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Resumo:

Os lipidios sé@o importantes para as funcdes bioldgicas de insetos, pois exercem papel destacado na
geracdo de energia metabdlica e outros processos celulares. Acidos graxos de cadeia longa sdo as principais
fontes de energia nas células, sendo ativados por ligagdo a uma Coenzima A para gerar um Acil-CoA, que é
necessario para alongamento de acidos graxos, sintese de triacilglicerol e beta-oxidacéo. Estudos a respeito dos
processos de digestao e transferéncia de lipidios entre os diferentes tecidos em insetos sdo bem conhecidos, no
entanto, muito pouco se sabe a respeito do transporte dos produtos de hidrélise dessa digestdao. A presenca
dessas proteinas é essencial no transporte de acidos graxos de cadeia longa que regulam varios processos
metabdlicos. Diante dos fatos, objetiva-se avaliar os impactos do uso de inibidores metabdlicos e da dieta “high
fat” no desenvolvimento do inseto e na expressdo de duas proteinas envolvidas com transporte de lipidios no
inseto Tribolium castaneum.
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Introducéo:

O Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma praga de culturas como trigo, soja e aveia,

gue causa grande perda na produg@o desses cereais e no valor nutricional dos gréos. Dessa forma, a industria
agricola trata os grdos com produtos quimicos para exterminar os insetos, ocasionando acumulo de substancias
nocivas e de metais no produto que é consumido pela populacdo (BEDNARSKA & STERPIEN, 2015). O estudo
de mecanismos biol6gicos que acontecem no desenvolvimento de insetos tem sido realizado para subsidiar
informacdes que permitam o desenvolvimento de novas formas de controle biolégico para insetos-pragas.
Estudos com T. castaneum resultaram na identificagcdo do genoma deste inseto (RICHARDS, 2008), o que facilita
estudos de expressdo génica devido ao amplo acesso as suas sequéncias de aminoacidos.
O metabolismo energético de insetos ocorre, principalmente, em torno do metabolismo de lipidios. Os
triacilglicerdis, lipidios mais importantes para o balango energético, sdo hidrolisados no intestino médio e seus
produtos sdo absorvidos através do epitélio intestinaBEENAKKERS et al., 1985). A hidrélise dos triacilglicerois
provenientes da dieta por acdo da Triacilgicerol-lipase geram acidos graxos que serdo absorvidos através do
epitélio do intestino médio. Sabe-se que essa absor¢cdo é bastante eficiente, mas ndo é bem compreendida
guanto ao transporte através dos enterdcitos (TSUCHIDA & WELLS, 1988). A familia de proteinas
transportadoras de acidos graxos (FATP) e ligadoras de acil-CoA (ACBP) apresentam dominios bem
conservados em sua sequéncia de aminoacidos ao longo das espécies: um dominio de ligacdo ATP/AMP e um
FATP/VLACS, envolvido na ligacédo de acidos graxos (DIRUSSO et al., 2008). Devido a importancia dos lipideos
para o metabolismo de insetos, o estudo da acdo destas proteinas na mobilizacdo de acidos graxos e no
desenvolvimento do inseto em aspectos moleculares é de suma importancia.

Metodologia:

Insetos

Os insetos Tribolium castaneum utilizados neste trabalho foram obtidos de uma colénia mantida no
Laboratério de Bioguimica e Fisiologia de Insetos da Universidade Federal de Alagoas. Os insetos fazem parte

de uma col6nia mantida a 30°C com umidade relativa entre 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h.
Tratamento com o farmaco Orlistat®

O farmaco Orlistat® (0,1 mg/mg de farinha) foi incorporado em discos de farinha de trigo, conforme
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descrito por Xie et al. (1996). Grupos de 30 larvas (L10) foram colocados em placas de petri com disco de farinha
incorporado com farmaco e o peso das larvas, dos discos e a mortalidade foram acompanhados nos tempos de
Oh, 24h, 48h, 72h, 96h. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e o controle foi feito utilizando
discos somente com farinha de trigo. Os indices nutricionais foram calculados a partir das férmulas de Taxa de
crescimento relativo (RGR), Taxa de consumo relativo (RCR) e Eficiéncia de conversao de alimento ingerido
(ECI) (Xie et al., 1996).

Reacé&o de amplificacdo quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

A expresséo génica por PCR quantitativo em tempo real dos genes da FATP e ACBP foi avaliada com
amostras de RNA total extraidos das larvas controle e tratadas através do Kit Maxwell® 16 LEV simplyRNA tissue
(Promega, Madison, EUA). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o Kit GoTag® 1-Step RT-gPCR
System (Promega, Madison, EUA). O protocolo foi otimizado nas seguintes condi¢cdes: 20ug de RNA, 0,2uM de

cada primer e 33nM de CXR-Dye em cada reacao.

Resultados e Discusséao:

Avaliacdo dos efeitos da incorporacdo de inibidor de lipase (Orlistate®) nos indices nutricionais,

sobrevivéncia e expressao de FATPs nos insetos

Observamos aumento da ingestdo de alimento (RCR) pelas larvas que tinham Orlistate em sua
alimentagdo. Uma taxa maior de consumo de alimento no grupo tratado com Orlistate pode estar relacionado a
uma maior ingestdo de alimento a fim de compensar a reducéo da absorcéo de lipideos da dieta causada pelo
farmaco. A eficiéncia de converséo de alimento (ECI) também foi avaliada e os resultados demonstram uma
reducéo da eficiéncia no grupo tratado com Orlistate (19,58%), efeito possivelmente relacionado a inibicdo da

absorcao de lipideos da dieta por bloqueio da acéo das lipases intestinais por a¢édo do farmaco (Tabela 1).

Tabela 1 - Andlise dos indices nutricionais da larva do Tribolium castaneum em tratamento com Orlistate apds

96h. RGR = Taxa de crescimento relativo, RCR = taxa de consumo relativo, ECI = eficiéncia da converséo de

alimento ingerido. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t e a representagédo com letras diferentes
nas colunas indicam diferencas estatisticas, p < 0,0001.

CONTROLE TRATAMENTO
(Orlistate 0,1mg/mg de farinha)
RGR RCR ECI (%) RGR RCR ECI (%)

0,00682 0,147a 46,5% 0,0554b 0,283b 19,58%
Fonte: Autor, 2017.

Os dados de mortalidade e do peso mostram que ndo houveram diferencas significativas nas taxas de

sobrevivéncia e peso médio entre os grupos controle e tratado (Figura 1A e B).
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Figura 1 — Peso médio de larvas tratadas com Orlistate (0,1mg/mg de farinha) frente ao grupo controle (A) e
Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (B). As barras representam média * erro padrédo de 3 determinacdes.
A andlise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA duas vias.
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Fonte: Autor, 2017.

No entanto, correlacionando esses dados com o mecanismo de acdo do Orlistate obervamos uma
diminuicdo dos niveis de triglicerideos e aumento na expressao dos genes TcasFATP e TCASFATP-like nas
larvas ap0s 96hs de tratamento (Figura 2A, B e C).

Figura 2 — Quantificacdo de Triacilglicerol (TAG) (A) e Expressao relativa de TcasFATP (B) e TcasFATPLike
(C) em larvas de grupo tratado com Orlistate por 96h e em larvas do grupo controle. As barras representam
média + erro padrédo de 3 determinac@es independentes. *: Significativamente diferentes por teste t, p<0,05; **:
Significativamente diferentes por teste t, p<0,0001.
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Fonte: Autor, 2017.
Conclusoes:

Diante dos fatos, o uso de um medicamento para tratamento de obesidade, um inibidor de lipase
pancreética possibilitou observar as flutuages nos niveis de triglicerideos e na expressao dos genes TcasFATP
e TcasFATPLike envolvidos com transporte de acidos graxos e sintese de lipideos em larvas do inseto T.
castaneum sugerindo que essas proteinas podem ter a expressao regulada ppor medicamentos.

As perspectivas futuras do trabalho incluem uma melhor andlise dos efeitos do inibidor metabélico na
expressdo das proteinas, assim como uma complementacao de experimentos envolvendo a dieta rica em lipideos
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e seus efeitos no inseto.
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