diapausa. Lagartas de Choristoneura
fumiferana em 2° instar em diapausa apresentam um nivel muito maior de uma forma
especifica de GST (CfGST) em comparacdo a lagartas de 2° e 6° instares ativas (Feng et al.
1999). Ainda em C. fumiferana, hd um pico dos niveis de RNAm para CfGST no inicio da
diapausa (Feng et al. 2001). Pupas de mosca S. crassipalpis em diapausa apresentam maior
quantidade de transcritos para GSTD1 em relagéo a animais ativos (Ragland et al. 2010). Em
H. armigera, a quantidade de proteina de duas formas de GST estdo aumentadas em cérebro
de pupas mantidas em condicdes de inducdo de diapausa em relacdo a pupas ativas (Lu & Xu
2010). O aumento da expressao de GST em pupas de H. armigera programadas para entrar
em diapausa foi confirmado pela anélise dos niveis de RNAm para GST, 0s quais estdo
elevados no inicio da diapausa (Bao & Xu 2011). A quantidade de uma forma especifica de
GST também esta elevada na hemolinfa de lagartas de H. armigera mantidas em condicdes
indutoras de diapausa em relacdo a lagartas mantidas em condic¢bes controle (Zhang et al.
2013). Ao contrario do observado em C. lacinia e nos exemplos acima, a atividade de GST
diminui em lagartas de O. nubilalis em diapausa tanto em extratos de corpo inteiro
(Jovanovic-Galovic et al. 2004) quanto em mitocdndrias isoladas de corpo inteiro (Jovanovic-
Galovic et al. 2007) em comparagdo com animais ativos. Porém, nestes estudos, as coletas de
O. nubilalis ativas ocorreram em periodos do ano distantes em relacdo aos animais em

diapausa.

As GSTs também foram alvo de investigacdo em outros modelos de depresséo
metabolica. A atividade de GST diminui no intestino do lagarto T. merianae durante a
hibernacdo (Welker 2009) e em diversos tecidos do sapo S. couchii durante a estivacao
(Grundy & Storey 1998) em comparacdo aos animais ativos. Durante a estivacdo, ha a
manutencdo da atividade de GST em duas espécies de gastropodes, no hepatopancreas de B.
tenagophila (Ferreira et al. 2003) e no hepatopancreas e muasculo de H. aspersa (Ramos-
Vasconcelos & Hermes-Lima 2003; Ramos-Vasconcelos et al. 2005). No peixe pulmonado

Protopterus annectens, ocorre um aumento dos niveis hepaticos de RNAm para uma forma de
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GST (GST M), enquanto os niveis de RNAm para outras duas formas de GST (GST n e GST
microsomal 1) estdo reduzidos durante a estivacdo (Loong et al. 2012). Os dados de P.
annectens indicam que diferentes formas de GST tém suas expressdes alteradas de maneira

distinta durante a depressao metabolica.

O presente estudo ndo permite determinar a forma (ou formas) de GST que esta
elevada, nem tampouco sua localizagdo. A forma ndo pode ser determinada uma vez que foi
utilizado o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), considerado um substrato genérico
para maioria das GSTs (Clark et al. 1973; Mannervik et al. 2005). E o uso de homogeneizados
de corpo inteiro impede a localizacdo. Entretanto, o corpo gorduroso é o principal tecido no
qual as GSTs estdo distribuidas em insetos (Chien & Dauterman 1991; Lee 1991; Feng et al.
1999). Desta forma, a hipertrofia do corpo gorduroso peculiar aos eventos de preparo para a
diapausa em insetos pode favorecer o aumento da atividade de GST no organismo de C.

lacinia em um todo.

Apesar do aumento dos niveis de GST (tanto proteina quanto RNAm) ter sido
observado em diferentes modelos de diapausa e por diferentes metodologias, pouco se sabe
sobre a fungdo do acumulo de GST durante a diapausa. De certo modo, 0 aumento dos niveis
de GST é inesperado, considerando a reduzida taxa metabdlica e a cessacdo da alimentacao
durante a diapausa. Alguns dos estudos que observaram elevados niveis de GST durante a
diapausa apenas declaram, sem especificar mecanismos ou vias envolvidas, que maiores
niveis de GST estariam associados a “maior tolerancia a estresses” (Ragland et al. 2010; Lu &
Xu 2010; Bao & Xu 2011; Zhang et al. 2013), peculiar & diapausa (MacRae 2010).
Determinadas formas de GST apresentam funcdo antioxidante pela atividade de peroxidase
(Weinhold et al. 1990), decompondo hidroperdxidos lipidicos gerados pela peroxidacéo
lipidica (Havrilla et al. 2000). Uma fungdo antioxidante do acimulo de GST se enquadraria na
hipotese do “preparo para o estresse oxidativo” (se¢do 5.2.2). Entretanto, este ndo parece ser o
caso de C. lacinia, j& que a atividade total de peroxidase dependente de glutationa sobre
hidroperdxidos organicos (a GPX é determinada utilizando cumeno hidroperéxido como
substrato) se reduz na diapausa. Além disso, 0 processo de diapausa que estamos estudando
parece estar associado a uma menor producdo de EROs (se¢édo 5.2.2). Desta forma, € possivel
que a elevada atividade de GST exerca outras funcGes além da detoxificacdo e acdo
antioxidante (Feng et al. 1999; Feng et al. 2001). O estudo das diferentes isoformas de GST

em C. lacinia poderia elucidar esta questéo.
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As possiveis fungdes da GST observadas em outros organismos incluem a resisténcia
ao choque térmico (Choi et al. 1998) e a ligagdo e o transporte de hormonios e metabolitos
(Listowsky et al. 1988; Ishigaki et al. 1989; Tansey & Cammer 1991; Singh & Pandey 1996).
Em lagartas G. mellonella (Lepidoptera), a administracdo dos hormonios 20-hidroxiecdisona
(20E) e hormonio juvenil tem efeitos distintos, resultando em reducdo e aumento da atividade
de GST, respectivamente (Tarhan et al. 2013). Apesar de ndo haver dados sobre o controle
hormonal da diapausa em C. lacinia, o controle da diapausa em insetos em fase larval
comumente envolve a reducdo dos niveis de 20E e, em algumas espécies, ha o envolvimento
do hormonio juvenil (Denlinger et al. 2005). Portanto, devido ao importante componente
hormonal envolvido na diapausa, é possivel que a GST esteja relacionada as alteragdes

hormonais.

Independentemente da funcdo natural do acimulo de GST, uma implicacdo importante
da elevada atividade de GST durante a diapausa em C. lacinia (praga da cultura do girassol) é
o0 potencial de maior resisténcia a inseticidas neste periodo. A resisténcia as principais classes
de inseticidas, incluindo organofosforados, organoclorados e piretroides estd associada a
elevada atividade de GSTs (Enayati et al. 2005; Ranson & Hemingway 2005; Tu & Akgul
2005; Ketterman et al. 2011). Os mecanismos pelos quais as GSTs conferem resisténcia
incluem a degradacdo do inseticida, a ligacdo e sequestro do inseticida, e a protecdo contra o
estresse oxidativo provocado pelo inseticida (Ketterman et al. 2011). Por exemplo, GSTs
catalisam a reacdo de desidrocloracdo do DDT (Sternburg et al. 1954; Clark & Shamaan
1984; Tang & Tu 1994), de maneira que 0 aumento desta atividade € observado em
populacdes de insetos resistentes ao DTT (Lipke & Kearns 1959a; Lipke & Kearns 1959b;
Grant et al. 1991; Prapanthadara et al. 1993). No caso dos organofosforados, as GSTs podem
catalisar duas reacdes distintas, a O-desalquilacdo (Oppenoorth et al. 1979) e a O-desarilagédo
(Chiang & Sun 1993). O envolvimento de GSTs na resisténcia a organofosforados foi
verificado em Plutella xylostella (Huang et al. 1998) e em Musca domestica (Wei et al. 2001).
Por ltimo, apesar de nédo agir diretamente no metabolismo de piretroides, as GSTs tem
envolvimento na resisténcia a esta classe de inseticidas por minimizar o estresse oxidativo
provocado (Vontas et al. 2001; Vontas et al. 2002) e por ligar e sequestrar moléculas de
inseticidas (Kostaropoulos et al. 2001). As alteragdes que observamos entre as atividades de
GST dos grupos controle em trés coletas podem estar associadas a exposicao a xenobioticos,
tendo em vista que o local de coleta e manutencdo dos animais adultos € cercado por

edificacOes e atividade humana. Outra possivel causa da oscilagdo dos niveis basais de GST
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sdo alteragcBes sazonais na composi¢do de aleloquimicos nas folhas de margariddo (T.

diversifolia) utilizadas na alimentagdo dos animais.

5.4 Sequéncias parciais de genes antioxidantes e GST

Com a excecdo da Chl1CysPrx, as sequéncias parciais dos genes de C. lacinia obtidas
apresentaram grande similaridade as sequencias de outros lepidopteros. As espécies com
sequéncias homologas incluem lepiddpteros das familias Arctiidae, Bombycidae,
Geometridae, Noctuidae, Nymphalidae, Papilionidae, Plutellidae, Pyralidae, Saturniidae e
Tortricidae. No caso da Chl1CysPrx, a maior similaridade ocorreu em comparacdo ao RNAmM
de uma GPX do gastrépode Aplysia californica, seguido de outros invertebrados. As
sequéncias parciais serdo utilizadas para o desenho de oligonucleotideos iniciadores com o
objetivo de determinar niveis de transcritos pela técnica de PCR quantitativo em tempo real.
A partir das sequéncias, ainda sera possivel a obtencdo dos DNAc completos para cada

proteina de interesse pela técnica de amplificacdo réapida das extremidades de DNAc (RACE).

5.5 Limitacdes do estudo

Uma limitacdo do estudo foram as diferencas dos métodos das analises bioguimicas,
do método de manutencdo dos animais e das condicdes ambientais entre os diferentes
periodos de coleta. Em 2010, as duas coletas foram feitas na estacdo chuvosa, enquanto, em
2011, a coleta foi feita no meio da estacdo seca. Outra diferenca foi a utilizacdo de um
conjunto de trés animais para formar uma observacdo (n=1) em 2010; em 2011, a analise
bioquimica foi feita individualmente (uma lagarta sendo n=1). Além disso, em 2010, inicio do
projeto, as gaiolas dos estagios imaturos foram mantidas em laboratério sem controle de
temperatura e luz. J& em 2011, as lagartas foram mantidas em condi¢des controladas de
temperatura e luz. Apesar destas diferencas experimentais e ambientais, foi possivel observar
uma tendéncia convergente das alteracGes bioguimicas da diapausa de maneira geral. As
maiores variagdes dos resultados de bioquimica foram observadas entre os dois grupos de
2010, os quais foram coletados em épocas com valores muito proximos de médias mensais de
temperatura do ar e de umidade relativa do ar. Por exemplo, a atividade de catalase ndo se
alterou durante a diapausa em animais de janeiro de 2010, enquanto, em marco de 2010,
houve uma diminuicdo de atividade (ndo sabemos exatamente o que ocasionou isso). Outro

exemplo é a atividade de GST de animais controle, que oscilou significativamente quando
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comparadas as trés coletas. Neste contexto, uma opcao interessante seria, em estudos futuros,
analisar lagartas no auge da estagéo seca, por exemplo, no més de setembro.

Outra importante limitacdo do presente estudo foi a incapacidade de identificar e
coletar lagartas em um estado de pré-diapausa, ou seja, animais ainda ativos que
posteriormente entrariam em diapausa. Desta forma, ndo se sabe se 0s animais do grupo
controle entrariam ou ndo em diapausa. Esta observagdo é extremamente relevante uma vez
que as alteracBes bioquimicas e fisiologicas tém inicio antes da entrada em diapausa
propriamente dita. Entretanto, pode-se supor que as alteracGes observadas no grupo de
animais em diapausa por menos de 24 horas representam mudancas ocorridas na fase pré-
diapausa. Assim, as atividades de enzimas possivelmente aumentadas na fase pré-diapausa,
por exemplo, a ICDH com o provimento de NADPH para reacdes de biossintese (induzindo
por exemplo a formacdo de reservas de gordura a partir de carboidrato ingerido - processo
esse dependente de NADPH), ainda estariam aumentadas no grupo <24h. Neste sentido, é
possivel que o aumento da ICDH no grupo <24h seja um “resquicio” (causado por baixo
turnover da enzima) do que aconteceu em um periodo anterior (pré-diapausa). Grande parte
desta limitacdo deve-se ao fato de que os estimulos ambientais que controlam a diapausa em
C. lacinia sdo desconhecidos. Em espécies nas quais estes estimulos sdo conhecidos é

possivel coletar animais na fase de pré-diapausa.

Uma explicacdo alternativa aos resultados aqui apresentados, proposta pelo Prof.
Alexis F. Welker (comunicacdo pessoal, em 21/02/2014), opde-se a hipdtese de menor
capacidade oxidativa e potencial menor producdo de EROs durante a diapausa (pelo menos
nos primeiros dias da mesma). Esta explicacdo propde que a maior atividade de citrato sintase
em animais ativos estaria associada a biossintese de acidos graxos (esta via € iniciada com a
formacdo de citrato), de maneira que o animal estaria suprindo sua demanda energética pela
glicolise (considerando a grande disponibilidade de alimento) e armazenando o excesso na
forma de triglicerideos. Nesta situagcdo, a menor atividade de ICDH (nos animais controle)
limitaria a entrada de elétrons na cadeia transportadora de elétrons. O aumento de ICDH no
inicio da diapausa possivelmente aumentaria o gradiente eletroquimico mitocondrial, pelo
maior fluxo de elétrons provenientes indiretamente do NADPH, levando a um aumento da
producdo de EROs (a elevada formacdo de NADPH levaria a um aumento de NADH pela
acdo da enzima nicotinamida nucleotideo transhidrogenase, resultando em maior fluxo de
elétrons provenientes de NADH). Por sua vez, o aumento de EROs resultaria em uma resposta

fisioldgica, e que seria 0 aumento da expressdo de GST (e esse processo seria mediado por
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Nrf2, como descrito por Welker et al. 2013). Uma evidéncia indireta para essa proposta é a
correlacdo positiva entre as atividades de GST e de ICDH (Figura 4.5.2 A). O elevado nivel
de GST poderia atuar como antioxidante (via atividade peroxidasica de determinadas GSTSs;
Hermes-Lima 2004) e como agente destoxificante de compostos xendbidticos de origem
vegetal (fitoquimicos “anti-herbivoria”, incluindo terpenos, alcaloides e polifenois;
Barbehenn et al. 2008, War et al. 2012). Por outro lado, a atividade de outras enzimas
antioxidantes estaria reduzida na diapausa em resposta a menor sintese proteica, tipica dos
processos de depressdao metabdlica. Neste sentido, 0 aumento dos niveis de GST (que pode ter
ocorrido ja na fase de pré-diapausa) seria suficiente para o controle dos niveis de fitoquimicos

alimentares (por meio de conjugacdo com GSH) e da “homeostase redox”.
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6 Concluséo e Perspectivas

A depressdo metabolica € uma importante adaptacdo animal para lidar com condicbes
ambientais desfavoraveis. Diferentes alteracbes bioguimicas suportam o0 estado
hipometabdlico. Lagartas do girassol Chlosyne lacinia entram em diapausa, estado no qual
podem sobreviver por até 220" dias sem se alimentar. Em C. lacinia as alteracées bioquimicas
ocorrem cedo, de maneira que animais em diapausa nas primeiras 24 horas ja apresentam
diferencas de parametros bioquimicos em relacdo aos animais ativos. A entrada em diapausa
causou uma reducdo da densidade mitocondrial e da capacidade oxidativa, alteracdo vista
como uma estratégia de economia energética. Por outro lado, a capacidade da via glicolitica e
da via das pentoses fosfato sdo mantidas durante a diapausa. As defesas antioxidantes (APX,
catalase, GPX e GSH-eq) diminuiram na diapausa, uma vez que as produc6es enddgena (pelas

mitocdndrias) e exdgena (pela alimentacdo) estdo potencialmente reduzidas.

GSSGI/GSH-eq
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Enzimas antioxidantes e glutationa
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Figura 6.1 Resumo esquematico das alteracfes bioquimicas relacionadas a diapausa da
lagarta do girassol C. lacinia. a, a concentragdo de proteinas carboniladas foi mantida
durante a diapausa nos animais coletados em margo de 2010. b, as concentracGes de
equivalentes de glutationa (GSH-eq) e de glutationa reduzida (GSH) foram maiores em
animais ativos ap6s 120 dias de diapausa em relagéo ao controle.

Capacidade Oxidativa (CS)

! Este foi o perfodo maximo de diapausa observado em laboratério neste trabalho no qual as
lagartas foram capazes de sair da diapausa e retomar o desenvolvimento normalmente. Perfodos
mais longos nao foram avaliados.
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Mesmo com a reducdo das atividades de enzimas antioxidantes e a aparente auséncia
de importantes componentes do sistema antioxidante (GR e Se-GPX), lagartas de C. lacinia
passam pela diapausa e pelas transicbes metabdlicas de entrada e saida da diapausa sem
apresentam indicios de desequilibrio redox ou estresse oxidativo. Os danos oxidativos a
lipideos e proteinas apresentaram reducdo (e/ou manutencdo) durante a diapausa. A auséncia
de desequilibrio redox (razdo GSSG/GSH-eq) e danos oxidativos sugere uma eficiente

regulacao do sistema antioxidante em uma situacdo de limitada producéo energética.

Duas atividades enzimaticas aumentaram no inicio da diapausa, as atividades de ICDH
e de GST. O aumento da atividade de ICDH sugere maior provimento de potencial redutor na
forma de NADPH nas primeiras 24 horas de diapausa. Este NADPH pode ser utilizado por
diferentes vias incluindo o sistema antioxidante e processos biossintéticos. Por outro lado, o
papel da elevada atividade de GST, também observada em outros insetos em diapausa, é
desconhecido, mas funcBes como tolerancia a estresses bidticos/abioticos, protecdo
antioxidante, detoxificacdo, resisténcia a choque térmico e transporte de moléculas sdo
considerados. Portanto, o papel das GSTs em insetos, além da fungdo “classica” de

detoxificacdo, precisa ser melhor examinado.

As determinacdes das atividades de superdxidos dismutases e peroxiredoxinas, assim
como a concentracdo de &cidos ascorbico e Urico podem ampliar o entendimento das
alteracbes do sistema antioxidante durante a diapausa. Estes antioxidantes apresentam
importantes funcdes em diferentes situacdes de depressdo metabdlica. Por exemplo, MnSOD
durante a estivacdo (Page et al. 2010), peroxiredoxinas durante a hibernagdo (Morin & Storey
2007), o &cido ascorbico durante a hibernacdo (Toien et al. 2001) e o &cido Urico durante a
estivacdo (Giraud-Billoud et al. 2013). Outras analises iminentes sdo a andlise em
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) e a andlise do perfil proteico total (protedmica)
comparando lagartas ativas com lagartas em diapausa. A analise em MET possibilitara a
visualizagdo de alteracfes morfolégicas bem como verificar alteragdes mitocondriais. A
andlise protebmica permite uma avaliacdo global de alteracfes da expressdo de proteinas

ocorridas durante a diapausa.

As sequéncias parciais obtidas no presente estudo serdo empregadas para analise de
expressao génica com o objetivo de elucidar os mecanismos de regulacdo do sistema
antioxidante de C. lacinia durante a diapausa. Contudo, deve-se ressaltar que alteracdes dos

niveis de transcritos (RNAm) ndo resultam, necessariamente, em alteragdes dos niveis de
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proteinas, nem tampouco de proteinas em suas formas ativas. Isto se deve a acdo de outros
mecanismos de controle. Um dos mecanismos de controle da resposta celular, incluindo o
sistema antioxidante, € a acdo de microRNAs. A regulacdo por microRNAS apresenta
caracteristicas que atendem as condi¢Ges de depressdo metabdlica, sendo amplamente
aplicavel (em vérias vias alvo), facilmente induzida e prontamente revertida (Biggar & Storey
2011). O envolvimento de microRNAs na depressdo metabolica foi mostrado na hibernacdo
de mamiferos (Kornfeld et al. 2012; Maistrovski et al. 2012), na estivacdo do invertebrado
Apostichopus japonicus (Chen et al. 2013) e na diapausa da mosca Sarcophaga bullata
(Reynolds et al. 2013).

Outro importante mecanismo de controle da atividade do sistema antioxidante sao
mudangas pos-traducionais. Tal mecanismo representa uma forma rapida e de reduzido custo
energético de regulacdo. A fosforilacdo € uma importante modificacdo pds-traducional de
proteinas e seu papel na regulacéo da atividade de enzimas do metabolismo intermediario foi
demonstrado ha algum tempo em diferentes modelos animais de depressdo metabolica (Storey
1987; Whitwam & Storey 1990; Cowan & Storey 1999). Apesar de ndo haver estudo
mostrando o papel especifico da fosforilagdo de enzimas antioxidantes em situacGes de
depressdo metabolica, ha evidéncia de que isto ocorre em outros sistemas. A fosforilacdo
altera a atividade de enzimas antioxidantes como catalase (Cao et al. 2003a), GPX (Cao et al.
2003Db), peroxiredoxina | (Chang et al. 2002) e GST-P1 (Singh et al. 2010). Desta forma, a
avaliacdo do papel regulatorio por microRNAs e de modificages pos-traducionais durante a
diapausa € um proximo passo para 0 melhor compreensédo da resposta molecular a depressao

metabdlica.

De uma forma geral, o lepidoptero C. lacinia apresenta-se como um excelente modelo
para o estudo de adaptacOes bioquimicas e fisioldgicas relacionadas a depressdao metabdlica,
especialmente no caso da diapausa tropical (fenbmeno muito pouco estudado, tanto do ponto
de vista “redox” como da fisiologia e bioquimica geral). Os mecanismos moleculares
envolvidos na diapausa podem ainda revelar novos aspectos envolvidos em questdes como 0
envelhecimento e a obesidade (Denlinger 2008). Afinal o ciclo de vida de C. lacinia de
aproximadamente 35 dias é estendido por mais de 220 dias quando estes animais entram em
diapausa. Além disso, animais programados para entrar em diapausa reorganizam suas
reservas energéticas acumulando grandes quantidades de gordura (Hahn & Denlinger 2011).
Quais 0s mecanismos moleculares que permitem estes animais “ligar” e “desligar” o

desenvolvimento? Frear e retomar a atividade metabolica? Resistir a indisponibilidade de
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recursos naturais? Sobreviver a condi¢cbes ambientais desfavoraveis e indspitas para muitas
outras especies? Retardar o envelhecimento e estender a longevidade? Estas sdo algumas das
grandes perguntas envolvidas no estudo da depressdo metabolica dentro da biologia animal

comparada.
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APENDICE A — Sequéncias parciais dos genes para proteinas de interesse

ChICAT — Catalase

GGCCGCGGGAATTCGATTATGGCTCAAGCAGAAAGCTGTAAATTTAATCCATTTGATCTTAC
TAAAATCTGGCCTCATTCAGAATATCCTCTAATTCCTGTTGGTAAATTGGTTTTGGATAGAA
ATCCGAAAAATTACTTTGCAGAGGTTGAACAAATTGCCTTCAGTCCATCTAACTTGGTACCT
GGCATTGAGCCATCACCTGATAAAATGTTACAGGGACGTCTTTTTGCATACAGTGACACTCA
TCGTCACCGCCTTGGTGCAAATTACCTTCAAATTCCAGTTAACTGCCCATACCGTGTGACTG
TAGCCAATTACCAACGGGATGGACCTCAAGCAATGTGCAATCAAGATGGTGCCCCTAATTAC
TTCCCCAACTCATTCTCTGGTCCCCAAGAGTGCCCAAGAGCGCAACGTCTTCAACCAAGATA
CAATGTGAGCGGTGATGTTGACAGATACGAAAGTGGCCAGACTGAGGACAACAATCACTAGT
GAATTC

ChICuznSOD - Cu,Zn-Superoxido dismutase

GGCCGCGGGAATTCGATTAATGCCCGCCAAAGCAGTGTGTGTATTAAAAGGTGATGTTAGCG
GCACAGTGTTCTTCGACCAGAAGGATGATAAGTCCCCAGTGGTTGTGTCCGGAGAAGTTTCT
GGCCTTTCAAAGGGTCTGCACGGTTTCCACATCCACGAGTTCGGTGATAACACAAACGGATG
CACATCGGCCGGAGCTCACTTCAATCCCCTGAAACAAGAGCATGGAGCCCCCGATGCAGCGG
TCAGACATGTGGGTGATCTCGGTAACATTGAGGCTACATCAGACGGTGGTGTTACAAAGGTA
AATATCCAAGACTCCCAAATCTCCCTCAACGGACCCAACAGCATCATCGGACGTACACTGGT
TGTCCACGCTGACCCTGATGACCATCACTAGTGAATTC

Chl1CysPrx — 1-Cys peroxiredoxina

GGCCGCGGGAATTCGATTTTCTCTCACCCAGCCGACTTCACGCCAGTATGTACCACGAAGCT
CGCAAGGGTTGTCACTCTGGTGCCTGAATTCCATAAGCGAAATGTGAAGCTCATTGCCTTGT
CATGTGACAGTGTGGAAAGTCACCAAGGCTGGGGCAAGGATGTATTACATTATGCCGACTCC
AAGCAAGAAAAACTGCCGTACCCCATTATTGCTGATGAAAAACGTGAACTTGCTGTACAGCT
GGGCATGATTGACCCCGACCAGATATCCAAAGAAGGATTGCCACTCACTGCTAGAGCTGTCT
TCATTATTGGACCTGACAAGAAACTGAAGTTGTCCATTTTATATCCAGCAACCACCGGACGT
AATTTTCATGAAATCCTGCGGGTCATGGACTCTCTCCAGCTGACTGATAATCACTAGTGAAT
TC
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ChIGSTo — Glutationa S-transferase &

GGCCGCGGGAATTCGATTACCTTCATCTGAACCTCAAACCTGAATACCTTAAGATTAACCCC
CAACACACAGTCCCGACTCTAGTAGACGACGGCTACCCGATCTACGAGTCACGTGCTATCAT
CACCTACCTCGTGAACAAGTACGGCAAGGGTAGCGCTCTCTACCCCGAGGAGCCTAAGGCGA
GAGCACTCGTCGACCAGCGCCTGTACTTCGACATCGGAACTTTGTACCAGAGATTCAGTGAT
TATTTCTACCCACAAGTCTTCGGCAATGCGCCCGCCGACAAGGACAAGCTAACCAAGGTAGA
GGACGCTCTACAACTTTTGGACACATTCCTCGAGGGCCAGAAATACGTCGCCGGCCCTAACC
TCACCGTGGCCGACCTGAGCATCATAGCTGGTGTGTCCAGCTTCGAGGCGTCTGACGTTGAC
TTCAAGAAATACGCTAATGTTAAAAGGTGGTACGAAACCGTGAAGTCGACAGCTCCAGAGTA
CCAGAATGAATCACTAGTGAATTC

ChIRpS7 — Proteina ribosomal S7

GGCCGCGGGAATTCGATTGGCAAGCATGTTGTGTTCATCGGTGACCGTAAAATTCTACCTAA
ACCCAGCCACAAGACGCGCGTCGCTAACAAACAGAAGAGGCCAAGATCGAGGACTTTGACGT
CTGTCTATGATGCTATTCTTGAGGATCTCCTGGTTCCCTGCTGAGATTGTTGGCAAGAGGAT
CAGGGTGAAGCTTGATGGATCACAATTGATTAAAGTGCACCTTGACAAGAATCAGCAGACCA
CCATTGAACACAAGGTGGACACAATCACTAGTGAATTC
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Abstract Many studies on metabolic rate depression and redox metabolism exist
in the literature; however, virtually none focuses on tropical insect diapause. Thus,
our aim was to evaluate peculiarities of the metabolism of reactive oxygen species
(ROS) between diapausing and non-diapausing insects in a tropical region. The
lepidopteran Chlosyne lacinia undergoes diapause as larva at the third instar prior
to the dry season in middle-west Brazil. We measured the activity of metabolic and
anti-oxidant enzymes at day 20 of diapause. The activity of citrate synthase
decreased by 81% in whole-body extracts as compared with larvae sampled before
diapause entry. Moreover, total-glutathione content and lipid peroxidation dropped
significantly (by 82 and 24%, respectively) in diapausing insects. On the other
hand, the activities of catalase and glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)
were unchanged. These results indicate a diminished oxidative metabolism and
suggest important roles for catalase and G6PDH in ROS control in diapause and,
possibly, during arousal. The diminished glutathione levels could be related to its
depletion by glutathione-dependent systems or by its diminished biosynthesis.
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35.1 Introduction

Our research group has been engaged over the years in the investigation of free
radical metabolism in animals that are naturally exposed to environmental stresses.
Surviving natural insults often involves a reduction of metabolic rate leading to
high stress tolerance and reduced metabolic demand. Several works observed
common biochemical mechanisms (Guppy and Withers 1999; Storey 2002) and
marked modulation of free radical metabolism during conditions such as freezing,
dehydration, hypoxia, anoxia, aestivation, hibernation, and diapause (Hermes-
Lima and Zenteno-Savin 2002; Bickler and Buck 2007; Jovanovic-Galovic et al.
2007; Gorr et al. 2010).

Insects and other arthropods use diapause as an anticipatory response to the
advent of unfavorable conditions including low temperature and dry periods
(Denlinger 2002). Diapause is an endogenously programed arrest in development
characterized by suppressed metabolic rate and high stress tolerance. It is triggered
by environmental cues, such as changes in photoperiod and temperature
(Denlinger 2002). The developmental stage in which diapause occurs is species
specific and it can occur in eggs, different larval instars, pupae, or adults. More
than a simple halt in development, diapause is an alternative physiological state
consisting of several successive stages (Kostal 2006). During diapause, differential
gene expression and metabolic regulation occur (Denlinger 2002; MacRae 2010).
As a result of the selective reduction of cellular processes, overall metabolic
demand is decreased. Thus, animals are able to survive long periods without
feeding during diapause. In temperate regions, diapausing insects take advantage
of low temperatures during winter to decrease their energetic requirements, since
metabolic rate is closely related to environmental temperature in ectotherms (Hahn
and Denlinger 2011). On the other hand, tropical diapausing insects depress their
metabolic rate without the assistance of low temperatures (Denlinger 1986).

Many studies in comparative biology have been dedicated to the investigation
of the metabolism of reactive oxygen species (ROS) and other radical/reactive
species. Although hazardous at high concentrations, the highly reactive nature of
these compounds is employed by aerobic organisms in many cellular processes
(Droge 2001; Hermes-Lima 2004). ROS are formed continuously as by-products
of mitochondrial respiration and other biochemical “routes” in the animal king-
dom. In the case of phytophagous insects, the metabolism of allelochemicals is an
important source of ROS (Felton and Summers 1995; Barbehenn 2002). These
highly reactive compounds participate in several vital cellular pathways. However,
when ROS production rises to levels that jeopardize redox control and signaling,
oxidative stress occurs (Jones 2006). Excess ROS may induce oxidation of
virtually all groups of biomolecules, including proteins, lipids, and nucleic acids
(Sies 1993; Halliwell and Gutteridge 2007). Hence, aerobic organisms rely on a
suite of anti-oxidants that include enzymatic and non-enzymatic components able
to manage both pro-oxidant activity and signaling networks mediated by ROS
(Hermes-Lima 2004; Pamplona and Costantini 2011).
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In insects, as well as in other taxa, several anti-oxidant enzymes have been
characterized, for example, superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione
S-tranferases (GSTs), and peroxiredoxins (Felton and Summers 1995; Hermes-
Lima 2004; Halliwell and Gutteridge 2007). Auxiliary enzymes, such the NADPH
generating glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), provide reducing power
for the regeneration of reduced glutathione (GSH) from glutathione disulfide
(GSSG) by glutathione reductase (GR). GSH a tripeptide known as “the most
abundant non-protein thiol in eukaryotic cells” plays important roles in ROS
metabolism that include redox buffering, cell signaling, as substrate for several
enzymes, and direct scavenging of reactive species (Dalle-Donne et al. 2007;
Halliwell and Gutteridge 2007). Most studies concerning anti-oxidant defense
responses in insects are limited to exposure to plant pro-oxidants, insecticides or
pollutants (Ku et al. 1994; Zaman et al. 1995; Krishnan and Kodrik 2006;
Barbehenn et al. 2008; Augustyniak et al. 2009, 2011). Anti-oxidant defenses
may also be important during shifts from anaerobic toward aerobic
metabolism, when oxygen uptake rapidly increases, resulting in a potential ROS
overproduction ultimately reflected as oxidative damage (Hermes-Lima and
Zenteno-Savin 2002).

The sunflower caterpillar, Chlosyne lacinia (Geyer) (Lepidoptera: Nymphalidae),
is widely distributed, ranging from northern Argentina to the southern USA
(Drummond et al. 1970). It is the main defoliator of sunflower (Helianthus annuus)
crops in Brazil, representing an important economical issue (Boi¢ca and Vendramin
1993). C. lacinia features five larval instars and the generation time ranges between
35 and 40 days under field conditions in Texas, USA (Drummond et al. 1970) or
3040 days in laboratory cages in middle-west Brazil (Paula DP, personal com-
munication). Both winter and summer diapauses have been observed specifically at
the third larval instar in C. lacinia at Texas, USA (Drummond et al. 1970; Scott
1986). Unfed animals can be maintained in laboratory in a quiescent state for over a
year (Drummond et al. 1970). Diapausing C. lacinia larvae aggregate, do not feed,
remain inactive, and form a thin silk layer surrounding animals. Changes in color
patterns may occur. Environmental regulators of C. lacinia diapause are still
unknown; however, potential regulators of diapause in tropical insects include
photoperiod, temperature, rainfall, and nutrition (Denlinger 1986).

Several observations suggest a relationship between the modulation of free
radical metabolism and biochemical adaptations of cold-hardy and diapausing
insects of temperate regions (Grubor-Lajsic et al. 1997; Joanisse and Storey 1998;
Stanic et al. 2004; Kojic et al. 2009). Few studies have compared diapausing
animals to their active counterparts (Jovanovic-Galovic et al. 2004, 2007; Sim and
Denlinger 2011) and data on free radical metabolism and redox balance during
diapause in insects inhabiting tropical regions is scarce. Thus our aim was to
identify particularities of the anti-oxidant apparatus between non-diapausing and
diapausing C. lacinia larvae prior to the dry season in middle-west Brazil. We
determined the activities of citrate synthase (CS), G6PDH, and catalase and total
glutathione concentration in whole-body extracts of active and 20-day diapausing
third instar C. lacinia larvae.
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35.2 Methods

Eggs of C. lacinia were collected near the University of Brasilia (in preserved
areas of cerrado vegetation, 15°43'S, 47°53'W, approximately at 1,000 m
altitude) in January-2010, prior to the dry season, from the leaves of Mexican
sunflower (Tithonia diversifolia, Asteraceae). The eggs were maintained at
25 £ 2°C, 55 £ 10% R.H., and 16:8 h photophase in 3.5 L plastic cages. After
hatching, the caterpillars were kept at the same conditions and fed daily with fresh
leaves of T. diversifolia. Once transformed to the third instar, a group of larvae
were frozen in liquid nitrogen to be used as the control group and kept at —80°C
until analysis. The remaining animals, kept without food, entered diapause (at third
instar) and stayed in this state for 20 days, when they were frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C until analysis. Whole-body extracts were prepared
from a pool of three larvae and represented one experimental unit per assay.

Frozen samples were homogenized using an OMNI Tissue Master homogenizer
(Omni International, Marietta, GA) in ice cold 50 mM potassium phosphate, pH 7.2,
containing 0.5 mM EDTA and 10 pM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF).
Extracts were centrifuged at 10,000xg for 15 min at 5°C and supernatants were
collected for enzyme assays. Citrate synthase (CS) activity was measured as described
by Srere (1969). Catalase and G6PDH activities were measured as described by
Ramos-Vasconcelos and Hermes-Lima (2003). One unit of CS, catalase, or GGPDH
activity is defined as the amount that converts 1 pmol substrate into product per min.
Protein concentration was measured with Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford
1976) using bovine serum albumin as a standard. Enzyme activities were expressed as
units per milligram of soluble protein.

To measure total glutathione, frozen samples were homogenized inice cold 10% (w/v)
trichloroacetic acid, centrifuged at 10,000x g for 6 min at 5°C, and supernatants were
collected for analysis. Total glutathione, reduced + oxidized forms, was determined as
total-glutathione equivalents (GSH-eq) based on Griffith (1980). GSH-eq was quantified
by following the reduction rate of DTNB by GSH catalyzed by GR and comparing this
rate to a standard curve (see details in Ramos-Vasconcelos and Hermes-Lima 2003).
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were measured as an index of lipid
peroxidation as described by Buege and Aust (1978). Statistical analyses used the
software GraphPad Prism 5 (San Diego, USA). The comparisons between groups were
performed by a two-tailed Student’s t-test and a significance level at P < 0.05 was
considered. Results are presented as means + standard error (SEM).

35.3 Results and Discussion

The activity of CS in 20-day diapausing larvae decreased by 81% (Fig. 35.1a),
indicating that the TCA cycle works at a lower rate, causing diminished oxidative
capacity of diapausing animals. Citrate and fumarate—aerobic intermediates—are
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Fig. 35.1 Whole-body CS, catalase and G6PDH activities per milligram of protein and GSH-eq
levels per gram wet weight of active, and 20-day diapausing third instar C. lacinia larvae.
(*) Significantly different from corresponding control values. Data are means + SEM, n = 3 for
enzyme activities, and n = 7 for total-glutathione (GSH-eq) levels

markedly decreased in whole-body extracts of 30-day diapausing flesh fly
(Sarcophaga crassipalpis) pupae at 20°C also indicating a reduction in TCA cycle
activity (Michaud and Denlinger 2007). In addition, whole-body transcript
profiling of S. crassipalpis diapausing pupae revealed that even though the
transcript abundance of important TCA cycle enzymes increased, the initial
reactions of the cycle are suppressed (Ragland et al. 2010). Moreover, increased
gene expression of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and sorbitol
dehydrogenase was observed in diapausing larvae of the mosquito, Wyeomyia
smithii (Emerson et al. 2010). It has been proposed that an anticipatory physio-
logical response for low oxygen consumption is associated with diapause
(Emerson et al. 2010). During diapause there is a trend toward anaerobic metab-
olism, even when animals are not under hypoxia or anoxia, suggesting that the
shift away from aerobic metabolism is a preprogramed component of the diapause
phenomenon (Hahn and Denlinger 2011). The shift from aerobic toward anaerobic
metabolism is among the shared physiological features of animals in hypometa-
bolic states (Guppy and Withers 1999; Storey 2002; Storey and Storey 2007).
Catalase activity remained unchanged in 20-day diapausing larvae (Fig. 35.1b).
This result differs from previous observations by Jovanovic—Galovic et al. (2004)
in which catalase activity was lower in whole-body homogenates of diapausing
compared to non-diapausing larvae of the European corn borer, Ostrinia nubilalis.
Catalase activity was also reduced in isolated mitochondria of diapausing
O. nubilalis larvae (Jovanovic-Galovic et al. 2007). The maintenance of catalase
activity under low metabolic rate indicates that the control of hydrogen peroxide
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(H,0,) is somehow important during diapause. In diapausing mosquitoes
(Culex pipiens) catalase plays important roles in both lifespan extension and stress
tolerance, as evidenced by an upregulation of catalase expression in young
diapausing females (Sim and Denlinger 2011). Moreover, high levels of apoptosis
in ovaries and increased mortality were observed in diapausing animals in which
catalase expression was suppressed by RNA interference (Sim and Denlinger
2011). It has been shown that in Caenorhabditis elegans larvae under metabolic
depression there is an upregulation of catalase and SOD expression (Houthoofd
et al. 2002). Sima et al. (2011) suggest that changes in H,O, levels are involved
in initiation and termination of diapause in eggs of the silkworm Bombyx mori.
H,0, may also be associated with the release of a neuropeptide hormone related to
diapause in B. mori as evidenced by peculiarities of H,O, metabolism between
univoltine and polyvoltine strains (Zhao and Shi 2009). Thus, the maintenance
of catalase activity in C. lacinia could be related to the control of H,O, levels
possibly preventing a premature break of diapause.

G6PDH activity remained unchanged after 20 days of diapause (Fig. 35.1c). This
result indicates the ability to maintain NADPH production via the pentose phosphate
pathway. This pathway would be essential to provide reducing power for biosyn-
thetic pathways and for the enzyme-catalyzed reduction of GSSG to GSH at the cost
of NAPDH by the glutathione cycle (Hermes-Lima 2004). A supply of NADPH and
reduced glutathione is also important for the functioning of glutathione-dependent
enzymes, such as glutathione S-transferases (GSTs). Other NADPH consuming anti-
oxidants, such as peroxiredoxins (see Conclusion section), could also take advantage
of this supply. This, together with unaltered catalase activity, may be especially
important during the recovery from hypometabolism, because awakening is con-
sidered a condition of potential ROS overproduction (Ferreira-Cravo et al. 2010).
In the garden snail, Helix aspersa, the awakening from winter aestivation is
accompanied by increased levels of lipid peroxidation and GSSG/GSH-eq ratio
(a key index of cellular redox status and oxidative stress), suggesting augmented
ROS production (Ramos-Vasconcelos and Hermes-Lima 2003). Increased SOD
activity and lipid peroxidation in arousing snails Otala lactea also indicate oxidative
stress in the recovery from metabolic depression (Hermes-Lima and Storey 1995).

In many hypometabolic states metabolism is not constant. For example,
aestivating snails, Otala lactea, show intermittent increases in metabolic rate
associated with opening the pneuomostome for gas exchange (Barnhart and
McMahon 1987). Moreover, periodic arousal events are characteristic of all
mammalian hibernators (Carey et al. 2003). During insect diapause there are also
cycles of enhanced metabolic rate, as observed by monitoring oxygen uptake in
pupal diapause of the tropical flesh flies, Sarcophaga inzi and Poecilometopa
spilogaster (Denlinger 1979). Periodic cycles of oxygen uptake were also observed
in diapausing pupae of the lepidopterans Pieris brassicae and Papilio machaon
(Crozier 1979). It is unclear if diapausing C. lacinia larvae exhibit these cycles;
however, the maintenance of anti-oxidant activities (catalase and GO6PDH) may be
very important for the maintenance of redox homeostasis preventing oxidative
stress from any bursts in oxygen consumption.
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Another critical role of the pentose phosphate pathway is the supply of reducing
equivalents for the synthesis of polyols (Storey and Storey 1991). The accumu-
lation of low molecular weight sugars and polyols such as glycerol and sorbitol are
known to confer not only cold hardiness but also enhanced dehydration tolerance
in dormant insects (Kostal et al. 1998; Benoit 2010). A comparison between
diapausing and non-diapausing Pyrrohocoris apterus revealed increased GOPDH
activity related to polyol biosynthesis in diapausing animals (Kostal et al. 2004).
Although increased levels of polyols were reported in diapausing tropical insects
(Pullin and Wolda 1993) the levels of low molecular weight sugars and polyols, as
well as activities of enzymes involved in polyol production, are unknown in
C. lacinia. Nevertheless, it would be critical to maintain the water balance during
diapause through the dry season in the Brazilian savanna-like cerrado.

The GSH-eq levels in diapausing animals fell to 18% of control levels (Fig. 35.1d).
This reduction is consistent with the lowered metabolic rate and agrees with another
study (Meng et al. 2011) in which diapausing silkworm eggs showed decreased
total-glutathione concentration as compared to non-diapausing eggs. The lowered
GSH-eq levels in C. lacinia could be a result of decreased GSH biosynthesis, increased
protein glutathionylation, or increased GSH-eq depletion caused, for example, by GST-
catalyzed conjugation. Molecular analysis identified a GST from Choristoneura fumif-
erana as a diapause-associated protein, with levels markedly increased in diapausing
second instar larvae as compared to control second instar larvae (Feng et al. 1999). It is
possible that GST activity is increased in diapausing C. lacinia and that this could
account for the observed depletion in total glutathione. Moreover, TBARS levels
decreased by 24% in diapausing animals (control animals: 19.0 & 0.94 nmol/g;n = 7).
The diminished lipid peroxidation is in accordance with the suppressed metabolic rate
and the maintenance of the enzymatic anti-oxidant potential.

35.4 Conclusion and Perspectives

To our knowledge, this is the first study that investigates redox metabolism during
diapause in an insect inhabiting a tropical region. Our results showed an expected
diminished oxidative metabolism, the maintenance of catalase and G6PDH activi-
ties, the depletion of total glutathione, and reduced lipid peroxidation in diapausing
animals. The potential to maintain both the NADPH supply and the control of H,O,
metabolism may be crucial at the moment of arousal from diapause toward larval
development. Moreover, gene expression analyses of peroxiredoxins (Prxs), a family
of enzymes that could take advantage of the potential NADPH supply and plays
important roles in ROS signaling (Cox et al. 2010), should be a further step in our
investigation. The Prxs family is being studied in several insect systems and their
roles in oxidative stress tolerance and life span extension have been reported
(Kim et al. 2005; Lee et al. 2009; Hu et al. 2010). Furthermore, the investigation
of polyol biosynthesis may compose a clearer picture of the relationship between
carbohydrate and free radical metabolism in diapausing C. lacinia. The reasons
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for the depletion of glutathione may be further elucidated by the determination
of glutathionylated proteins in addition to the assessment of the activities and
expression of GST isozymes; those experiments are currently in progress.
The assessment of enzymes involved in GSH biosynthesis could also aid the
understanding the depletion of GSH-eq. The study of diapause in the tropical zone,
where seasonal variations of temperature are not as wide as in temperate regions, is
important not only to unveil the characteristics of tropical insect diapause, but also to
assist the investigation of the biochemical mechanisms related to metabolic
depression in all of its forms.
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