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RESUMO

SILVA, Luciana Barboza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Purificacdo e caracterizacdo parciais de serino e cisteino proteases de Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.
Coorientadores: Maria Goreti de Almeida Oliveira e Eliseu José Guedes Pereira.

Serino e cisteino proteases foram purificadas de uma populacdo susceptivel e duas
resistentes a inseticidas (uma com custo associado a resisténcia e outra sem custo) de
Sitophilus zeamais. Utilizou-se coluna de afinidade aprotinina-agarose para purificar
serino protease das trés populagdes. O maior fator de purificacdo obtido foi para a
populagdo resistente sem custo (51,20x), com um rendimento de 14,8% e atividade
especifica de 875uM/mirnymg proteina. Na SDS-PAGE uma banda de 56 kDa ficou
visivel nas trés populagdes e na populacéo resistente sem custo uma outra banda de 70
kDa também foi observada. A enzima parcialmente purificada das trés populacées foi
inibida por PMSF, TLCK, aprotinina, benzamidina e SBTI, indicando a presenga de
serina e histidina no centro ativo da enzima o que a caracteriza como tripsina-like. A
enzima purificada das populagdes resistentes tem maior afinidade pelo substrato (menor
valor de Kwu app) € a eficiéncia catalitica para a populagdo resistente sem custo foi
aproximadamente duas vezes maior em relagdo a populagdo susceptivel. Para purificar
cisteino protease das trés populacdes a coluna de afinidade thiol-sepharose foi utilizada.
Um material homogéneo foi obtido com a purificagdo de cisteino, conforme indicado na
SDS-PAGE. Uma Unica banda, de 74 kDa foi visivel na populagdo susceptivel,
enquanto duas bandas de 72 e 83, e 68 e 74 kDa apareceram na populagéo resistente
com e sem custo, respectivamente. A identificacdo de cisteino protease foi confirmada
pelos ensaios com inibidores, realizados com as fragbes que apresentaram atividade
proteolitica, eluidas da coluna thiol-sepharose. As cisteino proteases, parcialmente
purificadas das trés populacdes apresentaram um comportamento diferente quanto a
degradacdo de caseina e inibidores utilizados. A enzima parcialmente purificada da
populacéo resistente com custo foi menos sensivel ao inibidor E-64, apresentando maior
valor de lsp comparado as outras populacdes analisadas. A afinidade (i.e. Ky app) da
enzima pelo substrato foi similar entre as populagdes, porém a Vmax app fOi Vvariavel,
sendo que a populacéo resistente com custo apresentou valor 5x superior, enquanto a
populagdo resistente sem custo foi 3x maior do que a Vmax app da populagao susceptivel.
Os resultados desta investigacdo confirmam que as populacdes resistentes a piretrdides,

séo mais eficientes quanto a atividade de tripsina-like proteases, as quais tem um papel
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importante na mitigacdo do custo fisioloégico associado com a manutencdo dos
mecanismos de resisténcia a inseticidas em algumas populagdes de S. zeamais. O papel
de cisteino proteases na mitigagéo do custo associado a resisténcia parece ser secundario

em relag&o a serino protease.



ABSTRACT

SILVA, Luciana Barboza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009. Partial
purification and characterization of serine and cysteine proteases of Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Advisor: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-
Advisors: Maria Goreti de Almeida Oliveira and Eliseu José Guedes Pereira

Serine and cysteine proteases of a susceptible and two resistant strain (one with a cost
associated with resistance and other without cost) of the maize weevil Sitophilus
zeamais were partially purified using an affinity column of aprotinin-agarose . The
highest purification factor was obtained for the resistant no-cost strain, 51.20x, with a
yield of 14.8% and specific activity of 875uM/mirymg protein. In the SDS-PAGE a band
of 56kDa was visible in the three strains, and the resistant no-cost strain also exhibited
another band of 70kDa. The enzymes partially purified from the three strains were
inhibited by PMSF, TLCK, aprotinin, benzamidine and SBTI, indicating the presence of
serine and histidine in the enzyme active center, which is characteristic of trypsin-like
serine proteases. The enzyme purified of the resistant strains have higher affinity for the
substrate (lower value of Ky app), and the catalytic efficiency for the resistant strain no-
cost was approximately 2-fold higher relative of the susceptible strain. A thiol-
sepharose affinity column was used to purify the cysteine protease of the three strains.
Cysteine proteases partially purified from the three strains exhibited a different behavior
in casein degradation and its inhibition by specied inhibitors. The enzyme partially
purified from the resistant cost strain was less sensitive to the inhibitor E-64 exhibiting
higher Iso compared to the other strains studied. The affinity (i.e. Ky app) of the enzyme
for the substrate was similar among the strains, but the Vmax app for the enzyme partially
purified from the resistant cost strain was 5x greater and of resistant no-cost was 3x
greater than the Vmax app Of the susceptible strain. The results of this investigation
confirm that the pyrethroid-resistant strains have elevated activity of trypsin-like
proteases, which has an important role in mitigating the physiological cost associated
with maintaining the mechanism of resistance to insecticides in some strains of S.
zeamais. The role of cysteine in mitigating the cost associated with the resistance

appears to be of secondary relative to that of serine proteases.



Introducéo Geral

A diversidade de mecanismos de resisténcia a inseticidas em algumas
populagdes de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) imp&e diferentes custos
adaptativos aos individuos resistentes (Fragoso et al. 2007; Oliveira et al. 2007), tendo
como consequéncia um aumento na taxa metabdlica necessaria para manterem o
mecanismo de defesa. Embora desconheca-se que serino e cisteino proteases constituam
um mecanismo de resisténcia a inseticidas piretroides, acredita-se que haja uma
vantagem metabolica conferida pelo aumento da atividade dessas enzimas nos insetos
resistentes. Tais proteases podem atuar suprindo aminoacidos para a sintese de enzimas
destoxificativas, bem como auxiliar na aquisicdo e mobilizagdo de reservas energéticas
para a manutencdo do mecanismo de defesa (Saleem et al. 1994; Almed et al., 1998;
Wilkins et al., 1999; Araujo et al., 2008).

Os problemas oriundos da existéncia de populagGes resistentes a inseticidas em
pragas de produtos armazenados, como S. zeamais, vai além dos prejuizos diretos a ela
associados, pois a resisténcia pode ser disseminada pelo comércio de produtos
infestados por individuos resistentes (Champ e Dyte, 1976). InformagBes sobre a
magnitude, os mecanismos, o0s custos fisiologicos associados e sua mitigagdo sdo
essenciais nos programas de manejo da resisténcia e nas investigagdes da evolugéo de
fenotipos recém-adaptados e das mudangas fisiologicas e genéticas associadas a estes
(Coustau et al., 2000, Raymond et al., 2001).

Sitophilus zeamais, inseto considerado praga primaria do milho, tem alto poder
destrutivo causando elevadas perdas na fase pds-colheita dos gréos. Os adultos sdo
capazes de atacar os gréos intactos e as fémeas ovipositam no interior do gréo, onde se
alimentam e desenvolvem as larvas (Santos et al., 1986; Danho et al., 2002; Adda et al.,
2002). Os danos tanto dos adultos quanto das larvas sdo severos e aliados ao elevado
potencial bidtico e capacidade de colonizar os grdos no campo e nos silos, o torna uma
das principais pragas de milho armazenado. Para conter infestagbes da praga nos
armazéns, utiliza-se principalmente inseticidas por ser um método simples, rapido e

econdmico (Guedes, 1990 e 1991). Em decorréncia disto, tem ocorrido a selecéo de
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populaces resistentes a estes compostos levando a perda de eficiéncia dos compostos,
no controle deste inseto.

As modificacbes genéticas que propiciam ao individuo sobreviver em um novo
ambiente, como por exemplo gréos tratados com inseticidas no caso de carunchos, estao
normalmente associados a um custo adaptativo, pois qualquer adaptagéo para uma nova
condicdo (como tolerar doses de inseticida que seriam letais a maioria dos individuos),
envolve modificagdes dos fendtipos ancestrais. Neste contexto, os individuos resistentes
estardo em vantagem na presenca do inseticida, porém serdo menos aptos que 0S
susceptiveis quando o inseticida ndo for utilizado (Coustau et al. 2000, Berticat et al.
2002).

Ha estudos que demonstram a inexisténcia deste custo fisioldgico associados a
resisténcia em alguns casos (Baker et al., 1998). Por exemplo, algumas populacdes de S.
zeamais resistentes a piretroides apresentaram desempenho reprodutivo semelhante ao
apresentado pela populacdo susceptivel, sugerindo que a resisténcia ao inseticida
encontra-se fixada na populagio e que a expressdo dos genes responsaveis por esta
caracteristica ja ndo mais incorre em custo para os individuos (Fragoso et al., 2005;
Oliveira et al., 2005; Guedes et al., 2006). Sendo assim, ndo € esperado ocorrer o
restabelecimento da suscetibilidade em situagdes em que um determinado inseticida ndo
é utilizado por um certo intervalo de tempo.

Se as modificagbes ou expressdo de genes relacionados a resisténcia a um
determinado xenobidtico implicam em custo adaptativo (Coustau et al., 2000; Raymond
et al, 2001), um aumento da taxa metabdlica podera ser necessaria para os individuos
resistentes manterem o mecanismo de defesa. Isto pode causar um desequilibrio nas
trocas gasosas, sendo necessario um aumento no metabolismo energético e a realocacéo
de energia para que outros processos fisioldgicos envolvidos com o desenvolvimento do
inseto, sua manutengédo e reproducdo, ndo sejam prejudicados (Hostetler et al., 1994,
Harak et al., 1999; Chown e Gaston, 1999).

Serino e cisteino proteases sdo classes dominantes de enzimas proteoliticas em
muitos insetos (Terra e Ferreira 1994; Vinokurov et al., 2006) e estdo envolvidas em
muitos processos fisioldgicos importantes como digestéo, crescimento, metabolismo de
proteinas intra, extra-celular e resposta imune (Johnson e Rabosky, 2000). E de se
esperar que estejam envolvidas no processo de resisténcia a inseticidas, no que tange ao
suprimento de produtos necessarios a manutencdo da homeostase do organismo, bem

2



como na manutencdo dos aparatos destoxificativos sem comprometer o
desenvolvimento do inseto.

Uma maior atividade de proteases nos individuos resistentes pode estar
relacionada ao metabolismo de proteinas possibilitando um aumento de aminoéacidos
livres na hemolinfa. Sob condigdes de estresse, esses aminoacidos poderdo servir de
precursores para a sintese de constituintes essenciais ao organismo e de enzimas
destoxificativas como esterases, monoxigenases e glutationa-S-transferases (Ahmed et
al., 1998; Wilkins et al., 1999; Nath et al, 1997; Reddy & Yellamma, 1991). Insetos
resistentes com alta atividade de proteases poderdo ter processos digestivos mais
eficientes obtendo maior quantidade de moléculas de reserva para serem armazenadas e
assim possibilitar um provimento adicional de energia para a manutegdo dos aparatos
destoxificativos sem provocar conflito de alocacdo da energia para 0S processos
fisioldgicos basicos (Guedes et al., 2006; Araujo et al., 2008).

Populagdes de S. zeamais resistentes a inseticidas piretroides e que possuem maior
atividade de proteases relativo & populacdo susceptivel, conforme evidenciado por
Aratjo et al. (2008), foram utilizadas neste trabalho para purificar e caracterizar serino e
cisteino proteases, buscando elucidar o espectro das proteases presentes nestas
populagdes e sua relagdo com a resisténcia a inseticidas e custos adaptativos

potencialmente associados a ela.
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Purificacédo parcial e caracterizacéo de serino protease tripsina-like de populagdes

do gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) resistentes e susceptivel a piretréides



Resumo

Serino proteases de trés populagdes de Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae), uma susceptivel e duas resistentes a piretrdides — uma com custo
associado a resisténcia (resistente com custo) e a outra sem custo fisiologico
(resistente sem custo), foram parcialmente purificadas usando a coluna de afinidade
aprotinina-agarose. Obteve-se fator de purificagdo variando entre 36,5 e 51,2%, com
rendimento entre 10 e 15% e atividade entre 529 e 875 uM/min/mg proteina com o
substrato N-a-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA). De acordo com a SDS-
PAGE das fragdes purificadas, uma banda de massa molecular de aproximadamente
56 kDa foi observada nas trés populagdes e uma banda de massa molecular de 70
kDa ficou mais visivel na populagdo resistente sem custo. A enzima purificada das
trés populagdes foi inibida por fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF), N-a-tosil-L-
lisina clorometil cetona (TLCK), aprotinina, benzamidina e o inibidor de tripsina da
soja do tipo Kunitz (SBTI) caracterizando-a como serino protease do tipo tripsina-
like. A enzima purificada das populagbes resistentes tem maior afinidade pelo
substrato L-BApNA. Para a populagéo resistente sem custo a atividade catalitica,
Vmax app, fO1 1,5 € 1,7 vezes maior do que a da populacdo susceptivel e resistente com
custo, respectivamente. Uma tendéncia semelhante foi observada usando o substrato
L-TAME. Esses resultados corroboram com a hipOtese de que o aumento da
atividade de serino protease tem um importante papel na mitigagdo do custo
fisiolégico associado com a manutengdo dos mecanismos de resisténcia em algumas

populagdes do gorgulho do milho.

Palavras chaves: Coleoptera, redugdo do custo, cinética de enzima, custo

fisioldgico, serino protease.



Abstract

Serine proteinases from three strains of Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae), one susceptible and two resistant to insecticides - one exhibiting
fitness cost (resistant cost strain) and the other lacking it (resistant no-cost strain),
were partially purified using an aprotinin-agarose affinity column. The purification
factors obtained from 36.5 to 51.2%, with yields between 10 and 15% and activity
between 529 and 875 pM/min/mg protein with the substrate N-a-benzoyl-L-Arg-p-
nitroanilide (L-BApNA). SDS-PAGE of the purified fraction revealed a 56 kDa
molecular mass band in all strains and a 70 kDa band more visible in the resistant no-
cost strain. The purified proteinases from all strains were inhibited by phenylmethyl
sulphonyl fluoride (PMSF), N-a-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK),
aprotinin, benzamidine and soybean trypsin inhibitor (SBTI) characterizing them as
trypsin-like serine proteinases. Trypsin-like proteinases from the resistant strains
exhibited higher affinity for L-BApNA. The resistant no-cost strain exhibited Vmax app
values 1.5 and 1.7-fold higher than that of the susceptible and resistance cost strains,
respectively. A similar trend was also observed when using L-TAME as substrate.
These results provide support to the hypothesis that the enhanced serine proteinase
activity may be playing a role in mitigating physiological costs associated with the

maintenance of insecticide resistance mechanisms in some maize weevil strains.

Keywords: Coleoptera, cost mitigation, enzyme Kinetics, fitness costs, serine

proteinases



1. Introducéo

A dependéncia do uso de pesticidas para o controle de pragas de gréos
armazenados, tem acarretado a evolugdo da resisténcia a inseticidas em populagdes
do gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae),
0 que tem sido um dos principais fatores responséveis por problemas com o controle
de pragas nas unidades de armazenamento em regides de clima quente (Guedes et al.
1995; Ribeiro et al. 2003; Fragoso et al. 2005).

A selecdo para a resisténcia a inseticidas geralmente é acompanhada por efeitos
pleiotrépicos (vérios efeitos associados a um Unico gene) que podem colocar insetos
resistentes em desvantagem na auséncia do uso de inseticidas (Coustau et al. 2000;
Arnaud e Haubruge 2002). Contudo, ha casos de auséncia de desvantagem adaptativa
ou mesmo vantagem adaptativa encontrado em individuos resistentes de algumas
espécies de pragas de produtos armazenados, como 0 besouro castanho das farinhas
Tribolium castaneum e o gorgulho do milho Sitophilus zeamais (Haubruge e Arnaud
2001; Arnaud e Haubruge 2002; Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006, Oliveira et
al., 2007). Mudancas alélicas (para menor custo) e sele¢do para genes modificadores
podem reduzir o custo da resisténcia a inseticidas (Coustau et al. 2000; Raymond et
al. 2001; Berticat et al. 2002; Ribeiro et al. 2007).

Os genes relacionados com resisténcia a um determinado inseticida implicam
em um custo adaptativo, inferindo que o custo fisiolégico inicial diminua devido a
subsequentes mutagdes (Coustau et al. 2000). Consequentemente, 0 aumento na taxa
metabolica pode ser necessaria para individuos resistentes manterem o mecanismo de
resisténcia. Se ndo ocorrer um aumento no metabolismo de energia, a realocagao
pode debilitar outros processos fisioldgicos prejudicando o desenvolvimento e/ou
reproducdo do inidividuo resistente (Hostetler et al. 1994; Chown e Gaston 1999;
Harak et al. 1999; Guedes et al. 2006; Araujo et al. 2008). Uma maior quantidade de
moléculas de reserva armazenadas podem proporcionar uma oferta de energia
adicional para a producdo dos aparatos destoxificativos, sem reduzir a energia
demandada para os processos fisiologicos bésicos. O aumento da digestdo de
proteinas fornece energia adicional e também aumenta a biodisponibilidade de
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aminoacidos para a sintese de proteinas (incluindo a sintese de enzimas
destoxificativas).

Estudos demograficos e de competicdo conduzidos com populagdes
susceptiveis e resistentes a inseticidas do gorgulho do milho, indicam a existéncia de
custo fisiolégico associado com resisténcia a inseticidas (Fragoso et al. 2007,
Oliveira et al. 2007). Além disso, populagdes do gorgulho do milho resistentes a
inseticidas, que ndo tem custo fisioldgico associado, causam maior perda de grdo do
que populagdes que apresentam custo fisioldgico. Células de reserva de energia (i.e.,
trofocitos) em populagdes sem custo sdo maiores, sugerindo maior potencial para o
acimulo de reservas de energia, o que foi consistente com a maior massa corporal
dos insetos desta populacdo (Guedes et al. 2006).

O processo catabolico de proteinas esta associado com uma maior atividade de
proteases, aumentando o numero de amino&cidos livres na hemolinfa (Kanost e
Clarke 2005). Em condicOes de estresse, esses aminoacidos servirdo como
precursores para a sintese de constituintes essenciais para o funcionamento do
organismo, induzindo um mecanismo fisiolégico compensatdrio a toxicidade do
inseticida, como por exemplo, fornecendo metabdlitos intermediarios para o ciclo de
Krebs e manutengdo da homeostase (Alaoui et al. 1994; Alaoui et al. 1997; Nath et
al. 1997; Ahmed et al. 1998; Wilkins et al. 1999). Entre as proteases, serino
proteases sdo as mais estudadas e amplamente presentes em diversas espécies de
insetos, incluindo o gorgulho do milho (Baker 1982; Houseman e Thie 1993; Reeck
et al. 1999; Terra e Ferreira 2005).

InvestigacBes anteriores sobre 0os mecanismos bioquimicos de resisténcia tém
focado principalmente mudancas de atividade de enzimas destoxificativas como
esterases, glutationa-S-transferases e monoxigenases (citocromo P450) em Vérios
insetos pragas (Guedes e Zhu 1998; Haubruge et al. 2002; Zhou et al. 2004;
Feyereisen 2005; Fragoso et al. 2007). Tem sido bem documentado e estabelecido
que a atividade desses trés grupos de enzimas sdo maiores em populagdes de insetos
resistentes a inseticidas em comparagdo com populacdes susceptiveis. Uma &rea de
investigacdo que tem recebido pouca atencdo € o possivel envolvimento de proteases
intracelulares (processo catabdlico) na mitigagéo do custo fisioldgico associado com
a manutencdo dos mecanismos de resisténcia a inseticidas. Proteases digestivas tem
um papel importante na fisiologia de insetos por hidrolizar proteinas em aminoacidos
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que sdo necessarios para o crescimento e desenvolvimento de um organismo (Terra e
Ferreira 2005). Portanto, para elucidar o espectro de serino proteases presente em S.
zeamais e seu papel na mitigacdo do custo fisiologico associado com a resisténcia a
inseticidas, o objetivo desse trabalho foi purificar e caracterizar serino protease de

populacdes resistentes e susceptivel a inseticidas em linhagens do gorgulho do milho.

2. Material e métodos

2.1. Insetos e materiais

Trés populagdes do gorgulho do milho foram utilizadas no presente estudo.
Estas populacbes foram denominadas “susceptivel”, “resistente com custo” e
“resistente sem custo”. A populagéo susceptivel foi coletada no municipio de Sete
Lagoas (Minas Gerais, Brasil) e fornecida pelo Centro Nacional de Pesquisa Milho e
Sorgo, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA Milho e Sorgo).
Esta populacdo vem sendo mantida por mais de 20 anos sem exposi¢éo a inseticidas
e sua susceptibilidade a piretrdides e organofosforados é conhecida e periodicamente
checada. As duas populacdes resistentes a inseticidas sdo resistentes a piretides (>
100-vezes resistente e periodicamente checada) (Guedes et al. 1994, 1995; Fragoso
et al., 2003; Ribeiro et al. 2003; Oliveira et al. 2005a, 2007; Aradjo et al. 2008). A
populacdo resistente com custo foi coletada no municipio de Juiz de Fora (Minas
Gerais, Brasil) em 1999. Ela € resistente a piretrdides, mas tem custo fisiolgico
associado a resisténcia na auséncia de exposicao a piretroides (Fragoso et al. 2005;
Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). A populagéo resistente sem custo foi
coletada no municipio de Jacarezinho (Parang, Brasil) na década de 80 (Guedes et al.
1994; Guedes et al. 1995). Ela também & resistente a piretrdide, mas néo exibe custo
adaptativo na auséncia de exposicéao a inseticidas (Fragoso et al. 2003; Oliveira et al.
2005a; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). As duas populacdes resistentes tem
0 mesmo mecanismo de resisténcia — alteracdo no sitio de acdo (mutagdo T929I no
canal de sodio; R.A. Araljo (comunicacdo pessoal)) com envolvimento secundério
do aumento da atividade de glutationa S-transferases (Guedes et al. 1995; Fragoso et
al. 2003; Fragoso et al. 2007).
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As trés populagdes de insetos foram criadas em grdos de milho isentos de
inseticidas e mantidas em condigdes controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade
relativa (70 £ 5%) e fotoperiodo (LD 12:12). Todos os reagentes foram comprados

da Sigma-Aldrich Quimica Brasil (S&o Paulo, Brasil).

2.2. Preparo do extrato bruto dos insetos e purificacdo parcial

O preparo do extrato bruto e o processo de purificacdo seguiu o método
descrito por Oliveira et al. (2005). Os adultos do gorgulho do milho (0,2 g/mL)
foram homogeneizados em tampé&o 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 e usados como fonte de
enzimas apos a lise celular obtidas com nitrogénio liquido e banho a 37 °C. Aliquotas
de 1mL do extrato bruto foram centrifugadas a 100,000 g por 60 min a 4 °C. O
sobrenadante foi dialisado em 100 volumes de tampéo 0,01 M Tris-HCI pH 7,5. O
sobrenadante foi subsequentemente recentrifugado a 100,000 g por 45 min a 4°C e
aplicado na coluna de afinidade, aprotinina-agarose (Sigma-Aldrich Quimica Brasil)
equilibrada com 0,01 M Tris-HCI pH 7,5 e 5 mM CaCl,. Fluxo de 1 mL/min foi
usado e fragOes de 1 mL foram coletadas. Concentragdes crescentes de NaCl de 5
mM a 2 M foram adicionadas no tampdo para eluir proteinas ligadas a coluna. As
fragdes com maior atividade proteoliticas foram reunidas e utilizadas para a

caracterizacao de serino proteases.

2.3. Concentracdo de proteinas

A concentragdo de proteina das amostras de cada passo da purificacdo foi

determinada pelo método descrito por Bradford (1976).

2.4. SDS-PAGE

A eletroforese em gel de polyacrilamida (12%) contendo 0,1% SDS (dodecil
sulfato de sodio) foi conduzida conforme descrito por Laemmli (1970). A revelagéo

dos géis foi feita com Comassie Brilliant Blue R-250 para marcar as bandas de
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proteinas. Como marcadores de massa molecular foram utilizados: B-galactosidase
(116,000 daltons), albumina sérica (66,000 daltons), pepsina (34,000 daltons),
inibidor de tripsina (20,000 daltons), lisozima (14,000 daltons) e aprotinina (6000
daltons). A massa molecular das fracbes parcialmente purificadas foi estimada
correlacionando-se, por meio de uma curva padrdo, os perfis de migracdo das

proteinas-padréo (distancia percorrida no gel) com o logaritmo da massa molecular.

2.5. Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade amidasica foi determinada conforme descrito por Erlanger et al.
(1961) usando N-o-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA) como substrato na
concentracdo final de 0,5 mM em tampéo 0,1 M Tris-HCI pH 8,2. As velocidades
foram determinadas pela formagdo do produto p-nitroanilida, através da medida da
absorbancia a 405 nm em espectofotometro, utilizando-se para os célculos de
atividade o coeficiente de extingdo molar de 8.800M™.cm™ para o produto. A
atividade esterasica foi determinada usando N- a-p-tosil-L-Arg metil ester (L-TAME;
0,5 mM) como substrato em tampéo 0,1M Tris-HCI pH 8,2 (Hummel 1959). As
velocidades foram determinadas pela formagdo do produto p-nitroanilida, através da
medida da absorbéancia a 405 nm em espectofotdmetro, utilizando-se para os calculos
de atividade o coeficiente de extingio molar de 540M™.cm™ para o produto.

O efeito do pH sobre a atividade de tripsina-like foi verificado a 25°C usando
L-BApNA e L-TAME como substrato e seguindo o sistema de tamp&o a 50 mM:
acido acético/acetato de sddio (pH 4,0-4,5); &cido citrico/citrato de sodio (pH 5,0-
5,5); monofosfato/fosfato dissédio (pH 6,0-7,0); Tris-HCI (pH 7,5-8,5) e é&cido
bérico/borato de sddio (pH 9,0-10,0). Os substratos L-BApNA e L-TAME foi
também utilizado nos ensaios para verificar o efeito da temperatura (15-70°C) sobre

a atividade enzimética. Trés replicatas foram utilizadas em todos 0s ensaios.

2.6. Eletroforese de peptideos obtidos da degradacéo de caseina

Aliguotas de 5 pL da amostra parcialmente purificada foram adicionadas em 50

puL de uma solugdo de caseina (1,5mg/mL em Tris HCI 0,1M pH 8,2) e incubadas
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por 3 horas a 37°C. O precipitado foi dissolvido em 25 pL de tampao de amostra, os
tubos foram aquecidos a 95°C por 3 min e submetidos a eletroforese (Laemmli
1970). Para os ensaios com os inibidores, as amostras foram incubadas por 30 min
com o inibidor tosil-L-lisina clorometil cetona (TCLK) a temperatura ambiente e a

degradacdo da caseina foi verificada como descrito acima.

2.7. Efeito da concentragéo de ions célcio

Solugéo de célcio (CaCly), com concentracfes variando de 0 a 30 mM, para
testar o efeito do Ca”* sobre a atividade da enzima, foi adicionada em uma solugéo de
0,5 mM L-BApNA (25°C) em tamp&o 0,1 M Tris-HCI pH 8,2.

2.8. Efeito de inibidores de proteases

Inibidores de protease foram selecionados para verificar seu efeito sobre a
atividade de tripsina-like parcialmente purificada usando concentragfes crescentes.
Os seguintes inibidores foram utilizados: fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF; 0,2 — 4
mM), tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK; 0,03 — 1,0 mM), benzamidina (0,03-
1,0 mM), aprotinina (0,0001-0,0036 mM), pepstatina (0,0003- 0.009 mM), leupeptin
(0.003-0.09 mM), trans-(epoxisuccinil)-1-leucilamino-4-guanidinobutano  (E-64;
0,0003-0,009 mM), inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz (SBTI; 6-90 pg/mL) e
inibidor de tripsina da soja do tipo Bowman-Birk (BBI; 6-90 pg/mL). As amostras da
enzima parcialmente purificada foram incubada por 15 min com o inibidor e o
substrato L-BapNA, subsequentemente foi adicionado na mistura e a atividade

amidasica foi determinada como previamente descrita.

2.9. Parametros cinéticos

A determinacdo dos pardmetros cinéticos Kwm app € Vmax app foi conduzido em 0,1
M Tris-HCI pH 8,2 com o substrato L-BApNA e concentragdes variando de 0,05 a

1,2 mM. K app € Vimax app, também foram determinados com o substrato L-TAME nas
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concentragdes variando de 0,08 a 1 mM em Tris-HCI pH 8,2. Os ensaios enzimaticos

foram conduzidos como descrito acima.

2.10. Andlise estatistica

Os resultados da atividade enzimética em cada experimento foram submetidos
a andlise de variancia univariada e as médias foram comparadas usando o teste da
minima diferenca significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05) (PROC GLM SAS
Institute 2002). Regressdo ndo linear, equacdo de Michaelis-Menten, foi realizada
para estimar os parametros cinéticos (K app € Vmax app) Utilizando o procedimento de
ajuste de modelo do programa SigmaPlot (SPSS 2000). Os resultados dos bioensaios
de inibicdo foram submetidos a anélise de prébite (PROC PROBIT; SAS Institute
2002) para avaliar o potencial de inibicdo dos diferentes inibidores e estimar a

concentragdo que inibe 50% da atividade enzimétia (lso).

3. Resultados

Serino-proteases de uma populagdo susceptivel e duas resistentes a inseticidas
piretroides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho foram
purificadas usando a coluna de afinidade aprotinina-agarose. O fator de purificagdo
variou de 36,5 a 51 com um rendimento de 10 a 15% e atividade especifica de 529 a
875 uM/min/mg proteina. Um resumo das etapas de purificacdo é apresentado na
Tabela 1.
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Tabela 1.

Purificagdo parcial de protease tripsina-like de

resistente sem custo) de S. zeamais.

uma populacdo susceptivel e duas resistentes a piretroides (resistente com custo e

] o Atividade )
Etapas de y Proteina total  Atividade total . Fator de Rendimento
o Populagéo _ especifica o
purificacéo (mg) (uM/min) _ purificacéo (%)
(UM/min/mg)
Extrato Bruto Susceptivel 256,0 3480 13,5 1,0 100,00
Resistente com custo 275,0 4000 145 1,0 100,00
Resistente sem custo 276,0 4715 171 1,0 100,00
Extrato dialisado Susceptivel 83,2 1690 20,3 1,5 48,50
Resistente com custo 95,7 1595 16,6 1,2 39,87
Resistente sem custo 87,6 2160 24,6 14 45,81
Coluna de afinidade  Susceptivel 0,7 360 545,4 40,4 10,34
aprotinin-agarose Resistente com custo 1,0 540 529,4 36,5 13,50
Resistente sem custo 0,8 700 875,0 51,2 14,80
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O perfil cromatogréfico, correspondente a aplicagéo do extrato dialisado na coluna
de afinidade aprotinina-agarose, esta representado pela figura 1. Um pico de atividade

para o substrato testado foi observado.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato enzimatico dialisado do gorgulho do milho
Sitophilus zeamais em coluna de afinidade aprotinina-agarose equilibrada com 0,01 M
Tris-HCl e 5 mM CaCl, pH 7,5. As proteinas foram eluidas com concentracdes
crescentes de NaCl. Substrato usado: L-BapNA. Absorbancia em 280 nm (o); Atividade
(uM.min™) (#).

De acordo com a SDS-PAGE a purificagdo parcial foi alcangada para as trés
populacbes, como indicado pelo baixo nimero de peptideos e maior intensidade da
banda de massa molecular de 56,000 e 70,000 daltons nas amostras purificadas,
comparado com o extrato bruto (Fig. 2). Esses valores séo consistentes com 0s
resultados observados para outros Coleoptera e Lepidoptera (Wagner et al. 2002;
Oliveira et al. 2005b; Vinokurov et al. 2006). O fator de purificacdo de tripsina-like das
trés populagdes é semelhante aos obtidos no processo de purificacdo dessa enzima para
as especies, Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Locusta migratoria
(Orthoptera: Acrididae) e Spilosoma obliqua (Lepidoptera: Arctiidae) (Vinokurov et al.
2006; Lam et al. 2000; Anwar et al. 2002).
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Figura 2. SDS-PAGE de tripsina-like parcialmente purificada de uma populacdo
susceptivel e duas resistentes a piretréides (resistente com custo e resistente sem custo)

de Sitophilus zeamais.

3.1. Atividade proteolitica

A atividade proteolitica da fracdo purificada foi detectada com caseina. A pré-
incubacdo com TLCK diminuiu a atividade, indicando a presenca de residuos de
histidina no centro ativo da enzima. As trés populacbes tem um perfil similar de
atividade, embora a intensidade das bandas da populagdo resistente sem custo foi
menor, 0 que sugere uma maior atividade proteolitica, ou seja a hidrolise de caseina é

relativamente mais rapida (Fig. 3).
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Populacgdes de Sitophilus zeamais
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Figura 3. SDS-PAGE da digestdo de caseina e inibicdo por TLCK das tripsina-like
parcialmente purificada de uma populacdo susceptivel e duas resistentes a piretréides

(resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. == Caseina.

3.2. Propriedades de tripsina-like

A atividade de tripsina-like das fracbes parcialmente purificadas das trés
populacdes foi reconhecida usando como substrato L-BApNA, para atividade amidasica,
e L-TAME, para atividade esterasica em condi¢cdes de pH entre 4 e 10 a 25°C. A
populacdo susceptivel e resistente sem custo tem dois picos de atividade, um em pH 5,0
e o0 outro em pH 8,0, enquanto a populacéo resistente com custo teve picos de atividade
em pH 5,5 e 8,5. O perfil de atividade foi 0 mesmo para os dois substratos (Fig. 4).

A existéncia de dois picos com atividade proteolitica pode ser atribuida a presenca
de diferentes compartimentos digestivos (Terra e Ferreira 1994, 2005) com pH acido e
alcalino no intestino de S. zeamais. A relagdo entre o pH, localizagdo de enzimas e o
gradiente de pH do intestino anterior para o posterior de T. molitor foi demonstrado por
Vinokurov et al. (2006).

20



O efeito da temperatura sobre a atividade de tripsinas-like parcialmente
purificadas foi verificada em condig@es variando de 15 a 70°C (Fig. 5). A atividade da
enzima aumenta gradualmente quando a temperatura chega aos 40°C e diminui com o
aumento da temperatura na populagdo susceptivel e resistente com custo para os dois
substratos analisados, L-BApNA e L-TAME. A populagdo resistente sem custo tem
maior atividade em 50 e 35°C para o substrato L-BApNA e L-TAME, respectivamente.
Os valores de atividade observados, estdo consistentes com os reportados para outras

tripsinas-like de coledpteros (Tsybina et al. 2005).
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Figura 4. Efeito do pH sobre a atividade de tripsinas-like parcialmente purificadas (A:
atividade amidasica; B: atividade esterdsica) de uma populacdo susceptivel e duas
resistentes a piretroides (resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais.

Cada simbolo representa a média e o erro padréo das trés replicatas (n = 3).
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade de

tripsina-like parcialmente

purificada de uma populacéo susceptivel e duas resistentes a piretroides (resistente com

custo e resistente sem custo) de S. zeamais. ((A) atividade

amidasica e (B) atividade

esterasica). Cada simbolo representa a média e o erro padrédo das trés replicatas (n=3).
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Tripsinas de vertebrados tem sitios especificos para ligacdo de moléculas de Ca*
no interior da molécula. O célcio liga-se a tripsina e produz uma mudanga
conformacional na proteina que previne autdlise em baixas temperaturas (Vajda et al.
1981; Chianconi et al. 1985). O efeito de ions Ca?* foi avaliado sobre a atividade da
enzima purificada. A maior atividade da enzima foi observada com 20 mM CacCl, para a
populacdo susceptivel e resistente com custo e para a populagéo resistente sem custo, a

maior atividade ocorreu em torno de 30 mM CacCl; (Fig. 6).

0.07 4 —— Susceptivel
— ’ —v— Resistente com custo
g) —H&— Resistente sem custo
@ 0,06 -
=
=2
.S 0,05 A
=
(@]
2
[77) 0,04 .
(]
(0]
i
) 0,03 A
=
<

0,02 A

0 10 20 30 40
CacCl, (mM)

Figura 6. Efeito de Ca®* sobre a atividade de tripsina-like parcialmente purificada de
uma populagdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e
resistente sem custo) de S. zeamais usando L-BApNA como substrato. Cada simbolo

representa a média e o erro padréo das trés replicatas (n = 3).

3.3. Parametros cinéticos

Os pardmetros cinéticos estimados para a populagdo susceptivel, resistente com
custo e sem custo de S. zeamais usando substrato sintético L-BApNA (amidésica) e L-
TAME (esterasica) podem ser observados na Tabela 2. A atividade amidasica, sobre L-

BApNA e atividade esterasica, sobre L-TAME, mostrou uma curva hiperbolica de
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concentragdo versus velocidade, seguindo o modelo cinético de Michaelis-Menten para
as concentracOes de substrato analisadas (Fig. 7).

A atividade (i.e. Vimax app) de tripsinas-like da populagao resistente sem custo foi
maior do que o da populacdo susceptivel e resistente com custo para os dois substratos
investigados (Tabela 2). Ndo houve diferenca quanto aos valores de Ky app para as trés
populacdes na hidrolise de L-TAME, mas a Vmax app da populacéo resistente sem custo
foi 1,5 vezes maior comparado com a populacéo susceptivel (Tabela 2). Na hidrélise de
L-BApNA por tripsinas-like purificadas das populagdes resistentes, a afinidade pelo
substrato foi maior (i.e. menor Ky app), cOmparado com a da populacdo susceptivel. Os
valores de Ky app aqui obtido sdo semelhantes aos encontrados para tripsinas-like em
diferentes espécies de insetos (0,12 — 0,93 mM) (Levinsky et al. 1977; Lam et al. 2000;
Lopes e Terra 2003; Oliveira et al. 2005b).

Tabela 2

Parametros cinéticos (+x EPM) de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma
populacdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente
sem custo) de S. zeamais. Resultados séo apresentados como a média + erro padréo (n =
3). Média seguida da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste Fisher’s LSD (p < 0.05).

Populagdes Km app (MM) V max app (LM/s/m@)
L-BApNA L-TAME L-BApNA L-TAME
Susceptivel 0,34+0,05a 0,27+0,03a 0,044 +0,002c 0,85+0,03b

Resistente com custo 0,26 £0,03 b 0,28 +0,04 a 0,060 +£0,002b 0,72+0,03b

Resistente sem custo 0,22+0,02b 0,21+0,03a 0,076 £0,002a 1,29+0,05a
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Figura 7. Michaelis-Menten (A) atividade amidasica e (B) atividade esterasica de
tripsina-like parcialmente purificada de uma populacéo susceptivel e duas resistentes a
piretrides (resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais (p < 0,001; R?
>0,91). Insercéo de: Lineweaver-Burk (duplo reciproco) (p < 0,001; R? > 0,88). Cada

simbolo representa a média e o erro padréo das trés replicatas (n = 3).
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3.4. Efeito dos inibidores

A atividade tripsina-like das fragdes purificadas foi também reconhecida nas trés
populacbes usando inibidores especificos. Vérias concentracdes de inibidores foram
testadas, mas somente a porcentagem de inibigdo correspondente a maior concentragao
de cada inibidor utilizado estdo apresentados na Tabela 3.

O inibidor PMSF que reage com residuos de serino do centro ativo de serino
proteases (Barrett 1994), diminuiu aproximadamente 50% da atividade com o substrato
L-BApNA para as trés populagbes (Tabela 3), indicando que serino proteases s&o
responsaveis pela atividade das amostras. TLCK é um inibidor irreversivel de tripsinas-
like, inibiu em aproximadamente 70% a atividade enzimética das enzimas parcialmente
purificadas. As enzimas parcialmente purificadas no presente trabalho sé&o do tipo
tripsina, considerando que elas foram inativadas por PMSF e TLCK (Tabela 3).

O tratamento com aprotinina, um pequeno peptideo (6,500 daltons), que inibe
proteases do tipo tripsina, diminuiu aproximadamente 50% da atividade para L-BApNA
nas amostras purificadas das trés populagdes de S. zeamais. Benzamidina, um inibidor
competitivo de tripsina, inibe aproximadamente 70% da atividade de proteases com o
substrato L-BApNA da populacdo susceptivel, resistente com custo e resistente sem
custo. Pesptatin, um inibidor de aspartil protease, causa 42% de inibigdo da atividade
proteolitica nas amostra da populacdo resistente com custo e seu efeito foi menor na
populacdo susceptivel. Leupeptin inibe a atividade de cisteino e serino protease, inibiu
85% a atividade da populacdo susceptivel. O inibidor de cisteino protease E64 teve a
menor porcentagem de inibicdo da atividade de tripsinas-like das populagbes do

gorgulho do milho, em especial a populag&o resistente com custo.
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Tabela 3

Porcentagem de inibicdo (= EPM) de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma
populacdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente
sem custo) de S. zeamais, depois do tratamento com inibidores de diferentes enzimas
proteoliticas. Resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo (n = 3). Médias

seguidas da mesma letra na linha n&o diferem significativamente entre si pelo teste LSD

de Fisher (p < 0,05).

Inibicdo (%)

Inibidores Concentragéo Resistente com Resistente sem
Susceptivel
custo custo

PMSF 4 mM 5406+ 487a 4498+204a 4579+ 2,73 a
Benzamidina 1mM 71,19 £0,84b 7915%122a 71,78+ 161D
TLCK 1 mM 76,70+x166a 76,30x195a 81,68 +2,64 a
Pepstatin 0.09 mM 18,26 +555b 4229+1,77 a 2462+153b
Leupeptin 0.09 mM 85,84 +4,40 a 56,97 £2,28 b 53,15+3,70 b
Aprotinina 0.0036 mM 56,05+ 1,45a 66,25 + 1,68 a 4452 +341b
SBTI 100 pg/mL 8224+134a 7134+220b 75,00+ 2,16 a
BBI 100 pg/mL 43,00+0,39a 51,13+271a 5325+4,49 a
E64 0.009 mM 15,83 +3,00 a 286071 Db 1352+135a

A atividade de tripsinas-like das trés populagdes do gorgulho do milho foram
ainda caracterizadas através de bioensaios (in vitro) com inibidores de tripsina-like (i.e.,
aprotinina, benzamidina, SBTI e TLCK) para estimar a concentragdo de inibigdo. As
curvas estabelecidas seguem o modelo de prébite (baixo ¥* (< 45) e p > 0,05),
permitindo estimar o valor de Iso, concentragéo requerida para inibir 50% da atividade
da enzima (Tabela 4). O valor de Isq para benzamidina, TLCK e SBTI foi maior para a
populacdo susceptivel comparado com as duas populagdes resistentes, as quais foram
mais sensiveis a estes inibidores. Nenhuma diferenca foi observada na sensibilidade a
inibicdo por aprotinina entre as tripsinas-like purificada das trés populagtes do gorgulho

do milho S. zeamais.
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Tabela 4

Concentragéo requerida, dos inibidores selecionados, para inibir 50% (lso) (£ EPM) da
atividade enzimética de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma populacdo
susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente sem custo)
de S. zeamais. Os resultados sdo reportados como a media + erro padrdo (n = 3). Iso
valores sdo expressos em mM para todos os inibidores exceto para SBTI, a
concentragdo foi expressa em pg/mL. Médias seguidas pela mesma letra na linha nao

diferem significativamente entre si pelo teste LSD de Fisher (p < 0.05).

Iso

Inibidor i Resistente com .
Susceptivel Resistente sem custo
custo
Benzamidina (mM) 0,54+0,02 a 0,41+0,01a 0,13+0,01b
TLCK (mM) 0,56 £ 0,05 a 0,14+0,03b 0,11+0,05b
Aprotinina (mM) 0,0004 £0,0001a  0,0006 +0,0002 a 0,0009 + 0,0003 a
SBTI (ug/mL) 140,17 £ 0,50 a 75,20+ 6,60 b 36,90+ 3,10 c
4. Discussao

Este é o primeiro relato de purificacdo e caracterizacdo de serino proteases de
populagdes do gorgulho do milho S. zeamais. No presente trabalho, proteases de massa
molecular de aproximadamente 56,000 e 70,000 , foram isoladas de uma populacéo
susceptivel e duas resistentes, com e sem custo fisioldégico associado & resisténcia a
inseticidas piretréides, do gorgulho do milho S. zeamais. As proteases purificadas foram
reconhecidas como tripsinas-like e sua massa molecular foi consistente com as
encontradas para enzimas do tipo tripsina-like de outros insetos (Wagner et al. 2002;
Oliveira et al. 2005b; Vinokurov et al. 2006). O maior fator de purificacdo foi obtido
para a populacdo resistente sem custo, o que leva a maior atividade especifica de
tripsina-like das fracbes purificadas, em comparagdo com a populacdo susceptivel e
resistente com custo.

Quanto aos ensaios para a atividade amidasica, as trispina-like purificadas das
populagdes resistentes tem maior afinidade (Km app) pelo substrato do que a da
populagdo susceptivel. Diferencas também foram observadas para a Vmax app, COM @

populacéo resistente sem custo, sendo 1,5 e 1,7 vezes maior do que a populagdo
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susceptivel e resistente com custo, respectivamente. O mesmo foi observado para a
atividade esterasica das tripsinas-like purificadas das populagbes de S. zeamais, embora
a diferenca tenha sido menor e observada somente para & Vmax app, @ qual foi 1,5-vezes
maior do que a da populacdo susceptivel. Os pardmetros cinéticos aqui obtidos sdo
semelhantes aos reportados para outras espécies de insetos (Lam et al. 2000; Lopes et
al. 2003; Oliveira et al. 2005b), especialmente para o substrato L-BapNA e mais
importante, eles corroboram com as diferengas de atividade para serino proteases
obtidas com os extratos brutos das trés populacdes de S. zeamais (Aradjo et al. 2008).

As enzimas parcialmente purificadas da populagdo susceptivel, resistente com
custo e resistente sem custo de S. zeamais foram do tipo tripsina-like, pois hidrolizaram
L-BApNA e L-TAME. Ademais, elas foram inibidas por inibidores de tripsina, como
aprotinina, benzamidina, SBTI e TLCK. As populacdes resistentes tem maior
sensibilidade a inibicéo e as tripsinas-like purificadas da populag&o resistente sem custo
foram sensiveis a inibicdo por benzamidina, TLCK e SBTI comparado as tripsinas-like
da populacdo susceptivel (o valor de lso foi 5x maior). As enzimas purificadas da
populacdo susceptivel e resistente sem custo tém propriedades bioquimicas similares em
termos de pH e hidrdlise dos substratos L-BApNA e L-TAME, enquanto a tripsina-like
da populacdo resistente com custo foi diferente. Assim, a diferenga na eficiéncia
catalitica observada nos ensaios bioquimicos e nos estudos cinéticos é provavelmente
devido a presenga de isoformas de tripsina-like em insetos das populagdes resistentes, o
que também é consistente com as diferengas observadas nos ensaios de pH, temperatura,
sais e inibidores.

Tripsina-like purificada da populagdo resistente sem custo é aproximadamente 2x
mais eficiente na hidrolise dos dois substratos investigados, o que esta de acordo com 0s
resultados apresentados com o extrato bruto destas populagdes (Araujo et al. 2008).
Esse fendbmeno tem sido observado em populagdes resistentes de outros insetos, tais
como Musca domestica fenitrotiom-resistente e também populagdes resistentes a
inseticidas do besouro das farinhas Tribolium castaneum. Os insetos resistentes dessas
populagdes tem intrinsicamente maior atividade de proteases intracelulares do que as
populacbes susceptiveis (Shakoori et al. 1994; Ahmed et. al. 1998; Wilkins et. al.
1999). As tripsinas-like purificadas da populagdo resistente sem custo, tem maior
afinidade para o substrato L-BapNA, maior atividade L-BApNA e L-TAME e possui um
perfil de inibicdo distinto. Tais caracteristicas suportam a hipéotese de que diferentes
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tripsinas-like dessa populagdo podem favorecer o acimulo de energia e fornecer
aminodcidos, para a sintese de enzimas destoxificativas e processos fisioldgicos basicos,
0 que consequentemente reduz o custo associado a resisténcia a inseticidas em algumas
populagdes de gorgulho do milho. Sabe-se que muitos inseticidas induzem enzimas
destoxificativas, assim estas proteases podem ter um importante papel na hidrélise de
proteinas, disponibilizando amino&cidos.

Em resumo, o nivel de enzimas proteoliticas foi maior nas populaces resistentes
a piretroides e principalmente na populacdo resistente sem custo de S. zeamais
comparado a populagdo susceptivel. Isto reflete o papel potencial de enzimas
proteoliticas no desenvolvimento e manutencdo de fendtipos resistentes a inseticidas, o
que pode estar contribuindo para a maior perda do grdo e acumulo de energia na
populagdo resistente sem custo, como previamente reportado, minimizando o custo
fisioldgico associado a resisténcia a inseticidas (Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006;
Araljo et al.,, 2008). Estudos subsequentes com tripsina-like dessas populacbes
permitirdo elucidar o possivel papel do aumento da atividade e isoformas de serino
proteases tripsina-like mitigando o custo fisiolégico associado a resisténcia a inseticidas

em populagdes de Sitophilus zeamais.
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Maior atividade de cisteino proteases de populacdes resistentes do gorgulho do
milho: purificagéo e caracterizagao
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Resumo

Resisténcia a inseticidas geralmente esta associada a custo fisiolgico. Este custo pode
ser mitigado devido ao aumento de energia disponivel e ao acimulo e mobilizagéo de
aminodcidos livres como reportado para o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae). Cisteino proteases, uma das principais proteases do
gorgulho, foram purificadas de uma populacdo susceptivel e duas resistentes a
inseticidas (uma com custo fisioldgico, denominada “resistente com custo” e a outra
sem custo, denominada “resistente sem custo”) usando coluna de afinidade thiol-
sepharose. A purificacdo de cisteino proteases revelou uma uUnica banda de massa
molecular 74,000 daltons na populacéo susceptivel e duas bandas de 72,000 e 83,000
daltons na populagéo resistente com custo e duas bandas de 68,000 e 74,000 daltons na
resistente sem custo. Cisteino proteases parcialmente purificadas das trés populagdes
tém um comportamento diferente quanto a degradacdo de caseina e inibidores
utilizados; as proteases purificadas da populacdo resistente com custo foram menos
sensiveis a inibi¢do por E-64, como evidenciado pelo maior valor do Iso. O perfil de
atividade de cisteino proteases em diferentes valores de pH e temperatura, diferiu entre
as trés populacbes. A afinidade pelo substrato (i.e. Km app) de cisteino proteases foi
similar entre as populagdes € a Vmax app, da populacdo resistente com custo foi 3x e 5x
maior do que a Vmax app das populagdes resistente sem custo e susceptivel. A atividade
de cisteino protease foi maior para a populagéo resistente com custo, comparado com a
resistente sem custo. Portanto, o aumento da atividade de cisteino protease parece
desempenhar um papel secundario na mitigacdo do custo fisiologico associado a

resisténcia a inseticidas.

Palavras chaves: Coleoptera; enzimas digestivas; resisténcia a inseticidas; custo

fisioldgico; mitigacdo do custo; piretroides.

38



Abstract

Insecticide resistance is usually associated with fitness costs, but such costs may be
mitigated by increased energy and amino acid accumulation and mobilization as
reported in the maize weevil Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Cysteine
proteinases, one of the main proteinases in weevils, was therefore purified from an
insecticide-susceptible and two insecticide-resistant strains of the maize weevil (one
with fitness costs, referred as resistant cost, and the other without it, referred to as
resistant no-cost) using thiol-sepharose affinity chromatography. Purification of the
cysteine proteinases revealed a single 74,000 daltons molecular mass band in the
susceptible strain, two bands of 72,000 and 83,000 daltons in the resistant cost strain,
and two bands of 68,000 and 74,000 daltons n the resistant no-cost strain. Purified
cysteine proteinases of the three strains behaved differently regarding casein
degradation and inhibition; the proteinases least sensitive to inhibition by the specific
cysteine proteinase inhibitor E-64 were those from the resistant cost strain as indicated
by their highest Isp values. The pH and temperature profile of cysteine proteinase
activity differed among strains and although affinity (i.e. Km app) Of the cysteine-
proteinases were similar among them, the Vmax app Value for cysteine-proteinases from
the resistant cost strain was 3x and 5x higher than Vax values for the resistant no-cost
and susceptible strains respectively. Cysteine proteinase activity was highest for the
resistant cost strain rather than the resistant no-cost. Therefore enhanced cysteine
proteinase activity is likely to play only a secondary role, if any, in mitigating the costs

usually associatated with insecticide resistance.

Keywords: Coleoptera; digestive enzymes; insecticide resistance; fitness costs; cost

mitigation; pyrethroids.
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1. Introducgéo

O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) é uma
importante praga do milho armazenado, distribuida no mundo todo. Este inseto ndo s6
reduz a qualidade do grdo, mas também a germinacdo e o vigor das sementes. A
infestacdo comega no campo antes da colheita e combinado com sua capacidade de
voar, elevado consumo de alimentos e répido crescimento da populagdo, conduz a
perdas significativas em milho armazenado. (Hagstrum et al., 1996; Adda et al., 2002;
Brown e Lee 2002). O uso de inseticidas é o principal método para controlar o gorgulho
do milho, S. zeamais, em regifes tropicais, pois este método normalmente é o mais
répido, simples, eficiente e econdmico (Guedes 1990, 1991; White e Leesch, 1996). No
entanto, o uso freqiiente de inseticidas para proteger grdos armazenados, levou ao
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas pelo caruncho em varios paises (Champ e
Dyte, 1996; Badmin, 1990; Subramanyam e Hagstrum, 1996), incluindo o Brasil
(Guedes et al., 1995; Fragoso et al. 2003; Ribeiro et al. 2003; Pereira et al. 2009).

Resisténcia a inseticidas € um fendmeno de preocupagdo econdmica e ambiental e
é também um importante modelo para estudos sobre a evolugdo de fendtipos recem-
adaptados (Lockwood et al., 1984; Haynes, 1988; Hoy et al., 1998). Insetos resistentes
podem suportar aplicagfes de inseticidas em decorréncia da evolugdo de mecanismos
fisiologicos, que lhes permitem tolerar altos niveis de inseticidas, ou através de
mecanismos comportamentais, minimizando sua exposicdo ao inseticida (Gould, 1984;
Hoy et al., 1998; Jallow e Hoy, 2005).

Resisténcia a inseticidas € reconhecida como um efeito pleiotropico, cuja
expressdo pode variar com o genotipo e seu ambiente (Chevillon et al., 1997). Essa
plasticidade de expressdo da resisténcia a inseticidas pode contribuir para a evolugdo
adaptativa de populagdes expostas a um ambiente novo ou alterado, em decorréncia da
presenca do inseticida (Pagliucci e Muren, 2003; Price et al., 2003; Ghalambor et al.,
2007).

A expressdo da resisténcia usualmente causa efeitos deletérios, pois 0s
mecanismos destoxificativos requerem um aumento na taxa metabdlica o que pode
provocar um desequilibrio nas trocas gasosas. Se ndo ocorrer um aumento no
metabolismo energético, a realocacdo de energia para 0os mecanismos de resisténcia
pode comprometer processos fisiolégicos basicos, como desenvolvimento e reproducdo
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(Harak et al., 1999; Chown e Gaston, 1999; Coustau et al., 2000). Entretanto, ha
excecdo. Por exemplo, Fragoso et al. (2005) observaram que populagdes de S. zeamais
resistentes a piretroides ndo apresentaram qualquer custo para o seu desempenho
reprodutivo, quando comparadas com populagdes susceptiveis, em um ambiente livre de
inseticidas. Isto foi confirmado por Oliveira et al. (2007), que submeteu essas
populacdes resistentes a experimentos de competicdo com uma populacdo susceptivel
de S. zeamais.

O gorgulho do milho resistente a piretrdides tem células do corpo gorduroso
maiores favorecendo um maior acimulo de reservas energéticas, proteina total e
carboidratos (Guedes et al. 2006). O envolvimento das reservas de carboidratos no
metabolismo de inseticidas, por insetos, também foi evidenciado nos estudos
conduzidos por Nath (2000 e 2002) e Alaoui et al. (1994 e 1997). Uma maior taxa
metabolica é necesséaria aos individuos resistentes para manter 0s mecanismos de
protecdo contra inseticidas (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999; Chown e Gaston,
1999).

A auséncia de custo (fisioldgico), associado a resisténcia fisiol6gica também foi
reportado para outras espécies de insetos pragas, com o besouro castanho da farinha,
Tribolium castaneum e o mosquito Culex pipiens (Haubruge e Arnaud, 2001; Raymond
et al., 2001). A reducgdo do custo é atribuida a presenca de genes modificadores, 0s
quais tem efeito dominante suprimindo a expressdo do custo. Entretanto, o processo
fisioldgico envolvido ainda ndo foi elucidado (Chevillon et al., 1997).

Uma maior atividade de proteases e amilases em populagGes de S. zeamais
resistentes a piretrdides, sem custo fisioldgico associado, sugere um mecanismo
fisioldgico, mitigando este custo (Arauljo, et al., 2008ab). Proteases tem uma relagdo
direta com o metabolismo de energia, por promover sua aquisicdo através da
degradacdo de proteinas, energia esta que seria utilizada nos processos fisioldgicos
basicos e na manutengdo dos mecanismos de resisténcia. Além disso, proteases
digestivas degradam proteinas em aminodcidos, que sdo essénciais ao crescimento,
desenvolvimento e até na protecdo contra xenobidticos (p.e., inseticidas) (Terra e
Ferreira, 2005). Entre as proteases de insetos, cisteino proteases sdo uma das principais
proteases do gorgulho do milho (Baker, 1982; Purcell et al., 1992; Houseman e Thie,
1993; Reeck et al., 1999; Terra e Ferreira, 2005). A purificacdo e caracterizacdo de
cisteino proteases do gorgulho do milho de populagdes resistentes e susceptivel a
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inseticidas, ajudara a entender o seu papel na mitigacdo do custo fisioldgico associado
com os mecanismos de resisténcia a inseticidas.

O presente trabalho reporta a purificacdo e caracterizacdo de cisteino proteases de
uma populacdo susceptivel e duas resistentes a inseticidas piretrdides de gorgulho do
milho (com e sem custo fisiol6gico associado com a resisténcia). Diferentes isoformas e
uma superprodugdo dessas enzimas sdo esperadas nas populagBes resistentes e
principalmente na populacdo resistente sem custo associado a resisténcia, se cisteino
protease estiverem de fato envolvidas na mitigacdo do custo associado com 0s

mecanismos de resisténcia a inseticidas.

2. Material e Métodos

2.1. Insetos e Materiais

Trés populagdes do gorgulho do milho foram utilizadas no presente estudo. Essas
populacdes foram denominadas “susceptivel”, “resistente com custo” e “resistente sem
custo”. A populagdo susceptivel foi coletada no municipio de Sete Lagoas (Minas
Gerais, Brasil) e fornecida pelo Centro Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA Milho e Sorgo). Esta populagdo vem
sendo mantida por mais de 20 anos sem exposigdo a inseticidas e sua susceptibilidade a
piretroides e organofosforados € conhecida e periodicamente conferida. As duas
populacdes resistentes a inseticidas, sdo resistentes a piretdides (> 100-vezes resistente e
periodicamente conferido) (Guedes et al. 1994, 1995; Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al.
2003; Oliveira et al. 2005a, 2007; Aradjo et al. 2008). A populacéo resistente com custo
foi coletada no municipio de Juiz de Fora (Minas Gerais, Brasil) em 1999. Ela ¢
resistente a piretroides, mas mostra custo fisiolégico associado a resisténcia na auséncia
de piretroides (Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). A
populacdo resistente sem custo foi coletada no municipio de Jacarezinho (Parana,
Brasil) na década de 80 (Guedes et al. 1994, 1995). Ela também £ resistente a piretroide,
mas ndo mostra custo adaptativo na auséncia a exposicdo a inseticidas (Fragoso et al.
2003; Oliveira et al. 2005a; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). As duas
populacdes resistentes tem 0 mesmo mecanismo de resisténcia — alteragcdo no sitio de

acdo (mutacdo T929I1 no canal de sodio; R.A. Araljo (comunicagdo pessoal)) com
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envolvimento secundario do aumento da atividade de glutathiona S-transferases
(Guedes et al. 1995; Fragoso et al. 2003; Fragoso et al. 2007).

As trés populagdes de insetos foram criadas em grdos de milho isentos de
inseticidas e mantidas em condi¢Ges controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade
relativa (70 + 5%) e fotoperiodo (LD 12:12). Todos os reagentes foram comprados da

Sigma-Aldrich Quimica Brasil (S&o Paulo, Brasil).

2.2. Preparo do extrato bruto, extracéo e purificacido

Os adultos do gorgulho do milho (0,2 g/mL) foram homogeneizados em tampé&o
0,1 M Tris-HCI pH 8,0 e usados como fonte de enzimas apdés a lise celular obtidas com
nitrogénio liquido e banho a 37 °C. Aliquotas de 1mL do extrato bruto foram
centrifugadas a 10,000 g por 60 min a 4 °C. O sobrenadante foi dialisado em 100
volumes de tampé&o 0,01 M Tris-HCI pH 7,5, subsequentemente recentrifugado a 10,000
g por 45 min a 4°C e aplicado na coluna de afinidade aprotinin-agarose, para remover
enzimas do tipo serino protease. Posteriormente as amostras, coletadas da coluna
aprotinina-agarose, foram aplicadas em coluna de afinidade thiol sepharose 4B (Sigma-
Aldrich Quimica, Séo Paulo, Brasil) equilibrada com 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 0,5 M
NaCl,, 1 mM EDTA. Apds aplicacdo das amostras na coluna de afinidade thiol-
sepharose, o tampé&o de equilibrio foi aplicado para retirar todas as enzimas ndo aderidas
a coluna. As moléculas ligadas a coluna foram eluidas com 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 25
mM DTT e 1 mM EDTA. O fluxo foi de 0,5 mL/min, e aliquotas de 1 mL foram

coletadas.

2.3. Concentragéo de proteina

A concentragdo de proteina foi medida seguindo o método de Bradford (1976).

Albumina bovina (BSA) solugdes de 0-0.02 mg/mL foi usada como padréo.
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2.4. SDS-PAGE

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo 0,1% de SDS (dodecil
sulfato de sodio) foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). A revelacdo dos
geis foi feita com nitrato de prata, conforme descrito por Blum, Beier e Gross (1987).
Os marcadores de massa molecular utilizados foram: p-galactosidase (116,000 daltons),
albumina bovina (66,000 daltons), pepsina (34,000 daltons), lisozima (14,000 daltons) e
aprotinina (6,000 daltons). A massa molecular das fragdes parcialmente purificadas foi
estimada correlacionando-se, por meio de uma curva padrao, os perfis de migragédo das

proteinas-padrdo (distancia percorrida no gel) com o logartimo da massa molecular.

2.5. Determinacéo da atividade enzimatica

Atividade amidésica foi determinada conforme descrito por Erlanger et al. (1961),
usando N-a-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA) como substrato na concentragéo
final de 0,5 mM em 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 com 20 mM CacCl,, 5 mM ditiotreitol (DTT)
e 100 pL benzamidina (1 mM), inibidor de serino protease para medir somente a
atividade de cisteino-proteases. As velocidades foram determinadas pela formacdo do
produto p-nitroanilida, através da medida da absorbancia a 405 nm em
espectofotdmetro, utilizando-se para os calculos de atividade o coeficiente de extin¢do
molar de 8.800M™.cm™ para o produto.

O pH de melhor atividade enzimética foi determinado a 25 °C usando L-BApNA
como substrato, seguindo o sistema de tampdo Macllvaine com pH variando de 3,0 a
6,0 e Tris-HCI com pH de 8,0 a 9,0, todos com intervalo de 0,5. Em todos os tamp&es
foi adicionado 5 mM de DTT, 20 mM de CaCl, e 1mM de benzamidina.

O efeito da temperatura sob a atividade da enzima foi avaliado usando banho
maria nas temperaturas variando de 15 a 70°C em intervalos de 0,5. L-BApNA foi
usado como substrato para avaliar o efeito da temperatura em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0
contendo 20 mM CaCly, 5 mM DTT e 1 mM benzamidina. As amostras permaneceram
por 5 minutos em cada temperatura. Uma série de trés replicatas foram utilizadas para
quantificar a atividade da enzima e a leitura foi feita em A405nm por 2,5 min (Oliveira,
et al., 2005).
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2.6. Eletroforese de peptideos obtidos da degradacéo de caseina

Aliquotas de 50 pL de uma solugéo de caseina (1,5mg/mL Tris HCI 0,1M pH 7,5)
foi adicionada a 20 pL da amostra contendo a enzima purificada e a solugdo foi
incubada por 3 horas a 37°C. O precipitado foi dissolvido em 25 pL de tampdo de
amostra, os tubos foram aquecidos a 95°C por 3 min e submetidos a eletroforese
(Laemmli 1970). Para os ensaios com inibidor, as amostras foram incubadas por 30 min
com 0s seguintes inibidores: 2 mM TCLK, 2 mM benzamidina, e 20 uM E-64. As
condicBes de temperatura e a degradacdo da caseina foram verificadas como descrito

acima.

2.7. Efeito de CaCl, e NaCl,

Para testar o efeito de diferentes concentracdes de CaCl, e NaCl, sob a atividade
da enzima parcialmente purificada, o extrato enzimético foi adicionado a uma solucéo
de 0,5 mM L-BApNA em 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 5 mM DTT e 1 mM benzamidina. A

concentracgdo final de sddio e célcio variou de 0 a 40 mM.

2.8. Efeito de inibidores de protease

Inibidores de protease foram selecionados para testar seu efeito sobre a atividade
de proteases das fracdes parcialmente purificadas, usando concentragdes crescentes dos
inibidores, de acordo com trabalhos publicados. Os ensaios com inibidores foram
conduzidos usando os seguintes inibidores e concentragdes: tosil-L-lisina clorometil
cetona (TLCK, 0,005 — 1,0 mM), pepstatina (0,05 - 10 uM), trans-(epoxisuccinil)-I-
leucilamino-4-guanidinobutano ~ (E-64, 0,001 - 001 mM) e 4cido
etilenediaminetetraacetico (EDTA, 10 - 100 mM, inibidor de metalo-proteases). As
amostras das enzimas parcialmente purificadas foram incubadas por 15 min com o0s
inibidores de diferentes proteases e L-BApNA foi subseqiientemente adicionado a
mistura, incubado por mais 15 min e a atividade amidéasica foi determinada como

previamente descrita.
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2.9. Parametros cinéticos

Determinagdo dos parametros cinéticos Ky app € Vmax app fOi conduzida em Tris-
HCI 0,1 M pH 7,5 contendo 20 mM CaCl,, 5 mM DTT, 1 mM benzamidina e o
substrato L-BApNA com concentra¢des variando de 0,05 a 1,2 mM. A atividade
amidasica foi verificada conforme descrito acima. Os pardmetros cinéticos foram

determinados por regressdo ndo linear usando o programa SigmaPlot (SPSS, 2000).

2.10. Andlises estatisticas

Os resultados da atividade enziméatica em cada experimento foram submetidos a
analise de variancia univariada e as médias foram comparadas usando o teste LSD de
Fisher (p < 0,05) (PROC GLM SAS Institute 2002). Regressdes ndo-lineares, a equagao
de Michaelis-Menten, foram realizadas para estimar os pardmetros cinéticos (Kw app €
Vmax app) Utilizando o procedimento de ajuste de modelos do SigmaPlot (SPSS 2000). Os
resultados dos bioensaios de inibicdo foram submetidos a anélise de prdbite (PROC
PROBIT; SAS Institute 2002) para avaliar o potencial de inibicdo e estimar a

concentragdo que inibe 50% da atividade enzimétia (Iso).

3. Resultados

3.1. Purificagdo de cisteino proteases

O processo de dissecar o intestino de S. zeamais é complexo, por isso o0 extrato
de todo o inseto foi utilizado para a purificagdo de cisteino proteases de uma populagdo
susceptivel e duas resistentes a piretrdides (com e sem custo associado a resisténcia) do
gorgulho do milho S. zeamais. Cisteino proteases foram parcialmente purificadas
usando coluna de afinidade thiol-sepharose. O fator de purificagdo foi de 87,5 a 170,7,
com um rendimento de 3,75 a 6% e com atividade especifica de 17,000 a 36,300
nM/min/mg proteina (Tabela 1). A populagdo resistente sem custo do gorgulho do
milho teve menor atividade enzimatica e fator de purificagdo, em comparacdo com a
populacdo susceptivel (aproximadamente metade). Porém o rendimento foi 1,6 vezes

maior em relagdo a populagdo susceptivel.
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Tabela 1

Purificagdo de cisteino protease de uma populagdo susceptivel e duas resistentes a

piretroides (resistente custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho S. zeamais.

Etapas da Atividade Atividade Fator de Rendimento
purificacéo Populagdes total especifica purificacdo (%)
(nM/min)  (nM/min/mg)
Extrato Susceptivel 27 212 1,0 100,00
bruto Resistente com custo 40 300 1,0 100,00
Resistente sem custo 28 200 1,0 100,00
Dialisado Susceptivel 36 363 1,7 87,69
Resistente com custo 41 450 15 82,44
Resistente sem custo 29 270 1,3 74,57
Coluna de Susceptivel 23 454 2,1 29,33
afinidade Resistente com custo 16 228 0,7 18,26
Aprotinina  Resistente sem custo 17 240 1,2 20,64
Coluna Susceptivel 14 36300 170,7 3,75
Thiol- Resistente com custo 23 32000 106,5 5,00
Sepharose Resistente sem custo 21 17000 87,5 6,00

O perfil cromatogréfico, correspondente a aplicacdo do extrato enzimético na

coluna de afinidade thiol sepharose, estd representado pela figura 1. Um pico de

atividade para o substrato testado foi observado.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato enzimético do gorgulho do milho Sitophilus
zeamais em coluna de afinidade thiol-sepharose equilibrada com 0,1 M Tris-HCI, 0,5 M
NaCl, pH 7,5 e 1 mM EDTA. As proteinas foram eluidas 0,1M Tris-HCI pH 7,5, 25
mM DTT e 1 mM EDTA. Substrato usado: L-BapNA. Absorbancia em 280 nm (o);
Atividade (uM.min™") ().

Obteve-se uma purificacdo satisfatdria com o extrato das trés populagdes de S.
zeamais, conforme pode ser observado pela separagdo de proteinas das fracdes
purificadas na SDS-PAGE (Fig. 2). Uma Unica banda de massa molecular estimada em
74,000 daltons ficou visivel na fracdo purificada da populagdo susceptivel, enquanto
duas bandas apareceram nas amostras purificadas das populagdes resistentes. A massa
molecular dessas bandas foram respectivamente 72,000 e 83,000 daltons para a
populacéo resistente sem custo e 68,000 e 74,000 daltons para a populagéo resistente
com custo. Outros insetos tais como Sarcophaga peregrine, Bombyx mori, Drosophila
melanogaster e Acanthoscelides obtectus possuem cisteino com massa molecular de
aproximadamente 50,000 daltons (Homma et al., 1994; Matsumoto, et al., 1995; Melo
et al., 2003).
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Figura 2. SDS-PAGE de cisteino proteases parcialmente purificada de uma populacdo
susceptivel e duas resistentes a piretroides (resistente custo e resistente sem custo) do
gorgulho do milho, S. zeamais.

3.2. Atividade proteolitica

A atividade proteolitica da fracdo purificada das trés populacfes de S. zeamais
foi detectada com caseina (Figura 3). A pré-incubacdo da fragdo purificada foi feita com
caseina e com inibidores. E-64, um inibidor de cisteino protease, inibiu a degradagédo de
caseina pela enzima parcialmente purificada das trés populacfes estudadas. EDTA,
benzamidina e TLCK ndo foram tdo eficazes na inibicdo da degradacéo de caseina pela
enzima purificada das trés populacdes, exceto TLCK para a populacdo resistente sem
custo. As trés populagfes tiveram um comportamento diferente, na degradacdo de

caseina, quanto aos inibidores utilizados sugerindo que as cisteino proteases
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parcialmente purificadas das trés populacfes representam diferentes isoformas de

cisteino.

. Caseina Caseina  Caseina Caseina
Caseina + v v .
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2 ﬁ X
33

+
-
(A) Populagdo Susceptivel
Nee

CEL IS

Ll

(B) Populacéo resistente com custo

- R

Ll Ll

(C) Populacdo resistente sem custo

Figura 3. SDS-PAGE degradacdo da caseina e inibicdo de cisteino proteases
purificadas de uma populagdo susceptivel (A) e duas resistentes a piretréides (resistente
com custo (B) e resistente sem custo (C)) do gorgulho do milho, S. zeamais. Inibidores
(20 ul) de cisteino protease (E-64 a 20 uM), serino protease (benamidina a 12 mM, e
TLCK a 0,1 mM) e metaloprotease (EDTA a 12 mM) foram incubados com a enzima

parcialmente purificada e o substrato (caseina). == Caseina.
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3.3. Propriedades bioquimicas

A atividade da enzima parcialmente purificada das trés populagdes em diferentes
pH foi determinada a 25°C com o substrato L-BApNA. O perfil de atividade de cisteino
da populacéo resistente com custo teve dois picos de atividade em diferentes valores de
pH (4,0 e 7,5), ja a populagdo susceptivel e a resistente sem custo tiveram apenas um
pico de atividade 8,0 e 7,5, respectivamente (Fig. 4). Estes resultados indicam a
presenca de diferentes formas da enzima. Como os picos de atividade foram observados
nos pH 7,0 e 8,0 para as trés populacbes, todos 0s ensaios subseqiientes foram

conduzidos em pH 7,5.
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Figura 4. Efeito do pH sobre a atividade de cisteino protease purificada de uma
populacdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente
sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada simbolo representa a média e o erro

padrdo das trés replicatas (n = 3).

A temperatura de melhor atividade da enzima purificada variou entre as
populagdes (Fig. 5). O maior valor de atividade foi obtido entre 30 e 40°C para a
populagéo resistente com custo, 45 e 50°C para a populagéo resistente sem custo e 40 e

45°C para a populacéo susceptivel.
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade de cisteino protease purificada de uma
populacdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente
sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada simbolo representa a média e o erro

padrdo das trés replicatas (n = 3).

A atividade de cisteino purificada das trés populagfes de S. zeamais aumentou
com as crescentes concentracdes de calcio até 10 mM e diminuiu com concentragdes
maiores (Fig. 6A). Ligacdes de célcio aos residuos de aminoéacido da tripsina produz
uma mudanga conformacional e em temperaturas mais baixas, esse complexo torna a
conformacdo mais rigida impedindo que ocorra autélise (Sipos e Merkel, 1970; Vajda e
Garai 1981). Como L-BApNA, o substrato utilizado neste trabalho, é o substrato para
cisteino e também para serino proteases (distinguidos apenas pela adi¢do do inibidor de
serino protease, benzamidina, na mistura de reagéo), a estrutura da enzima deve ser
semelhante e conter sitios de ligacdo de célcio. Estes resultados sugerem que as enzimas
proteoliticas do tipo cisteino proteases parcialmente purificadas das trés populacbes de
S. zeamais, possivelmente estejam sendo estabilizadas por ions calcio, levando a uma
mudanca na conformacdo das moléculas de enzima e melhorando o posicionamento do
centro ativo, acarretando assim aumento da atividade na presenca de 10 mM de ions
célcio.
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A atividade de cisteino protease purificada da populagdo resistente com custo,
utilizando L-BApNA como substrato, foi significativamente maior a 10 mM NaCl, em
relacdo a populagdo susceptivel, que ndo teve a atividade alterada na presenca de NaCl,.
J& a populagdo resistente sem custo reduziu a atividade de cisteino em todas as
concentragdes de NaCl, testadas (Fig 6B). Cisteino purificada das trés populagdes
tiveram um comportamento diferente em relagéo a presenca de NaCl,. A presenca deste
sal na solug&o altera a estabilidade e conformac&o da enzima, reduzindo ou aumentando
a atividade proteolitica, dependendo do arranjo conformacional.
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Figura 6. Efeito de Ca™ (A) e Na™ (B) sobre a atividade de cisteino protease purificada
de uma populacéo susceptivel e duas resistentes a piretroides (resistente com custo e
resistente sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada simbolo representa a

media e o erro padrdo das trés replicatas (n = 3).
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3.4. Parametros cinéticos

Cisteino proteases, purificadas das trés populagBes apresentaram curva de
concentragdo versus velocidade do tipo hiperbodlica, seguindo o modelo cinético de
Michaelis-Menten na faixa de concentragdo de 0,05 a 3 mM do substrato analisado (Fig.
7). A afinidade de cisteino proteases purificadas (representado pelo valor de Ky app),
foram estimadas para cada populacéo (Tabela 2). Nenhuma diferenca significativa entre
as populacbes de S. zeamais (p > 0.05) foi observada, em relagdo aos valores de
afinidade para o substrato (i.e. K app) das cisteino purificadas (Tabela 2). O valor de Ky
app €ncontrado aqui é semelhante ao obtido por outros autores para cisteino usando p-
nitroanilida como substrato (Pereira et al. 2001; Mohamed et al. 2005). O valor de Ky
app para cisteino € maior do que o de serino proteases, indicando que tripsinas-like tem
mais afinidade por L-BApNA do que cisteino.

Em contraste com os valores de Kwm ap, 0S quais foram similares entre as
populagBes de S. zeamais, a atividade (i.e., valores de Vmax app) das cisteino proteases
difere entre as populacBes. As Vmax app Para cisteino purificada da populagao resistente
com custo foi 5x maior do que Vmax app da populacdo susceptivel e a eficiéncia de
hidrdlise da populacdo resistente sem custo foi 3x mais répida do que a populacéo

susceptivel.

Tabela 2

Parametros cinéticos de cisteino proteases purificadas de uma populacéo susceptivel e
duas resistentes a piretréides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho
do milho S. zeamais. Resultados sdo reportados com a média + erro padrdo (n = 3).
Média seguida da mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferente entre si
pelo teste de Fischer’ s LSD (P < 0,05).

Populacéo Kwm app (MM) V max app (UM/s/mg)
Susceptivel 0,38+0,04 a 10,40 £ 0,32 ¢
Resistente com custo 0,39 +0,04 a 53,10+£1,90a
Resistente sem custo 0,42 +£0,05a 32,04+1,20b
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Figura 7. Gréfico de Michaelis-Menten de cisteino proteases purificadas de uma
populacdo susceptivel e duas resistentes a piretrdides (resistente com custo e resistente
resistente sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais (P < 0,001; R? > 0,94). Cada
simbolo com sua barra de erro representa a média e o erro padrdo das trés replicatas (n =
3).

3.5. Efeito de inibidores

O efeito de inibidores especificos sobre a atividade de cisteino parcialmente
purificadas foi diferente entre as populagdes, exceto para EDTA (inibidor de
metaloprotease), que ndo difere entre as populagdes com uma porcentagem de inbicéo
inferior a 50% (Tabela 3). Pepstatina, um inibidor de aspartil protease, também teve
uma porcentagem de inibicdo baixa (< 32%) sobre a atividade de cisteino proteases
purificadas. A enzima purificada da populacdo resistente sem custo foi
significativamente mais tolerante a estes inibidores de cisteino protease, em comparacéo
com as outras duas populacdes. Cisteino proteases purificadas da populacéo susceptivel
e resistente sem custo foram fracamente inibidas por TLCK (< 25% inibi¢éo), enquanto
a atividade de cisteino proteases da populacdo resistente com custo foi

significativamente mais sensivel a este inibidor (Tabela 3). O inibidor de cisteino
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protease E-64 foi o inibidor mais efetivo para as enzimas purificadas das trés
populagdes do gorgulho do milho, S. zeamais, com porcentagem de inibicdo maior para

a populacdo susceptivel.

Tabela 3

Porcentagem de inibicdo ap6s o tratamento com diferentes inibidores de enzimas
proteoliticas. Os resultados sdo reportados como a média + erro padrdo (n = 3). Média
seguida da mesma letra na linha ndo sdo significativamente diferente entre si pelo teste
LSD de Fischer ( P <0.05).

Inibicdo  Concentragéo Inibicdo (%)

(mM) Susceptivel Resistente com custo  Resistente sem custo
TLCK 1,28 25,12 +£8,18b 58,99+7,19a 13,49+721b
Pepstatin 0,01 30,68 +4,05a 32,75+ 3,63 a 18,13 +3,14b
EDTA 100,00 40,18 + 4,67 a 46,72 +391 a 3487+292a
E-64 0,20 91,00 £1,96 a 7101+6,44Db 52,38 £ 2,54b

A atividade de cisteino proteases das trés populagdes do gorgulho do milho
foram ainda caracterizadas através de bioensaios (in vitro) com inibidor especifico de
cisteino protease E-64. As curvas foram estabelecidas seguindo o modelo de prébite
(baixo ¥* (< 4,0) e P > 0,05), 0 qual permite estimar o valor de Isp, concentragdo
requerida para inibir 50% da atividade da enzima. O valor de Iso para E-64 foi
significativamente maior para a populagdo resistente sem custo, seguido da populagdo

resistente com custo e susceptivel, que foi mais sensivel a este inibidor (Fig. 8).
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Figura 8. Concentragdo de E-64 (mM) requerida para inibir 50% da atividade da
enzima (lso) para cisteino proteases de uma populagdo susceptivel e duas resistentes a
piretroides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho, S.
zeamais. Resultados sdo reportados como a média + erro padrdo (n = 3). Médias
seguidas pela mesma letra na linha ndo séo significativamente diferente entre si pelo
teste LSD e Fischer ( P <0,05).

4. Discussao

Cisteino proteases, uma das principais classes de proteases do gorgulho, foram
purificadas de uma populacdo susceptivel e duas resistentes a inseticidas piretroides do
gorgulho do milho (resistente com custo e resistente sem custo) usando cromatografia
de afinidade thiol-sepharose. O reconhecimento das proteases purificadas como sendo
do tipo cisteino protease foi feito através da caracterizagdo, pardmetros cinéticos e
sensibilidade a inibidores. A enzima parcialmente purificada das trés populagdes

hidrolisou caseina, bem como o substrato sintético, L-BApNA. ions calcio (Ca™) a 10
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mM, aumentam a atividade proteolitica de cisteino proteases purificadas das trés
populacbes. A presenca de sodio (Na) aumentou a atividade da enzima purificada,
somente para a populagdo resistente sem custo, as cisteino proteases purificadas da
populacdo susceptivel e resistente com custo tem um comportamento diferente, a
presenca de Na praticamente ndo altera a atividade da enzima. E-64 (um inibidor
especifico para cisteino protease) inibiu eficientemente a atividade das enzimas
purificadas, ao contrario dos outros inibidores de proteases (EDTA para
metaloproteases, pepstatina para aspartil proteases e TLCK para serino proteases), Como
esperado para cisteino proteases (Pereira et al., 2001; Salvasen e Nagase, 2001;
D’Avila-Levy et al., 2003; Melo et al., 2003; Mohamed et al., 2005; Oliveira et al.,
2005). A cisteino protease purificada da populacdo susceptivel foi bem mais sensivel a
inibicdo por E-64, provavelmente devido a sua maior eficiéncia no processo de
purificacdo de cisteino protease.

A eficiéncia de purificacdo variou, entre as trés populagdes, com nivel de
purificagdo bom para as trés (entre 87,5 e 170,7x). A eficiéncia de purificagdo durante
0s processos de cromatografia foi maior para a populacéo susceptivel, que teve o menor
rendimento e consequentemente maior atividade especifica de cisteino protease
comparada com as populagbes resistentes. A SDS-PAGE das fragdes purificadas
revelou uma unica banda de massa molecular 74,000 daltons na populagéo susceptivel,
e duas bandas de 72,000 e 83,000 daltons na populacéo resistente com custo e 68,000 e
74,000 daltons na populacdo resistente sem custo. Esse valor de massa molecular é
semelhante ao ja reportado para outras espécies de Sitophilus (Matsumoto et al., 1998) e
maior do que o reportado para cisteino proteases de outras espécies de insetos,
geralmente por volta de 50,000 daltons (Homma et al., 1994; Matsumoto et al., 1995,
1997; Melo et al., 2003). Provavelmente as cisteino proteases purificadas das trés
populacdes pertencem a familia 3, as quais sdo maiores do que 0os membros das outras
duas familias, sdo moléclas mais complexas com massa molecular de 60 a 120 kDa.

Cisteino proteases purificadas das trés populacbes de S. zeamais tem um
comportamento diferente quanto a degradacdo de caseina e acdo de inibidores; as
proteases purificadas foram inibidas pelo inibidor especifico de cisteino E-64, sendo a
enzima purificada da populagdo resistente com custo a menos sensivel, o que também
pode ser comprovado pelo seu maior valor de lso. O perfil de atividade de cisteino
proteases em diferentes pH e temperatura foi diferente entre as populaces, ja a
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afinidade de cisteino proteases pelo substrato (Km app) foi similar entre as trés
populagBes. A atividade (Vmax app) de cisteino proteases purificadas da populacdo
resistente com custo foi 3x e 5x maior do que as Vmax app da populagéo resistente sem
custo e susceptivel respectivamente. Estes resultados, indicam a existéncia de diferentes
isoformas de cisteino proteases, uma diferenca quantitativa entre as trés populacoes.

Acredita-se que uma maior atividade de cisteino proteases nas populagdes
resistentes a inseticidas do gorgulho do milho pode mitigar o custo fisiol6gico (e o custo
adaptativo) usualmente associado a resisténcia a inseticidas (Araujo et al., 2008a). Se
assim for, diferentes isoformas e maior atividade de cisteino proteases sdo esperadas nas
populacdes resistentes, principalmente na populacdo resistente sem custo fisioldgico
associado a resisténcia a inseticidas. No entanto, embora populagdes resistentes tenham
maior atividade de cisteino proteases do que a populagdo susceptivel, esta atividade foi
maior para a populagéo resistente com custo, comparado com a resistente sem custo. O
aumento da atividade de cisteino proteases parece desempenhar um papel secundario
quanto a mitigacdo do custo usualmente associado & resisténcia a inseticidas. O aumento
da atividade de serino proteases e amilases €, provavelmente, o principal mecanismo
fisiologico que diminui o custo adaptativo associado a resisténcia a inseticidas,
conforme reportado nas investigagdes preliminares com populagfes resistentes do
gorgulho do milho (Guedes et al., 2006; Aradjo et al., 2008ab).

Resisténcia a inseticidas foi associada a uma maior atividade de cisteino proteases
nas populacdes do gorgulho do milho resistentes a inseticidas estudadas. Esta maior
atividade de cisteino proteases tem um importante papel no aumento e mobilizacéo de
energia e no fornecimento de aminoécidos para manter os mecanismos de resisténcia, o
desenvolvimento e a reproducdo do inseto (Ahmed et al., 1998; Scott 1999; Wilkins et
al., 1999; Guedes et al., 2006), quando comparado com a populacdo susceptivel.
Provavelmente a vantagem metabdlica conferida pela elevada atividade de diferentes
cisteino proteases das populacBes resistentes de S. zeamais estejam provendo um
aumento de aminodcidos livres, produto da degradacdo proteolitica (peptideos e
proteinas), importantes para a sintese de enzimas destoxificativas como citocromo p450,
monoxigenases, glutationa-S-transferase e esterases, bem como suprindo a energia

requerida durante o estresse provocado pelo inseticida.

59



5. Referéncias

Adda, C., Borgemeister, C., Biliwa, A., Meikle, W.G., Markham, R.H., Poehling H.M.,
2002. Integrated pest management in post-harvest maize: a case study from the
Republic of Togo (West Africa). Agriculture Ecosystems and the Environment 93,
305-321.

Alaoui, A., Gourdoux, L., Atay, Z.K., Moreau, R., 1994. Alterations in carbohydrate
metabolism induced in Locusta migratoria after poisoning with the pyrethroid
insecticide deltamethrin. Pesticide Biochemistry and Physiology 50, 183-189.

Alaoui, A., Moreau, R., Gourdoux, L., 1997. Effects of deltamethrin on glucose
catabolic pathways in the isolated fat body of adult male Locusta migratoria.
Comparative Biochemistry and Physiology 116,17-21.

Aradjo, R.A, Guedes, R.N.C, Oliveira, M.G.A., Ferreira, G.H., 2008a. Enhanced
proteolytic activity in insecticide-resistant strains of the maize weevil, Sitophilus
zeamais. Journal of Stored Products Research 44, 354-359.

Aradjo, R.A., Guedes, R.N.C., Oliveira, M.G.A., Ferreira, G.H., 2008b. Enhanced
activity of carbohydrate- and lipid-metabolizing enzymes in insecticide-resistant
populations of the maize weevil, Sitophilus zeamais. Bulletin of Entomological
Research 98, 417-424.

Badmin, J.S., 1990. IRAC survey of resistance of stored grain pests: results and
progress. Proceedings of the 5th International Working Conference on Stored
Product Product Protection (ed. by F. Fleurrat-Lessard & P. Ducom), INRA/SDPV,
Bordeauz, France, 973-981.

Baker, J.E. 1982. Digestive proteinases of Sitophilus weevils (Coleoptera:
Curculionidae) and their response to inhibitors from wheat and corn flour. Canadian
Journal of Zoology 60, 3206-3214.

Blum, H., Beier, H., Gross, H.J. 1986. Improved silver staining of plant proteins, RNA
and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8, 93-99.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principe of protein dye binding. Annual
Biochemistry 72, 248-254.

60



Brown, S.L., Lee, R.D., 2002. Effect of planting date, variety and degreee of ear
maturation on the colonization of field corn by maize weevils (Coleoptera:
Curculionidae). Journal Entomology Science 37, 137-142.

Champ, B.R., Dyte, C.E., 1976. FAO Global Survey of Pesticide Susceptibility of
Stored Grain Pests. FAO/UN, Rome.

Chevillon, C., Bourguet, D., Rousset, F., Pasteur, N., Raymond, M., 1997. Pleiotropy of
adaptative change in population: comparisons among insecticide resistance genes in
Culex pipiens. Genetical Research 68, 195-203.

Chown, S.L., Gaston, K., 1999. Exploring links between physiology and ecology at
macro-scales: the role of respiratory metabolism in insects. Biological Research 74,
87-120.

Coustau, C.,Chevillon, C., ffrench-Constant, R., 2000. Resistance to xenobiotics and
parasites: can we count the cost? Trends Ecolology and Evolution, 15: 378-383.
D’Avila-Levy. C.M., Souza, R.F., Gomes, R.C., Vermelho, A.B., Branquinha, M.H.,
2003. A novel extracellular calcium-dependent cysteine proteinase from Crithidia

deanei. Arch Biochem Biophys 420,1-8.

Erlanger, B.F.; Kokowsky, N.; Cohen, W. 1961. The preparation and properties of two
new chromogenic substrates of trypsin. Archives of Biochemistry and Biophysics
95, 271-278.

Fragoso, D.B., Guedes, R.N.C., Oliveira, M.G.A., 2007. Partial characterization of
glutathione S-transferases in pyrethroid-resistant in susceptible populations of the
maize weevil, Sitophilus zeamais. Journal of Stored Products Research 43, 167-170.

Fragoso, D.B., Guedes, R.N.C., Peternelli, L.A., 2005. Developmental rates and
population growth of insecticide-resistant and susceptible populations of Sitophilus
zeamais. Journal of Stored Products Research 41, 271-281.

Fragoso, D.B., Guedes, R.N.C., Rezende, S.T., 2003. Biochemical mechanisms of
insecticides resistance in Brazilian populations of Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae). Entomol. Exp. Et Appl. 109, 21-29.

Ghalambor, C.K., McKay, J.K., Carroll, S.P., Reznick, D.N., 2007. Adaptative versus
non-adaptative phenotypic plasticity and the potential for contemporary adaptation
in new environments. Functional Ecology 21, 394-407.

Gould, F., 1984. Role of behavior in the evolution of insect adaptation to insecticides
and resistant host plants. Bulletin Entomological Society of America 30, 34-40.

61



Guedes, R.N.C., 1991. Resisténcia a inseticidas: desafio para o controle de pragas de
grdos armazenados. Seiva 50, 24-29.

Guedes, R.N.C., 1990. Manejo integrado para a protecdo de grdos armazenados contra
insetos. Revista Brasileira Armazenamento 15, 3-48.

Guedes, R.N.C., Lima, J.O0.G., Santos, J.P., Cruz, C.D., 1994. Inheritance of
deltamethrin resistance in a Brazilian strain of maize weevil (Sitophilus zeamais
Mots.). International Journal Pest Management 40, 103-106.

Guedes, R.N.C., Lima, J.O.G., Santos, J.P., Cruz, C.D., 1995. Resistance to DDT and
pyrethroids in Brazilian populations of Sitophilus zeamais Motsch. (Coleoptera:
Curculionidae). Journal Stored Products Research 31, 145-150.

Guedes, R.N.C., Oliveira, E.E., Guedes, N.M.P., Ribeiro, B., Serrdo, J.E., 2006. Cost
and mitigation of insecticide resistance in maize weevil, Sitophilus zeamais.
Physiological Entomology 31, 30-38.

Hagstrum, D.W., Flinn, P.W., Howard, R.W., 1996. Ecology. In Bh. Subramayam &
D.W. Hagstrum (Eds.) Integrated Management of Insects in Stored Products, New
York, Marcel Dekker, 71-134.

Harak, M., Lamprecht, I., Kuusik, A., Hiiesaar, K., Metspalu, L., Tartes, U., 1999.
Calorimetric investigations of insect metabolism and development under the
influence of a toxic plant extract. Thermochimica Acta 333, 39-48.

Haubruge, E., Arnaud, L., 2001. Fitness consequences of malathion-specific resistance
in the red flour beetle, Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera, Tenebrionidae),
and selection for resistance in the absence of insecticide. Journal of Economic
Entomology 94, 552-557.

Haynes, K.F., 1988. Sublethal effects of neurotoxic insecticides on insect behavior.
Annual Review Entomology 33, 149-168.

Homma, K., Kurata, S., Natori, S., 1994. Purification, characterization, and cDNA
cloning of procathepsin L from the culture medium of NIH’sape’4, in embryonic
cell line of Sarcophaga peregrina (flesh fly), an its involvement in the
differentiation of marginal discs. Journal Biology Chemistry 269, 15258-15264.

Hostetler, M.E., Anderson, J.F., Lanciani, C., 1994. Pesticide resistance and metabolic
rate in German cockroach (Dictyoptera: Blattellidae). Florida Entomologist 77,
288-290.

62



Houseman, J.G., Thie, N.M.R., 1993. Difference in digestive proteolysis in the stored
maize beetles - Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) and Protephanus
truncatus (Coleoptera: Bostrichidae). Journal of Economic Entomology 86, 1049-
1054.

Hoy, C.W., Head, G.P., Hall, F.R., 1998. Spatial heterogeneity and insect adaptation to
toxins. Annual Review Entomology 43, 571-594.

Jallow, M.F.A., Hoy, C.W., 2005. Phenotypic variation in adult behavioral response and
offspring fitness in Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) in response to
permethrin. Journal of Economic Entomology 98, 2195-2202.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

Lockwood, J.A., Sparks, T.C., Story, R.N., 1984. Evolution of insect resistance to
insecticides: a reevaluation of the roles of physiology and behavior. Bulletin of the
Entomological Society of America 30, 41-51.

Matsumoto, I., Watanabe, H., Abe,K., Arai, S., Emori,Y., 1995. A putative digestive
cysteine proteinase from Drosophila melanogaster is predominantly expressed in
the embryonic and larval midgut. Europe Journal Biochemistry 227, 582-587.

Matsumoto, I., Emori, Y., Abe, K., Arai, S., 1997. Characterization of a gene family
encoding cysteine proteinases of Sitophilus zeamais (maize weevil) and analysis of
the protein distribution in various tissues including alimentary tract and germ cells.
Journal Biochemistry 121, 464-476.

Matsumoto, 1., Abe, K., Arai, S., Emori, Y., 1998. Functional expression and enzymatic
properties of two Sitophilus zeamais cysteine proteinases showing different
autolytic processing profiles in vitro. Journal biochemistry 123, 693-700.

Melo, F.R., Mello, M.O., Franco, O.L., Rigden, D.J., Mello, L.V., Genu, A.M., Silva-
Filho, M., Gleddie, S., Grossi-de-Sa, M.F., 2003. Use of phase display to select
novel cystatins specific for Acanthoscelides obtecus cysteine proteinases.
Bichimica et Biophysica Acta 1651, 146-152.

Mohamed, S.A., Fahmy, A.S., Mohamed, T.M., Hamdy, S.M., 2005. Proteases in egg,
miracidium and adult of Fasciola gigantica. Characterization of serine and cysteine
proteases from adult. Comparative Biochemistry and Physiology, Part B 142, 192 —
200.

63



Nath, B.S., 2000. Changes in carbohydrate metabolism in hemolymph and fat body of
the silkworm, Bombyx mori L. exposed to organophosphorus insecticides. Pesticide
Biochemistry Physiology 68, 1504-1515.

Nath, B.S., 2002. Shifts in glycogen metabolism in hemolymph and fat body of the
silkworm, Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae) in response to
organophosphorus insecticides toxicity. Pesticide Biochemistry and Physiology 74,
73-84.

Oliveira, E.E., Guedes, R.N.C., Tétola, M.R., Marco, P.D., 2007. Competition between
insecticide-susceptible and —resistant populations of the maize weevil, Sitophilus
zeamais. Chemosphere 69, 17-24.

Oliveira, E.E., Guedes, R.N.C., Corréa, A.S., Damasceno, B.L., Santos, C.T., 2005a.
Resisténcia vs susceptibilidade a piretrdides em Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae): H& vencedor? Neotropical Entomology 34, 981-990.

Oliveira, M.G.A., Simone, S.G., Xavier, L.P., Guedes, R.N.C., 2005b. Partial
purification and characterization of digestive trypsin-like proteases from the
velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis. Comparative Biochemistry and
Physiology B Biochemistry and Molecular Biology, Vancouver 140, 369-380.

Pagliucci, M., Muren, C.J., 2003. Genetic assimilation and a possible evolutionary
paradox: can macroevolution sometimes be so fast as to pass us by? Evolution 57,
1455-1464.

Pereira, C., Pereira, E., Cordeiro, E., Della-Lucia, T., Totola, M., Guedes, R.N.C., 2009.
Organophosphate resistance in the maize weevil Sitophilus zeamais: Magnitude and
behavior. Crop Protection 28, 168-173.

Pereira, M.T., Lopes, M.T.P., Meira, W.O., Salas, C.E., 2001. Purification of a Cysteine
Proteinase from Carica candamarcensis L. and Cloning of a Genomic Putative
Fragment Coding for This Enzyme. Protein Expression and Purification 22, 249-
257.

Price, T.D., Qvarnstrom, A., Irwin, D.E., 2003. The role of phenotypic plasticity in
driving genetic evolution. Proceedings of the Royal Society of London Series B
270, 1433-1440.

Purcell, J.P., Greenplate, J.T., Sammons, R.D., 1992. Examination of midgut luminal
proteinase activities in six economically important insects. Insect Biochemistry
Molecular Biology, 22, 41-47.

64



Raymond, M., Berticat, C., Weill, M., Pasteur, N., Chevillon, C., 2001. Insecticide
resistance in mosquito Culex pipiens: what have we learned about adaptation?
Genetica 112-113, 287-296.

Reeck, G., Oppert, B., Denton, M., Kanost, M., Baker, J.E., Kramer. K.J., 1999. Insect
proteinases. In: Turk V (ed) Proteases: new perspectives. Birkhauser Verlag Basel
Boston Berlin, 125-148.

Ribeiro, B.M., Guedes, R.N.C., Oliveira, E.E., Santos, J.P., 2003. Insecticide resistance
and synergism in Brazilian populations of Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae). Journal of Stored Products Research 39, 21-31.

SAS Institute. 2002. SAS/STAT User’s Guide, v. 8. SAS, Cary: SAS Institute.

Scott, J.G., 1999. Cytochromes P450 and inseticide resistance. Insect Biochemistry and
Molecular Biology 29, 757-777.

Sipos, T., Merkel, J.R., 1970. An effect of calcium ions on the activity, heat stability,
and structure of trypsin. Biochemistry 9, 2766-2775.

SPSS - SigmaPlot 2000. User’s Guide, Revised Edition. SPSS, Chicago.

Subramanyam, B.h., Hagstrum, D.W., 1996. Resistance measurement and management.
In: Subramanyam, Bh. & Hagstrum, D.W. (Eds.) Integrated Management of Insects
in Stored Products, New York, Marcel Dekker, 331-397.

Terra, W.R., Ferreira, C., 2005. Biochemistry of Digestion. In: Comprehensive
Molecular Insect Science 4, 171-224.

Vajda, T., Garai, A., 1981. Comparison of the effect of calcium (1) and manganese (I1)
ions on trypsin autolysis. Journal of Inorganic Biochemistry 15, 307-315.

White, N.D.G., Leesch J.G., 1996. Chemical Control. In: Bh. Subramanyam & D.W.
Hagstrum (Eds.) Integrated Management of Insects in Stored Products, New York,
Marcel Dekker, 287-330.

Wilkins, R.M., Ahmed, S., Mantle, D., 1999. Comparative effect of fenitrothion
treatment on intracellular protease activities in insecticide-resistant and susceptible
strains of Musca domestica L. Comparative Biochemistry and Physiology Part C
124, 337-343.

65



Agradecimentos

Ao suporte financeiro fornecido pela FAPEMIG (Fundagéo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Minas Gerais), ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico) e a CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamente de Pessoal de
Nivel Superior. Ao Dr. J.P. Santos, pelo fornecimento do estoque inicial da populacéo

susceptivel.

66



Consideracoes Finais

Em continuagdo aos estudos com populagdes de Sitophilus zeamais, resistentes
a inseticidas piretréides, serino e cisteino proteases foram purificadas de uma populacdo
susceptivel e duas resistentes, com e sem custo fisiol6gico associado a resisténcia. O
objetivo foi verificar o espectro destas enzimas nestas populacdes e quais seriam 0s
possiveis mecanismos que possibilitariam a mitigacdo deste custo na populagéo
resistente sem custo fisioldgico associado.

Quanto a purificagdo de serino proteases tripsinas-like, pode-se sugerir que as
populagdes resistentes sdo mais eficientes, uma maior atividade de serino protease
ocorre em decorréncia de uma maior producédo de enzimas e expressao de isoformas, o
que possibilita mitigar o custo fisiol6gico associado a resisténcia sem comprometer o
desenvolvimento normal.

Cisteino proteases parece ter um papel secundério quando a mitigacdo do custo
fisioldgico associado a resisténcia. Conforme observado o espectro de cisteino protease
é diferente entre as trés populagdes analisadas, apresentam um comportamento distinto
quanto aos ensaios com inibidores, pH e pardmetros cinéticos. H4 uma diferenca
estrutural e qualitativa entre as populagdes estudadas. A eficiéncia de purificacdo foi
melhor para a populagdo susceptivel, obtendo-se um material bem mais homogéneo,
comparado com as populacdes resistentes.

Esses resultados corroboram com as diferencas observadas para a atividade de
proteases do extrato bruto dessas trés populagdes de S. zeamais, confirmando a hipotese
do envolvimento de enzimas proteoliticas mitigando o custo fisioldgico associado com a
manutencdo dos mecanismos de resisténcia a inseticidas do gorgulho do milho. Outros
trabalhos ainda devem ser feitos para evidenciar ainda mais estes resultados, como a
utilizagdo de outros métodos de purificacdo de proteinas para separar isoformas, pois a
existéncia de isoenzimas permite o ajuste do metabolismo para satisfazer as
necessidades de desenvolvimento. Com a presséo de selecdo individuos mais eficientes,
quanto a utilizacdo e armazenamento de energia, sdo selecionados e com isso 0 custo

fisioldgico associado a resisténcia tende a diminuir.
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