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RESUMO

DE SOUZA, Débora Linhares Lino, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2018.Expressado de aquaporinas no sistema digestorio e tubulos de Malpighi de
Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) e caracterizacao funcional de Am_Eglp 1.
Orientador: José Eduardo Serrao.

Aquaporinas sdo proteinas de membrana responsaveis pelo transporte de agua
através das membranas celulares. Estas proteinas sdo encontradas e amplamente
investigadas em insetos, porém pouco estudadaspesrmellifera. As regides do

sistema digestoério e os tubulos de Malpighi dos insetos expressam aquaporinas, 0
gue aumenta a permeabilidade natural dos tecidos e a velocidade do transporte de
agua. Neste estudo foi avaliado o nivel de expressédo de cinco genes preditos para
aquaporinas, que apresentaram diferentes niveis de expressao nos érgaos do sistema
digestorio— papo, intestino médio, ileo e retoe tubulos de Malpighi de abelhas
forrageiras. O gendm Eglp 1 apresentou maior expressdo relativa no intestino
médio, e a hibridizacéim situ confirmou a presenca de RNA mensageiro para este
gene em todas as regifes investigadas. Além disso, 0 ensaio de absorcao de agua,
apos a expressdo heterdloga Am Eglp 1 em ovécitos deXenopus laevis,
comprovou gque o gene da aquaporina codifica para uma proteina funcional, capaz de
transportar 4gua e que € bloqueada por mercurio. Este foi o primeiro relato da
funcionalidade de uma aquaporina de abelhas, que atua principalmente no intestino

médio, aumentando a permeabilidade a &gua nas membranas da regido.
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ABSTRACT

DE SOUZA, Débora Linhares Lino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2018. Aquaporin expression in the digestive tract and Malpighian tubules of
Apis méellifera (Hymenoptera: Apidae) and functional characterization of
Am_Eglp 1. Advisor: José Eduardo Serréo.

Aquaporins are membrane proteins responsible for water transport through cell
membranes. These proteins are found and widely investigated in insects, but still
little studied inApis mellifera. In insects, digestive tract and Malpighian tubules
express aguaporin, increasing the natural permeability of tissues and the speed of
water transport. In this study five predicted aquaporin genes had their expression
level evaluated in forager honey bees, which presented different expression on
digestive tract organs crop, midgut, ileum and rectumand Malpighian tubules.

Am Eglp 1 showed higher relative expression level in the midgut, ianditu
hybridization confirmed the presence of mRNA to this gene in every organ
evaluated. In addition, heterologous expressiorAmf Eglp 1 was performed in
Xenopus laevis oocytes, followed by water uptake assay, demonstrating that this gene
encodes for a functional aquaporin, capable of transporting water and blocked by
mercury. This was the first time a honey bee aquaporin was tested, and the results
suggest that Am_Eglp 1 plays an important role on increasing membrane water
permeability, mainly oi\. mellifera midgut.

vii



INTRODUCAO

As aquaporinas sdo proteinas de membrana que facilitam e aumentam a
velocidade de troca de 4gua entre células, seus arredores, e estruturas intracelulares,
descritas pela primeira vez para células de mamiferos (Denker et al., 1988; Smith &
Agre, 1991; Jung et al., 1994; Duchesne et al., 2003). Desde a sua descoberta, as
aquaporinas foram encontradas em quase todos os organismos vivos (Revisado por:
Tomkowiak & Pienkowska, 2010). Estas proteinas apresentam algumas
caracteristicas conservadas, como a presenca de seis dominios hidrofébicos de
regides transmembrana que sdo conectados por lcog® hidrofilicos (Preston et
al., 1992). Analises da sequéncia de aminoacidos da proteina forneceram evidéncias
sobre a hidrofobicidade das sequéncias que compdem as regibes transmembrana,
bem como sobre o perfil hidrofilico dégops (Gorin et al., 1984; Preston & Agre,

1991). & loops B e E apreseatn os dominios NPA, geralmente formados pelos
aminodacidos asparagina (N), prolina (P) e alanina (A), e que sao responsaveis pela
formacéo do poro por onde moléculas de agua sao transportadas (Jung et)al., 1994
O transporte de agua através do poro pode ser influenciado, e até mesmo
interrompido, quando a aquaporina interage com moléculas de mercurio (Preston et
al., 1992). A capacidade de o mercurio influenciar ou bloquear o transporte é
dependente da presenca e da distancia do residuo de cisteina préximo a segunda
sequéncia do motivo NPA (Preston et al., 1993; Le Cahérec et al., 1996). Além disso,
asaguaporinas apresentam um arranjo em forma de ampulheta quando inserida nas
membranas (Jung et al., 1994), sendo organizadas em tetrameros (Smith & Agre,
1991).

Em insetos, as aquaporinas foram classificadas em seis grupos com base na
sequéncia génica e suas caracteristicas funcionais, incluindo canais especificos de
agua (DRIP), proteina transportaddesdgua e ureia (PRIP), canal de cationd3(B
gliceroporinas (Glp), entomogliceroporinas (Eglp), e aquaporinas nao ortodoxas
(Finn et al., 2015). Nos insetos as aquaporinas foram identificadas e testadas em
varias espeécies em diferentes tecidos e regides. Estas proteinas apresentam funcodes e
localizacdo diversificadas estdo relacionadas a mecanismos de sobrevivéncia e
adaptacao de organismos em condi¢gdes de estresse como congelamento, desidratacao

e no controle da osmoregulacéo (Le Cahérec et al., 1997; Philip et al., 2011; Drake et



al., 2015). O genoma da abelApis mellifera apresenta seis genes preditos para
aguaporinas e uma sequéncia para aquaporina nao ortedoRiP: Am DRIP;
PRIP: Am PRIP; BIB: Am BIB; Eglp: Am Eglp 1, Am Eglp 2, Am Eglp 3; néo
ortodoxa:Am_Agp 12L (Campbell et al., 2008; Elsik et al., 2014; Finn et al., 2015).
Apesar de conhecermos os genes preditos para aquaporinas em abelhas, a expresséo
e funcionalidade destas proteinas sdo pouco esclarecidas e, até hoje, apenas u
trabalho demonstroa expresséo de diferentes aquaporinas no sistema digestorio de
A. mellifera, com uma proteina evidenciada localmente no papo (Serréao et al., 2014).
Ainda assim, permageincerto se estas protein@ofuncionais masabelhas.

Nas abelhas, o sistema digestério é composto por intestino anterior, onde esta
presente o papo e o proventriculo, o intestino médio e intestino postedntendo
ileo e reto, sendo que no reto se encontram as papilas retais (Snodgrass, 1956). O
papo é responsavel por armazenar e trarepoméctar da fonte floral a colmesa
tambémé onde inicia a conversdo do néctar em mel por acdo de enzimas das
glandulas salivares e hipofaringeanas (Maurizio, 1975; Oddo et al., 1999). Apesar de
ter sido considerada uma regido impermeavel, devido as caracteristicas celalares e
presenca de cuticula revestindo seu interior (Cruz Landim, 1985), foi demonstrado
que no papo ocorre absor¢cdo de agua, contribuindo para a desidratacdo do néctar
(Serrdo et al., 2014). O intestino médio é o principal érgdo onde as enzimas
digestivas sdo sintetizadas, e onde ocarrdigestdo e absorcdo de nutrientes,
enquanto que o intestino posterior, associado aos tubulos de Malpighi, é responséavel
pela excrecao e osmoregulacdo (Chapman, 2013; Gongalves et al. (dr)aos
do sistema digestério e excretor de insetos, inclufdmellifera, sdo capazes de
trocar agua e outros solutos através da membrana celular, e a velocidade do
transporte é aumentada pelas aquaporinas (Le Cahérec et al.,, 1997; Drake et al.,
2015).

Neste estudo foi utilizado o PCR tempo real (RT-gPCR) para awaliar
expressao relativa de cinco genes preditos para aquapoerinas Eglp 1,
Am Eglp 3, Am DRIP, Am PRIP e Am BIB - no papo, intestino médio, ileo, reto e
tibulos de Malpighide forrageiras deA. mellifera. Além disso, foi realizada
hibridizacdoin situ utilizando sondas de RNA especificamente desenvolvidas para o
geneAm Eglp 1 com o objetivo de identificar localmente 0 mRNA sintetizado em

cada orgao do trato digestorio e tubulos de Malpighi. Para testar a funcionalidade de



Am_Eglp 1, foi realizada expressdo heteréloga em ovocitoXedepus laevis,

seguida pelo ensaio de absor¢éo de agua.
MATERIAL E METODOS

Extracdo de RNA total

Abelhas operarias d&. mellifera foram coletadas enquanto forrageavam no
Campus da New Mexico State University (NMSU), Las Cruces, Estados Unidos, em
maio de 2017. Um total de 30 espécimes foram crioanestesiados e dissecados em
tampao salino (NaCl 0,1MlaaHPO, 0,1M; KH,PO, 0,1M). O sistema digestorie
tubulos de Maplighiforam removidos e as regies foram separadas (papo com
proventriculo, intestino médie intestino posterior separado em ileo e reto). Os
orgaos foram distribuidos em trés tubos, originando trés repeticbes com amostras de
10 abelhas em cada. Para extragcdo de RNA, o material foi macerado em 250 pL de
Trizol® Reagent (Invitrogen)Em seguida, o volume de TriZoloi completado para
500 pL, os tubos foram agitados e mantidos em repouso por 30 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, 100 puL de cloroféormio foram adicionadosdem
tubo seguido de incubacédo por 10 minutos em temperatura ambiente. Os tubos foram
entdo centrifugados a 12.0@0por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante gerado foi
transferido para novos tubos contendo 250 pL de isopropanol. As amostras foram
agitadas e incubadas por 16 horas a -20°C. Apds este periodo foi realizada outra
centrifugacdo a 12.009por 10 minutos a 4°C, e o precipitado foi lavado duas vezes
com etanol 70%, seguido de secagem e ressuspensdo em 20 pL de agua livre de
nuclease (nuclease free water). Posteriormente as amostras foram quantificadas em

espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e armazenadas a -80°C.

Andlise de expresséo por PCR em tempo real (RT-qgPCR)

Primers especificos para cinco aquaporinas preditag\.deellifera foram
desenhados utilizando a ferrameriaimer BLAST do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), com base nas sequéncias Ae Eglp 1,
Am Eglp 3, Am DRIP, Am PRIP e Am BIB (Finn et al.,, 2015). Também ifo
utilizado o gene de referéncidplL32 para proteina ribossomal d& mellifera

(Lourenco et al., 2008) (Tabela 1). As reacdes foram feitas utilizéhag™



Universal SYBR Green One-Step Kit (Biorad), sendo montadas de acordo com as
recomendag0des do fabricante. Cada reagao continha 50 ng de RNA total previamente
extraido das amostras de abelhasmer F (forward) e R ¢everse) a 300 nM e
volume total da reacdo de 10 pL. A analise foi executada com trés repeticbes
biolégicas e trés repeticbes técnicas. O RT-gPCR foi realizado no termociclador
Eppendorf Mastercycler ep realplex® (Eppendorf) seguindo as seguintes condigdes:
transcricdo reversa a 50°C por 10 minutos, ativacdo de polimerase e desnaturacao de
DNA a 95°C por um minuto, 40 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo a 95°C por
15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 60 segundos. Os resultados foram
avaliados pelo método Cycle Threshold, utilizando a formitta(Rfaffl, 2009.

Tabela 1 Dados sobre genes preditos para aquaporinAsrddlifera, gene de referéncia e
sequéncia dogrimers para RT-gPCR.

Gene Numero de Acesso Primers Referéncia
Predito (NCBI)

Am_Eglpl XM_001121043.4 F: CCGCCACCATTACAAACGTC Finn et al.,
transcript variant X1  R: ACCGTTGTGCATCCTGGAAT 2015

Am_Eglp 3 XM_624191.5 F: GCTATCCAAGGCCTCCTTCT Finn et al.,
transcript variant X1 R: GACTCGGTGCCAATCAGATT 2015

Am_DRIP XM_624528.5 F: TTGTTTGCCAGTGTTGTGGT Finn et al.,
transcript variant X2 R: TCCTCCTTCTGGTTGTCCAC 2015

Am_PRIP XM_394391.6 F: GCAGAATTTCTTGGCACGTT Finn et al.,

transcript variant X2  R: CATAGGTGCAATAGCGGGAT 2015

Am_BIB XM_396705.5 F: GTAGCCGGAGCATCCTCATC Finnetal.,
R: CAGGGAGGGTCAACAGCAAA 2015

Gene de NUmero de Acesso Primers Referéncia
Referéncia (NCBI)

RpL32 XM_006564315.2 F: CCCATAACGTTCTATCTGTGGCA Lourengo et
R: CTCGTCATATGTTGCCAACTGG  al., 2008




Hibridizag&o in situ

Para a hibridizacdan situ foram desenhadogrimers especificos para
Am_Eglp 1 com base na sequéncia do mRNA encontrada no NCBI, utilizando o
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versao 6.0
(Tamura et al., 2013). O programa MEGA também foi utilizado para comparar a
semelhanca da sequéncia usadapnimsers paraAm_Eglp 1 assequéncias dos genes
e mMRNA das demais aquaporinas preditasfemmellifera. De modo semelhante, a
plataforma NCBI foi utilizada para comparar a sequéncia usada para desenhar o
primer a qualquer outra sequéncia no genomaAdemellifera, garantindo a
especificidade dprimer. No total foram desenhados quatramers, um F e um Re

dois contendo regido promotora T7: FT7 e R T7.

Tabela 2 Primers de RNA utilizados para hibridizagéositu

Nome do Sequéncia dgrimer (5°=3)

Primer

F TTTGCGCAGCATGCGCCACT

R TGAAACTCCAACAACAGAGA

FT7 TAATACGACTCACTATAGGG TTTGCGCAGCATGCGCCACT
RTY TAATACGACTCACTATAGGG TGAAACTCCAACAACAGAGA

A partir do RNA total isolado anteriormentej fivoduzido cDNA utilizando
M-MuLV Reverse Transcriptase (New England Biolabs). As reacfes foram feitas a
partir de 500 ng de RNA, 1 pL de primer oligo(dT) a 0@, 1 pL de dNTP mix a
10 mM, e agua ultrapura para volume final de 10 pL. Os tubos foram incubados a
65°C por cinco minutos e resfriados em gelo. A seguir foram acrescentados 2 pL do
tampéao 10X M-MuLV buffer fornecido pelo fabricante (50 mM Tris-HCI, 78l m
KCIl, 3 mM MgCh, 10 mM DTT, pH 8,3), 1 uL de transcriptase reversa M-MuLV,
0,2 pL de inibidor de RNAse e agua ultrapura para volume final de 20 uL. O

material foi incubado por uma hora a 42°C seguido de inativacdo da enzima por
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incubacdo por 20 minutos a 65°C. O cDNA foi quantificadoespectrofotobmetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e armazenado a -20°C.

O cDNA sintetizado foi utilizado para amplificar a sequéncia de interesse a
partir da reacdo de PCR utilizando 12,5 puL do kit PCR Master Mix 2x (Promega)
Cada PCR foi realizado coprimer na concentracdo de 1 pM, 200 ng de cDNA e
agua o suficiente para o volume final de reacdo de 25 pL. Duas reacfes diferentes
foram realizadas, uma utilizando o par plemer F T7 e R, produzindo cDNA
denominadaense (para gerar sonda controle), e a outra utilizando o par de primer F
e R T7, produzindo cDNA denominadantisense (para gerar sonda para
hibridizacao). As reagdes foram realizadas no termociclador Eppendorf Mastercycler
ep realplex® (Eppendorf) seguindo as seguintes condi¢des: desnaturacdo por dois
minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo por 30 segundos a 95°C com anelamento
por 30 segundos a 48°C para cDNéise e por 30 segundos a 58°C para cDNA
antisense, seguido de extensdo por 30 segundos a 72°C. Uma Ultima etapa de
extensdo por cinco minutos a 72°C finalizou o processo de PCR que foi seguido por
quantificacdo em espectrofotbmetro Nanodrop 1000 (Thermo ScienBficRNA
resultante foi submetido a gel de agarose 2,0% para confirmar o tamanhocesperad
de 92 pb do cDNA. O restante da amostra foi armazenado a -20°C.

As sondassense e antisense foram sintetizadas utilizando 200 ng de cDNA
previamente preparado, 2 uL de RNA polimerase T7 (Roche) e 2 pL de DIG RNA
Labeling Mix 10x conc. (Roche) de acordo com instrucdes do fabricesteacdes
de 20 uL foram incubadas por duas horas a 37°C. Abelhas forrageiras foram
anestesiadas em gelo e dissecadas em tampao salino, e o sistema digestério (papo
com proventriculo, intestino médio e intestino posterior) e tubulos de Malpighi foram
removidos. A hibridizacaon situ foi realizada utilizando 1 pL de sondser(se ou
antisense) para cada 200 uL de tampéao especifico para hibridizacdo (50% formamida
deionizada, 4x SSE€ citrato de sodio salino, 1x solugdo Denhardt, 250 pug/mL de
tRNA de levedura, 250 pg/mL de ssDNA, 50 ug/mL de heparina, 0,1% Tween 20,
5% sulfato Dextran) (Dearden et al., 2009). Cinco abelhas foram utilizadas para
sondasense, cinco para sondantisense, e cinco para o controle de acordo com
protocolo desenvolvido para mellifera (Dearden et al., 2009), com modificacoes.
Para bloquear a fosfatase alcalina enddgena, foi utilizada solucédo de in@dazol
20 uM anteriormente ao uso do anticorpo anti-DIG AP antibody (Roche), seguido de

extensivas lavagens em tampéo PBST (PBS contendo 0,1% de Tween 20- Thermo
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Scientific). O anticorpo anti-DIG AP reconhece e se liga a digoxigenina (DIG-UTP)
presente na sonda e é conjugado a fosfatase alcalina - alvo para reducdo por
BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indgl-phosphate/nitro blue tetrazolium). A reacéo

de reducédo gera a coloracdo azul caracteristica desta hibridizatiioO anticorpo
anti-DIG AP antibody (Roche) foi diluido em PBST 0,1% e BSA a 1% (albumina de
soro bovino) na concentragéo de 1:1000, e foi aplicado por uma hora e 30 minutos
em temperatura ambiente. ApOs a etapa de ligacdo do anticorpo, o material foi
revelado utilizando BCIP a 50 mg/mL e NBT a 75 mg/mL em tampé&o (100 mM Tris,
100 mM NacCl, 50 mM MgGle 0,1% Tween 20) por cinco minutos em temperatura
ambiente protegido da luz. O papo com proventriculo, intestino médio, intestino
posterior - ileo e reto - e os tubulos de Malpighi foram separados, nsaowédia ght

em glicerol 80% e entdo montados em glicerol 95% para analise. Os fngios
observados e fotografados no estereomicroscépio Zeiss Stereomicroscope Discovery
V20, com camera Axiocam MRC Zeiss.

Caracterizacdo da proteina Am_Eglp 1 e potencial sensibilidade ao mercurio
(Ho)

O potencial bloqueio de Am_Eglp 1 por mercurio foi analisado pela distancia
dos residuos de cisteina ao segundo motivo NPA na sequéncia peptidica, através do
alinhamento dos aminoacidos utilizando o programa MEGA versédo 6.0 (Tamura et
al., 2013). A sequéncia de Am_Eglp 1 foi comparada com as sequéncias de outras
trés aquaporinas previamente testadas para o blogueio por mercurio: aquaporin 1 de
mamifero (X70257), sensivel ao mercario (Le Cahérec et al.,, 1996); AQPcic de
Cicadella viridis (Q23808), bloqueada por mercurio de modo dose-dependente (Le
Cahérec et al., 1996); e AQP4 Aedes aegypti (XM_001650118), insensivel ao
mercurio (Drake et al., 2015). Para verificar o padrdo de hidrofobicidade da proteina
Am_Eglp 1, a sequéncia predita dos aminoacidos desta aquaporina foi avaliada no
programaonline ProtScale (Gasteiger et al., 2005) com base no algoritmo de Kyte &
Doolittle (1982), usando janela de 11 residuos.



Construcéo de vetor e sintese de cRNA para expressao heteréloga em ovécito de
Xenopus laevis

O vetor pXOOM, contendo a sequéncia para 0 geée Eglp 1
(XM_001121043.4 transcript variant XToi produzido pela Genscript, contendo
sequéncia para o promotor T7, alvo da RNA polimerase, sequéncia Myc-tag, sitios
de clivagem para as enzimas de restricdo EcoRI e Hmdflfesentando resisténcia
a canamicina. Para transformagcaoEseherichia coli (NEB®5-alpha CompetertE.
coli. (High efficiency)- New England Biolabs) e clonagem do vetor, foram usados
50 ng de DNA plasmidial, procedendo de acordo com instrucdes do fabricante. Apos
a transformacéo, as bactérias foram transferidas para meio de cultura sélido contendo
canamicina na concentracdo de 1:1000, e mantidas em estufa avéiiight para
desenvolvimento das colbnias. Dentre as colbnias que cresceram individualizadas
contendo o vetor pXOOM, duas foram selecionadas de cada plas@tao
transferidas para tubos individuais contendo 5 mL de meio de cultura liquido com
canamicina na concentragdo de 1:1000. No total foram utilizadas quatro culturas
diferentes, resultando em oito tubos. Os tubos foram mantidos em agitador a 37°C
overnight a 220 rpm, seguido de extracdo do vetor por QIAb&in Miniprep Kit
de acordo com instru¢cdes do fabricante. O DNA foi eluido em 40 yuL de agua
ultrapura, e quantificado em espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
Para conferir o tamanho da sequénciaAde Eglp 1 o vetor foi linearizado pela
dupla digestdo com enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll (New England Biolabs),
utilizando 1 pg de DNA plasmidial, 1 uL de cada enzima de restricdo, 1 pL de
tampdo (10x NEBuffer - New England Biolabs) e agua ultrapura para completar o
volume para 50 pL por uma hora a 37°C. Em seguida, foi feito um gel de agarose
2,0%. Também foi realizada digestdo do plasmidio utilizando apenas Hindlll, nas
mesmas condi¢cdes citadas acima. Posteriormente, 1 pug de DNA linearizado com
Hindlll foi utilizado na sintese de cRNA via transcricéo vitro com o kit
mMessage-mMachiffe{Ambion Inc.) contendo RNA polimerase T7, de acordo com
instrucdes do fabricant@ cRNA foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop

1000 (Thermo Scientific) e armazenado a -80°C.



Andlise de expressao da proteina por Western Blot

Ovdcitos injetados com cRNA, bem como os controles (ovOcitos injetados
com agua e ovocitos sem injecdo), tiveram o citoplasma removido e as membranas
foram maceradas em Laemmli Sample Buffer (Biorgdhercaptoetanol e 1 uM de
mistura de inibidores de protease (Sigma-Aldriehifambém foram submetidas ao
choque térmico. Os extratos das membranas dos ovdcitos foram aplicados em
Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (BioRad) e -eletrotransferidos para
Immune blot-PVDF Membrane for Protein Blotting (BioRad). A membrana foi
bloqueada utilizando Blocker Blotto in TBS (Thermo Fisher Scientific) a 4°C
overnight, seguida de incubag@o com anticorpo anti-myc-tag (Cell Bolabs) diluido na
concentracdo de 1:1000 em tampé&o de bloqueio (Thermo Fisher Scientific). Apos
extensivas lavagens com TBS (50 mM Tris, pH 7.6; 150 mM NacCl), a membrana foi
incubada em anticorpo secundario anti-mouse IgG conjugado com fosfatase alcalina
(Milipore), diluido em tampdo de bloquei¢Thermo Fisher Scientific) na
concentracdo de 1:5000 por duas horas em temperatura ambiente. Para revelar a
membrana, foi utilizado BCfPNBT Liquid Substrate (Sigma).

Expresséo da aquaporina Am_Eglp 1 em ovdcitos déenopus laevis e ensaio de
absorcao de agua

Para realizar o teste, os ovocitos foram adquiridos da Ecocyte Bioscience US,
injetados com 20 ng de cRNA paken Eglp 1 e, para os controles, foram mantidos
sem injecdo ou injetados com 30 nL de agua. A seguir, 0s ovocitos foram incubados
a 16°C por quatro a cinco dias em solu@@oeth’s solution 200 mOsm (NacCl
88 mM, KCI 1 mM, CaGl 0,4 mM, Ca(NQ@), 0,33 mM, MgSQ 0,8 mM, Tris-HCI
5 mM, NaHCQ 2,4 mM, pH 7,3) adquirida também da Ecocyte BioscienceeUs,
suplementada com penicilina e estreptomicina a 100 mg/mL, cada. Para a realizacéo
do ensaio de absorcdo de agua, ovocitos foram transferidos do meio de incubacéo
Barth’s solution 200 mOsm para meio diluido com agua destilada a 50 mOsm
(hiposmotico). Apoés a transferéncia os ovocitos foram avaliados por quatro minutos
em temperatura ambiente com o auxilio de estereomicroscopio. Para testar se

Am_Eglp 1 apresenta sensibilidade ao mercurio, ovécitos foram mantidos por dez



minutos em solugaBarth’s solution a 200 mOsm contendo 1 mM de Hg@htes de

serem transferidos para meio hipotonico, como descrito anteriormente. Imagens dos
ovocitos foram tiradas a cada 30 segundos utilizando o estereomicroscopio Olympus
SZX12 com fonte de luz Lumen 200 e camera Ample Scientific TCC3.3 ICE
supercooled CCD.

O coeficiente de permeabilidade osmoética da agua (Pf) foi calculado de
acordo com meétodo previamente descrito (Liu et al.,, 2011), seguindo a formula
Pf = Vo d(VIVo)/dt S V2o (OSMyentro - OSMora). Nessa formula, y/€ o volume
inicial do ovocito antes do desafio hiposmotico, d(d)/¥ a variacdo de volume do
ovQcito entre o inicio e o final do desafio, dt é o tempo utilizado para o teste em
segundos, Srepresenta a area da superficie do ovocitgo\d volume molar da
agua, e (Osmnro - OsMmery) a diferenca entre a molaridade no interior do ovéeito
igual a do meio de incubacgéo - e 0 meio no qual os ovécitos foram subnaetidos
teste- meio hiposmatico.

Andlise estatistica e representacao grafica

Os dados do RT-gPCR e do ensaio de inchaco foram analisados por ANOVA
seguido de teste Tukey, utilizando 5% de significancia. Os graficos representando os
resultados foram desenvolvidos utilizando o programa GraphPad Prism 5. Para
acessar a expressao relativa dos genes para aquaporinas, identificando a média de
guanto a mais ou a menos foram expressos, foi utilizado o programa REST 2009
(Pfaffl et al., 2002), com 5% de significancia.
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RESULTADOS

Expressao de aquaporinas

O RT-gPCR permitiu analisar o nivel de expressdo dos genes para
aquaporinas nos 6rgdos do sistema digestorio e tubulos de Malpighi e cada gene
exibiu um perfil diferente de expressao (Figura 1). O gemeEglp 1 foi 0 mais
expresso no intestino médio (Fig. 1A). A andlise indicou que a expressao redativa d
entomogliceroporindAm_Eglp 1 no intestino médio foi 8.000 vezes maior que no
papo (p<0,05), 1.500 vezes maior que no ileo (p<0,05), 3.600 vezes maior que no
reto (p<0,05) e 560 vezes maior que nos tubulos de Malpighi (p<0,05), calculado
pelo programa REST 2009.

O perfil de expressao da outra entomogliceropoAna,Eglp 3, foi 0 oposto
ao observado param Eglp 1. No papo, ileo, reto e tubulos de Malpighi, 0 gene
exibiu alta expressdo, enquanto que no intestino médio apresentou o menor valor de
expressao relativa (Fig. 1B). No intestino médio a taxa de expresséo relativa de
Am_Eglp 3 foi de apenas 5,2% comparada as demais regides analisadas.

Am DRIP e Am _PRIP foram observados em todos os 6rgaos avaliados, sendo
a maior expressao relativa dém DRIP nos tubulos de Malpighi (Fig. 1G3
Am_PRIP no reto e tubulos de Malpighi (Fig. 1D). Estes dois genes apresentaram
menor taxa de expressado no intestino médio onde houve expressao de apenas 1,6%
de Am DRIP, e 5,8% deAm PRIP em relacédo ao quanto foi expresso nos tubulos de
Malpighi.

O geneAm BIB foi o que apresentou as menores taxas de expresséo,
atingindo um maximo de expressdo relativa de 2,2 observada no ileo (Fig. 1D). Entre
as regides testadas, o intestino médio foi 0 que apresentou o menor nivel de
expressao relativa.

Os dados de expresséao relativa indicaram AjueEglp 1 foi o gene com
maior expressao relativa, observado no intestino meédio (Fig. 1A). Devido a
abundéancia dé&m Eglp 1, este gendoi selecionado para ser utilizado nos demais

testes deste trabalho.
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Figura 1: Expressao relativa de genes preditos de aquaporinas em 6rgéos do sistema digestério
tubulos de Malpighi de forrageiras demellifera. IM : intestino médioTM : tabulos de Malpighi.

Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostvatord3s se
referem & média e as barras ao desvio padrao.
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Hibridizag&o in situ

O controle negativo ndo apresentou nenhuma marcacdo apds o tratamento
com solucdo de imidazol e apds ser revelado com o sistema composto BCIP/NBT,
gue reage com fosfatase alcalina (Fi§.-2C). Sendo assim, a inibicdo da fosfatase
alcalina enddgena foi realizada e, qualquer marcacéo encontrada nos demags testes,
resultado de hibridizacdo da sonda especifica de mRNAAparaglp 1.

A sondasense foi utilizada como controle (Fig.2 — F). Na reacédo de
hibridizacdo utilizando sondaense, onde houver marcacédo indica hibridizac&o
inespecifica, portanto tais resultados devem ser desconsiderados nos resultados
observados para a sondatisense. Nas amostras testadas com a saedse foram
observadas apenas fracas marcacgoes inespecificas¥Fidr)2

Todos os oOrgdos avaliados apresentaram marcagdo positiva para a sonda
antisense (Fig. 25 — 1), como esperado apos os resultados de RT-qgRGRapo foi
observada marcacédo positiva no epitélio, mas ndo no bulbo do proventriculo (Fig.
2G). O intestino médio apresentou marcacgao positiva homogénea ao longo do tecido,
demonstrando a expressdo de mRNA pemaEglp 1 em todo o 6rgéo (Fig. 2G). As
amostras do ileo e reto tiveram marcacdo positiva para a sonda. No ileo foram
observados pontos de hibridizagdo ao longo do tecido, abrangendo desde a porc¢éo
anterior até a divisdo com o reto. Ja no reto, a marcacdo positiva foi observada no
epitélio sendo que, nas papilas retais, ndo houve hibridizacéo (Fig. 2H). Os tubulos
de Malpighi apresentaram marcacdo positiva principalmente nas porcoes distais,
porém alguns pontos de hibridizacdo também foram observados ao longo de alguns

tibulos, mas sem  distribuicho = homogénea  aparente (Fig.  2lI).
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Sonda Sense Controle Negativo

Sonda Anfisense

Figura 2: Montagem total de 6rgdos do sistema digestério e tubulos de Malpighi de
forrageiras @ A. mellifera submetidos a hibridizacam situ. A, D e G: papo com
proventriculo e intestino médiB, E e H: ileo e reto, com papilas reta3, F el: tabulos de
Malpighi. Detalhes erfr, H e |: imagens em maior aumento da regido representhdeas

500 pm.IM: intestino médio;il: ileo; R: reto; PR: papilas retais.Seta bulbo do
proventriculo. Cabeca de setamarcagdo positiva indicando hibridizacdo da sodda
MRNA paraAm_Eglp 1.
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Caracterizacao da proteina predita Am_Eglp 1

A proteina predita Am_Eglp 1 apresenta 280 aminoacidos, com peso
molecular de aproximadamente 30 KDa, conforme os dados da plataforma NCBI. Na
sequéncia de amino&cidos de Am_Eglp 1 foram observadas duas regides de motivo
NPA, um iniciando na posicao 76, e outro na posicadqRg03). O segundo motivo
NPA foi precedido por um residuo de cisteina na posicédo 197, a dois aminoacidos de
distancia, indicando potencial bloqueio por mercurio. Na comparacao das sequéncias
de aminoacidos, Am_Eglp 1 e Aquaporin 1 apresentaram o residuo de cisteina na
mesma distancia do segundo motivo NPA, enquantoequédQPcic e AQP4 a
cisteina se encontra mais distante, a 12 e a 37 aminoéacidos de distancia do motivo
NPA, respectivamente (Fig. 3). O perfil de hidrofobicidade, gerado pelo algoritmo de
Kyte & Doolittle (1982), apontou para seis dominios hidrofébicos transmembrana
(numerados de 1 a 6), regibes amino-terminal e carboxi-terminal hidrofilicas, e cinco
regides hidrofilicas toops (Fig. 4).0 loop B esta representado pela regido entre os
dominios 2 e 3, e toop E entre os dominios 5 e 6, onde se encontram 0s motivos
NPA, responséaveis pela formagdo do poro seletivo e transportador deCagua.
residuo de cisteina que precede o segundo motivo NPA, que caracteriza o potencial

bloqueio por mercurio, foi indicado (Fig—4cabeca de seta).

Ensaio de absorcdo de agua

Os ovécitos d&X. laevis injetados com cRNA dAm _Eglp 1 absorveram agua
do meio hiposmotico, o que foi observado pelo aumento de tamanho dos ovdcitos.
Alguns ovdcitos absorveram agua tao rapidamente, demandando menos tempo do
gue o estabelecido para o experimento, resultando em rompimento da membrana e
extravasamento do citoplasma para o meio. O teste também evidenciou que 0s
controles, ovocitos injetados com &agua e ovOcitos sem injecdo, incharam
minimamente, apresentando coeficiente de permeabilidade (Pf) menor que os
ovocitos injetados com cRNA (Fig. 5A). Quando os ovocitos previamente incubados
em solucéo de Hgglforam submetidos ao teste, ndo houve influxo ou efluxo de
agua, sendo o resultado idéntico aos observados para os controles (Fig. 5A). A
expressdo da proteina Am_Eglp 1 na membrana dos ovoécito§ evis foi
confirmada através de Western blot, que evidenciou marcacdo positiva contra a

sequéncia myc-tag expressa juntamente com a aquaporina (Fig. 5B).
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Am Eglpl MENDNQKSAWTI--—-—-——--—————————————————— EKGTMTMEIAEVIGTGILLEFIGC
Aguaporin MASEFK--————--—————-—- - ————————— KKLFWRAVVAEFLAMTLFVEISI
AQPcic MAADKSVDNTKKIIGIDDIT-—-—————————————— DTKTIWRCLAAELIGTLLLVLIGT
AQP4 MSTNHQONGKDSHLPMPAEQAPSDVGKSNQSFLGTGHNARDVMSIFLAEFSGTATLMEFLGC
Am Eglpl MGSIG-—-—-—-—--— TMGPILPPPLQTSMAFGMTVNLLIMMLGHISGAHLNPAVTIGAVILGIK
Aguaporin GSALGEFNYPLERNQTLVQDNVKVSLAEGLSIATLAQSVGHISGAHLNPAVTLGLLLSCQI
AQPcic GSCTGVQI---SEGDVV---VRIALTEGFIIATMVQCIGHVSGCHINPAVTCGLLVTGHI
AQP4 MCCVT-————— GFGN-TPTNVSGGIGEGFTVMMAIITFGHVSGAHINPSVSIAALVYGLL
Am Eglpl TIPTGILYATAQFIGATIGYGLLMTITPSELLNDGRSNVTIGHCVTVVHPGISITQAIIV
Aguaporin SILRAVMYTITAQCVGAIVASATILSGITSSLLEN-——————-— SLGRNDLARGVNSGQGLGI
AQPcic SILKAIFYITIVQCVGAIAGSAILKVITPAEFRG-——————— TLCMTSLAPGVTPPMGFLV
AQP4 NVPMLILYLIAQFLGGLCGYGLLMAVTPMKYFTAAM-EIGNGACVTAPHDDLSVMEAFGV
Am Eglpl EILCTSFILCAACATWDPRCAHTTDSTATIREGFSVVGVSLAASPYTGCSMNPARTFGPAF
Aguaporin EIIGTLQLVLCVLATTDRRRRDLGGSAPLAIGLSVALGHLLAIDYTGCGINPARSEFGSAV
AQPcic EACITFVLILLVQSVCDDRRKNLGNAAPVAVGLAITCCHLAATKYTGSSMNPARSFGPAV
AQP4 EFFVIGILVWTCCGLWDPRNSKMGEGTPVKEALIVAGISTAGGPYTGASMNPARTIL.PPAV
Am Eglpl W-NGNWTNOWIYWFGPCAGAFLGTYIYVYLFAEKKENRNECLEFIELKATINDDANYSEKI
Aguaporin L-TRNFSNHWIFWVGPFIGSALAVLIYDFILAPRSSDEFTD---RMKVWISGQVEEYDLDA
AQPcic NGDDNWANHWVYWAGPIVGGVVAGITYRALF--RARKPEE-—-——-————-——— EASSYDF--
AQP4 W-NGSYKSIWIYFIAPPLAGMVMPLIYKYVE--RRELPQDEQTAMVTKTPEEMKAHIVEQ
Am Eglpl NKKEENLEENLG

Aguaporin DDINSRVEMKPK

AQPcic @ ——mmmm— e

AQP4 NRF--—--————-

Figura 3: Comparacdo das sequéncias de aminoacidos de aquaporinas de diferentes
organismos e com diferentes sensibilidades mercurio (HgC)). Am_Eglp 1:
entomogliceroporina deéA. mellifera; Aquaporin 1. aquaporina de mamifero; AQPcic:
aquaporina d€. viridis; AQP4: aquaporina dA. aegypti. Demarcacao cinza: aminoacidos
conservados entre as sequéncias das aquaporinas comparado a Am_Eglp 1. Motivos NPA
estdo destacados com retang@loResiduos de cisteina anterior ao segundo motivo NPA.
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Figura 4: Perfil de hidrofobicidade de Am_Eglp 1. Acima da linha do 0 sdo representadas as
sequéncias de aminoacidos com caracteristicas hidrofébicas, e abaixo da linha do 0 as com
caracteristicas hidrofilicas. Nameros de 1 a 6: dominios transmembrana. Linia aoter
dominio 1: regido aminoterminal. Linha posterior ao dominio 6: regido cadyaxinal.

Cabeca de seta: posi¢ado do residuo de cisteina anterior ao segundo PAtIN8e.: inicio

dos motivos NPA.
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Figura 5: A: Andlise do coeficiente de permeabilidade em ovdcitoX. digevis expressando
Am_Eglp 1 e submetidos ao ensaio de absor¢cédo de @guzlores se referem as médas

as barras ao desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistice emostras
(p<0,05). Am_Eglp 1: ovdcitos injetados com cRNA para a aquaporina dellifera.

HgCl,: ovdcitos injetados com cRNA para a Am_Eglp 1 e expostos ao mercurio antes do
teste de absorcdo de aguaOHovdcito injetado com agua. @: ovocito sem injedaio.
Andlise de Western Blot de lisadossdmembranas dos ovdcitos, utilizando anticorpo
secundario anti Myc-tag. M: marcador de peso molecular. Canaleta 1: ovécitos injetados
com cRNA para Am_Eglp 1. Canaleta 2: ovdcitos injetados com agua. Canaleta 3: ovOcitos
sem injecao.
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DISCUSSAO

O perfil de expressdo das aquaporinas no sistema digestorio e tubulos de
Malpighi de A. mellifera foi variavel, dependendo do 6rgao, logo se supde que nas
abelhas as aquaporinas séo distribuidas dependendo da especificidade de expressao
nos tecidos e membranas. Como observado para outros insetos, mais de uma
aguaporina pode ser expressa N0 mesmo organismo e ou mais de uma aquaporina
pode ser expressa huma mesma célula (Duchesne et al., 2003; Kataoka et al., 2009;
Azuma et al., 2012). Esta redundéancia de expressdo é uma caracteristica comum nos
insetos, sendo que as aquaporinas podem transportar apenas agua ou até mesmo
diferentes moléculas através das membranas, como o glicerol, ureia, entre outras
(Kataoka et al.,2009; Azuma et al., 2012; Drake et al., 2015). A efiprdssnais de
um tipo de aquaporina nas células confere vantagens aos individuos inclusive caso
ocorra inibicdo de uma das proteinas, por exemplo, evitando maiores danos ja que
existem outras aquaporinas para suprir a funcédo (Drake et al., 2010, Herraiz et al.,
2011).A redundancia na expresséo de aquaporinas nas regifes do sistema digestorio
e tubulos de Malpighi d&. mellifera sugere que as diferentes aquaporinas podem
atuar simultaneamente ou suprir a fungcdo uma da outra nas abelhas.

A expressdo de aquaporinas no intestino mediA. deellifera, em especial
Am Eglp 1, sugere que estas proteinas atuem no transporte de dgua em conjunto com
as caracteristicas celulares da regido, como invaginacdes da membrana basal e a
presenca de diversas mitocOndrias associadas (Serrédo et al., 2008). As abelhas
forrageiras consomem principalmente néctar (Brodschneider & Crailsheim, 2012),
alimento diluido no qual a composicdo chega até a 90% de agua, sendo que o
excesso de agua necessita ser eliminada do organismo (Nicolson, 1998), evitando a
diluicdo das enzimas digestivas (Douglas et al., 2006). Insetos cuja dieta baseada em
alimentos diluidos, comoC. viridis que se alimenta de seiva, apresentam
modificacdes morfolégicas e estruturais que favorecem a eliminacao rapida da agua,
evitando o estresse osmoético (Le Cahérec et al., 1997). Nesses insetos é observada a
presenca da camara filtro, regido de aproximacéo entre o intestino meédio anterior,
intestino médio posterior e tubulos de Malpighi, além da expressao de aquaporinas
na membrana basal e em vesiculas intracelulares, que aumenta ainda mais a

velocidade do transporte de agua (Le Cahérec et al., 1997). As abelhas néo
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apresentam modificagdes no sistema digestorio e tibulos de Malpighi, co@o em
viridis, porém as aquaporinas e caracteristicas celulares séo suficientes para eliminar
0 excesso de agua da dieta, favorecendo a manutencdo da digestdo e da
osmorregulacao.

Além da expressdo dém Eglp 1 observada no intestino médio, a
hibridizacdoin situ confirmou a presenca de mRNA pakm Eglp 1 nos demais
orgaos do sistema digestério e nos tubulos de Malpighi. No papo foi observada
hibridizacdo no epitélio, onde Am_Eglp 1 pode atuar juntamente com outras
aquaporinas. Am_DRIP foi previamente demonstrada na membrana apical e em
vesiculas intracelulares do epitélio do papo (Serrdo et al.,, 2014). No bulbo do
proventriculo, regido altamente esclerotizada em diversas espécies de abelhas,
incluindo A. mellifera (Serréo, 2001), a hibridizacao foi negativa, indicando que esta
regido é impermeavel a agua, ou que pelo mano&glp 1 ndo atua no processo de
transporte de agua nesta regido. Esses resultados indicam que Am_Eglp 1 atua no
transporte de agua pelo epitélio do papo, mas ndo pelo bulbo do proventrgculo. A
papilas retais promovem reabsorcdo de agua do conteuddo mantido no reto de
A. mellifera e demais espécies que as apresentam, e sdo formadas por células com
caracteristicas histolégicas de absor¢cdo, como invaginacdes associadas a
mitocdndrias (Santos et al., 2009; Chapman, 2013). A auséncia de hibridizacdo do
MRNA paraAm_Eglp 1 nas células das papilas retais indica que Am_Eglp 1 ndo esta
envolvida no transporte de agua nestas células, porém ndo exclui a possibilidade de
outras aquaporinas realizarem esta funcdo. A hibridizagasitu evidenciou
marcacao positiva de mRNA paken Eglp 1 restrita ao epitélio do reto. Estes dados
sugeem que Am_Eglp 1 atua no processo de transporte de agua pelas células do
eptélio do reto, visto que o epitélio € composto por células achatadas e sem atributos
relacionados a absorc¢éo (Santos et al., 2009).

Aquaporinas do grupo DRIP e PRIP sdo comumente encontradas nos tubulos
de Malpighi e intestino posterior de insetos (Spring et al., 2007; Kataoka et al., 2009;
Drake et al., 2010). Os tubulos de Malpighi, associados ao ileo e reto, compdem o
sistema excretor e osmoregulador, sendo os tubulos de Malpighi responsaveis pela
filtragem da hemolinfa, originando a urina primaria, enquanto o ileo e reto
participam da reabsorcdo do material e finalizacdo da formagdo das excretas
(revisado por: Beyenbach, 2003; Nocelli et al, 2016). Em abelhas, caracteristicas

histologicas do epitélio dos tubulos de Malpighi e do ileo, incluindo
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microvilosidades na face luminal, extensas invaginagdes na regiao basal e associacdo
de mitocondrias em ambas as regibes (Gongalves et al., 2014), apontam para
atividade absortiva. Nossos resultados mostraram a expressado do8rgeDBsP e

Am PRIP nos tubulos de Malpighi e intestino posterior, onde estas proteinas sao
conhecidas por aumentar a velocidade do transporte de agua, auxiliando a formacao
da urina priméria e na manutencdo da osmoregulacdo pela reciclagem de agua do
intestino posterior para a hemolinfa (Azuma et al., 2012).

No entanto, a expressao de DRIP e PRIP néo se restringe ao sistema excretor.
Serréo et al. (2014) demonstraram a presenca de aquaporina do grupo DRIP no papo
de abelhase relacionaram o inicio da conversao do néctar em mel, por desidratacéo,

a aquaporina. Os resultados aqui apresentados confirmaram a expressao de todas as
aquaporinas testadas, incluindo DRIP e Am Eglp 1. Apesar de o papo ter sido
considerado impermeéavel (Snodgrass, 1956), ha evidéncias de que ocorra transporte
de agua via aquaporina pelo epitélio. O transporte pode ser facilitado por Am_DRIP
Am_PRIP ou ainda por Am_Eglp 1, cuja funcionalidade foi confirmada neste estudo.

As aquaporinas do grupo BIB foram descobertas e descritas em processos de
desenvolvimento embrionario @rosophila melanogaster, sendo que sua expressao
diminui ao longo da vida dos insetos (Rao et al., 1990; Doherty et al., 1997). Como
este trabalho avaliou apenas adultosAdaemellifera, o baixo valor de expressao
relativa de Am BIB, comparado aos demais genes preditos, era um resultado
esperado, ainda que observada a expresséao esetodgioes avaliadas. Apesar de
aquaporinas serem conhecidas pelo transporte de moléculas de agua, as proteinas do
grupo BIB foram previamente descritas como transportadoras de cations, incapazes
de transportar moléculas de agua (Yanochko & Yool, 2002). Porém, foi demonstrado
gue esta proteina ndo esta relacionada ao transporte, mas atua na adesdo célula a
célula (Tatsumi et al., 2009). Sendo assim, é razoavel concluir que a presenca de BIB
nas ceélulas do sistema digestorio e tubulos de Malpighi, juntamente com outras
modificagdes como juncgdes celulares (Serrdo et al., 2008), participe da manutencao
da integridade e funcionalidade dos tecidos ao promover a adeséao celular.

O geneAm Eglp 3 apresentou maior expressao relativa no papo, ileo, reto e
tubulos de Malpighi, mas ainda houve expressdo das outras aquaporinas preditas
nestes O0rgaos. Esses dados sugerem que, apesar da expressao de diferentes tipos de
aquaporinas, Am_Eglp 3 pode ser a proteina que mais participa do transporte de agua

pelas membranas destas regides. Assim como Am_Eglp Amd&qglp 3 é
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classificada como entomogliceroporina (Finn et al., 2@Eogxpressao de diferentes
aquaporinas, inclusive de mesma classificacdo, é uma caracteristica comum nos
insetos, dependendo apenas do tipo de tecido onde ocorre a expresséao (Le Cahérec et
al., 1997; Duchesne et al., 2003; Azuma et al., 2012).

Aquaporinas podem ter sua atividade de transporte de agua bloqueada por
moléculas de mercurio dependendo da distancia do residuo de cisteina em relacdo ao
segundo motivo NPA, como ocorre em Aquaporin 1, onde a cisteina se emcontra
dois aminoacidos de distancia (Preston et al., 1993; Le Cahérec et al., 1996). AQPcic
de C. viridis apresenta baixa sensibilidade ao mercurio, e AQPA. degypti ndo
exibe nenhuma sensibilidade (Le Cahérec et al., 1996; Drake et al., 2010), pois 0s
residuos de cisteina nestas aquaporinas estdo mais afastados do segundo motivo
NPA, em comparacdo a Aquaporin 1. A comparacdo entre as sequéncias dos
aminoacidos das aquaporinas indica que Am_Eglp 1 tem potencial para bloqueio por
mercurio, pois em Am_EgIp 1 a cisteina esta a apenas 2 aminoécidos de distancia do
segundo motivo NPA. Além disso, o teste de hidrofobicidade revelou que Am_Eglp
1 apresenta similaridades ao perfil de outras aquaporinas comprovadamente
funcionais (Jung et al., 1994; Le Cahérec et al., 1996, Pienkowska et al., 2014)
Portanto, a sequéncia dos aminoacidos, junto ao perfil de hidrofobicidade, indicam
gque Am_Eglp 1 é uma aquaporina funcional, como demonstrado neste trabalho.

A expressao heterdloga de Am_Eglr ovécitos deX. laevis seguida do
ensaio de absorcdo de 4gua confirmou a funcionalidade da aquaporina prevista, pela
sequéncia de aminoacidos e pelo teste de hidrofobicidade da proteina. Nossos testes
demonstraram quém Eglp 1 codifica para uma proteina funcional, responsavel
pelo transporte de agua, além de ser sensivel ao mercuario, como diversas aquaporinas
de insetos (Le Cahérec et al., 1997; Kataoka et al., 2009; Azuma et al., 2012; Drake
et al., 2015). No entanto, se esta proteina transporta pequenos solutos, como glicerol
e ureia, permanece sem esclarecimento e futuros testes sdo necessarios para uma
caracterizagao completa de Am_Eglp 1.

Em conclusao, este trabalho demonstrou a ocorréncia de diversas aquaporinas
no sistema digestorio e tubulos de Malpighi Alemellifera, sendo mRNA para
Am _Eglp 1 localizado em todos os 6rgaos, com excecédo do bulbo do proventriculo e
das papilas retais. A aguaporina Am_Eglp 1, classificada como entomogliceroporina,

e até entdo uma proteina predita, foi funcionalmente testada e comprovada sua

funcdo de transportadora de agua, sendo sensivel ao mercurio. Esta foi a primeira
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aquaporina de abelhas testada funcionalmente. Apesar dos avangos nas pesquisas,
ainda ndo se conhece a importancia fisiologica dessas proteinas para as abelhas.
Estes dados servem de incentivo para futuros estudos, como tegtexkdawn ou
silenciamento que podem esclarecer sobre a relevancia de Am_Eglp 1 e demais

aquaporinas para as abelhas.
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