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RESUMO

TAVARES, Matheus Paiva Santos. Tribolium castaneum como modelo para estudo de
obesidade: efeitos de dietas hipercaldricas no metabolismo e fisiologia do inseto. 2024. 94
f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A obesidade causa graves consequéncias para a saude dos individuos, desencadeando
doencas como diabetes tipo |1, hipertensdo e outras. No Brasil, algumas previsdes indicam que,
até 2050, a maioria de sua populacao estara obesa e 0s gastos com tratamentos podem alcancar
centenas de bilhdes de dolares. A auséncia de medicamentos eficazes, seguros e baratos para
tratar a obesidade reduz as opgOes para combater essa doenca. As semelhancas entre as vias
metabolicas e de sinalizacdo em insetos e mamiferos apoiam 0 uso desses artrépodes como
modelos para investigar essa area. Além disso, dados genémicos e transcriptdbmicos e a
eficiéncia da ferramenta RNAI corroboram o uso do besouro Tribolium castaneum como um
modelo atraente para essa questdo. Este projeto teve como objetivo investigar os efeitos de
dietas hipercaldricas no metabolismo lipidico de T. castaneum e estabelecer o besouro como
modelo para estudar obesidade e diabetes tipo I1. As larvas foram alimentadas com farinha de
trigo suplementada com varias fontes hipercaldricas, como azeite ou p6 de gema de ovo (dieta
rica em lipideo), triptona (dieta rica em proteinas) e sacarose ou glicose (dietas ricas em
carboidratos). A quantidade de triacilglicerol (TAG), carboidrato total, glicogénio e trealose foi
medida usando um ensaio colorimétrico, enquanto a atividade da ATP-citrato liase (ACLY) foi
medida usando um ensaio enzimatico acoplado. Os lipideos totais foram extraidos e analisados
por espectrometria de massa. A expressdo génica foi determinada por PCR quantitativo e
RNAseq. A suplementagdo com azeite causou um aumento no TAG em todo o corpo e retardou
o0 crescimento das larvas. Outras dietas hipercaloricas foram testadas, mas apenas foi possivel
observar um aumento significativo no TAG em uma dieta de triptona de 10% (p/p). Quanto a
expressao génica, a dieta suplementada com azeite aumentou os niveis de carnitina
palmitoiltransferase (CPT-1), um gene envolvido na beta-oxidacdo, e diacilglicerol
aciltransferase (DGAT), um gene responsavel por converter diacilglicerol em TAG. Por outro
lado, uma dieta rica em proteinas diminuiu a expressdo de genes relacionados a via anabodlica
de lipideos, como a acido graxos sintase (FAS) e a acetil-CoA carboxilase (ACC). A atividade
enzimética da ACLY ndo apresentou alteracfes em larvas alimentadas com proteina. Além
disso, dados transcriptdmicos mostram niveis aumentados de genes relacionados a processos
cuticulares. Os niveis de glicogénio aumentaram em uma dieta suplementada com azeite,
enquanto diminuiram em uma dieta rica em proteinas. Esses resultados indicam que dietas
hipercaloricas parecem induzir fendtipos semelhantes a obesidade e diabetes em T. castaneum,
mas sdo necessarias investigagdes adicionais para confirmar esse besouro como um modelo
para estudar doencas metabolicas.

Palavras-chave: dietas hipercaldricas; Tribolium castaneum; triacilglicerol; obesidade;

metabolismo de lipideos.



ABSTRACT

TAVARES, Matheus Paiva Santos. Tribolium castaneum as a model to study obesity: effects
of hypercaloric diets on the metabolism and physiology of the insect. 2024. 94 f. Dissertacédo
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Obesity causes severe consequences to people's health, leading to diseases like type 11
diabetes, hypertension, and others. In Brazil, some predictions indicate that, by 2050, most of
its population will be obese, and the expenses for treatments could reach hundreds of billions
of dollars. The absence of effective, safe, and cheap drugs to treat obesity reduces the options
to combat this disease. The similarities between the metabolic and signaling pathways in insects
and mammals support using these arthropods as models to investigate this area. Furthermore,
genomic and transcriptomic data and RNAI tool efficiency corroborate using the beetle
Tribolium castaneum as an attractive model. This project aimed to investigate the effects of
hypercaloric diets on the lipid metabolism of T. castaneum and to establish the beetle as a model
to study obesity and type Il diabetes. Larvae were fed wheat flour supplemented with various
hypercaloric sources such as olive oil or egg yolk powder (high-fat diet), tryptone (high-protein
diet), or sucrose or glucose (high-sugar diet). The amount of triacylglycerol (TAG), total sugar,
glycogen, and trehalose was measured using a colorimetric assay, while ATP-citrate lyase
(ACLY) activity was measured using a coupled enzymatic assay. Total lipids were extracted
and analyzed by mass spectrometry. Gene expression was determined by quantitative PCR and
RNAseq. Olive oil supplementation caused an increase in TAG in the whole body and delayed
larval growth. Other hypercaloric diets were tested, but it was only possible to observe a
significant increase in TAG with a 10% w/w tryptone diet. As for gene expression, a diet
supplemented with olive oil increased levels of carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-1), a gene
involved in beta-oxidation, and diacylglycerol acyltransferase (DGAT), a gene responsible for
converting diacylglycerol into TAG. On the other hand, a high-protein diet decreased the
expression of genes related to the lipid anabolic pathway, such as fatty acid synthase (FAS) and
acetyl-CoA carboxylase (ACC). The enzymatic activity of ACLY did not show any changes in
larvae fed with protein. Moreover, transcriptomic data showed increased levels of genes related
to cuticular processes. Glycogen levels increased in an olive oil-supplemented diet, while they
decreased in a high-protein diet. These results indicate that hypercaloric diets induce
phenotypes similar to obesity and diabetes in T. castaneum. However, further investigations are
needed to confirm this beetle as a model to study metabolic diseases.

Keywords: hypercaloric diets; Tribolium castaneum; triacylglycerol; obesity; lipid metabolism.
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INTRODUCAO

Obesidade

A obesidade ¢é descrita sucintamente como um distarbio metabolico caracterizado por
um desequilibrio na ingestdo e no gasto energético, levando a um acumulo excessivo de lipideo
sob o tecido adiposo. Devido ao seu aumento exponencial, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) ja declarou tal condicdo como uma pandemia que esta se agravando cada vez mais.
Atualmente, o indice de massa corporal (IMC) é amplamente utilizado como o0 método principal
para definir sobrepeso e obesidade. De acordo com esse indice, um individuo é considerado
com sobrepeso quando seu IMC varia de 25,9 kg/m? a 29,9 kg/m?, enquanto acima de 30 kg/m?
é classificado como obeso. J& sdo mais de 2 bilhdes o nimero de pessoas, no minimo, com
sobrepeso ao redor do mundo. (JIANG et al., 2016). A Figura 1 demonstra a taxa de mortalidade

por obesidade ao redor do mundo levantada em 2019.

Figura 1 — Taxa de mortalidade por obesidade ao redor do mundo, em 2019.

Nodata O 25 50 100 250 500
I [— ]

Legenda: A incidéncia da mortalidade se d& pela cor. Quanto mais escura a coloragao do pais, maior a mortalidade.
Numero anual estimado de mortes atribuidas a obesidade por 100.000 pessoas.

Nota: Para permitir comparagdes entre paises e ao longo do tempo, e métrica é padronizada por idade. A
obesidade ¢ definida como ter um indice de massa corporal (IMC) > 30 kg/m? O IMC é 0 peso da
pessoa (em quilogramas) dividido pela altura (em metros) ao quadrado.

Fonte: IHME, Global Burden Disease (2019); ourworldindata.org/obesity
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Apesar de ser amplamente utilizado para categorizar pacientes e educa-los sobre o risco
de desenvolver doencas cronicas e mortalidade, o IMC apresenta algumas falhas. Por néo
fornecer uma medida direta do percentual de lipideo corporal, essa métrica pode simplesmente
classificar atletas ou individuos com massa muscular acima do comum como obesos. Além
disso, ndo leva em consideragdo a idade, a etnia e o género. Uma solucéo proposta para essa
limitacdo seria a medigdo da circunferéncia abdominal aplicada em conjunto com o IMC,
visando assegurar uma maior eficacia na avaliacdo da condicdo de saude dos individuos
(PICHE et al., 2020).

A obesidade é uma doenca multifatorial, ou seja, sdo diversos os fatores que podem
levar ao seu desenvolvimento: interages entre status socioecondmico e fatores ambientais
podem acarretar em modificaces epigenéticas (VECCHIE et al., 2018), mudancas nos habitos
alimentares, o sedentarismo provocado pelo mundo moderno e a tecnologia, e a predisposicédo
genética sdo alguns deles. Além disso, outra preocupac¢do acerca do avango da obesidade é o
fato de outras complicacdes ndo comunicaveis estarem associadas a essa doenga, dentre elas a
diabetes tipo I1, doencgas cardiovasculares, dislipidemias, hipertensao e depressdo como descrito
na Figura 2; além de ser um fator de risco para desenvolvimento grave de COVID-19
(WATANARBE et al., 2021).

Figura 2 — Comorbidades que estéo associadas a obesidade.
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Fonte: O autor, 2024.
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No Brasil, dados estatisticos apontam o avanco crescente da obesidade e déficits
alarmantes para os cofres publicos para tratar dessa doenca e seus agravos, caso ndo haja
nenhum tipo de intervencdo até 2050 (RTVELADZE et al., 2013). Registrando um aumento
epidemioldgico de quase 6% de 2013 para 2019 no numero de pessoas acima do peso ideal,
percebe-se que as intervencdes de politicas publicas de alimentacdo e nutricdo falharam em
conter esse avango (WATANABE et al., 2022).

Tabela 1 — ProjecBes do numero de individuos adultos obesos e o impacto econémico nas
Ameéricas do Norte, Central e do Sul entre 2020-2035.

2020 2025 2030 2035
Ndmero de homens com 111 134 160 187
obesidade (milhdes)
Namero de mulheres com 135 158 183 208

obesidade (milhdes)

Impacto econémico de IMC alto US$870 US$1,030 US$1,230 US$1,470
(IMC > 25kg/m?), em bilhdes de
ddlares (valor de 2019)

Fonte: adaptado de Worlds Obesity Atlas, 2023.

O consumo de alimentos ultraprocessados, fast food, alcool e carboidratos simples sao
fortes contribuidores para a incidéncia da obesidade no Brasil (WATANABE et al., 2022).
Tributar alimentos ricos em lipideos saturadas seria uma abordagem para frear esse distdrbio e
promover uma alimentacdo menos obesogénica e mais saudavel, rica em legumes, vegetais e
fibras (BURLANDY et al., 2021).

Diversos métodos podem ser empregados para combater a obesidade: cirurgia bariatrica,
a utilizacdo de farmacos e, até mesmo, consultas em grupo. No entanto, mesmo que todas essas
alternativas pudessem ser adotadas por toda a populacdo, elas ainda n&o agiriam diretamente
sobre os fatores causais da doenga. Além disso, a busca pelo tratamento de forma individual
por parte das pessoas obesas € baixa, porque 0 ambiente obesogénico as pressiona, impedindo
que a motivacdo pessoal seja capaz de ajudad-las a mudar seus habitos alimentares
(WATANABE et al., 2022).
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Atualmente, a farmacoterapia tem sido amplamente utilizada para combater a obesidade.
No entanto, o uso de farmacos, como a sibutramina e a liraglutida, apresenta algumas
desvantagens consideraveis. A sibutramina funciona como um inibidor da recaptacdo de
serotonina, que leva ao aumento desse neurotransmissor nas fendas sinapticas. O aumento de
serotonina ativa 0s neurdnios anorexigenos POMC e inibe 0s orexigénicos neuropeptideo Y
(NPY), o que resulta na reducdo do apetite e aumento do gasto energético. Apesar de haver uma
reducdo de peso consideravel, estudos apontaram um aumento da pressao arterial em individuos
obesos tratados com o medicamento. A liraglutida, por sua vez, é responsavel por induzir
sensacdo de saciedade ao se ligar aos receptores do peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-
1; hormonio sintetizado no trato gastrointestinal), que estdo presentes nos neurdnios que
expressam POMC. Inicialmente, esse medicamento foi produzido para tratar diabetes do tipo
I, mas o mecanismo de acdo promove a diminui¢do no consumo de alimentos, resultando na
perda de peso. Mesmo com seus efeitos benéficos, sua forma injetavel e o prego do tratamento
diminuem a gama de pacientes obesos que podem optar pelo seu uso (ROSA-GONCALVES E
MAJEROWICZ, 2019).

Mais recentemente, a semaglutida tem se tornado cada vez mais popular entre a
populagédo que deseja perder peso. Assim como a liraglutida, inicialmente esse medicamento
foi idealizado para tratar pacientes diabéticos, porém seu potencializador efeito de perda de
peso ndo acompanhado de naduseas e/ou aversdo a alimentagdo esta atraindo os olhares de
diversos grupos. A sensacdo de saciedade acompanhada de uma diminuicdo na ingestdo
energética durante as refei¢ces e a menor preferéncia por alimentos ricos em lipideos torna esse
medicamento uma boa opcédo para a populacao diabética. Contudo, como todo medicamento, a
semaglutida também estd acompanhada de efeitos colaterais de forma dose-dependente que
englobam problemas gastrointestinais, hipoglicemia, nasofaringite e dores de cabeca. Alguns
autores destacam que o seu uso esta ligado a um risco de desenvolvimento de cancer de tireoide,
pancreatite e outros, porém estes ainda ndo foram confirmados em humanos. Além disso, por
ser um farmaco recente, muitos riscos de seu uso ainda nao foram confirmados pela comunidade
cientifica, necessitando um maior cuidado ao utiliza-lo como forma de emagrecimento
(SABBA et al., 2022). A Figura 3 ilustra os mecanismos de ag&o de alguns farmacos utilizados

para tratar a obesidade.



21

Figura 3 — Mecanismo de agdo de farmacos no tratamento da obesidade
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Com isso, torna-se necessaria a busca por novos modelos que possibilitem o estudo de

doencas

metabolicas, como a obesidade e suas complica¢bes. Dito isso, 0s insetos se

apresentam como animais multicelulares menos complexos que mamiferos e capazes de atender
a essa demanda no meio cientifico (WALKOWIAK-NOWICKA et al., 2021).

Insetos

Os insetos representam a maior diversidade animal no planeta, com quase 2 milhdes de

espécies ja nomeadas. Eles desempenham varias funges nos ecossistemas em que vivem,

atuando

como polinizadores, agentes de controle populacional ao parasitar e predar outros
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organismos, sendo vetores de doencas e alguns sendo considerados pragas agricolas por
contaminarem alimentos estocados e plantas. Contudo, também apresentam relacGes benéficas
com os seres humanos como ilustrado na Figura 3; as abelhas, por exemplo, sdo bastante
exploradas para producdo de mel (BELLUCO et al., 2023). Gragas a conquista de diversos
nichos ecoldgicos e por estarem suscetiveis ao contato com varios patdgenos, os insetos tém
atraido a atencdo de pesquisadores para explorar os mecanismos envolvidos em processos
metabolicos (CHOWANSKI et al., 2017).

Figura 4 — Relacionamentos positivos (verde) e negativos (cinza) entre insetos em relagéo a
contextos com implicacdo para saude publica.
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Apesar dos mamiferos serem muito mais proximos dos humanos evolutivamente, a
exploracdo destes animais em laboratorios apresenta restricbes e éticas pré-definidas
(FAGUNDES E TAHA, 2004). Contudo, tais regras ndo se aplicam aos insetos; eles sédo

comumente utilizados em pesquisas laboratoriais nas areas da genética e de desenvolvimento,
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mas também estdo sendo considerados para pesquisas médicas e nutricionais devido a alguns

mecanismos similares aos mamiferos (TONK-RUGEN et al., 2022).

Figura 5 —Sistemas bioldgicos conservados em humanos e insetos.
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Fonte:  Tonk-Rigen et al., 2022.

Mesmo considerando a distancia evolutiva em relagdo aos mamiferos, esses artropodes
apresentam caracteristicas que justificam sua utilizacdo no meio académico. Estudos apontam

gque uma grande porcentagem de infecgdes patogénicas aplicadas aos mamiferos pode ser
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estudada em insetos (RENWICK E KAVANAGH, 2007), reduzindo assim a quantidade
significativa de camundongos que poderiam ser utilizados em experimentos. Além disso, outros
atributos conservados evolutivamente em niveis anatomicos, fisiologicos e genéticos também
validam a substituicdo de mamiferos por insetos: homologia entre genes que codificam
proteinas responsaveis por vias de sinalizacdo e sistemas biologicos conservados, similaridade
entre 6rgdos — o corpo gorduroso do inseto realiza processos metabolicos equipardveis ao
figado e ao tecido adiposo de mamiferos (AZEEZ et al., 2014) — um sistema imunoldgico
inato evolutivamente conservado (TONK-RUGEN et al., 2022) e horménios reguladores de
carboidrato na hemolinfa que se assemelham a insulina e ao glucagon dos humanos: peptideo
similar & insulina (ILPs) e hormonio adipocinético (AKH), respectivamente (WALKOWIAK-
NOWICKA et al., 2021). A Figura 6 destaca os principais peptideos relacionados com a

obesidade em comum entre humanos e insetos.

Figura 6 - Similaridades entre os fatores humanos e dos insetos correlacionados com a

obesidade.
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— neuropeptideo Y; Tachykinins — taquicininas; Insulin-like peptides — peptideos similares a insulina;
Adipokinetic hormones — horménios adipocinéticos; Corazonin — corazonina; Allatostatins —
alastotatinas; Sulfakinins — sulfacinas; Neuropeptide F — neuropeptideo F; Tachyknin-related peptides
— peptideos relacionados a taquicininas.

Fonte:  Walkowiak-Nowicka et al., 2021.

Um dos insetos mais utilizados para pesquisa voltada a obesidade e suas doencas
correlacionadas é a Drosophila melanogaster, também conhecida como mosca-da-fruta. Dados
indicam que essa mosca € capaz de desenvolver obesidade e condigdes agravantes quando
exposta a uma dieta com grande quantidade de calorias, assemelhando-se a forma como o0s
humanos também se tornam obesos (MUSSELMAN E KUHNLEIN, 2018). Além disso,
também é descrito que genes que desempenham funcGes em doengas metabdlicas sdo
conservados evolutivamente entre humanos e insetos (REITER et al., 2001).

Enquanto nos Estados Unidos a D. melanogaster ¢ amplamente explorada como modelo
animal pela comunidade cientifica, com diversos artigos ja publicados, menos de 1% dos
projetos a utilizam como objeto principal de estudo no Brasil, e a grande maioria dos que
trabalham focam em &reas ecoldgicas e evolutivas. Especula-se que essa baixa adesdo se deve
a informacdo enganosa de que sdo necessarios equipamentos caros e especializados para
realizar experimentos com insetos na area académica (GARCIA et al., 2021).

No entanto, estudar somente a D. melanogaster ndo é suficiente para compreendermos
todos os processos metabdlicos, de modo que sdo necessarios outros modelos de insetos a fim
aumentar a diversidade de alvos genéticos. Dito isso, este projeto propde a utilizacdo de um
novo modelo experimental para o estudo de doencas metabdlicas: o Tribolium castaneum. Entre
os coledpteros, ordem mais diversa dentre os eucariéticos, este besouro € o animal que apresenta
0 genoma mais bem sequenciado e anotado, além de possuir dados transcriptdmicos e responder
bem a técnica de RNA de interferéncia (RNAi) (ROSNER et al., 2020). Explorar esse animal
como modelo permite uma ampliacdo do escopo genético de insetos para além dos genes
candidatos da D. melanogaster (POINTER et al., 2021).

Tribolium castaneum

O T. castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), é popularmente conhecido como "besouro

vermelho da farinha" (red flour beetle). Esse nome popular se deve a sua coloragdo castanho-
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avermelhada e ao fato de ser uma praga agricola global de grdos armazenados, como soja e
milho, causando prejuizos econdmicos consideraveis. O estabelecimento desse besouro como
modelo teve inicio na década de 1920, quando sua utilizacdo era aplicada principalmente na
genética de populacdes (KUMAR et al., 2018). Atualmente, o besouro também é explorado em
areas como parasitologia, ecoimunologia e ecologia evolutiva de doengas infecciosas
(POINTER et al., 2021).

Diversos motivos validam a utilizacdo do T. castaneum como modelo animal para
doencas metabdlicas. Esse besouro foi o0 primeiro coledptero a ter seu genoma completamente
sequenciado (RICHARDS et al., 2008) e novas atualiza¢bes continuam a sair na literatura
(HERNDON et al., 2020). Em complemento a isso, esse besouro ainda possui um banco de
dados contendo diversas informacdes que incluem sequéncias, genes, mutacdes e publicacdes
denominado BeetleBase (WANG et al., 2007).

O estabelecimento e cultivo da colénia do besouro em laboratdrio é extremamente
simples, pois 0 ambiente do animal é também o seu meio alimentar, geralmente sendo a farinha
de trigo. Uma vantagem dos besouros é que o que for misturado ao seu alimento padréo sera
ingerido por eles de forma eficaz, permitindo que as interacdes entre alimentos e genes sejam
estudadas (GRUNWALD et al., 2013). As condigdes ideais para o desenvolvimento da col6nia
compreendem uma temperatura aproximadamente de 30 °C (POINTER et al., 2021) e uma
umidade relativa do ar de 70 %. O besouro apresenta uma alta resisténcia a ambientes quentes,
aridos e secos, e isso se deve ao fato dos tubulos de Malpighi estarem inseridos no reto do
animal e permitirem a reabsorcao quase que completa da agua (FREIRE, 2018).

O ciclo de vida do T. castaneum é consideravelmente curto, onde 30 dias s&0 necessarios
para atingir a fase adulta. Além de apresentar uma alta taxa de reproducéo, a fémea é capaz de
ovipositar entre 200 a 500 ovos durante todo o seu ciclo biolégico, o que permite visualizar
uma resposta mais rapida de efeitos genéticos e metabolicos nos seus descendentes do que em
camundongos (KUMAR et al., 2018).

A metamorfose do T. castaneum € completa, ou seja, € um inseto holometabolo
(FREIRE, 2008). O ovo eclode trés dias ap0s a oviposicdo. A fase larval apresenta de seis a
oito estagios larvais e dura cerca de 20 dias, a mais longa entre todas as fases. A fase pupal dura
quatro dias, e dela emerge o besouro adulto. O animal adulto é pequeno, cerca de 4mm, e possuli
uma coloracgéo escura. O dimorfismo sexual esta presente da pupa em diante (POINTER et al.,
2021). A Figura 7 ilustra todo o ciclo de vida do animal, bem como diferentes angulos do

mesmo.
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Além de diferir da D. melanogaster no que diz respeito ao voo — 0 que permite um
estabelecimento mais facil em laboratério (POINTER et al., 2021) — as homologias genéticas
entre o T. castaneum e humanos sio maiores (GRUNWALD et al., 2013), apresentando cerca
de 126 grupos de genes ortologos (RICHARDS et al., 2008).

Muito se sabe sobre o T. castaneum como modelo para estudo genético e resisténcia a
pesticidas, mas pouca informacédo esta descrita na literatura sobre suas respostas metabolicas;
principalmente no que se diz respeito ao seu metabolismo de lipideos. Além disso, é importante
salientar que esse animal € considerado uma praga que afeta grdos globalmente; logo, todo
conhecimento cientifico obtido de experimentos com 0 mesmo pode servir para aumentar a

seguranca desses alimentos que sdo estocados (EL-AZIZ, 2011).

Figura 7 — Ciclo de vida do Tribolium castaneum.
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Legenda: (A) Visdo frontal do T. castaneum selvagem. (B) Viséo ventral de um macho em uma iluminag&o escura.
(C) Ciclo de vida completo do inseto holometabolo.
Fonte: Klingler & Bucher, 2022.

Por fim, vérios fatores sdo vistos como vantagens que contribuem para a utilizagdo do
T. castaneum como modelo, principalmente para o estudo do seu metabolismo de lipideos
(FREIRE, 2018). Dito isso, esse projeto se propde a estabelecer o besouro como um modelo
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experimental para estudo de doencas metabolicas sendo desafiado por dietas hipercal6ricas,
investigando seu metabolismo de lipideos.

Metabolismo de lipideos em insetos

Os lipideos, além dos carboidratos e proteinas, sdo moléculas essenciais para o
metabolismo energético. No entanto, se tratando dos insetos, eles também sdo importantes para
0 crescimento, desenvolvimento, voo de longa duracdo e diapausa. Feromdnios sexuais, cera
cuticular e secrecdes defensivas também sdo sintetizados a partir de lipideos (TOPRAK, 2020).
Essas moléculas anfipaticas podem ser encontradas em diversos tecidos dos insetos, como o
intestino médio e os ovarios; mas o principal local de armazenamento de lipideos € o corpo
gorduroso (TROPAK et al., 2020).

O corpo gorduroso é o principal centro de processamento do metabolismo lipidico e
energético dos insetos. Esse orgao esta distribuido pelo corpo inteiro do animal e é composto
principalmente por adipdcitos. Apesar de ter uma anatomia diferente, ele desempenha funces
que se assemelham ao tecido adiposo humano. Dentro dos adipocitos, existem organelas
denominadas goticulas lipidicas (TOPRAK et al.,, 2020). Sua composicdo principal é
triacilglicerol (TAG) e uma monocamada de fosfolipideos, da mesma forma que os lipideos sdo
estocados no tecido adiposo dos mamiferos. As perilipinas, proteinas que se associam a
superficie das goticulas lipidicas, e as lipases sdo 0s principais componentes encontrados nessas
organelas e sdo responsaveis por regular o metabolismo de lipideos nas células do corpo
gorduroso (LI et al., 2019).

A sintese do TAG se dad na membrana do reticulo endoplasmatico através da adicdo de
acidos graxos a um esqueleto de glicerol-3-fosfato (G3P). A etapa final é catalisada pela
diacilglicerol aciltransferase (DGAT). Ja a sua degradacgéo se da por lipdlise ou lipofagia. A
lipdlise é mediada pela acdo da lipase trigliceridea adiposa (ATGL), lipase sensivel a hormdnio
(HSL) e da monoacilglicerol lipase (MAGL). A lipofagia é uma autofagia onde as goticulas de
lipideos séo envolvidas por membranas autofagicas e degradadas no lisossomo atraveés da lipase
acida lisossomal (LAL) (JARC E PETAN, 2019).
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Figura 8 — Estrutura, sintese e degradacao de goticulas de lipideos.
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Fonte: Jarc e Petan, 2019.

Além de ser alvo do hormdnio juvenil e ecdisona, o corpo gorduroso também produz
horménios que regulam reaces metabolicas. Ele esta relacionado a circulagdo de metabdlitos
intermediérios no corpo e a sintese de proteinas que vao para a hemolinfa. Enquanto a
vitelogenina (\Vg) esta relacionada a maturacdo de ovos e garante que eles recebam nutrientes,
a lipoforina (Lp) é responsavel por transportar lipideos na forma de diacilglicerol (DAG) pela
hemolinfa e desta para outros 6rgaos que possam necessitar deles (ARRESE; SOULAGES,
2010). As moléculas produzidas pelo corpo gorduroso sdo transportadas para os 6rgaos-alvos
através da hemolinfa, assim como todos os nutrientes transportados do intestino médio para o
corpo gorduroso também sdo realizados através dela. Portanto, essa intera¢do corpo gorduroso-
hemolinfa € a chave principal para que o metabolismo energético atenda as demandas
bioldgicas do animal (TOPRAK et al., 2020).

Dois métodos descritos na literatura explicam como os insetos digerem o TAG
proveniente da dieta. Apesar de ambos envolverem a hidrélise do triacilglicerol, os produtos
gerados nas reacdes sdo diferentes. Em 1979, demonstrou-se que a hidrdlise do triacilglicerol
gera monoacilglicerois (MAG) e acidos graxos (HOFFMAN & DOWNER, 1979). Ja em 1988,

também se comprovou que a hidrolise completa do TAG gera acidos graxos e glicerol
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(TSUCHIDA & WELLS, 1988). Ao sofrer hidrolise na presenca da TAG-lipase (TGL), 0s
acidos graxos resultantes sdo absorvidos pelas células do intestino médio, enquanto 0s
fosfolipideos sdo incorporados pelos enterdcitos, células epiteliais do intestino (GONDIM et
al., 2018).

Figura 9 — Metabolismo de lipideos em inseto a nivel celular.
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Legenda: AA—aminoécido incorporado; G — glicose. ACC — Acetil-CoA Carboxilase; FAS — &cido graxo sintase;
ACS — Acil-CoA sintetase; CPT1 — carnitina palmitoiltransferase 1; G3P — glicerol-3-fosfato; GPAT —
glicerol-3-fosfato aciltransferase; LPA — 4&cido lisofosfatidico; AGPAT — 1-acilglicerol-3-fosfato
aciltransferase; PA — &cido fosfatidico; PAP — fosfatidato fosfohidrolase; DAG — diacilglicerol; DGAT
— diacilglicerol aciltransferase; TAG — triacilglicerol; Bmm — Lipase Brummer; DAG — diacilglicerol;
HSL — lipase sensivel a hormdnio; MAG — monoacilglicerol; MAGL — monoacilglicerol lipase; FA —
acido graxo.

Fonte:  Gondim et al., 2018.

Hormd&nios peptidicos no metabolismo lipidico

Dois horménios peptidicos importantes envolvidos no metabolismo de lipideos dos
insetos sdo o horménio adipocinético (AKH) e os peptideos similares a insulina (ILPSs),

analogos ao glucagon e a insulina humanos, respectivamente.
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A produgdo de AKH ocorre por células neurosecretoras localizadas na corpora
cardiaca, no torax, e sua funcdo principal esta relacionada a mobilizagéo de lipideos do corpo
gorduroso. A lipdlise se inicia com a acdo do AKH sobre a TGL quando ocorrem mudancas
bruscas na necessidade de lipideos ou quando a lipase Brummer (Bmm) - homologo da ATGL
de mamiferos - é acionada para manter os niveis lipidicos no nivel metabdlico basal (TOPRAK,
2020). Estudos demonstraram que moscas mutantes para Bmm apresentam deficiéncia no
transporte de lipideos e sdo obesas (GRONKE et al., 2005).

Alguns motivos explicam a escolha de analisar a expressdo do receptor do hormonio
adipocinético nesse projeto: 0 AKH é produzido somente na corpora cardiaca e a dissecagao
desse 6rgao é complicada; além disso, seu gene € pequeno e dificil de identificar. Logo, a
expressao do receptor € a melhor escolha para averiguar os impactos da dieta no metabolismo

do inseto.

Figura 10 — Mecanismo de acdo do hormonio adipocinético (AKH).
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lipideos; PLC — fosfolipase C; PIP2 — fosfatodilinositol 4,5-difosfato; PKA — proteina quinase
dependente de AMP ciclico; PKC — proteina quinase dependente de calcio; SIK3 — quinase 3 induzida
por calcio; TGL — triglicerideo lipase; Lipolysis — lipdlise.

Fonte:  TOPRAK, 2020.

As ILPs sdo responsaveis por regular os niveis de carboidrato circulante na hemolinfa e
sdo elementos-chave no crescimento, reproducdo e respostas ao estresse no inseto. Elas sdo
secretadas pelas células produtoras de insulina localizadas no cérebro. Enquanto sua secrecao

é aumentada pela quantidade de carboidratos, ela diminui durante a fome (TOPRAK, 2020).

Figura 11 — Mecanismo de acao dos peptideos similares a insulina (ILPs).
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Legenda: AKT — proteina serina-treonina quinase; Ca — calcio; ER - reticulo endoplasmatico; G — proteina G;

HDAC4 — histona diacetilase 4; ILP — peptideo similar a insulina; InR — receptor de insulina; IPC —
células produtoras de insulina; LKB1 — quinase hepatica B1; PI3K — fosfoinositideo-3-quinase classe I;
PIP2 — fosfatodilinositol 4,5-difosfato; PIP3 — fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; SERCA - ATPase de
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calcio do reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico; SIK3 — quinase 3 induzida por célcio; Lipogenesis
— lipogénese;
Fonte:  TOPRAK, 2020.

E proposto que a via de sinalizagdo desse hormonio seja conservada em insetos. Durante
niveis elevados de nutrientes na hemolinfa, a via é ativada principalmente quando as ILPs se
ligam ao receptor de insulina (InR) na membrana da célula. Logo, Chico, que é o substrato
desse receptor, é recrutado e ativa a fosfoinositideo-3-quinase classe | (PI3K). Este ultimo é
responsavel por catalisar a adicdo do grupamento fosfato ao fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2), formando fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O aumento de PIP3 leva ao
recrutamento da proteina quinase B (PKB), também denominada proteina serina-treonina
quinase (AKT), & membrana. Através da fosforilacdo, AKT inibe a atividade da foxO —
forkhead box O (TOPRAK, 2020). A fosforilacdo de foxO pela AKT inibe funcOes
transcricionais de foxO e contribui para o crescimento e proliferacdo celular. Em mamiferos,
foxO é um supressor de tumores de varios tipos de cancer (ZHANG et al., 2011). Ao inibir a
atividade de foxO, as ILPs ativam a proteina ligadora de elemento responsivo a esterol (SREBP)
— um fator de transcricdo responsavel por regular genes que estdo envolvidos na sintese de
acidos graxos de novo, acarretando no armazenamento de reservas energéticas como TAG
(TOPRAK, 2020).

Sintese de acidos graxos de novo

A lipogénese de novo é caracterizada pela sintese enddgena de &cidos graxos através de
substratos ndo lipidicos, tais como carboidratos, carboidratoes e aminoacidos A atividade da
sintese de acidos graxos de novo aumentada esta relacionada com o consumo exagerado de
carboidratos e baixa atividade fisica (IMAMURA et al., 2020). Além disso, em mamiferos,
estudos preconizam que niveis elevados de metabolitos dessa via contribuem para a ocorréncia
de doengas como o cancer, esteatose hepatica ndo alcodlica e diabetes do tipo 1l (KELLY et al.,
2020).

Quando a célula apresenta altos niveis de ATP e Acetil-CoA, ocorre um estimulo a

sintese. Isso se da devido ao fato de que concentracdes elevadas de ATP inibem a isocitrato
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desidrogenase, bloqueando assim o fluxo do citrato para o Ciclo de Krebs. Esse bloqueio, por
sua vez, promove a sintese de lipideos (NELSON; COX, 2014).

A lipogénese de novo é catalisada primordialmente por duas enzimas citosdlicas: a
acetil-CoA carboxilase (ACC) e a acido graxo sintase (FASN). O acetil-CoA ¢é metabolizado
em malonil-CoA pela agdo da ACC e, posteriormente, esse Ultimo é transformado em palmitato
pela FASN. Por regular diretamente os niveis de malonil-CoA — que é um regulador alostérico
da CPT1 (carnitina palmitoilaciltransferase 1), enzima responsavel pelo transporte de acidos
graxos para a mitocondria para a beta oxidacdo — a ACC é uma chave critica de transicéo entre
sintese e beta oxidacdo de &cidos graxos. Apesar de produzir palmitato na reacdo final, os
produtos iniciais da acdo da FAS podem ser alongados ou dessaturados, o que garante uma
producdo de diversas espécies de acidos graxos. E necessario um alto nivel energético para cada
reacdo de condensacdo: uma quantidade de ATP significativa, 8 moléculas de acetil-CoA e 2
NADPH. Para sintetizar o palmitato, mais 14 NADPH s&o necessarios. Por ser altamente
metabdlico e para que ocorra apropriadamente, a sintese de novo é regulada por fatores de
transcricdo, como a SREBP-1 (WALLACE E METALLO, 2020; KELLY et al., 2020).

Apesar de produzir varias espécies de acidos graxos, o acido palmitico (16:0) é seu
principal produto, sendo assim armazenado como reserva energética sobre a forma de
triacilglicerol (IMAMURA et al., 2020).

B-oxidacdo de 4cidos graxos

A B-oxidacdo, processo de oxidagdo de &cidos graxos, € um sistema catabolico
altamente eficiente que produz uma consideravel quantidade de energia para 0 metabolismo
celular. Sua capacidade de geracdo de ATP varia, podendo resultar na producéo de 106 a 129
moléculas de ATP, dependendo do comprimento da cadeia de carbonos nos acidos graxos
oxidados (JANG et al., 2020).

Os substratos essenciais para 0 processo de oxidacdo dos &cidos graxos mitocondriais
sdo provenientes de trés origens distintas: 1) acidos graxos da dieta ou transferidos de outros
tecidos, que entram na corrente sanguinea; 2) a sintese de acidos graxos de novo; 3) acidos
graxos resultantes da quebra de fosfolipideos e triglicerideos dentro das células (GUERRA et
al., 2022).
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Enquanto os &cidos graxos de cadeia pequena e média atravessam a membrana
plasmética e mitocondrial por difusdo passiva, sendo convertidos a acil-CoA dentro da matriz
mitocondrial, os de cadeia longa atravessam a membrana plasmatica com a ajuda de proteinas
transportadoras (FATPs), translocase (FAT) e a proteina de ligacéo a acidos graxos (FABPS),
e sdo convertidos a acil-CoA ainda no citosol pela acdo da acil-CoA sintetase. Como a
membrana mitocondrial € impermedvel a ésteres de acil-CoA de cadeia longa, a carnitina
palmitoilaciltransferase 1 (CPT1) é responsavel por catalisar a formacdo de acilcarnitinas
(CARs) a partir de acil-CoA e carnitina. Em seguida, a carnitina-acilcarnitina translocase
(CACT) realiza a troca entre a acilcarnitina por uma molécula de carnitina livre da matriz
mitocondrial. Por fim, a carnitina palmitoilaciltransferase 2 (CPT2) esterifica a acilcarnitina

dentro da matriz mitocondrial em éster de acil-CoA novamente (GUERRA et al., 2022).

Figura 12 — Entrada de &cido graxo na mitocondria através do sistema transportador

acilcarnitina — carnitina.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

Com as moléculas de acil-CoA dentro da mitocondria, a p-oxidagdo tem inicio. Esse
processo é dividido em quatro reagdes bioquimicas: oxidacgdo, hidratagcdo, segunda oxidacao e
tiolise. Cada ciclo da oxidacéo é marcado pela remocéo de uma molécula de acetil-CoA do éster
de acil-CoA, reduzindo a cadeia em dois carbonos. A primeira etapa de oxidacdo é catalisada
pela acil-CoA desidrogenase, responsével pela introducdo de uma ligacdo dupla na cadeia
saturada, gerando um derivado de 2-trans-enoil-CoA. O poder redutor gerado por essa reacao &
transportado até a ubiquinona por uma flavoproteina transportadora de elétrons. A segunda
etapa ¢ catalisada pela enoil-CoA hidratase. Essa enzima faz a hidratacéo de 2-trans-enoil-CoA

em derivados de 3-L-hidroxiacil-CoA. Em seguida, durante a terceira etapa, a 3-L-hidroxiacil-
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CoA desidrogenase oxida os ésteres de 3-L-hidroxiacil-CoA em 3-cetoacil-CoA. Por fim, a 3-
cetoacil-CoA tioelesterase catalisa a quarta e Ultima etapa da oxidacdo de &cidos graxos, onde
ocorre uma clivagem tiolitica da cadeia de 3-cetoacil-CoA pelo grupo tiol de uma segunda
molécula de coenzima A. Essa clivagem resulta em um acetil-CoA e um éster de acil-CoA
encurtado por dois &tomos de carbono. Como exemplo, a oxidacdo de palmitoil-CoA (16:0)
gera oito moléculas de acetil-CoA (ANDEVA-ANDANNY et al., 2019).

Os acetil-CoA resultantes desse processo catabdlico seguem para o ciclo de Krebs, onde
serdo oxidados a gas carbénico. O poder redutor (NADH e FADH) gerado pela B-oxidacao e
pelo ciclo do &cido citrico sdo encaminhados para a cadeia transportadora de elétrons
(NELSON; COX, 2014).

Figura 13 — Representacdo esquematica da -oxidacao.
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Fonte:  adaptado de NELSON; COX, 2014.
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Dietas hipercaldricas

Em individuos obesos é descrito que, além de haver relagéo direta com as comorbidades
citadas anteriormente, uma diminui¢do na qualidade e no tempo de vida, aumento no estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial e imunolégica e inflamacéo cronica de baixo grau também
estdo associadas a essa sindrome metabolica (HAWAI et al., 2021).

As adipocinas secretadas pelo tecido adiposo branco (TAB) estdo envolvidas em
processos metabdlicos e cascatas de sinalizagdo regulando a sinalizagéo de insulina, captagdo
de glicose e a oxidacdo de acidos graxos. Contudo, conforme o individuo continua a ganhar
peso, especialmente lipideo visceral que se acumula ao redor dos oOrgaos, os adipdcitos
expandem seu tamanho para além da capacidade maxima. Esse processo hipertréfico leva ao
estresse celular, onde os adipGcitos sdo responsaveis por comprimir 0s vasos sanguineos ao
redor, reduzindo o suprimento de oxigénio e nutrientes para as células adiposas, causando
hipdxia. Esses adipocitos disfuncionais secretam citocinas pro-inflamatorias na fracao vascular
estromal, tais como TNF-a e IL6, que acabam atraindo macrofagos para o tecido adiposo,
levando a formac&o de estruturas similares a coroas — crown-like structures. A inflamag&o
cronica de baixo grau gerada pelos macréfagos acarreta em: 1) resisténcia a insulina, pois eles
interferem na capacidade da célula de responder a insulina, gerando hiperglicemia; 2) disfuncéo
metabolica, aumentando o risco de doencas cardiovasculares; 3) lipotoxicidade gerada pela
liberacdo de acidos graxos, havendo acumulo ectdpico de lipideos em 6rgdos ndo proprios para
armazenamento, como o figado (SOUZA-TAVARES et al., 2023); 4) estresse do reticulo
endoplasmatico, 5) aumento na producao de espécies reativas do oxigénio (FERNANDES-DA-
SILVA et al., 2021). Estudos em humanos e camundongos confirmam esse quadro (HAWAI et
al., 2021).

Apesar de ser um distdrbio metabélico fatorial, estudos epidemioldgicos apontam que
a ingestdo de alimentos hipercaloricos — principalmente carboidratos e/ou acidos graxos — €
uma das principais causas da incidéncia da obesidade na atualidade (PINHEIRO-CASTRO et
al., 2019).

Estudos foram conduzidos tanto em humanos quanto em camundongos utilizando dietas
hipercaldricas a fim de induzir fenotipos similares a obesidade e diabetes do tipo Il; no entanto,
é igualmente valido considerar pesquisas realizadas em insetos com o mesmo objetivo. Em
2010, utilizando D. melanogaster, o pesquisador Ryan Birse e colaboradores demonstraram que

adieta hiperlipidica (HFD) — high fat diet — é capaz de causar fendtipos da Sindrome Metabolica
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em insetos de forma similar aos mamiferos, onde foi observado um aumento na quantidade de
TAG do corpo inteiro da mosca, desregulacdo na homeostase insulinica e da glicose, além de
alteracdes cardiovasculares que mimetizam a cardiomiopatia diabética humana (BIRSE et al.,
2010). Em complemento a esses achados, outros trabalhos também mostram que a dieta
suplementada com a lipideo extraida da polpa do coco altera a capacidade de escalada, o
comportamento reprodutivo, a fecundidade, tolerancia ao frio e reducdo da expectativa de vida
da mosca (EICKELBERG et al., 2022). O mesmo tipo de inducdo metabdlica foi realizado em
outro inseto, conhecido como Chrysomya megacephala, demonstrando que a HFD diminui o
tamanho e o peso das larvas dessa mosca (LI et al., 2014).

Apesar do metabolismo de lipideos ser principalmente coordenado por nutrientes como
carboidratos e acidos graxos, alguns estudos ja relataram que processos metabdlicos como a
homeostase energética, o metabolismo de glicose e de lipideos estdo associados com a
composicdo da microbiota intestinal, havendo uma interrelagéo entre o metabolismo lipidico e
os metabolitos microbiais. A composicao dietética tem um papel central na modulacdo da
microbiota intestinal, dado que os nutrientes da dieta sdo metabolizados em metabdlitos por
esses microrganismos e a dieta é capaz de alterar a composicdo da microbiota. Logo,
perturbacdes metabolicas também estdo associadas a alteracfes na microbiota intestinal
(SCHOELER & CAESAR, 2019).

Explorando a abelha Apis mellifera e como diferentes quantidades e tipos de lipideo
afetam seu metabolismo, pesquisadores descobriram que a HFD, principalmente o éleo de
palma, provocou diminuicdo na sobrevivéncia das abelhas, hiperglicemia e acimulo de TAG.
Porém, esses mesmos fendtipos nao foram vistos em abelhas que ndo apresentavam microbiota
intestinal. Com isso, evidencia-se que a HFD possui uma participacdo chave na digestao e causa
um desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal desse inseto (ZHENG et al., 2018).

Dietas ricas em carboidratos também foram testadas para investigar o efeito metabdlico
causado na mosca da fruta. Em 2011, a pesquisadora Laura Musselman e colaboradores
demonstraram que larvas da D. melanogaster alimentadas com dieta rica em sacarose (HSD) —
high sugar diet — apresentam niveis de trealose (principal carboidrato presente na hemolinfa
dos insetos) e glicose aumentados, indicando hiperglicemia, resisténcia a insulina e acimulo de
lipideo. Além da presenca desses marcadores de fenotipos da diabetes do tipo 11, as moscas
também apresentam a expressdo de genes relacionados aos processos de sintese e degradagéo
de acidos graxos — lipogénese e -oxidacéao, respectivamente — e sintese de glicose a partir de
componentes ndo-glicidicos — a gliconeogénese — aumentados (MUSSELMAN et al., 2011).

Além dessas descobertas, em 2023, outros pesquisadores confirmaram que moscas fémeas
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alimentadas com uma dieta rica em carboidrato tornam-se rapidamente obesas e menos férteis
devido ao aumento na morte precoce de cistos germinativos e foliculos vitelogénicos (NUNES
& DRUMMOND-BARBOSA, 2023)

Na mosca de mesmo género, Drosophila sechellia, a dieta rica em glicose impacta a
fungdo imune, mudanga na microbiota e desorganizagdo da estrutura epitelial intestinal da
mosca, acarretando em uma diminuicdo na expectativa de vida. (ABE et al., 2022).

Em comparacdo as dietas hiperglicidicas e hiperlipidicas, trabalhos com dietas ricas em
proteinas (HPD) — high protein diet — sdo escassas e 0s resultados observados dependem das
espécies que sio expostas as mesmas. E dito que a prevaléncia de proteinas sobre carboidratos
na dieta de animais onivoros diminui a longevidade, contudo, em insetos modelo a dieta rica
em proteina acelera o desenvolvimento e maximiza a fecundidade (YURKEVYCH et al.,
2020). Se tratando da D. melanogaster, a dieta hiperproteica diminui sua longevidade, acelera
0 metabolismo e goticulas lipidicas (LI et al., 2022) e promove a producdo de ovos (ZANCO
et al., 2021). Trabalhos com outros insetos submetidos a dietas hiperproteicas também foram
realizados. Larvas de A. mellifera alimentadas com dieta rica em proteina apresentam uma taxa
de sobrevivéncia baixa, diminuindo a emergéncia de abelhas adultas (NICHOLLS et al., 2021).
Nos grilos mérmon, Anabrus simplex, a alimentagdo rica em proteinas é responsavel por
aumentar a resisténcia a infeccao flngica e a atividade profenoloxidase, componente essencial
do sistema imunolégico de muitos artropodes (SRYGLEY & JARONSKI, 2018). Por outro
lado, o besouro Nicrophorus vespilloides apresenta o quadro inverso quando alimentado com
dieta hiperproteica, além de uma reducéo na quantidade de bactérias na hemolinfa (MILLER &
COTTER, 2018).

Por fim, conclui-se que dietas hipercaldricas sdo responsaveis por induzir distdrbios
metabolicos que vdo desde o acumulo de lipideo até baixa fertilidade em diversos insetos.
Contudo, apesar de ser muito explorado para outros fins, 0 metabolismo lipidico do besouro T.
castaneum é pouco estudado, havendo poucas informacgdes disponiveis na literatura. Em
estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, demonstramos que larvas de 3
milimetros apresentam acumulo de TAG e aceleracdo de seu desenvolvimento quando
alimentadas com HFD feita com gema de ovo em p6 (MOURA-SILVA et al., 2023), sem
causar fendtipos diabéticos. Dito isso, esse projeto visa explorar outras fontes caloricas e
investigar os efeitos metabolicos na fisiologia e metabolismo de larvas de 5 milimetros do T.

castaneum ao serem desafiadas por essas dietas obesogénicas.
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1.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos de dietas hipercaldricas sobre 0 metabolismo e fisiologia do besouro

Tribolium castaneum.

1.2. Objetivos especificos

Esse trabalho teve como objetivos especificos:

a) Otimizar diferentes composicdes de dietas hiperproteicas, hiperglicidicas e

hiperlipidicas para a inducdo do acumulo de lipideo nas larvas;

b) Avaliar o impacto das dietas hipercal6ricas obesogénicas sobre os seguintes

parametros:

o

o

Hiperglicemia, estimada pela quantidade de glicose e trealose nas larvas;
Expressdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose e lipideos, e em
vias de sinalizacdo hormonais, nas larvas;

Capacidade lipogénica das larvas, estimada pela atividade da ATP-citrato
liase (ACLY).

Capacidade de desenvolvimento, estimada pelo tamanho ao atingirem o

vigésimo primeiro dia de alimentacao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Tribolium castaneum, a coldnia

Os besouros utilizados para esse projeto foram mantidos em estufa com demanda bioldgica
de oxigénio, em uma temperatura ambiente de 30 °C. Eles foram alimentados com uma dieta
padrdo de farinha de trigo comercial (Bunge Alimentos, aproximadamente 70 % carboidratos,
11 %, proteinas e 1 % lipidios, enriquecida com 4 a 9 mg de ferro e 140 a 220 microgramas de
acido félico por 100 g). O seu meio de vivéncia, ou seja, a farinha de trigo foi trocada
semanalmente.

A coleta dos ovos de T. castaneum para dar seguimento ao projeto foi feita de forma
sincronizada, ou seja, a limpeza dos frascos dos adultos é feita com peneiras granulométricas
de 700 um e 300 um e os ovos sdo coletados no dia seguinte. Com isso, sabe-se que a quantidade
de ovos recolhida foi posta em um intervalo de 24 horas e todos eclodirdo aproximadamente no
mesmo intervalo de tempo.

A escolha de trabalhar com larvas do T. castaneum é devido ao fato de que elas estdo em
constante alimentacdo e 5 milimetros é o tamanho maximo que esses insetos atingem antes de
empupar, ou seja, € momento de maior alimentagdo com a finalidade de acumular reservas

energéticas necessaria para a metamorfose que vem a seguir.

2.2. Montagem de dietas hipercaldricas

A dieta padrdo de farinha de trigo foi suplementada com diferentes concentracdes de
proteina, lipidios ou de carboidratos. A HFD foi estabelecida com duas fontes alternativas de
lipideos: uma de lipideo vegetal com adicdo crescente de azeite (Olisur, 90% de lipideos totais
e aproximadamente 13% de lipideos saturadas) até 15% v/p, e outra de lipideo animal com
adicdo crescente de gema de ovo em po (Shinoda Alimentos) até 60% p/p.

A HSD foi suplementada com adigdes crescentes de glicose ou sacarose, com proporcoes
de até 60% p/p. Ja a HPD foi estabelecida com adi¢des crescentes de triptona, com proporcdes
de até 60% p/p. Essas dietas foram montadas e baseadas de acordo com um projeto realizado
com D. melanogaster (MUSSELMAN et al., 2011). Todas as concentragfes tiveram um

volume final total de 20 g, ou seja, a farinha de trigo mais a suplementacdo escolhida.
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Tabela 2 — Tabela nutricional das dietas estabelecidas.

Quantidade em kcal

Dietas

Carboidrato Proteina Lipideo
Farinha de trigo 83% 13% 4%
5% gema de ovo em po (p/p) 75% 14% 11%
10% gema de ovo em po (p/p) 68% 14% 17%
15% gema de ovo em po (p/p) 62% 15% 23%
5% sacarose/glicose (p/p) 84% 12% 4%
10% sacarose/glicose (p/p) 85% 11% 4%
15% sacarose/glicose (p/p) 86% 11% 3%
30% sacarose/glicose (p/p) 89% 9% 2%
60% sacarose/glicose (p/p) 94% 5% 1%
5% triptona (p/p) 78% 18% 4%
10% triptona (p/p) 73% 23% 4%
15% triptona (p/p) 68% 28% 4%
30% triptona (p/p) 55% 42% 3%
60% triptona (p/p) 30% 69% 1%
5% azeite (v/p) 71% 11% 18%

2.3. Quantificacdo de proteina total

A dosagem de proteinas foi realizada seguindo o protocolo Lowry, descrito em 1951
(LOWRY, 1951). Para isso, foi utilizado tartarato de sodio, sulfato cuproso, agua destilada,
reagente Folin-Ciocalteau e solugéo cuproalcalina (SCA) (2 % Na,C05 em 0,1N NaOH).
As larvas alimentadas com dietas hipercaloricas foram homogeneizadas em 300 uL de PBS
(tampéo fosfato-salino 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM), quatro semanas apos a alimentacao.

A quantificacdo de proteinas foi lida em um leitor de placas apds as amostras terem sido
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pipetadas em uma placa de 96 pocos. 40 uL de 4gua destilada foi adicionada no primeiro
pogo para ser o branco, havendo uma redugdo de 5 pL para cada ponto da curva padrio até
o limite de 20 puL de agua total. Em seguida, foi adicionado de 0 pL a 20 uLL de BSA 0,02
% p/v (albumina bovina sérica). 200 pL de SCA foram pipetados em cada poco e, ao final,
20 pL de reagente Folin-Ciocalteau (diluido em agua destilada na proporgéo de 1:2). Os
pocos destinados as amostras receberam 35 uL de dgua destilada e 5 pLL de amostra (diluida
em agua destilada na proporcéo de 1:10). As mesmas quantidades de SCA e Folin utilizadas
na curva padrao de albumina foram utilizadas para as amostras. Por fim, a placa foi incubada
em temperatura ambiente por trinta minutos e, em seguida, as amostras foram lidas por um
espectrometro leitor de placa com absorbancia de 660 nm, obedecendo a lei de Lambert-
Beer, e a quantificacdo de proteinas foi calculada comparando a absorbancia das amostras
com a curva padréo de albumina de soro bovino.

O objetivo desse ensaio utilizando o método Lowry (LOWRY, 1951) foi normalizar os
resultados das amostras de triacilglicerol, glicose e trealose, glicogénio, e atividade
enzimatica da ACLY. O objetivo dessa normalizacdo tem como base descontar as possiveis
diferencas de tamanho que as larvas possam apresentar durante as coletas. Para esse
experimento, foram utilizados 10 tubos de cada concentragéo das dietas contendo 3 larvas

de 5 milimetros.

2.4. Quantificacao de triacilglicerol (TAG)

A quantificacdo de TAG nas amostras foi realizada através de um ensaio colorimétrico
enzimatico. Para isso, as larvas alimentadas com dietas hipercaléricas foram
homogeneizadas em 300 puL de PBS (tampao fosfato-salino 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM),
quatro semanas apés a alimentacdo. A quantificacdo foi realizada apos as amostras terem
sido pipetadas em uma placa de 96 pogos. 10 pLL de amostra foram adicionados a 200 pL
de reagente do kit clinico Triglicérides Monoreagente (Interteck Katal) e incubadas a 37 °C
por trinta minutos. A absorbancia foi medida a 540 nm, e a quantidade de TAG foi calculada
comparando a absorbancia das amostras com a de uma curva padréo de glicerol. Para a
realizacdo dessa dosagem, foram utilizados 10 tubos de cada concentragdo das dietas

contendo 3 larvas de 5 milimetros.
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2.5. Quantificacdo de carboidrato total, trealose e glicogénio

Essas dosagens seguiram um protocolo j& estabelecido e realizado com mosquitos

(HANDEL, 1985). Para tal, foi utilizado reagente Antrona (30 mL de &gua destilada, 76 mL

de H,S0,, 150 mg de antrona), &gua destilada e padrdo para cada um dos carboidratos totais

e glicogénio (1 mg/ml em etanol 25 % v/v).

2.5.1.

2.5.2.

Preparacao das amostras

As larvas alimentadas com triptona ou azeite foram homogeneizadas em 100 pL
de PBS (tampéo fosfato-salino 10 mM, pH 7,4, NaCl 150mM). Uma aliquota de 10 pl
foi separada para dosagem de proteina (amostras diluidas 1:50). O restante foi
adicionado de 90 uL de sulfato de sodio 4 % p/v. As amostras foram divididas pela
metade em dois tubos de microcentrifuga, 1 mL de etanol foi adicionado a cada um,
sendo posteriormente agitados no vortex. Em seguida, os tubos foram centrifugados por
1 minuto a 3.000 g O sobrenadante foi utilizado para dosagem de carboidrato total e
trealose, enquanto que o precipitado foi utilizado para quantificacdo de glicogénio.

Determinacdo de carboidrato total

A quantificacdo foi realizada ap6s as amostras terem sido pipetadas em uma
placa de 96 pocos. Devido a necessidade de utilizar o banho seco, a curva padréao e as
amostras foram preparadas primeiramente em tubos de microcentrifuga. Para o branco,
100 puL de agua destilada foram adicionados. Para a curva padréo, foram estabelecidos
pontos de 5 uL, 10 uL, 20 puL e 40 puL de padrao de glicose, os quais foram completados
com etanol até atingirem um volume final de 100 pL. Em seguida, 1 mL de antrona foi
adicionado a cada tubo. Ja os tubos com amostras receberam 100 pL. de amostra ¢ a
mesma quantidade de antrona adicionada a curva. Por fim, as amostras foram incubadas
em banho seco a 90 °C por 17 minutos, e 200 pL foram despejados na placa de 96 pocos

e lidos por um espectrémetro leitor de placa com absorbancia de 625 nm. A
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quantificacdo de glicose foi calculada comparando a reagdo por antrona das amostras e
a curva padrdo de glicose (10 mg/ml). Para essa dosagem, foram utilizados 10 tubos de

cada concentracdo, contendo 6 larvas de 5 milimetros cada.

Determinacdo de trealose

A quantifica¢do de trealose foi realizada ap6s 500 pL de amostra terem sido
incubados a 90 °C, com a tampa do tubo aberta, para evaporar o metanol e concentrar o
carboidrato. Foram coletados 100 pL ao final para a realizagdo do experimento. Devido
a necessidade de utilizar o banho seco, a curva padrdo e as amostras foram preparadas
primeiramente em tubos de microcentrifuga. Para o branco, 100 uL. de dgua destilada
foram adicionados. Para a curva padrdo, foram estabelecidos pontos de 5 uL, 10 puL, 20
uL e 40 uL de padrao de trealose, os quais foram completados com etanol até atingirem
um volume final de 100 pL. Foi adicionado 50 uL. de HC1 1M em todos os tubos, que
foram incubados a 90°C por 7 (sete) minutos. Em seguida, 150 uL. de NaOH 1M também
foram adicionados aos tubos, que foram incubados a 90°C por mais 7 (sete) minutos.
Por fim, 1 mL de antrona foi adicionado aos tubos, que foram incubados por 17
(dezessete) minutos. Posteriormente, 200 uL. foram despejados na placa de 96 pogos e
lidos por um espectrometro leitor de placa com absorbancia de 625 nm. A quantificacao
de trealose foi calculada comparando a reagdo por antrona das amostras com a curva
padrdo de trealose (10 mg/ml). Para essa dosagem, foram utilizados 10 tubos de cada

concentracdo, contendo 6 larvas de 5 milimetros cada.

Determinacdo de glicogénio

A quantificagdo de glicogénio foi realizada ap0s o pellet formado ter sido
ressuspendido em 100 pL de metanol.
A quantificacdo foi realizada apds as amostras terem sido pipetadas em uma

placa de 96 pocos. Devido a necessidade de utilizar o banho seco, a curva padréo e as
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amostras foram preparadas primeiramente em tubos de microcentrifuga. Para o branco,
foram adicionados 100 pL de 4gua destilada. Para a curva padrdo, foram estabelecidos
pontos de 5 puL, 10 uL, 20 puL e 40 uL de padrao de glicogénio, que foram completados
com etanol até atingirem um volume final de 100 uL. Em seguida, 1 mL de antrona foi
adicionado a cada tubo. Ja os tubos com amostras receberam 100 ul. de amostra e a
mesma quantidade de antrona adicionada a curva. Por fim, as amostras foram incubadas
em banho seco a 90 °C por 17 minutos. Foram despejados 200 pL na placa de 96 pogos
e lidos por um espectrébmetro leitor de placa com absorbancia de 625 nm. A
quantificacdo de glicogénio foi calculada comparando a reagdo por antrona das amostras
com a curva padrdo de glicogénio (10 mg/ml). Para essa dosagem, foram utilizados 10

tubos de cada concentracdo, contendo 6 larvas de 5 milimetros cada.

2.6. Analise de expressao génica por PCR quantitativo e transcriptoma

Para analisar o efeito das dietas hipercal6ricas na expressao de genes envolvidos no
metabolismo de lipideos, carboidratos e na sinalizacdo enddcrina do T. castaneum, larvas
de 5 milimetros foram coletadas e submetidas aos processos descritos abaixo.

2.6.1. Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total, larvas de 5 milimetros (5 larvas por tubo) foram
homogencizadas em 500 pL de TRI Reagent (Sigma-Aldrich) em tubos de
microcentrifuga e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 3.000 g) por 15 (quinze) minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros tubos de microcentrifuga e foi adicionado
200 pL de cloroférmio a cada um. As amostras foram levadas ao vortex por 10 (dez)
segundos e centrifugadas novamente a 3.000 g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
(200 pl) foram transferidos mais uma vez para outros tubos de microcentrifuga e 200
pL de isopropanol foram adicionados. As amostras foram misturadas por inversao,

incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 3.000 g por 15
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minutos a 4 °C novamente. Os sobrenadantes foram descartados, os precipitados lavados
com 1 mL de etanol 70 % e centrifugados uma Ultima vez a 3.000 g por 15 minutos a 4
°C. Os sobrenadantes foram descartados novamente e os pellets de RNA formados
foram ressuspendidos em 50 uLL de H20-DEPC 0,1 % (Sigma-Aldrich).

Dosagem de RNA

As amostras de RNA foram dosadas com Nanodrop Lite (Thermo Fischer
Scientific). Em seguida, a qualidade das amostras de RNA foi verificada por eletroforese
em gel de agarose 1 % (20 mL de TAE (Tris-Acetato-EDTA,; Tris-Acetato 2M, EDTA
0,05M, pH 8) 1x com 0,2 g de agarose), 70 V por 30 minutos.

Remocéo da contaminacdo por DNA gendmico

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich). Em um tubo
de 0,2 mL no gelo, foram adicionados 1 pg de RNA total, 1 uL do tampao de DNase |
10 x, 1 uLL de DNase I (1 U/uL) e H20-DEPC em quantidade suficiente para completar
10 puL de volume final. As amostras foram incubadas por 30 (trinta) minutos a 37 °C no
termociclador e depois adicionado 1 pL. de EDTA 25 mM. As amostras foram incubadas

novamente no termociclador a 65°C por 10 minutos.

Sintese da primeira fita de DNA complementar

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reserve
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Aos 11 pL obtidos ao final
do tratamento para remocdo de DNA gendmico, foram adicionados 2,2 de tampéo de
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reacdo (10 x), 0,9 uL. de ANTP (100 mM), 2,2 uLL de iniciadores aleatérios (10 x), 1,1
pL de Transcriptase Reversa (50 U/uL) e H20-DEPC 0,1 % para completar 22 pL de
volume final. Um tubo extra foi utilizado com a Gltima amostra para ser o controle
negativo (sem Transcriptase Reversa, volume substituido por H20-DEPC 0,1%). As
amostras entdo foram incubadas por 10 minutos a 25 °C e depois a 37 °C por 2 horas no
termociclador. Ao final, as amostras de cDNA foram diluidas 5 x completando um

volume de 110 puL e mantidas a -20 °C até 0 momento de uso.

2.6.5. PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas em um termociclador
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) usando qPCRBio SyGreen
Mix (PCR Biosystems) de acordo com o protocolo descrito abaixo.

A cada pogo de uma placa dptica de 96 pogos foram adicionados 7,5 pL do
qPCRBio SyGreen Mix (2 x), 3 uL de amostra de cDNA, valores que variam de 0,15
pL a 0,6 uL de cada iniciador senso e anti-senso de cada gene e H20-DEPC 0,1 % para
completar 15 pL de volume final. Tanto os brancos (preenchidos com agua livre de
nuclease) como os pontos experimentais foram realizados em duplicatas. O programa
de variacdo de temperatura utilizado por: 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos e 60 °C de 45 segundos, seguido por uma curva de dissociacao. A eficiéncia
de amplificacéo foi determinada pelos ciclos de quantificacdo (Cq) obtidos a partir de
gPCR utilizando cDNA diluido em série como template.

As sequéncias e concentragdes dos primers utilizados para amplificacdo dos
genes analisados em T. castaneum nesse projeto estdo descritos na tabela a seguir
(Tabela 3). A expressdo génica da proteina ribossomal S18 foi utilizada como gene
referéncia (TOUTGES et al., 2010). Os valores de expressao génica sdo relativos a

expressao do gene de referéncia.

Tabela 3 — Sequéncia de primers e concentragdes utilizados para gPCR.

GenelD (BeetleBase) | Concentracdo Sequéncia do Primer Volume

TcACLY (TCO015096) 600 nM Foward - 5’-TGGTGTATTGGGACCTGTGC-3* | 0,6 uL
Reverse - 5’-TTGGCCGTTGCTGTTTCTTG-3’
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TcFAS (TC011322) 300 nM Foward - 5°-CCCAAGGAACAATTGGCAGC-3* | 0,3 uL
Reverse - 5>-GAGCGTGACTGGACCTTTGA-3’
TcG6PDH 600 nM Foward - 5’-TGAATGAACGGAAGGCCGAA-3’ | 0,6 uL
(TC013648) Reverse - 5>-TGCACCCTGATGACCAGTTC-3
TcACC (TC015612) 150 nM Foward -5’-CAGGAGGACATTTTCCCCCAA-3’ | 0,15 uL
Reverse - 5°>-CGATGAGTGCCTTTTGCTCC-3’
TcACSL5 (TC006471) 300 nM Foward - 5°>-GCGGTGGAGGAACATGGAC-3’ 0,3 uL
Reverse - 5°>-TGGCTAGGTAGAAGGCCGAA-3’
TcDGAT (TC014471) 300 nM Foward - 5>-CAGTGCCTTCTTCCACGAGT-3’ 0,3 uL
Reverse - 5>-GATGTTGCTGAGCGGGATCT-3’
TcBmm (TC007628) 300 nM Foward - 5°-GGGTATTCAAACACCGGGGA-3* | 0,3 uL
Reverse - 5’-CCGCAGCCATCAACTTGGTA-3’
TcCPT1 (TC002462) 600 nM Foward - 5>-TTACATGGACAGGGCGGTTC-3’ 0,6 uL
Reverse - 5-GCTAAAAAGCACGCGAGGAG-3’
TcACSL4 (TC014440) 300 nM Foward - 5>-AAATCCACCCCGATGGTGTC-3’ 0,3 uL
Reverse - 5’-GGGCCTCGACTTTACCCAAA-3’
TcTPS (TC007883) 300 nM Foward - 5>-ATGGCTTATGGGTGGGTTGG-3' 0,3 uL
Reverse - 5°>-CCGTAGGCGTGATATCGTCC-3’
TcAHKR (TC009772) 450 nM Foward - 5’-GGTATGCAGGCGATGCAATG-3" | 0,45 uL
Reverse - 5’-GTCGACACTGATGCAGACGA-3’
TclILP-1 (TC008480) 300 nM Foward - 5’>-CTGTGGGATTTTCGCTTGGC-3’ 0,3 uL
Reverse - 5>-GTAACTCTGGCCCGCATTGA-3’
TclLP-2 (TC007035) 300 nM Foward - 5°-TCCACGGTATGCAAAGGCAA-3 | 0,3 uL
Reverse - 5’-TATGCTGGGACAACGATGGG-3’
TcPEPCK 450 nM Foward - 5°-GGACAAACTCGCCGATGGTA-3’ | 0,45 uL
(TC009072) Reverse - 5-TACGTTCTGGGTCACAAGGC-3
TcGAPDH 450 nM Foward - 5’-GGACAAACTCGCCGATGGTA-3" | 0,45 uL
(TC009072) Reverse - 5>-TACGTTCTGGGTCACAAGGC-3

Legenda: TCACLY — ATP-citrato liase; TcFAS — Acido graxo sintase; TcG6PDH — Glicose-6-fosfato
desidrogenase; TcACC — Acetil-CoA carboxilase; TCACSL5 — Acil-CoA sintetase de cadeia longa 5;
TcDGAT - Diacilglicerol aciltransferase; TcBmm — Lipase brummer; TcCPT1 - Carnitina
palmitoilaciltransferase 1; TCACSL4 — Acil-CoA sintetase de cadeia longa 4; TcTPS — Trealose fosfato
sintase; TCAKHR — Receptor do horménio adipocinético; TclLP-1 — Peptideo similar & insulina 1;
TclLP-2 — Peptideo similar a insulina 2; TcPEPCK — Fosfoenolpiruvato carboxiquinase; TCGAPDH —
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase;

A eficiéncia de amplificacdo, a inclinacdo da curva de cDNA (slope), a

interceptacé@o y e 0 r2 estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 4).




50

Tabela 4 — InformagOes obtidas a partir das curvas de calibragdo dos primers para genes
envolvidos no metabolismo lipidico.

Gene Amplificacédo Slope Interceptacdo y r2 Eficiéncia (%)
(BettleBase) (pb)
TcACLY 98 -3.271+0.186 20.81+0.24 0.9936 102.17
(TC015096)
TcFAS1 102 -3.471+0.049 18.63+0.10 0.9988 94.13
(TC011522)
TcG6PDH 100 -3.341+0.146 22.78+0.21 0.9925 99.21
(TCO013648)
TcACC 109 -3.262+0.212 21.34+0.31 0.9834 102.56
(TC015612)
TcACSL5 110 -3.342+0.053 25.18+0.10 0.9987 99.17
(TCO006471)
TcDGAT 100 -3.405+0.147 26.57+0.27 0.9907 96.65
(TC014471)
TcBmm 105 -3.090+0.104 22.18+0.21 0.9933 110.68
(TC007628)
TcCPT1 99 -3.162+0.044 21.27+0.09 0.9989 107.14
(TC002462)
TcACSL4 99 -3.286+0.413 19.74+0.85 0.9136 101.52
(TC014440)
TcTPS 89 -3.428+0.089 24.33+0.18 0.9953 95.76
(TC007883)
TcAKHR 94 -3.175+0.427 23.83+0.98 0.8471 106.52
(TCO009772)
TclLP-1 109 -3.689+0.116 26.10+0.25 0.9990 86.67
(TC008480)
TclLP-2 103 -3.750+0.136 23.96+0.29 0.9987 84.78
(TC007035)
TcPEPCK 106 -3.038+0.142 19.49+0.39 0.9787 113.39
(TC009072)
TcGAPDH 104 -3.240+0.106 17.82+0.29 0.9895 103.54
(TC006170)

Legenda: TCACLY — ATP-citrato liase; TcFAS — Acido graxo sintase; TcG6PDH — Glicose-6-fosfato

desidrogenase; TcCC — Acetil-CoA carboxilase; TCACSL5 — Acil-CoA sintetase de cadeia longa 5;
TcDGAT - Diacilglicerol aciltransferase; TcBmm - Lipase brummer; TcCPT1 — Carnitina
palmitoilaciltransferase 1; TCACSL4 — Acil-CoA sintetase de cadeia longa 4; TcTPS — Trealose fosfato
sintase; TCAKHR — Receptor do hormdnio adipocinético; TclLP-1 — Peptideo similar a insulina 1;
TclILP-2 — Peptideo similar a insulina 2; TcPEPCK — Fosfoenolpiruvato carboxiquinase; TCGAPDH —
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

2.6.6. RNAseq

Os pellets de RNA formados foram ressuspendidos em 50 uL. de H20-DEPC 0,1

%. As amostras foram dosadas no Nanodrop e sua qualidade verificada por eletroforese

em gel de agarose 1 %, 180 V por 16 minutos. Duas purificagdes com 100 pL de etanol

absoluto e 5 uL de acetato de sodio cada foram necessarias para limpar o fenol

contaminante. Em seguida, as amostras purificadas foram secas em SpeedVac por 1

hora; 5 pg de amostra de RNA em 20 pL de volume final foram necessarios para a
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andlise transcriptbmica. Apos a secagem, as amostras foram enviadas para a empresa
Genone para a realizacdo do sequenciamento dos genes, e 0s dados bioinformaticos
foram lidos em colaboracdo com o professor Rafael Dias Mesquita, do Laboratério de

Bioinformatica, Instituto de Quimica, UFRJ.

2.7. Atividade enziméatica da ATP-citrato liase

A atividade da ACLY foi medida conforme descrito em outro artigo (NASCIMENTO
etal., 2021). Larvas de 5 milimetros de T. castaneum foram homogeneizadas em um tampao
Tris-HCI de 0,1 mM, pH 7,2. As amostras foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos a
4 °C, e o sobrenadante foi coletado. A quantidade de proteina foi medida conforme descrito
acima. As reagdes continham Tris-HCI 100 mM, pH 7,3, MgClI2 10 mM, citrato 20 mM,
ATP 5 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, malato desidrogenase 2 U/ml, NADH 0,15 mM,
coenzima A 0,3 mM e 40 pg de proteina. As reagdes em branco ndo continham coenzima
A. As reac6es foram incubadas a 37 °C por 1 hora, com leituras de absorbancia a 340 nm a
cada minuto. A atividade da ACLY foi estimada pela reducéo da absorbancia a 340 nm,
correspondente a oxidagdo do NADH.

2.8. Desenvolvimento larval

Larvas foram coletadas apds 28 dias da sincronizacdo e medidas utilizando um

microscopio estereoscopico.

2.9. Analise estatistica

Os gréaficos foram gerados utilizando o software GraphPad 9.0.0 e PantherDB para as
anotacgdes génicas. As analises de significancia estatistica foram realizadas apos verificar se
todos os dados seguiam a distribui¢cdo normal. Todos os dados sdo apresentados por média
* EP (erro padrdo). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para as dosagens de TAG com

diversas concentracGes, com excecao da dieta suplementada com azeite que foi utilizado
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teste de Mann-Whitney. O atraso no desenvolvimento foi aferido pelo teste de Qui-
quadrado. Para a expressao génica e a dosagem de carboidratos foram aplicados teste t ndo
pareado, com correcdo de Welch caso houvesse variancia significativa entre as amostras,
ou teste de Mann-Whitney. As diferencas significativas sdo representadas como * p < 0,05,
**p <0,01, *** p <0,001.
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3. RESULTADOS

3.1. Acumulo de triacilglicerol mediado por dietas hipercaloricas e desenvolvimento

3.1.1. Dietas ricas em carboidratos ndo alteram a quantidade de TAG das larvas

Duas fontes de carboidratos foram testadas: a glicose, monossacarideo que é
utilizado como fonte primaria de energia pelas células, e a sacarose, um dissacarideo
que é primeiramente quebrado em glicose e frutose, para depois ser absorvido pelo
intestino. Para investigar os efeitos dos carboidratos no metabolismo do T. castaneum,
larvas do inseto foram expostas a essas dietas suplementadas com glicose (Fig. 14A) ou
sacarose (Fig. 14B), em diferentes concentracdes, desde 0 momento de ecloséo dos ovos
até atingirem 5 milimetros de comprimento. Para as larvas controle, a dieta foi feita
somente com farinha de trigo. Nenhuma das concentracdes de glicose ou frutose foram
responsaveis por alterar a quantidade de lipideo presente no corpo inteiro das larvas de

T. castaneum.

Figura 14 — Dietas suplementadas com glicose ou frutose ndo alteram a quantidade de lipideo

das larvas de T. castaneum.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a diversas concentracdes de dietas
suplementadas com sacarose ou glicose e larvas de 5mm foram coletadas e homogeneizadas em solucéo
tamp&o. A quantidade de triacilglicerol foi medida por meio de um ensaio enzimatico colorimétrico, e
normalizado pela quantidade de proteina pelo método de Lowry. As barras representam a média * erro
padrdo (EP), e cada ponto representa uma amostra. A) Dieta suplementada com glicose ndo altera a
quantidade de TAG, n = 13-16, Kruskal-Wallis, p = 0,3466. B) Dieta suplementada com sacarose ndo
altera a quantidade de TAG, n = 11-13, Kruskal-Wallis, p = 0,9006

Fonte: O autor, 2024

3.1.2. Dietarica em proteina ndo altera a quantidade de TAG das larvas

Para a dieta rica em proteina, a triptona foi utilizada; um hidrolisado da caseina,
proteina do leite. Para investigar os efeitos de uma dieta rica em proteina no
metabolismo do T. castaneum, larvas do inseto foram expostas a essa dieta
suplementada com triptona em diferentes concentragdes, desde 0 momento de ecloséo
dos ovos até atingirem 5 milimetros de comprimento (Fig. 15). Para as larvas controle,
a dieta foi feita somente com farinha de trigo. Nenhuma das concentracGes de triptona
foram responsaveis por alterar a quantidade de lipideo presente no corpo inteiro das
larvas de T. castaneum. Devido a falta de informacdes na literatura referente a HPD
nesse besouro modelo e fazendo uma comparacdo direta com a barra controle, a

concentracédo de 10 % p/p foi levada adiante para investigac6es mais detalhadas.
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Figura 15 — Dieta hiperproteica ndo altera a quantidade de TAG.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a diversas concentragdes de dietas suplementadas
com triptona e larvas de 5 mm foram coletadas e homogeneizadas em tampdo salino. A quantidade de
triacilglicerol foi medida por meio de um ensaio enzimético colorimétrico, e normalizado pela
quantidade de proteina pelo método de Lowry. As barras representam a média + erro padrdo (EP), e
cada ponto representa uma amostra. Dieta suplementada com triptona ndo altera a quantidade de TAG,
n = 10-12, Kruskal-Wallis, p = 0,2533.

Fonte: O autor, 2024

3.1.3. Dietas ricas em lipideo aumentam o TAG e atrasam o desenvolvimento larval

Para avaliar os efeitos de dietas hiperlipidicas, larvas do inseto foram expostas a
duas fontes lipidicas distintas: suplementa¢do com gema de ovo em p0, acidos graxos
saturados; e 6leo de oliva ou azeite, acido graxo monoinsaturado. Larvas do inseto
foram submetidas as dietas em diferentes concentragfes de azeite ou gema de ovo em
po, desde 0 momento de eclosdo dos ovos até atingirem 5 milimetros de comprimento.
Para as larvas controle, a dieta foi feita somente com farinha de trigo. Devido a
dificuldade em homogeneizar o azeite em farinha de trigo, maiores concentragdes néo
puderam ser feitas. Considerando a quantidade de TAG no corpo inteiro do animal,
apenas a dieta rica em azeite apresentou um aumento significativo em sua composi¢édo
(Fig. 16A).
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Figura 16 — Duas fontes de dietas hiperlipidicas, azeite e gema de ovo em p0. Apenas a dieta
suplementada com azeite aumenta significativamente a quantidade de TAG dos insetos

alimentados.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos as dietas suplementadas com azeite ou gema de

Fonte:

ovo em pg, e larvas de 5 mm foram coletadas para contagem e homogeneizadas em tampdo salino. A
quantidade de triacilglicerol foi medida por meio de um ensaio enzimético colorimétrico, e normalizado
pela quantidade de proteina pelo método de Lowry. As barras representam a média + erro padrdo (EP),
e cada ponto representa uma amostra. A) Larvas alimentadas com azeite apresentam aumento de TAG,
n = 22, Mann-Whitney, p = 0,0184. B) Larvas alimentadas com gema de ovo em pd ndo apresentam
alteracGes na quantidade de TAG, n > 11, teste Kruskal-Wallis, p = 0,5930.

O autor, 2024.

Apesar do aumento na quantidade de lipideo ter sido confirmada em apenas uma
das dietas, foi observado um atraso no crescimento e na mortalidade do inseto em ambas
as dietas de forma dose-dependente. Para a observacdo desse fendmeno, maiores
concentragdes foram montadas para alimentacdo suplementada com azeite,

considerando dietas com até 15 % de suplementacgéo (Fig. 17).
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Figura 17 — Larvas alimentadas com dieta suplementada com azeite apresentam um atraso no
crescimento e um aumento na mortalidade de forma dose-dependente.

0% azeite (p/v) 5 % azeite (p/v)

m 27.12% 16 larvas de 3mm
44.07% 26 larvas de 4mm
28.81% 17 larvas de 5mm

m 8.82% 6 larvas de 3mm
30.88% 21 larvas de 4mm
60.29% 41 larvas de 5mm

Total = 68 larvas Total = 59 larvas

10 % azeite (p/v) 15 % azeite {p/v}

mm 25.00% 2 larvas de 3mm
75.00% 6 larvas de 4mm

= 63.00% 17 larvas de 3mm
32.00% 8 larvas de 4mm

Total = 25 larvas Total = & larvas

Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a dieta suplementada com gema de ovo em pé e
as larvas foram coletadas ap6s 28 dias de alimentacdo. As cores nas barras representam a proporcdo de
cada tamanho larval no total de larvas em cada dieta. Dieta suplementada com gema de ovo em pd, n =
313, teste Qui-quadrado, 5 %, p < 0.0001; 10 %, p < 0.0001; 15 %, p < 0.0001; 30 %, p = 0.0785; 60
%, p = 0.0008.

Fonte: O autor, 2024.

Para confirmar o atraso e a mortalidade das larvas alimentadas com gema de ovo
em pod, as mesmas concentracfes da dosagem de TAG foram utilizadas para a coleta e

contagem (Fig. 18).
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Figura 18 — Larvas alimentadas com dieta suplementada com gema de ovo em pd também
apresentam um atraso no crescimento e um aumento na mortalidade de forma dose-dependente.

0 % gema de ove em po (pip) 5 % gema de ovo em pé (p/p) 10 % gema de ovo em pé (p/p}

mm 35.68% 25 larvas de 4mm
mm 60.32% 38 larvas de Smm

mm 48 39% 30 larvas de 3mm
== 19.35% 12 larvas de 4mm
32.26% 20 larvas de 5Smm

== 48.61% 35 larvas de 3mm
mm 2361% 17 larvas de 4mm
27.78% 20larvas de 5mm

Total = 79 larvas Total =62 larvas Total = 72 larvas

15 % gema de ovo em pé (p/p)} 30 % gema de ovo em pé (p/p) 60 % gema de ovo em po (pip)
== 41.18% 7 larvas de 3mm
== 20.41% 5 larvas de 4mm

29.41% 5 larvas de 5mm

mm 2857% 4 larvas de 3mm
mm 71.43% 10 larvas de 4mm

mm 40.58% 26 larvas de 3mm
mm 20.29% 14 larvas de dmm
30.13% 27 larvas de bmnm

Total = 69 larvas Total =17 larvas Total = 14 larvas

Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a dieta suplementada com gema de ovo em pd e
as larvas foram coletadas apds 28 dias de alimentagdo. As cores nas barras representam a proporgao de
cada tamanho larval no total de larvas em cada dieta. Dieta suplementada com gema de ovo em pé, n =
313, teste Qui-quadrado, 5 %, p < 0.0001; 10 %, p < 0.0001; 15 %, p < 0.0001; 30 %, p = 0.0785; 60
%, p = 0.0008.

Fonte: O autor, 2024.

3.2. Perfil de expressdo génica de genes do metabolismo de lipideos, carboidratos e

sinalizacdo endocrina

Dando seguimento as investigacfes, 0os niveis de RNAmM de genes relacionados ao
metabolismo de lipideos, carboidratos e vias de sinalizacdo enddcrina foram analisados em
larvas alimentadas com dietas suplementadas com azeite (5 % v/p) ou triptona (10 % p/p).

A HFD foi responsével por alterar a expressdo de dois genes do metabolismo de
lipideos. A carnitina-palmitoilaciltransferase 1 ou CPT-1, gene responsavel pela beta-
oxidacdo, se mostra aumentado nas larvas alimentadas com azeite (Fig 19F). Além dela, a
DGAT ou diacilglicerol aciltransferase, catalisador da Gltima etapa da conversdo de DAG

em TAG também apresenta um aumento significativo (Fig. 19G).
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Figura 19 — Larvas alimentadas com azeite apresentam alteracGes nos niveis de alguns genes

do metabolismo de lipideos.
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Legenda: Larvas de 5 milimetros de Tribolium castaneum foram coletadas, homogeneizadas em Trizol e 0 RNA
total foi extraido. As amostras foram tratadas com DNAse | e cDNA foi sintetizado. O PCR quantitativo
foi realizado com primers especificamente desenhados para os genes alvos. A amplificagdo do gene
TcRPS18 foi utilizado como controle. As barras representam a média + erro padrdo (EP), e cada ponto
representa uma amostra. A) TcACC, n > 7, teste Mann-Whitney, p = 0,6806; B) TCACLY, n> 7, teste
t ndo pareado, p = 0,9464; C) TcACSL4, n > 7, teste t ndo pareado, p = 0,8476; D) TCACSL5, n > 4,
teste t ndo pareado, p = 0,1554; E) TcBmm, n > 7, teste Mann-Whitney, p = 0,5360; F) TcCPT-1,n >
7, teste t ndo pareado, p = 0,0191; G) TcDGAT, n > 7, teste t ndo pareado, p = 0,0046; H) TCFAS, n >
7, teste t ndo pareado, p = 0,0707.

Fonte: O autor, 2024.

Com relagdo ao metabolismo de carboidratos, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase ou
PEPCK, enzima da gliconeogénese responsavel pela catalise de oxaloacetato em
fosfoenolpiruvato e didxido de carbono, apresenta um aumento significativo frente as larvas
da alimentacéo controle (Fig. 20C).

Por fim, o receptor do horménio adipocinético (AKHR) é o Unico gene da via de
sinalizagcdo endocrina do presente estudo que apresenta aumento significativo em larvas
alimentadas com HFD (Fig. 20G).
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Figura 20 — Larvas alimentadas com azeite apresentam alteracdo em um gene relacionado ao

metabolismo de carboidratos e sinalizacdo enddcrina.

A) B) C) D)

501 20 -
Ss g _ 107 e x* g_20
8% ° £8 8% o 8%
h) i ] = K
g g B & 08 ° €& 15- ® & 1.5 °
8- g2 g il
S i 30 S 06 . =8 ° 25
= c B 0.6 ° [ [t
@ 2 ) @ B @ 2 @ ©
oG ° .5 T Og o5
9 g 207 83047 o - < Se
B © ° A ° -J- ® £ a8
g o 0 g 8 @ @B g
£ 8107 £ 5027 8 £5 g5
x 2 2o H << g0
w 0- L 0.0 - - w w

¢ @ e @ ¢ @
o N &) N Q 3
g & & b < &
& 0y & & &
< o s 14
TcGAPDH TcG6PDH TcPEPCK
E) F) G)
@ 64
g 0.4 2 i 2.54
58 ° 37 ° K3 ki
3% oy 3 5 2.0+
® & 0.3 a4 e g2 °
® 2 ol @ 2
2. = £ 1.5
c -g « 9 c3
(81 c 0.2+ m@ K%F
o5 o3 o 5 1.0
H] 2 ¥U g 24 wg 2
8 o 0.1 %3 8a °
ogl o2 82054 o
Ul 20 ge
W g - W o w0
e 52 < ) < e
& & R N
P R i & W
o ° [¢)
TelLP-1 TclLP-2 TCAKHR

Legenda: Larvas de 5 milimetros de Tribolium castaneum foram coletadas, homogeneizadas em Trizol e 0 RNA
total foi extraido. As amostras foram tratadas com DNAse | e cDNA foi sintetizado. O PCR quantitativo
foi realizado com primers especificamente desenhados para os genes alvos. A amplificagdo do gene
TcRPS18 foi utilizado como controle. As barras representam a média + erro padrdo (EP), e cada ponto
representa uma amostra. A) TCGAPDH, n > 7, teste t ndo pareado, p = 0,7927; B) TcG6PDH, n > 7,
teste t ndo pareado, p = 0,0843; C) TcPEPCK, n > 7, teste t ndo pareado, p = 0,0023, D) TcTPS, n >
7, teste t ndo pareado, p = 0,5686; E) TclLP-1, n > 5, teste t ndo pareado com corregdo de Welch, p =
0,1819; F) TcILP-2, n > 5, test t ndo pareado com corregdo de Welch, p = 0,3511; G) TCAKHR, n >
7, teste t ndo pareado, p = 0,0097.

Fonte: O autor, 2024.

Os niveis relativos de RNAm de alguns genes também foram avaliados em larvas de T.
castaneum submetidas a uma alimentacéo rica em proteina (Fig. 21-22).

Com relacéo ao metabolismo de lipideos no inseto, a suplementagdo com triptona parece
promover a diminui¢do na expressdo de alguns genes que estéo interligados com a via anabdlica
dos acidos graxos. Genes como acetil-CoA carboxilase, ATP citrato-liase e acido graxo sintase
(FAS) foram alvos da HPD (Fig. 21 A-B, H).
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Figura 21 — Larvas alimentadas com triptona apresentam alterac6es em genes do metabolismo

lipidico.
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Legenda: Larvas de 5 milimetros de Tribolium castaneum foram coletadas, homogeneizadas em Trizol e 0 RNA
total foi extraido. As amostras foram tratadas com DNAse | e cDNA foi sintetizado. O PCR quantitativo
foi realizado com primers especificamente desenhados para os genes alvos. A amplificacdo do gene
TcRPS18 foi utilizado como controle. As barras representam a média + erro padrdo (EP), e cada ponto
representa uma amostra. A) TCACC, n = 9, teste t ndo pareado, p = 0,0005; B) TCACLY, n =9, teste t
ndo pareado, p = 0,0034; C) TcACSL4, n =9, teste t ndo pareado com correcdo de Welch, p = 0,1062;
D) TcACSL5, n =7, teste t ndo pareado, p = 0,3104; E) TcBmm, n = 9; teste t ndo pareado, p = 0,5398;
F) TcCPT-1, n =9; teste t ndo pareado, p = 0,6156; G) TcDGAT, n =9, teste t ndo pareado com corre¢do
de Welch, p =0,1593; H) TcFAS, n = 9; teste t ndo pareado, p = 0,0023.

Fonte: O autor, 2024.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH), enzima da glicélise e
gliconeoénese, e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), ligada ao processo de quebra de
carboidratos para producdo de NADPH a serem utilizados na sintese de &cidos graxos, sdo 0s
dois genes que apresentam uma diminuicdo em suas expressoes relativas em larvas alimentadas
com HPD (Fig. 22 A-B). J& os genes relacionados & via de sinalizagcdo enddcrina permanecem
inalterados pela dieta (Fig. 22 E-G).
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Figura 22 — Larvas alimentadas com triptona apresentam alterac6es em genes do metabolismo

de carboidratos.
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Legenda: Larvas de 5 milimetros de Tribolium castaneum foram coletadas, homogeneizadas em Trizol e 0 RNA
total foi extraido. As amostras foram tratadas com DNAse | e cDNA foi sintetizado. O PCR quantitativo
foi realizado com primers especificamente desenhados para os genes alvos. A amplificacdo do gene
TcRPS18 foi utilizado como controle. As barras representam a média + erro padrdo (EP), e cada ponto
representa uma amostra. A) TcGAPDH, n = 9, teste t ndo pareado, p = 0,0046; B) TcG6PDH, n =9,
teste t ndo pareado, p = 0,0005; C) TcPEPCK, n =9, teste t ndo pareado, p = 0,1212; D) TcTPS, n =
9, teste t ndo pareado, p = 0,0592; E) TclLP-1, n> 7, teste t ndo pareado com corregdo de Welch, p =
0,2334; F) TcILP-2, n =9, test t ndo pareado, p = 0,1723; G) TCAKHR, n =9, teste Mann-Whitney, p
=0,1135.

Fonte: O autor, 2024.

3.3. A atividade da ATP-citrato liase em larvas de alimentagdo hiperproteica

Com a diferenca observada na expressao génica da ATP-citrato liase, um dos genes
responsaveis pela capacidade lipogénica de novo do animal, sua atividade foi medida em
larvas alimentadas com dieta rica em proteina. Contudo, apesar da diferenca nos niveis
relativos de RNAm, a atividade enzimatica da ACLY permanece inalterada quando

comparada com animais de alimentagéo padréao de farinha de trigo.
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Figura 23 — Larvas alimentadas com triptona ndo apresentam alteragdes na atividade

enzimética da ATP-citrato liase.
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Legenda: Larvas de 5 milimetros de Tribolium castaneum foram coletadas e homogeneizadas em solucéo tampéo
Tris-HCI. A atividade enzimatica foi determinada por uma reagdo acoplada com malato desidrogenase
e oxidacdo de NADH, n > §, teste t ndo pareado, p = 0,4405.

Fonte: O autor, 2024.

3.4. As quantidades de carboidratos totais e glicogénio de larvas sdo modificadas por

dietas hipercal6ricas

Com as alteracBes em diferentes genes do metabolismo do T. castaneum e buscando
investigar se as dietas hipercaléricas sdo capazes de alterar a quantidade de carboidrato
circulante e os estoques de carboidrato, as quantidades de carboidrato total, trealose e
glicogénio foram quantificadas no inseto.

Em animais alimentados com HFD, os niveis do principal carboidrato circulante,
trealose, se mostram inalterados (Fig. 24B). Apesar disso, o carboidrato total se mostra
significativamente aumentado em comparacdo aos animais que tiveram uma alimentacéo
controle (Fig. 24A). Curiosamente, o glicogénio também se mostra aumentado nas larvas
(Fig. 24C).
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Figura 24 — Larvas alimentadas com dieta rica em lipideo apresentam niveis de carboidrato total
e glicogénio aumentados em comparacao as larvas controle.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a dieta suplementada com azeite, e larvas de 5
mm foram coletadas para contagem e homogeneizadas em tampao salino juntamente de sulfato de s6dio
4%. A quantidade de carboidrato total, trealose e glicose foi medida por meio da reagdo pelo reagente
antrona, e normalizado pela quantidade de proteina pelo método de Lowry. As barras representam a
média * erro padrdo (EP), e cada ponto representa uma amostra. A) Carboidrato total, n = 15, teste de
Mann-Whitney, p = 0,0186. B) Trealose, n > 17, teste de Mann-Whitney, p = 0,2009; C) Glicogénio,
n = 10, teste t ndo pareado com correcdo de Welch, p = 0,0125.

Fonte: O autor, 2024

Por outro lado, os animais alimentados com HPD apresentaram uma diminui¢do nos
niveis de carboidratos quando comparadas as larvas com alimentacdo controle. Os niveis de
carboidrato total e trealose estdo diminuidos (Fig. 25A-B). Os niveis de reservas energéticas

também aparecem bem menores tratando-se de glicogénio (Fig. 25C).
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Figura 25 — Larvas alimentadas com dieta rica em proteina apresentam uma diminuigdo nos

niveis de carboidratos quando comparadas com larvas de dietas controle.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a dieta suplementada com triptona, e larvas de 5
mm foram coletadas para contagem e homogeneizadas em tampao salino juntamente de sulfato de s6dio
4%. A quantidade de carboidrato total, trealose e glicose foi medida por meio da reagéo pelo reagente
antrona, e normalizado pela quantidade de proteina pelo método de Lowry. As barras representam a
média + erro padréo (EP), e cada ponto representa uma amostra. A) Carboidrato total, n> 15, teste de
Mann-Whitney, p < 0,0001; B) Trealose, n > 23, teste de Mann-Whitney, p < 0,0001; C) Glicogénio,
n > 9, teste t ndo pareado com corregdo de Welch, p <0,0001.
Fonte: O autor, 2024.
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3.5. Perfil transcriptémico de larvas HFD

O perfil transcriptdmico de larvas alimentadas com dieta rica em azeite foi investigado.
Como muitos métodos estatisticos exploratérios ndo funcionam muito bem com dados de
RNA-seq devido a alta variancia esperada, algumas estratégias sdo adotadas. A
transformacdo de estabilizacdo de variancia (VST) é uma transformacdo essencial mais
rapida e menos sensivel a valores discrepantes. Esse método torna os dados mais
homogéneos, ideal para calcular a distancia entre as amostras. Uma abordagem utilizada
para visualizar as distancias entre as amostras € a construcdo de Analise de Componentes
Principais (PCA). Os eixos X e y representam as dire¢es que explicam a maior parte da
variacdo, conhecidas como PC1 e PC2. Com esse gréfico 2D, é possivel verificar que as
amostras controle (bioldgicas) e azeite (condi¢des) estdo afastadas, ndo havendo correlagéo
entre si, formando grupos independentes (Fig. 26A).

ApoOs uma andlise genética abarcando um total de 11.255 genes, um subconjunto de

genes foi categorizado sendo diferencialmente expressos (DEGs) onde suas expressoes
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variam significativamente entre as condi¢fes. Dito isso, 398 genes se mostraram super
regulados e 204 estavam sub regulados (Fig. 26B).

Dando continuidade a investigacdo dos dados transcriptdmicos, um Volcano plot foi
esquematizado a fim de visualizar os genes com expressdes significativas. Para isso, dois
modelos de cortes — denominados cutoffs — foram utilizados: a) pCutoff, onde ha um corte
no valor de p (10e-17); e b) FCcutoff, onde FC refere-se a alteracdo na expressdo. Como
seu corte foi definido sendo 1, genes com alteracdo minima de 2 vezes na expressao (para
cima ou para baixo) foram selecionados. Logo, o Volcano plot abaixo destaca os genes que
atendem aos critérios estabelecidos acima, facilitando, assim, a visualizagao dos genes mais
significativos no estudo de RNA-seq (Fig. 26C). Dentre eles, destaca-se a proteina Lectina
do tipo C (LOC660573), que se liga a carboidratos de maneira calcio-dependente e
desempenha diversos papéis em processos bioldgicos, tais como imunidade e sinalizacéo
celular; e a proteina semelhante a Osiris, ligada diretamente ao desenvolvimento do animal.
O ID e 0 nome dos demais genes presentes no Volcano plot estdo tabelados abaixo (Tabela
5).

Tabela 5 — ID e nome dos genes destacados no

GenelD Nome do gene
LOC654965 Elongase de acidos graxos de cadeias muito longas
LOC661466 Acil-CoA redutase putativa
LOC660719 Corio peroxidase
LOC660573 Lectina do tipo C
658856 Proteina da cuticula pupal C1B
MFK3-12 Proteina cuticular 38

655464 Proteina semelhante a Osiris
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Figura 26 — Perfil transcriptdmico de larvas high-fat diet: PCA, DEGs e Volcano plot.
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Legenda: Ovos sincronizados de T. castaneum foram submetidos a dieta suplementada com azeite, e larvas de 5
mm foram coletadas para RNA-seq. A) Anélise de Componentes Principais; B) Genes diferencialmente
expressos; C) Volcano plot com os genes mais significativamente expressos.

Fonte:  TAVARES, M.P.S, Brito, M.W.D.; Mesquita, R. D., 2024.

3.5.1. Gene Ontology

A anotacdo génica é um processo fundamental para a biologia molecular e gendmica,
exercendo um papel crucial na identificagcdo, caracterizagdo e compreensdo dos genes
presentes em um organismo. Diante desse contexto, os genes identificados no RNA-seq e que
atendiam aos critérios de selecdo (fold change igual a 1 e valor de taxa de descoberta menor
que 0,05) foram selecionados e, utilizando a plataforma PantherDB, uma lista de categorias
da Gene Ontology foi gerada. Os genes foram agrupados em categorias cOmo Processos
bioldgicos, componentes celulares, fungdo molecular e classe de proteinas.

No que se diz respeito aos processos biologicos, 0s genes selecionados se encaixam

principalmente em trés subcategorias de classificagbes da GO: 1) processos celulares,
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referindo-se a todo e qualquer processo que ocorre dentro da célula, como metabolismo e
divisao celular, por exemplo; 2) regulacéo bioldgica, onde os sistemas bioldgicos controlam
e coordenam as atividades internas para manter o equilibrio e responder as mudancas
ambientais; e 3) processos metabolicos, estando diretamente interligado a uma série de
reacOes bioquimicas responsaveis pela conversdo de nutrientes em energia utilizavel para

crescimento, reparo e manutencao celular (Fig. 27).

Figura 27 — Gréfico de subcategorias de processos bioldgicos da Gene Ontology.
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Legenda: Roxo — processos bioldgicos envolvidos na interacdo entre espécies de organismos; Vermelho —
regulacdo biol6gica; Azul-escuro — processos celulares; Verde-claro — detoxificacdo; Amarelo:
processos de desenvolvimento; Laranja — crescimento; Rosa — processo homeostatico; Azul-claro —
processos do sistema imune; Rosa-claro — localiza¢do; Cinza-claro — locomog¢do; Grend — processos
metabolicos; Violeta — processo organismal multicelular; Verde-escuro — pigmentacéo; Amarelo-
escuro — reproducdo; Rosa-escuro — processos reprodutivos; Azul-petroleo — resposta a estimulos;
Cinza-escuro — processos ritmicos.

Fonte: M.P.S, Brito, M.W.D.; Mesquita, R. D., 2024.

Tratando-se dos componentes celulares, duas subcategorias de classificacdo se
destacam: 1) entidade anatdmica celular, que € definido como qualquer substancia produzida
por um organismo celular com granularidade acima do nivel de complexo de proteinas, mas
abaixo do nivel de um sistema anatémico; e 2) complexo contendo proteinas, referindo-se a
um conjunto de proteinas que interagem entre si a fim de formar um complexo funcional.
Grande parte dos genes identificados no estudo do RNA-seq se encaixam na primeira
subcategoria descrita (Fig. 28).
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Figura 28 — Gréfico de subcategorias de componentes celulares da Gene Ontology.
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Legenda: Roxo — entidade anatémica celular; Vermelho — complexo contendo proteinas.
Fonte: ~ M.P.S, Brito, M.W.D.; Mesquita, R. D., 2024.

Duas subfamilias das fungdes moleculares se destacam por abrigar a grande maioria dos
genes destacados pelo estudo transcriptdmico: binding ou ligacdo e atividade catalitica. Na
primeira subfamilia, destacam-se os genes capazes de sintetizar proteinas de ligacdo, sendo
essas responsaveis por se ligarem a um sitio especifico de outra molécula através de forgas
intermoleculares. Ja a segunda subfamilia abarca os genes que sintetizam enzimas, moléculas
capazes de acelerar uma reacdo quimica, o que facilita a conversao de um substrato em produto
(Fig. 29).
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Figura 29 — Gréfico de subcategorias de funcbes moleculares da Gene Ontology.
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Legenda: Lilas — atividade dependente de ATP; Vermelho — atividade antioxidante; Azul — binding ou ligacéo;
Verde-claro — atividade de receptor de carga; Amarelo — atividade catalitica; Laranja — atividade
motora citoesquelética; Rosa — atividade de adaptador molecular; Azul-claro — atividade reguladora da
funcdo molecular; Rosa-claro — atividade transdutora molecular; Cinza — atividade de molécula
estrutural; Grend — atividade reguladora de transcricdo; Azul-escuro — atividade reguladora de
traducdo; Verde-escuro — atividade de transporte.

Fonte: M.P.S, Brito, M.W.D.; Mesquita, R. D., 2024.

Por fim, os genes selecionados também foram relacionados com subfamilias de classes
de proteinas. Dentre as vinte quatro subfamilias presentes na anotacdo génica, quatro delas se
sobressaem ao conter a maior parte dos genes. A primeira subclasse é denominada enzimas de
interconversdo de metabdlitos, no qual agrupa enzimas responsaveis por catalisar reacdes
bioquimicas envolvidas na conversdo de um metabdlito em outro. Esse conjunto de enzimas é
importante para a regulacdo dos niveis de substancias dentro das células e para o equilibrio
homeostatico. Em segundo lugar, a subclasse mais relacionada aos genes € a classe de enzimas
modificadoras de proteinas. Elas séo responsaveis por modificar proteinas atraves da adi¢do ou
remocao de grupamentos quimicos especificos, tais como fosfatos, acetilas, metilas, etc. Em
terceiro lugar destaca-se 0 grupo de proteinas transportadoras, proteinas membranares que
facilitam o transporte de ions, moléculas pequenas e outras substancias através da membrana
plasmatica ou membrana de organelas intracelulares, papel importantissimo na regulacdo do
meio intracelular, no funcionamento celular e na homeostase do organismo. Por fim, dentre os

grupos mais aparentes, em quarto lugar fica a classe de proteinas reguladoras da transcri¢éo
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especifica de genes. Estas sdo proteinas responsaveis por regular a expressdo de um gene

especifico, ativando ou inibindo sua transcricdo em resposta aos sinais celulares ou ambientais
(Fig. 30).

Figura 30 — Gréfico de subcategorias de classes de proteinas da Gene Ontology.
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Legenda: Roxo — proteinas do metabolismo de DNA; Vermelho — proteinas do metabolismo de RNA; Azul-

Fonte:

escuro — proteinas de ligacdo a célcio; Verde-claro — molécula de adesdo celular; Amarelo — proteina
de juncdo celular; Laranja — chaperonas; Rosa — proteinas regulatorias ou de ligacdo a cromating;
Azul-claro — proteina citoesquelética; Rosa-claro — proteinas de defesa; Cinza-claro — proteinas da
matriz extracelular; Vermelho-escuro — proteinas reguladoras da transcricdo de genes especificos;
Azul-escuro — molécula sinalizadora molecular; Verde-escuro — proteinas de trafego de membranas;
Amarelo-escuro — enzimas de interconversdo de metabdlitos; Rosa-escuro — enzima modificadora de
proteinas; Azul-petr6leo — modulador da atividade de ligacdo de proteinas; Cinza-escuro — proteina
adaptora; Salmao — proteina de armazenamento; Azul-ciano — proteina estrutural; Verde-limao —
proteina carreadora; Amarelo-claro — proteina tradutora; Lil&s-claro — receptor de sinal
transmembrana; Azul-bebé — transportador; Marrom — proteina de elemento viral ou transponivel.
M.P.S, Brito, M.W.D.; Mesquita, R. D., 2024.
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4 DISCUSSAO

A obesidade, inquestionavelmente, € um grande problema de saude publica mundial,
visto que ja atinge mais de 2 bilhdes de pessoas ao redor do globo. A grande problemaética por
tras dessa doenca deve-se ao fato de o acimulo de lipideo visceral ser um grande fator de risco
para o desenvolvimento de doencas metabdlicas ndo comunicaveis, como diabetes do tipo I,
doencas cardiovasculares e cancer (ZHANG et al, 2023). No Brasil, a crescente nas taxas de
sobrepeso e obesidade estdo intimamente ligadas ao aumento no consumo de gorduras
saturadas, carboidratos, refrigerantes e macronutrientes no geral e uma deficiéncia no consumo
de vitaminas e minerais. Logo, conclui-se que as politicas publicas para conter o avanco da
obesidade nao foram eficazes (WATANABE et al., 2022).

No campo da pesquisa, para investigar os efeitos da composicdo dietética,
macronutrientes e alimentagdo, os insetos s&o um modelo muito utilizado para mimetizar
doencas metabolicas, especialmente a D. melanogaster. Tanto a HFD quanto a HSD se
mostraram eficazes em induzir obesidade, hiperglicemia e fendtipos semelhantes a diabetes na
mosca, além de disfungdes cardiacas; bem como também causaram perturbacdes na microbiota
intestinal da abelha A. mellifera (BIRSE et al., 2010; MUSSELMAN et al., 2011; WANG et
al., 2021; EICKELBERG et al., 2022). Com relacao as HPDs, estudos se apresentam de forma
contraditéria, dependendo da espécie que é submetida ao tratamento. Em sua grande maioria,
estudos apontam que HPD parece diminuir a longevidade da D. melanogaster, acelerar o
catabolismo lipidico, contribuindo pra reducdo das goticulas de lipideos e aumentar a postura
de ovos; enquanto que no Teleogryllus commodus, comumente conhecido como grilo do campo
preto, a composicdo proteica da dieta aumenta o peso e acelera o desenvolvimento das fémeas
(HUNT et al., 2004; YURKEVYCH etl al., 2021; ZANCO et al., 2021; LI et al., 2022). Com
a D. melanogaster ja estabelecida como um modelo para estudo de doencas metabdlicas e com
cerca de 60 % dos seus genes apresentando ortdlogos em mamiferos (STAATS et al., 2018),
esse projeto se propds a estabelecer o T. castaneum como um modelo para estudo de obesidade
e suas comorbidades ao investigar quais sdo os possiveis efeitos que dietas hipercaléricas
podem causar na sua fisiologia e no seu metabolismo lipidico. O animal, apesar de ser
amplamente utilizado em areas da genética e do desenvolvimento, possui seu metabolismo
pouco explorado.

Alguns pontos explicam o motivo da escolha das larvas de 5 milimetros para esse

estudo, ou seja, seu tamanho maximo antes de passar para a proxima fase metamorfica, a pupa.



73

Em 2011, ao trabalhar com a D. melanogaster, Musselman e colaboradores ja preconizavam
que larvas sdo animais em constante alimentacdo, crescimento e em processo de estocagem
energética. Todos esses processos sdo regulados pela sinalizacdo da insulina. Devido ao
processo metamorfico e aos citados anteriormente, a alimentacdo das larvas é mais confiavel
que em adultos. Pensando em uma perspectiva de insetos e similaridades, 0 mesmo vale para o
T. castaneum que também é um inseto holometabolo.

Inicialmente, para investigar se o animal acumula TAG através da alimentacéo tal qual
mamiferos, como ja observado na D. melanogaster, os insetos foram alimentados com
diferentes fontes e concentragGes de carboidratos, lipideos e proteina. Musselman et al., 2011
demonstrou que larvas da mosca alimentadas com dieta rica em carboidrato apresentam
fenotipos relacionados a obesidade e que mimetizam a diabetes do tipo Il. Estudos mais
recentes, como o de Nunes e Andrade-Barbosa, 2023, confirmam o desenvolvimento da
obesidade e resisténcia a insulina e, além disso, as moscas fémeas produzem menos ovos, dos
quais muitos ndo eclodem. Além da Drosophila, Hou et al., 2024 estabeleceu as larvas de bicho-
da-seda (Bombyx mori) como modelo para estudo de diabetes, e a alimentacdo rica em
carboidrato as fez apresentar fenotipos obesos e diabéticos. Se tratando das larvas de T.
castaneum, as mesmas ndo apresentaram diferencas em seus estoques de lipideo em nenhuma
das concentracdes das duas fontes de carboidratos testadas, sacarose e glicose, 0 que ndo nos
fez investigar outros parametros que pudessem ser afetados pela dieta. Por ser uma praga
agricola de graos armazenados, sendo eles basicamente ricos em amido, sugere-se que a adi¢do
de mais carboidratos na alimentacdo do besouro ndo seja capaz de causar perturbacdes
metabolicas.

Continuando os testes com as dietas hipercaldricas, a alimentacdo com diferentes
concentracdes de triptona foi a préxima a ser testada. Como ja descrito na literatura, os
resultados apresentam variac@es de acordo com as espécies que sdo submetidas as alimentacoes
com proteina, podendo haver aumento do peso corporal ou aceleracdo do metabolismo lipidico.
Nesse projeto, as larvas do coledptero alimentadas com dieta suplementada com triptona nao
apresentaram alteragdes na sua composi¢do corporal. Contudo, olhando o gréfico, parece haver
uma tendéncia ao aumento de TAG na concentracdo de 10% de triptona peso/volume. Além
dessa observacao, a falta de dados na literatura acerca do metabolismo do T. castaneum e de
dietas proteicas no mesmo nos fez continuar averiguando quais outros efeitos poderiam ser
causados por essa alimentacdo. Outros parametros observados dizem respeito a expressao

relativa de genes relacionados ao metabolismo de lipideos, carboidratos e sinalizacéo
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enddcrina, além da quantificacdo de carboidratos e glicogénio, e a atividade enzimatica da ATP-
citrato liase, uma das enzimas da via de sintese de novo de acidos graxos.

Com relacdo a expressao génica, genes responsaveis pela sintese de acidos graxos estao
diminuidos em animais alimentados com triptona, como ACC e FAS, conversores de acetil-
CoA em malonil-CoA e malonil-CoA em acil-CoA, respectivamente (BATES et al., 2020;
GUNENC et al., 2022). Além desses, a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), responsavel
por desviar intermediarios da glicolise para a via das pentose-fosfato (STANTON, 2012), e
ATP-citrato liase, que catalisa a conversao de citrato em acetil-CoA para a biossintese de acidos
graxos (ICARD et al., 2020) também estdo reduzidos, ambos interligados com a lipogénese de
novo. Apesar da expressao génica estar diminuida, o mesmo n&o é visto na atividade enzimética
da ACLY, logo, sugere-se que, apesar da diminui¢do nos niveis transcricionais, a proteina ainda
consegue manter sua atividade inalterada. Mais experimentos sdo necessarios para confirmar
esse quadro. Por fim, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, catalisador da conversdo de
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-bifosfoglicerato na presenca de NAD+ e fosfato
inorganico (NICHOLLS et al., 2012), também diminui, sugerindo uma diminuicdo na quebra
de moléculas de glicose. Os niveis de carboidrato total, trealose e as reservas de glicogénio
diminuidos ndo corroboram com o Gltimo achado. A expressdo de genes ligados a degradacéo
de lipideos e sinalizagdo enddcrina como as ILPs e AKH ndo parecem ser afetados pela
alimentacdo. Esses resultados em conjunto parecem sugerir que, apesar de haver um aumento
na quantidade de TAG com suplementacdo de 10 % de proteina, a triptona parece diminuir os
niveis de carboidratos e a sintese de acidos graxos nas larvas do T. castaneum, ja que had uma
diminuicdo também na ingestdo de amido proveniente da dieta feita puramente de farinha de
trigo. Todavia, Yurkevych et al., 2020 demonstrou que as moscas alimentadas com proteina
apresentam um aumento de 36% nos niveis de trealose, e também nos niveis de glicogénio, o
gue vai de contramao aos resultados desse projeto; mostrando mais uma vez que os trabalhos
com dietas ricas em proteinas apresentam variacdo de acordo com a espécie estudada. Trazendo
para uma perspectiva de alimentagdo humana, dietas hiperproteicas a curto prazo, em
comparacdo com dietas ricas em carboidratos, parecem promover uma maior perda de peso
juntamente de uma melhora na resposta insulinica e diminuicdo da glicemia, reduzindo as
chances de acometimento de diabetes do tipo Il e/ou doengas cardiovasculares (TETTAMANZI
et al., 2021). Os beneficios da dieta hiperproteica ligados a perda de peso estdo relacionados a
saciedade, devido ao aumento da secre¢do de GLP-1 e reducdo na secrecdo do hormdnio da
fome, grelina. Porém, em 2014, Pesta & Samuel destacaram que a alta ingestdo de aminoacidos

de cadeira ramificada, juntamente de uma alimentacéo ocidentalizada, pode agravar o quadro
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de Sindrome Metabolica. Em condigdes de baixa demanda energética, o0 consumo exacerbado
de proteinas pode levar a sintese de glicose via gliconeogénese ou formagdo de corpos
cetbnicos, contribuindo para o aumento na ingestdo caldrica e, consequentemente, no ganho de
peso.

A literatura descreve que, em mamiferos, a ingestdo de &cidos graxos saturados é
responsavel por ativar a via de sinalizacdo de TLR4, uma das principais vias responsaveis por
desencadear a resposta inflamatdria induzida pela obesidade (ROGERO E CALDER, 2018), e
uma diminuicdo no consumo desse tipo de lipideos é essencial para frear também o
acometimento de doengas cardiovasculares ao diminuir as concentragdes de colesterol LDL
(SIRI-TARINO et al., 2010). Por outro lado, &cidos graxos poli-insaturados ou
monoinsaturados apresentam propriedades anti-inflamatorias, o que acarreta na diminuicdo da
via de TLR4 e no quadro de inflamacdo (ROGERO E CALDER, 2018). Devido aos fatos
anteriormente mencionados, duas fontes de lipideos diferentes foram utilizadas para
suplementar a dieta das larvas de T. castaneum e observar quais fenotipos os animais
apresentariam: gema de ovo em p0, rica em acidos graxos saturados, e azeite, contendo acidos
graxos monoinsaturados.

Larvas de 5 milimetros de T. castaneum que foram alimentadas com gema de ovo em
pé ndo apresentaram alteracfes em seus conteudos de TAG em nenhuma das concentracdes
testadas. Porém foi observado um atraso no desenvolvimento larval e na quantidade de animais
coletados no vigésimo primeiro dia de alimentacdo, onde animais da dieta controle ja haviam
atingido seu tamanho maximo antes de empupar. De certa maneira, esses achados sao diferentes
aos resultados publicados anteriormente por Moura-Silva et al., onde as larvas recém eclodidas
alimentadas com gema de ovo apresentaram aumento na sua composicao de TAG e aceleragéo
do seu desenvolvimento. Sugere-se que essa diferenca possa ser explicada pelos diferentes
tamanhos, estagios larvais e as necessidades metabdlicas e energéticas dos animais de cada
projeto.

Como os acidos graxos provenientes de fontes vegetais séo insaturados e geralmente se
apresentam sob a forma de 6leos, a mistura do azeite com a farinha de trigo ndo se apresenta de
maneira homogénea em maiores concentra¢fes da HFD. Dito isso, apenas a concentracéo de 5
% de azeite foi considerada para a quantificacdo de TAG e tal condicdo foi suficiente para
verificarmos um aumento na composicao de estoque de TAG do animal. Apesar de ambas as
dietas testadas serem compostas por lipideos, algumas hipoteses podem explicar a diferenga no
fenotipo obeso observado em animais alimentados com azeite: a gema de ovo em p6 tem uma

combinacdo de acidos graxos saturados, insaturados, mono insaturados e poli-insaturados,
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enquanto que o azeite apresenta majoritariamente &cidos graxos monoinsaturados. Outro fator
importante é que a gema de ovo em po também € rica em proteinas e carboidratos, enquanto
que o azeite € composto de 98%-99% de triacilglicerois (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018;
XIAL et al., 2020). Em 2021, ao testar HFDs com diferentes acidos graxos na alimentacédo de
abelhas, Wang et al sugeriu que a abundancia relativa de acidos graxos na composicao das
dietas influencia o tipo de fenétipo a ser observado, estando acompanhado de alteraces na
microbiota do animal. Apesar da quantificacdo de TAG ter sido feita apenas com a concentracéo
de 5 %, foi observado também um atraso no desenvolvimento larval e na quantidade de larvas
coletadas no vigesimo primeiro dia de alimentagdo em concentragdes de até 15% tal qual larvas
da dieta com gema de ovo em p@.

A expressdo génica dos mesmos genes dos animais alimentados com triptona foram
investigados nas larvas suplementadas com azeite depois de observamos a alteracdo no
contetdo de triacilglicerol dos mesmos. Com relagdo ao metabolismo de lipideos, notamos um
aumento consideravel na expressdo de CPT-1, enzima chave de regulagdo da B-oxidacdo
(SCHLAEPFER & JOSHI, 2020), sugerindo que a principal via catabolica de lipideos esta
aumentada nesses animais. Em contrapartida, a DGAT, enzima que catalisa a etapa final da
conversao de diacilglicerol em triacilglicerol (SHARMA & WOLFRUM, 2023), também se
encontra altamente expressa, portanto, esse aumento explica 0 aumento na composicao de TAG
observado nas larvas alimentadas com dieta suplementada com azeite. Dois genes que também
apresentam suas expressées aumentadas sdo a PEPCK, enzima ligada a sintese de glicose via
gliconeogénese (MARTINS DA SILVA et al., 2023), e AKHR, analogo ao glucagon de
mamiferos e responsavel por mobilizar reservas energéticas e manter os niveis de glicose na
hemolinfa (LI et al., 2023). Além da analise da expressdo génica, também foi realizada a
quantificacdo de carboidrato total, trealose e glicogénio, revelando um aumento na quantidade
de carboidrato total e, contraditoriamente, de glicogénio. Esses achados juntos sugerem um
fendtipo hiperglicémico e diabético, onde a falta de glicose dentro das células leva o animal a
aumentar a via lipolitica a fim de suprir suas demandas energeticas. O aumento dos niveis de
glicogénio, apesar de ndo esperado, mostra ser um dado interessante, sendo necessario mais
estudos investigativos para explicar o motivo pelo qual as suas reservas se apresentam
aumentadas.

O atraso no desenvolvimento larval tanto em animais alimentados com gema de ovo em
po quanto azeite pode estar ligado a um impacto direto na cascata de sinalizacdo da insulina,
gue também possui a mesma via da IGF-1 (do inglés insulin growth-factor 1), impactando

diretamente em processos de envelhecimento (ALTINTAS et al., 2016). Apesar de ndo vermos
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diferenga nos niveis de expressdo de dois dos peptideos similares a insulina, sugere-se que
outros peptideos similares a insulina, ndo investigados nesse trabalho, podem ter sido afetados
pelas dietas a niveis pos-traducdo, havendo um prejuizo direto na fosforilacdo de AKT.
Quantificar os niveis de fosforilacdo de AKT por Western blotting pode nos dar uma ideia do
quao prejudicada a via metabdlica da insulina pode estar devido a HFD.

Todos os resultados obtidos nos experimentos com as larvas desafiadas por uma dieta
suplementada com azeite contribuiram para a geracdo de dados transcriptémicos. Isso permitiu
uma visdo mais abrangente das alteracdes geneticas induzidas pelo tratamento, indo além dos
genes que inicialmente eram alvo de nossa investigacdo. Dos 11.255 genes investigados no
estudo, 602 demonstraram alteracdes, com a maioria apresentando super-regulacéo. Gragas as
ferramentas bioinformaticas, pudemos destacar dados importantes em nosso estudo: a Analise
de Componentes Principais (PCA) permitiu constatar uma baixa relacdo entre as variaveis,
sendo eles grupos independentes. Essa analise ajudou a diminuir qualquer redundéancia dos
dados antes de agrupéa-los, além de certificar a qualidade das amostras. A visualizagdo 2D das
variaveis nos permitiu observar se as amostras com condicdes bioldgicas semelhantes se
agrupavam e se as amostras com condi¢oes distintas se afastavam uma das outras.

Em seguida, com a montagem do volcano plot, pudemos destacar genes com maior taxa
de expressdo e separa-los, graficamente, em super expressos e sub-expressos. Como dito
anteriormente, o estudo transcriptbmico permitiu a analise de genes para além dos nossos
candidatos. Logo, foi possivel notar que muitos dos genes super-regulados sdo responsaveis por
regular processos cuticulares, de desenvolvimento e imunidade inata. Além da Lectina do tipo
C citada anteriormente, destaca-se a Osiris 19 que, de acordo com a literatura, a familia desse
gene parece estar envolvida no processo de formacdo de cuticula e defesas do inseto, o que
corrobora com os achados do RNAseq onde muitos genes relacionados a cuticula se mostram
superexpressos. Também é descrito que os genes dessa familia apresentam papéis importantes
no desenvolvimento do animal, no fenétipo de plasticidade e respostas de imunidade e
toxicidade, o que nos permite predizer seu papel central na adaptacdo evolutiva dos insetos
(SMITH et al., 2018). Com relacéo aos lipideos, genes de elongases de acidos graxos de cadeia
longa se mostram superexpressos, dados na literatura sugerem que as elongases apresentam
papel importante na reproducéo e no desenvolvimento do T. castaneum (XUE et al., 2023).
Dito isso, investigacdes mais especificas sobre o papel das elongases pode nos descrever melhor
sua importancia na fisiologia do T. castaneum.

Em resumo, dados valiosos puderam ser extraidos dos dados transcriptdbmicos desse

projeto e, além disso, a anotacdo génica nos permitiu visualizar graficamente os genes que
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foram diferencialmente expressos, categorizé-los de acordo com suas funcdes e observar quais
sdo as vias e fungdes bioldgicas alteradas no coledptero T. castaneum. Além disso, novos alvos
génicos podem ser trabalhados para investigar quais fendtipos podem ser observados no animal
alimentado com uma dieta rica em lipideo. Entretanto, mesmo tendo seu genoma
completamente sequenciado, muitos dos seus genes foram anotados como néo caracterizados

ou sdo genes preditos, o que acaba por tornar o estudo transcriptdmico levemente limitado.



79

CONCLUSAO

A suplementacdo alimentar com diversas fontes caldricas nos permitiu observar
importantes resultados e feno6tipos no metabolismo e fisiologia do besouro T. castaneum, o que
nos permitiu iniciar o estabelecimento do inseto como modelo para estudo de doencas
metabdlicas.

Diversos trabalhos desafiando insetos a HFD demonstram alteracfes que se assemelham
aos fenétipos observados em individuos obesos e diabéticos, tais como: hiperglicemia,
alteracOes cardiovasculares, resisténcia a insulina, alteragdes na microbiota intestinal e reducao
da fertilidade (BIRSE et al.; 2011; MUSSELMAN et al., 2011; L1 et al., 2014; WANG et al.,
2021; SALGADO-CANALES et al., 2023).

Apesar de poucos dados estarem disponiveis na literatura utilizando o T. castaneum para
estudo de doencas metabolicas, 0 mesmo mostra-se um modelo experimental promissor ao
responder metabolicamente as dietas hipercaldricas, em especial, a dieta rica em lipideos. Em
conjunto, nossos dados demonstram que a suplementacédo da dieta do besouro com azeite parece
induzir fendtipos que mimetizam a obesidade e o diabetes do tipo Il em humanos. Contudo,
mais estudos investigativos sdo necessarios para que o modelo seja completamente
estabelecido. Experimentos envolvendo resposta imunoldgica a dieta, alteracdes na microbiota
intestinal, oviposicdo, taxa de sobrevivéncia, problemas cardiovasculares, estresse oxidativo e
respiragdo mitocondrial podem nos dar respostas-chave para entendermos como a dieta modula
a resposta metabdlica do inseto, da mesma maneira que a obesidade afeta 0s mamiferos em uma

escala sistémica.
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Figura 31 — Representacdo esquematica dos principais efeitos causados pela dieta hiperlipidica

e possiveis respostas metabdlicas em escala sistémica.
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Legenda: O aumento nos niveis de carboidratos totais e lipideos, oxidacdo de &cidos graxos e sinalizagdo de
glucagon nos mostra possiveis fen6tipos obeso e diabético no animal. Parametros que podem estar sendo
afetados pela dieta englobam a produgdo de espécies reativas do oxigénio, respostas imunoldgicas e
inflamacé&o, a microbiota intestinal e atividade mitocondrial.

Fonte: O autor, 2024.
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