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RESUMO

FIALHO, Maria do Carmo Queiroz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2010.
Caracterizacdo e Imunolocalizacdo das Principais Enzimas Digestivas do Predador
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-
orientadores: José Cola Zanuncio ¢ Clovis Andrade Neves.

Considerando a importancia do predador Podisus nigrispinus em programas de controle
biologico de pragas e a escassez de estudos sobre as enzimas digestivas deste inseto, este
trabalho teve como objetivo identificar, caracterizar e localizar as principais enzimas digestivas
das glandulas salivares e do intestino médio de P. nigrispinus. Machos adultos de P. nigrispinus
foram dissecados sendo as glandulas salivares e o intestino médio (dividido em anterior, médio
e posterior) submetidas a testes enzimaticos para amilase, aminopeptidase, catepsina L, tripsina
e a-glicosidase. Estas enzimas foram pré-purificadas e imunolocalizadas na regido do intestino
médio. O pH da glandula salivar foi 6,0 e do intestino médio foi de 5,6 na regido anterior, 5,7 na
mediana e 5,8 na posterior. A atividade especifica das enzimas nas glandulas salivares e no
intestino médio foi respectivamente: amilase 0,01, 21 mU/mg, aminopeptidase 0,19, 3 mU/mg,
catepsina L 16, 3800 U/mg e a-glicosidase 0,27, 147 mU/mg de proteina. Tripsina ndo
apresentou atividade no intestino médio, porém na glandula salivar sua atividade especifica foi
de 7 U/mg de proteina. Catepsina L foi a principal proteinase encontrada em P. nigrispinus e
apresentou dois picos de atividade com pH 6timo 5,5 e massa molecular de 14 e 17 e K, de 32 ¢
11 uM.. Amilase, aminopeptidase, o-glicosidase apresentaram um pH 6timo de 5,1, 5,5, 5,8; K,
de 0,1%, 0,03, 5 mM e massa molecular de 43, 125 e 90 respectivamente. Insetos alimentados
ha uma hora apresentaram diferencas na atividade enzimatica de todas as enzimas analisadas e
se manteve similar nos outros tempos. Os dados bioquimicos e da imunolocalizacdo mostraram
que a amilase, aminopeptidase ¢ a-glicosidase de membrana foram as enzimas mais ativas na
regido anterior do intestino; ja nas regides mediana e posterior todas as enzimas estdo ativas,

porém com uma maior atividade de catepsina L e a-glicosidase soltivel. Estes dados mostram
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que a digestao inicial de carboidratos inicia na regido anterior do intestino médio e termina na
anterior ¢ mediana. Ja a digestdo de proteinas tem o inicio na regido mediana e termina na
anterior do intestino médio, sugerindo que a membrana perimicrovilar nestes insetos tem um
papel na compartimentag@o da digestdo, na qual a anterior esta relacionada a absor¢ao de 4gua e

também na absor¢ao de aminoacidos obtidos do xilema por esses insetos zoofitofagos.
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ABSTRAT

FIALHO, Maria do Carmo Queiroz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2010.
Characterization and Immunolocalization of Major Digestive Enzymes of the Predator
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Adviser: Jos¢ Eduardo Serrdo. Co-
advisers: Jos¢ Cola Zanuncio and Clovis Andrade Neves.

Considering the importance of the predator Podisus nigrispinus in programs of
biological control of pests and the poor studies on the digestive enzymes in Hemiptera, this
study aimed to identify, locate and characterize the major digestive enzymes of the salivary
glands and midgut of P. nigrispinus. Adult males of P. nigrispinus were dissected and the
salivary glands and midgut (divided into anterior, middle and posterior) subjected to enzyme
tests for amylase, aminopeptidase, cathepsin L, trypsin and a-glucosidase. These enzymes were
pre-purified and immunolocalized in the midgut regions. The pH was 6.0 in salivary gland and
5.6, 5.7 and 5.8 in the anterior, median and posterior regions of the midgut, respectively. The
specific activity of enzymes in the salivary glands and midgut were respectively: amylase 0.01,
21 mU / mg, aminopeptidase 0.19, 3 mU / mg, cathepsin L 16, 3800 U / mg and a-glucosidase
0.27, 147 mU / mg protein. Trypsin was not active in the midgut, whereas in salivary gland its
specific activity was 7 U / mg protein. Cathepsin L was the major proteinase in P. nigrispinus
and showed two peaks of activity with optimum pH 5.5 and molecular mass of 14 and 17 kDa
and Km 32 and 11 mM. Amylase, aminopeptidase, a-glucosidase had an optimum pH of 5.1,
5.5, 5.8, K, of 0.1%, 0.03, 5 mM and the molecular mass of 43, 125 and 90 kDa respectively.
One hour after feeding, P. nigrispinus showed differences in activity of all enzymes tested and
remained similar at other periods after feeding. The biochemical and immunolocalization data
showed that the amylase, aminopeptidase and a-glucosidase membrane enzymes were more
active in the anterior midgut, already in the middle and posterior all the enzymes were active,
but with a higher activity of cathepsin L and soluble a-glucosidase. These data show that the
initial digestion of carbohydrates begins in the anterior midgut and ends at the anterior and
middle midgut, whereas digestion of proteins has its beginning in the middle, and ends at the

X



anterior midgut, suggesting that the perimicrovilllar membrane play a role in
compartmentalization of digestion in which the anterior midgut is related to water absorption

and amino acid uptake obtained from xylem in this zoophytophagous insects.
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1 — Introducio e Revisao Bibliografica

O género Podisus pertence a subfamilia Asopinae (Hemiptera: Heteroptera:
Pentatomidae) e o ciclo de vida dos membros dessa subfamilia inclui a fase de ovo, ninfa (cinco
estadios) e a fase adulta. Os Asopinae diferenciam-se daqueles pertencentes as demais familias
de pentatomideos por seu habito alimentar predador. Ninfas (exceto de primeiro instar) e adultos
atacam principalmente insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera.

Podisus nigripinus (Dallas 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) ocorre nas Américas do
Sul e Central (Thomas 1992) e por ser um predador generalista ¢ importante agente no controle
biologico de lagartas desfolhadoras, send agressiva no combate a pragas agriculas e florestais,
principalmente Lepidoptera e Coleoptera (Zanuncio et al. 1994, De Clerque 2000).

O controle bioldgico de insetos utiliza inimigos naturais sobre uma populagao de pragas
visando uma diminui¢do na densidade populacional da mesma até ndo causar mais danos
econdmicos a cultura, para isso, utilizam-se predadores, parasitoides ou patogenos (Parra et al.
2002). A utilizacdo do controle bioldgico de pragas tem aumentado devido a busca pela
diminui¢do do controle quimico e o restabelecimento do equilibrio ambiental, tendo os inimigos
naturais um importante papel no manejo integrado de pragas (Jusselino-Filho et al. 2003).

Monoculturas de Eucalyptus abrangem areas extensas e contiguas, e por isto, podem
sofrer prejuizos econdmicos por insetos, especialmente lepidopteros (Pereira et al. 1994). Isto
ocorre pelo fato de todos os monocultivos constituirem ambiente favoravel a adaptagdo e ao
ataque de insetos-praga de mirtdceas nativas e pela menor sobrevivéncia de organismos
benéficos, que atuam no controle bioldgico (Zanuncio et al. 1994, Braganga et al. 1997, Fragoso
et al. 2000, Santos et al. 2000).

Insetos Asopinae (Heteroptera: Pentatomidae) sdo predadores importantes de pragas,
com destaque para Brontocoris tabidus (Signoret, 1863), Podisus nigrispinus (Dallas, 1851),
Podisus rostralis (Stal, 1860) e Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Matos Neto et al. 2002,

Oliveira et al. 2002, Vivian et al. 2003). Podisus nigrispinus e B. tabidus destacam-se entre os



predadores encontrados em surtos de Lepidoptera em eucalipto e sdo utilizados em programas
de manejo integrado de pragas (Zanuncio et al. 1994, 2000).

Os Heteroptera sao, predominantemente, sugadores de seiva, mas, espécies desse grupo
desenvolveram habito predatorio, como os Asopinae (Assis Junior et al. 1998). Apesar de
predadores, alguns pentatomideos também utilizam material vegetal em sua dieta (Valicente e
O'Neil 1993). A alimentagcdo mista (presa + planta), aparentemente, fornece aos predadores
nutrientes essenciais ou aminoacidos ndo encontrados nesses alimentos isoladamente e agua
(Eubanks e Denno 1999, Sinia 2004), com melhorias nas caracteristicas bioldgicas e
reprodutivas desses insetos (Valicente e O'Neil 1993, Assis Junior et al. 1998, Lemos et al.
2001, 2006, 2009, Coll e Guershon 2002, Oliveira et al. 2002, Zanuncio et al. 2000, 2004).

A onivoria fornece flexibilidade ecologica aos predadores e aumenta a sobrevivéncia
dos mesmos quando os recursos em um nivel tréfico sdo de baixa qualidade ou indisponiveis
(Gillespie e McGregor 2000). Insetos onivoros sao classificados como oportunistas obrigatérios
ou facultativos, em fun¢do da importancia do material animal ou vegetal para os mesmos. Entre
os onivoros oportunistas, destacam-se os fitozoofagos: herbivoros que eventualmente se
alimentam de presas; e os zoofitofagos: carnivoros que eventualmente se alimentam de plantas
(Coll e Guershon 2002).

A fitofagia em Heteroptera predadores (Eubanks ¢ Denno 1999, Gillespie ¢ McGregor
2000, Coll e Guershon 2002, Evangelista Jr. et al. 2004, Sinia et al. 2004, Zanuncio et al. 2004)
pode ser considerada uma forma de onivoria denominada zoofitofagia (Coll e Guershon 2002).
A zoofitofagia ¢ importante no controle bioldgico por facilitar o estabelecimento do inimigo
natural no campo antes do aparecimento das pragas e permitir sua sobrevivéncia durante
escassez ou auséncia de presas (Eubanks e Denno 1999).

Ha trés possiveis explicagdes funcionais para a alimenta¢do em plantas por organismos
zoofitofagos: (1) equivaléncia - o material vegetal fornece nutricdo suficiente e substitui o

tecido animal quando este ¢ escasso, sendo as plantas consideradas uma fonte alimentar



subotima; (2) facilitacdo — o material vegetal fornece componentes nutricionais essenciais que
suplementam a carnivoria ¢ (3) independéncia — tecidos de plantas fornecem nutrientes
essenciais nao disponiveis nos tecidos animais (Gillespie e McGregor 2000). Além disso,
insetos predadores podem obter agua de plantas, especialmente, para a produgdo de saliva
utilizada na digestdo extra-oral da alimentagdo com presa (Gillespie e McGregor 2000; Sinia et
al. 2004).

Alguns insetos iniciam o processo de digestdo injetando saliva no alimento antes de
ingeri-lo, esse processo ¢ conhecido como digestdo extra-oral. Nesse processo enzimas
digestivas sdo injetadas para liquefazer o alimento e facilitar a absor¢ao de nutrientes da presa,
pois a liquefagdo inicial e adigdo de saliva diluida funcionam como manipulagdo redutora da
presa (Cohen 1998, Cohen e Tang 1997). Essa forma de preparagdo aumenta o campo de agdo
dos predadores e permite o uso de presas de mesmo tamanho ou maiores que seu proprio corpo
(Cohen 1995). No entanto, este comportamento pode estar associado aos altos custos de energia
para a sintese de enzimas em grandes quantidades (Sinia et al. 2004).

Os heteropteros predadores, raramente, abandonam a presa antes de consumi-la
completamente (Cohen 1995, 1998, Cohen e Tang 1997). O consumo parcial da presa ¢ raro,
pois a digestdo extra-oral requer grande investimento na produgdo de enzimas digestivas. Por
isto, ¢ necessario recuperar enzimas associadas com a liquefagdo da presa e auxiliar na digestao
no intestino (Cohen 1990, 1995, Cohen e Tang 1997). Desta forma, o processo digestivo em
heterépteros predadores pode resultar em alta eficiéncia da digestdo e utilizacdo de nutrientes
(Cohen 1990).

Toxinas e/ou enzimas digestivas da digestdo extra-oral podem ser produzidas por
estruturas especializadas como glandulas salivares e maxilares, ou no préprio intestino como em
aranhas e besouros. Além disso, substincias encontradas nas glandulas salivares podem ser

utilizadas para caracterizar os habitos alimentares de insetos (Zeng ¢ Cohen 2000, Boyd 2003).



Estudos sobre a digestdo de insetos tiveram inicio no século passado, mas foi reduzido
com o surgimento dos inseticidas quimicos na década de 40 (Terra e Ferreira 2005). No entanto,
impactos sociais e ecologicos negativos do controle quimico de pragas como a reducdo da
populagdo de inimigos naturais, contaminacdo ambiental ¢ problemas com a saide humana,
tornaram necessarias novas abordagens, como o uso do controle bioldgico de pragas e o
desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes as pragas.

O fato do intestino médio ter uma interface grande e, relativamente, desprotegida entre
o inseto ¢ o ambiente estimulou novos estudos sobre a digestdo. Dessa forma, o conhecimento
do intestino e sua func¢ao sdo importantes para o desenvolvimento de novos métodos de controle
de insetos (Terra e Ferreira 2005).

O trato digestivo dos insetos ¢ dividido em trés regides principais: intestino anterior e
intestino posterior, ambos de origem ectodérmica ¢ intestino médio originado a partir da
endoderme. No intestino anterior ocorre o armazenamento do alimento e algumas vezes a sua
fragmentacdo antes que este alcance o intestino médio. No intestino médio, ocorre digestdo
quimica e absor¢ao dos produtos da digestdao, sendo, portanto, o sitio primario de produgdo de
enzimas digestivas dos insetos. O intestino posterior conduz o alimento ndo digerido para o
exterior e esta relacionado com o equilibrio hidroeletrolitico do organismo (Chapman 1998).

Os intestinos anterior e posterior, de origem ectodérmica, sdo revestidos internamente
por uma cuticula denominada intima, produzida pelas células epiteliais desta regido e trocada a
cada muda. A camada intima ndo existe no intestino médio, mas esta regido apresenta, na
maioria dos insetos uma delicada pelicula que separa o alimento do epitélio, denominada
membrana peritrofica (Chapman 1985, 1998). Hemiptera ¢ Thysanoptera, aparentemente, ndo
apresentam membrana peritrofica, porém alguns Hemiptera possuem uma fina membrana
lipoproteica externa, denominada membrana perimicrovilar, que se estende da base da
microvilosidade celular at¢é o limem e delimita um compartimento fechado, o espago

perimicrovilar (Terra 1988). Este espago estd entre a membrana microvilar e a perimicrovilar, e



sua funcdo ¢ semelhante a da membrana peritréfica, como compartimentacdo do processo
digestivo, otimizagdo da absor¢do de aminoacidos da dieta, imobilizagdo de algumas enzimas e
prote¢ao do epitélio intestinal (Terra e Ferreira 2005).

O epitélio intestinal se apdéia em uma lamina basal e ¢ envolvido pela musculatura
responsavel pelo peristaltismo, que movimenta o bolo alimentar ao longo do intestino
(Snodgrass 1993).

O epitélio do intestino médio € formado por trés tipos celulares com modificagdes
estruturais de acordo com a func¢do que desempenham: células digestivas ou principais, células
regenerativas e células enddcrinas. As células principais possuem tempo limitado de vida e sdo,
regularmente, substituidas pelas células regenerativas. As células epiteliais do intestino médio
sdo apoiadas por fibras musculares dispostas em duas camadas: uma interna circular e uma
externa longitudinal (Chapman 1985, 1998, Cruz-Landim 1985). A estrutura das células
principais depende da espécie, fase do ciclo alimentar e, particularmente, das multiplas fungoes
durante o ciclo de vida como, por exemplo, a secrecdo de enzimas, glicoproteinas, absor¢do e
estoque de produtos organicos e inorganicos (Cavalcanti ¢ Cruz-Landim 1999, Billingsley e
Lehane 1996, Serrdo e Cruz-Landim 1996a, 1996b, 2000, Martins et al. 2006; Serrdo et al.
2008, Fialho et al. 2009).

A digestao ¢ o processo pelo qual as moléculas do alimento sdo clivadas em moléculas
menores que podem ser absorvidas pelo tecido intestinal. Esse processo € controlado pelas
enzimas digestivas e depende da localizagdo das mesmas no intestino do inseto. O processo
digestivo ocorre no canal alimentar que € responsavel por todas as etapas do processamento do
alimento.

A digestdo nos insetos ¢ dividida em trés fases: a digestdo inicial, intermediaria e final.
A digestao inicial consiste na diminuicdo das moléculas poliméricas do alimento em moléculas
oligoméricas através da agdo de hidrolases, tais como: amilases, celulases, hemicelulases e

proteinases. Durante a digestdo intermedidria, os oligdmeros resultantes da digestdo inicial



continuam sendo hidrolisados por polimerohidrolases como amilase ou oligdmero-hidrolases
como aminopeptidase. Os produtos resultantes sdo dimeros tais como maltose, celobiose e
dipeptideos derivados. Os dimeros na digestao final sdo clivados em mondmeros pelas dimero-
hidrolases, exemplificadas pela maltase, celobiase e dipeptidase (Terra e Ferreira 2005).

A digestdo de proteinas se inicia pela agdo de proteinases (endopeptidases), a
intermedidria ¢ realizada por exopeptidases e a final por dipeptidases. J& em carboidratos, a
digestdo inicial e intermedidria ¢ realizada pela a-amilase e a digestdo final das cadeias de
glicogénio ocorre sobre a a¢do das a-glicosidases (Terra e Ferreira 2005).

As proteases atuam na digestdo inicial de proteinas e podem diferir na especificidade
em relagdo a proteina alvo (substrato) sendo agrupadas de acordo com o aminoacido catalitico
principal nas subclasses: serina, cisteina, aspartil e metaloproteinases. As proteases serinicas
apresentam um residuo de serina ¢ um de histidina no sitio ativo, as proteases cisteinicas
possuem um residuo de cisteina no sitio ativo, as aspartil proteinases sao ativas em pH acido
devido a presenga de um residuo carboxila, enquanto as metaloproteases necessitam de um ion
metalico no sitio ativo (Terra e Ferreira 2005).

Proteases serinicas do tipo tripsina preferencialmente clivam cadeias de proteinas no
lado carboxil de aminoacidos basicos como arginina e lisina, enquanto a quimotripsina cliva
preferencialmente cadeias de proteinas no lado carboxil de aminoacidos aromaticos. A maioria
das tripsinas de insetos possuem massa molecular entre 20 e 35 kDa e pH o6timo entre 8 e 10.
Proteases serinicas sdo encontradas na maioria das espécies de insetos, mas importantes grupos
desses organismos apresentaram excegdes interessantes, como em Heteroptera, Cyclorrhapha
(Diptera) e os Cucujiformia (Coleoptera) (Terra e Ferreira 1994, 2005), porém alguns
Heteroptera possuem tripsina nas glandulas salivares (Zeng et al. 2002, Pascual-Ruiz et al.
2009).

As proteases cisteinicas foram classificadas em clas e familias baseado na sequéncia de

aminoacidos. O termo familia descreve um grupo de enzimas com proteinas que apresentam



similaridade na sequéncia responsavel pela atividade catalitica, com pelo menos uma outra
enzima do grupo. O cld compreende um grupo de familias com sinais de relagdo evolutiva na
sequéncia de aminoacidos, sendo que as proteases cisteinicas estdo agrupadas em cinco clas:
CA, CB, CC, CD e CE (Rawlings ¢ Barret 1993, 1994).

As proteases cisteinicas da familia C1 do cld CA sdo as mais conhecidas. Esta familia
compreende a papaina e outras proteases de plantas e as catepsinas lisossomais também
encontradas em animais. Essas enzimas s80 mondmeros e possuem massa molecular entre 20 ¢
40 kDa e pH 6timo entre 5 e 6 (Rawlings e Barret 1994, Turk et al. 1997, 1998; Terra e Ferreira
2005), com excegdo da catepsina C que € um tetrdmero com massa molecular de 200 kDa
(Dolenc et al. 1995).

As proteases cisteinicas mais importantes sdo as catepsinas lisossomais B, H e L. A
catepsina H atua como aminopeptidase, a B ¢ mais importante como peptidil dipeptidase ¢ a
catepsina L atua somente como endopeptidase (Wiederanders 2003).

As proteases cisteinicas dos insetos podem ser digestivas (Terra e Ferreira 1994) ou
estarem envolvidas na degradagdo embriondria de vitelogenina (Chow et al. 1999), na
metamorfose (Takahashi et al. 1993) e no processo de ecdise (Liu et al. 2006).

A ocorréncia de proteases cisteinicas como enzima digestiva, ao invés das proteases
serinicas em Hemiptera (Houseman et al. 1984; Terra e Ferreira 1994; Cristofoletti et al. 2003)
pode ser resultado de dois processos evolutivos diferentes. O primeiro seria a perda das
proteases serinicas como uma adaptagdo de Hemiptera, semelhante aos Auchenorrhyncha
(pulgoes), a ingestdo de seivas carentes de macromoléculas e o segundo seria o uso de uma
protease lisossomica pelos Hemiptera sugadores de seiva ao retornar para um habito alimentar
rico em proteina (Houseman et al. 1985, Cristofoletti et al. 2003).

A catepsina L ¢ uma endopeptidase que hidrolisa, preferencialmente, ligagdes peptidicas
com residuos de aminoacidos hidrofobicos, enquanto as catepsinas B atuam sobre a arginina.

Substratos como Z-FR-MCA e Z-RR-MCA facilitam a distin¢do entre as duas enzimas.



A catepsina L é a unica protease cisteinica em insetos quantitativamente importante,
sendo inibida por E-64 e ativada com cisteina ou DTT (Terra e Ferreira 2005).

Exopeptidades, enzimas que removem aminodcidos do lado N-terminal
(aminopeptidases) ou C-terminal (carboxipeptidases) dos oligopeptidios (fragmentos de
proteinas), realizam a digestdo intermediaria de proteinas. As aminopeptidases sdo classificadas
de acordo com a dependéncia de fons metalicos (geralmente Zn>" ou Mn*") e especificidade ao
substrato. A aminopeptidase N possui ampla especificidade, apesar de remover
preferencialmente residuos de alanina e leucina, enquanto a aminopeptidase A atua sobre
residuos de acido aspartico e glutdamico como substrato (Norén et al. 1986).

As aminopeptidases clivam oligopeptideos, derivados da acdo de proteases, a
aminoacidos permitindo o transporte destes através do epitélio intestinal e, consequentemente,
usados como substratos para a construcdo de proteinas endogenas do inseto (Taylor 1993). Estas
enzimas possuem uma massa molecular entre 90 ¢ 130 kDa e pH entre 7.2 ¢ 9.0 e sdo
metaloenzimas (Terra e Ferreira 2005).

Aminopeptidases na forma solivel sdo encontradas em Orthoptera, Hemiptera e
Coleoptera Adephaga, enquanto as aminopeptidases de Coleoptera Polyphaga, Diptera e
Lepidoptera estdo, geralmente, ligadas as membranas das microvilosidades das células do
intestino médio (Terra e Ferreira 1994).

As glicosidases sao classificadas de acordo com o substrato especifico, mas podem ser
divididas em duas categorias. Uma inclui as depolimerases, enzimas que clivam ligagdes
internas em polissacarideos e, usualmente, sio nomeadas de acordo com o seu substrato como
amilase, celulase, pectinase e quitinase. A segunda inclui enzimas que hidrolisam
oligossacarideos e dissacarideos. Oligossacaridases e dissacaridases sdo usualmente nomeadas
com base no monossacarideo que doa o seu grupo redutor para a ligacdo glicosidica e a sua

configuragdo (o e ) para a ligacdo (Terra et al. 1996, Terra e Ferreira 2005).



A o-amilase é uma endoenzima que hidrolisa o a-1,4-glucosideo como o amido e o
glicogénio. As amilases de insetos dependem de ions célcio para atividade ou estabilidade, sdo
ativadas por cloreto, suas massas moleculares estdo entre 48-68 kDa e seus pHs variam
dependendo do taxon do inseto. As amilases sdo geralmente purificadas pela formagdo de um
complexo glicogénio-amilase seguida de precipitagdo em etanol (Terra e Ferreira 1994, 2005).

As a-glicosidases removem, sequencialmente, moléculas de glicose das extremidades
redutoras de oligomaltossacarideos. Em insetos, as o-glicosidases sdo encontradas na forma
soltivel no limem intestinal ou ligadas ao glicocalix das células intestinais. Elas também sdo
encontradas ligadas as membranas microvilares (Terra e Ferreira 1994) e as membranas
perimicrovilares (Silva e Terra 1995). As a-glicosidases possuem massa molecular entre 60 e 80
kDa e sdo inibidas por Tris.

As enzimas digestivas podem ser secretadas pelas células do intestino médio de trés
formas: secrecdo merdcrina ou exocitose, secrecdo holdcrina, secrecdo apdcrina € na sua
variagdo microapocrina. Esses diferentes tipos de secre¢des ocorrem de acordo com a forma na
qual as enzimas sdo liberadas no limen, podendo ser através da jungdo da vesicula onde a
enzima estd empacotada com a membrana plasmatica, através da liberacdo do conteudo celular,
liberagdo de pedacos da célula como microvilosidades ou por secre¢do das vesiculas para fora
das microvilosidades (Nation 2002).

A atividade enzimadtica varia com o estado alimentar do inseto, indicando que sua
sintese e/ou secrecao sao reguladas por fatores humorais, neurais ou estimuladas por substancias
encontradas nos alimentos (Chapman 1985).

O aumento da atividade enzimatica no limen do intestino envolve a sintese de enzimas
nas células do intestino médio e sua secre¢do pelas mesmas. Em muitas espécies a quantidade
de enzimas encontrada nas células antes da alimentagdo ¢ baixa ou nula, em outras espécies as

enzimas sdo estocadas nas células e liberadas quando os insetos se alimentam (Chapman 1985).



A primeira hipdtese sobre mecanismos secretores das células intestinais de insetos foi
baseada em observagdes citologicas em microscopio de luz. O uso do microscopio eletronico e a
combinacdo de procedimentos bioquimicos e citoldgicos foram importantes para os avangos
nessa area (Cristofoletti et al. 2001), proporcionando um grande potencial para o entendimento
da biologia celular desses organismos ¢ para o desenvolvimento de métodos de controle de
pragas.

Considerando a importancia de P. nigrispinus em programas de controle biologico de
pragas ¢ a escassez de estudos sobre as enzimas digestivas deste inseto, este trabalho teve como
objetivo identificar, caracterizar e localizar as principais enzimas digestivas das glandulas
salivares e do intestino médio de P. nigrispinus, contribuindo para o entendimento da digestdo

nesses Heteroptera.

2 —Material e Métodos

2.1 - Animais e preparacio das amostras dos intestinos e glindulas

As analises foram realizadas com machos adultos de P. nigrispinus da criagdo massal do
Insetario da Universidade Federal de Vigosa, onde sdo mantidos a 25 + 2°C e fotofase de 12
horas. Esses insetos foram deixados em jejum por 48 horas e, em seguida, alimentados por 24
horas com pupas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) ad libitum.

Para avaliar a atividade enzimdtica nas diferentes regides do intestino médio de P.
nigrispinus, esse foi dividido em trés se¢des (anterior, médio e posterior) de acordo com sua
morfologia (Guedes et al. 2007).

Para verificar se a alimentagdo influencia na atividade enzimaética, os animais apos 48
horas de jejum foram alimentados com pupas de T. molitor, e quando eles completaram uma,
duas, trés e quatro horas se alimentando, foram retirados da presa.

Os adultos de P. nigrispinus foram crio-anestesiados por cinco minutos, dissecados em

solucdo salina para insetos (0,1M NaCl, 0,1M KH,PO,, 0,1M Na,HPO,, pH 7,2) tendo suas
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glandulas salivares e intestinos médios removidos e congelados em freezer a — 80°C para andlise
da atividade enzimatica.

As amostras das glandulas, dos intestinos inteiros ¢ das regides do intestino médio
foram homogeneizados com agua ultra-pura em gelo com o auxilio de um homogeneizador tipo
Potter-Elvehjem e centrifugados a 16100 x g por 30 minutos a 4°C. O precipitado ressuspendido
em agua e o sobrenadante foram utilizados para ensaios de atividades enzimaticas e

determinacdo de proteinas.

2.2 — Morfologia das glandulas salivares e do trato digestivo
Adultos de P. nigrispinus foram crio-anestesiados, dissecados em solucdo salina tendo

seu trato digestivo e glandulas salivares removidos e observados em estereomicroscopio.

2.3 - Determinagéao do pH do contetudo das glindulas salivares e do intestino médio

Dez machos de P. nigrispinus foram imobilizados e dissecados em agua ultra-pura. O
intestino médio foi dividido em anterior, médio e posterior. O contetdo das glandulas salivares
e das secOes do intestino médio foram diluidos em 5 pl de agua ultra-pura ao qual foi
adicionado 5 pl de indicador colorimétrico universal de pH (E. Merck, Darmstadt, pH 4-10)
diluido cinco vezes. O pH das glandulas salivares ¢ do intestino médio foi obtido por
comparacdo das coloracdes dos homogeneizados com as coloragdes das solugdes-padriao

diluidas em 5 pL de agua ultra-pura.

2.4 - Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas totais nas amostras das glandulas salivares e do intestino
médio de P. nigrispinus foi obtida pelo método de determinagdo de proteinas proposto por
Smith et al. (1985) e modificado por Morton e Evans (1992) usando albumina de soro bovino

(BSA) como padrio.
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2.5 - Ensaio para a determinacio das atividades enzimaticas

O ensaio de amilase foi realizado utilizando-se amido 0,5% em tampao citrato fosfato
50 mM (pH 6,0) como substrato. O volume de reagdo foi de 50 pl incubado em banho-maria
termostatizado (30°C) por duas horas e a reagao foi interrompida fervendo as amostras a cada 30
minutos, em seguida adcionou-se 200 pl de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e novamente
levados para ferver por cinco minutos. A atividade foi quantificada pela liberagdo do agucar
com poder redutor do amido, detectado pelo DNS, usando espectofotrdmetro a 550 nm (Silva et
al. 2001).

O ensaio de aminopeptidase foi realizado utilizando-se o substrato L-leucina p-
nitroanilida (LpNA) (dissolvido em dimetilsulfoxido -DMSO) 1 mM em tampdo citrato-fosfato
50 mM (pH 6,0). O volume de reagdo foi de 100 pl incubado em banho-maria termostatizado
(30°C) e a reacdo foi interrompida com a adicdo de 50 pl de acido acético 30% a cada 30
minutos num tempo total de ensaio de dua horas. A atividade foi quantificada pela liberagdo de
p-nitrofenolato usando espectofotometro a 410 nm (Terra et al. 1979).

O ensaio para deteccdo de proteases serinicas foi realizado com o substrato
carboxibenzoil-fenilalanil-arginil-7-amino-4-metil-coumarina (Z-FR-MCA) 1 mM (previamente
dissolvido em DMSQO) em tampao Tris-HC1 0,1 M (pH 7,5) para detectar a atividade de tripsina
e sucinil-L-alanil-L-alanil-L-prolyl-L-fenilalanil-7-amino-4-metil-coumarina (Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-MCA) para quimiotripsina. O volume de reacdo foi de 204 ul incubado em banho-maria
termostatizado (30°C) e a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 50 ul de acido acético 30% a
cada quatro minutos sendo o tempo total do ensaio de 16 minutos (Cristofoletti et al. 2003).

O ensaio de protease cisteinica foi realizado com o substrato Z-FR-MCA 1 mM
(previamente dissolvido em DMSQO) em tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 6,0) contendo
cisteina 3mM e acido etilenodiaminotetraacético de sodio (EDTA) 3 mM. O volume de reagao
foi de 204 pul incubado em banho-maria termostatizado (30°C) e a reacdo foi interrompida com a

adi¢do de 50 pl de acido acético 30% a cada quatro minutos, sendo o tempo total do ensaio de
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16 minutos. O ensaio com o substrato carboxibenzoil-arginil-arginil-7-amino-4-metil-coumarina
(Z-RR-MCA) 1 mM foi realizado com nas mesmas condi¢des anteriores para determinar o tipo
de protease cisteinica presente em P. nigrispinus.

Nos ensaios realizados para protease serinica e cisteinica a metil coumarina ¢ liberada
quando o substrato ¢ hidrolisado e pode ser detectada por fluorescéncia medida com a excitagdo
de 380 nm e emissdo de 460 nm (Alves et al. 1996).

O ensaio de a-glicosidase foi realizado utilizando-se o substrato p-nitrofenil-a-D-
glucosideo (pNPaGlc) 5 mM. O volume de reagdo foi de 50 pl incubado em banho-maria
termostatizado (30°C) e a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 200 ul de tampao carbornato
bicarbonato contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% a cada cinco minutos e o tempo total
do ensaio foi de 20 minutos. A atividade foi quantificada pela liberacdo de p-nitrofenolato
medida em espectofotometro a 420 nm (Terra et al. 1979).

Controles sem enzimas foram realizados nas mesmas condi¢des dos ensaios.

A quantidade de enzima que hidrolisa um pmol de substrato por minuto foi definida

como uma unidade (U).

2.6 - Efeito de inibidores na atividade proteolitica

O homogeneizado do intestino médio de P. nigrispinus foi analisado com inibidores
para verificar o efeito destes perante a atividade das proteases digestivas serinicas e cisteinicas
deste inseto.

Foram utilizados como inibidores o L-trans-epoxisuccinil-L-leucil-amido (4-
guanidinobutano) (E64), inibidor irreversivel de protease cisteinica e benzamidina, inibidor de
tripsina e “trypsin-like”.

Para verificar o efeito sobre as proteases serinicas e cisteinicas os testes enzimaticos
foram realizados conforme descrito acima. Porém, antes dos testes, o homogeneizado foi pré-

incubado em banho-maria termostatizado (30°C) com os inibidores por 15 minutos.
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2.7 - Cromatografia de troca ionica

Aliquotas de 1 ml do homogeneizado do intestino médio de quarenta individuos de P.
nigrispinus foram submetidas a cromatografia de troca idnica.

Foi usada a coluna HiTrap Q XL (Amersham Biosciences) de 5,0 ml. A coluna foi
acoplada ao sistema AKTA Prime (Amersham Pharmacia Biotech) e previamente equilibrada
com cinco volumes de coluna com o tampao a ser utilizado na elui¢do da enzima. A amostra
aplicada na coluna foi eluida com o tampao especifico para cada enzima com um gradiente de
NaClde 0 a1 M com fluxo de 2,0 ml/min e as fra¢des coletadas de 2 ml.

A amostra utilizada para a cromatografia de aminopeptidase foi eluida em tampao Tris-
HCI 0,1 M (pH 7,0), para a cromatografia de catepsina L utilizou-se o tampao Tris-HCI 0,20
mM contendo 1 mM de metilmetanosulfonado (MMTS) (pH 7,0) e para a cromatografia da o-
glicosidase utilizou-se o tampao Imidazol 10 mM (pH 6,0).

Para realizar a cromatografia para detec¢do de amilase foi necessario realizar antes uma
pré-purificagdo. O homogeneizado foi tratado com etanol, tampao TAPS 400 mM, glicogénio e
centrifugado a 9300 g por quatro vezes de cinco minutos cada e o sobrenadante foi separado do
precipitado. As amostras foram dialisadas utilizando-se membranas com limite de exclusdo de
12400 Da em tampao Tris-HCI 20 mM (pH 7,0) sob agitacdo por 16 horas. As amostras foram
ensaiadas como descrito acima utilizando o amido como substrato. A amostra que apresentou
maior atividade enzimatica foi aplicada a coluna Hitrap Q e eluida com tampao imidazol 10 mM
(pH 6,0).

A atividade, das fracdes obtidas de cada cromatografia, foi analisada para as enzimas

conforme o descrito acima utilizando os substratos: LpNA, Z-FR-MCA, pNPaGlc e amido.

2.8 — Cromatografia de filtracio em gel
As fragdes eluidas da HiTrap Q com maior atividade sobre os substratos especificos de

cada enzima foram reunidas. Esse material foi concentrado de um volume inicial de 1,5 ml para
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aproximadamente 500 pl com o auxilio do concentrador de amostras Amicon Ultra (Millipore).
Esta amostra concentrada foi entdo aplicada numa coluna de filtracdo em gel Superdex 200
10/30 (Pharmacia) para detectar aminopeptidase e Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia) para
detectar amilase, catepsina L e a-glicosidase. O fluxo utilizado foi de 0,5 ml/min e as fragdes
coletadas foram de 0,4 ml. A coluna foi previamente equilibrada com dois volumes (50 mL) de
tampao antes das cromatografias.

A amostra utilizada para a cromatografia de aminopeptidase foi eluida em tampao Tris-
HCI1 0,1 M (pH 7,0). Para a cromatografia de catepsina L utilizou-se o tampao Tris-HCI 0,20
mM contendo 1 mM de MMTS (pH 7,0) e para a cromatografia da amilase e a-glicosidase
utilizou-se o tampao Imidazol 10 mM (pH 6,0).

A atividade das enzimas analisadas foram ensaiadas nas fracdes obtidas da filtragdo em
gel de acordo com o procedimento descrito acima, utilizando os substratos LpNA, Z-FR-MCA,
pNPaGlc e amido.

O volume de eluigdo das fracdes com atividade possibilita obtermos o valor da massa
molecular através de uma curva de calibracdo, obtida pelas cromatografias de amostras
contendo proteinas com massa molecular conhecida que foram aplicadas as colunas.

Para determinar a massa molecular das enzimas estudadas, utilizou-se como
marcadores: B-amilase (200 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
anidrase carbdnica (29 kDa) e citocromo C (12,4 kDa). A coluna foi calibrada com “blue

dextran” (2000 kDa).

2.9 - Determinacio do efeito de diferentes pH sobre a atividade das enzimas semi
purificadas

A determinacdo do efeito do pH foi realizada utilizando as fragdes obtidas da filtragdo
em gel. Foram utilizados os tampdes citrato-fosfato 50 mM para pH entre 2,5 ¢ 7,0 e o Tris-HCI

50 mM para pH entre 7,0 € 9,5, ambos contendo 0,2 M de NaCl.
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Os ensaios foram realizados a 30° C e os intervalos de pH variaram em 0,2 unidades.
Para determinar o pH 6timo da catepsina L adcionou-se aos tampdes 3 mM de cisteina e

3 mM de EDTA.

2.10 - Estudos cinéticos

Os ensaios cinéticos foram realizados usando as fracdes obtidas na filtracdo em gel com
maior atividade. Para a determina¢do da constante de Michaellis (K,,), a velocidade de hidrolise
foi determinada usando pelo menos dez concentragdes diferentes dos substratos especificos para
cada enzima. Os substratos utilizados foram LpNA (0,95 mM) em tampdo citrato fosfato 50
mM (pH 6,0), Z-FR-MCA 300 uM pico 1 e 100 pM pico 2 em tampao acetato de sédio 100
mM (pH 6,0) contendo cisteina 3 mM e EDTA 3 mM, pNPaGlc (30 mM) em tampdo
carbobato-bicarbonato contendo SDS e amido (1%) em citrato fosfato S0 mM (pH 6,0).

As velocidades de hidrodlise dos diferentes substratos foram determinadas e usadas para
tracar o grafico de Lineweaver-Burk com o programa de computador Enzfitter (Elsevier

Biosoft, Cambridge, UK) usado para determinar a constatne de Michaelis Menten (K,,).

2.11 - Atividades das enzimas em gel de poliacrilamida em condi¢cdes nativas
(PAGE) e sua correlacio com o Western blotting

Amostras dos intestinos médio de P. nigrispinus foram submetidas a separagdo
eletroforética utilizando um equipamento Mini Protean II (Bio Rad, EUA) em placa fina (1 mm)
em condigdes nativas. Foi usado gel de corrida na concentragdo de 12% de poliacrilamida para
catepsina L e a-glicosidase ¢ na concentracdo de 7,5% para amilase e aminopeptidase e o gel de
empilhamento na concentragdo de 4 % para todas as enzimas.

As eletroforeses foram realizadas a 100 V a 4°C por duas horas. Apos este periodo, o

gel foi dividido em duas partes, uma para monitorar a atividade enzimatica e as proteinas da
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outra parte foram transferidas para membrana de nitrocelulose para a deteccdo imunoldgica das
enzimas.

O gel foi incubado a 30°C por um minuto utilizando como reagente os substratos
fluorogénicos: Z-FR-MCA 0,1 mM para monitorar a atividade da catepsina, 4-metilumbeliferil
a-D glucosideo (MUaGlu) 2 mM para monitorar a atividade de a-glicosidase por dois minutos e
o L-leucina- 7-amino-4-metil-coumarina (Leu-MCA) 100 pM por dois minutos para monitorar a
atividade de aminopeptidase. O produto da atividade enzimatica foi evidenciado em
transiluminador de UV (Transilluminator 2040 EV — Stratagene) e fotografado.

Para monitorar a atividade de amilase utilizou-se gel de poliacrilamida na concentragéo
de 10% sem SDS contendo 1% de amido. Foi feito um sanduiche com o gel de amido e o gel de
poliacrilamida e deixado em banho termostatizado (30°C) por 30 minutos. O gel de atividade foi
imerso numa solucdo de 0,15% de cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC) em 1 M de NaOH e
levado ao microondas para ferver até aparecer a banda.

O método de transferéncia de proteinas para membranas de nitrocelulose foi realizado
conforme Towbin et al. (1979) com o sistema de proteinas semi-seco (Bio Rad) na presenca de
tampao Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%, nas condi¢des indicadas fabricante do
aparelho. A eficacia da transferéncia das proteinas foi monitorada por marcadores de peso
molecular pré-corados (Bio Rad) aplicados na eletroforese.

As membranas foram bloqueadas apos a transferéncia com solugdo 5% (p/v) de leite em
p6 desnatado dissolvido em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M (TBS) e
em seguida lavadas com TBS contendo Tween-20 0,05% (v/v) (TBST) e incubadas por duas
horas com o anticorpo das enzimas ensaiadas (1:200) em TBS-T. As membranas foram lavadas
novamente com TBST e incubadas por duas horas com solucgao de anti-IgG de coelho acoplada
a peroxidase diluida 1:1000 em TBST. As membranas foram lavadas em TBS e reveladas com

uma solucdo de 20 mg de 4-cloro-1-naftol dissolvido em 4 ml de metanol, a qual foram
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adicionados 20 ml de TBS aquecido a 37° C e 15 ul de H,0,, até que as bandas escuras foram
visualizadas.

Os anticorpos anti amilase, catepsina L, aminopeptidase e a-glicosidase foram
produzidos em coelhos e fornecidos pelo Laboratorio de Bioquimica de Insetos da Universidade
de Sao Paulo.

Os géis de atividade e o Western blotting foram utilizados para confirmar a eficicia
destes anticorpos as enzimas de P. nigrispinus por serem anticorpos heterélogos. Os anticorpos
anti aminopeptidase, amilase, catepsina lisossomal e digestiva foram obtidos de T. molitor, e o

anticorpo anti a-glicosidase de Dysdercus peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae).

2.12 - Microscopia eletronica de transmissio

Os individuos de P. nigrispinus foram imobilizados a frio por cinco minutos, em
seguida, dissecados sob esteriomicroscopio tendo seu trato digestivo removido em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) contendo 0,2 M de sacarose. A seguir, o intestino médio foi
dividido nas porg¢des anterior, média e posterior, ¢ transferido para glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato de so6dio 0,1 M (pH 7,2) e acido picrico por duas horas.

A seguir, os fragmentos do intestino médio foram lavados com o tampdao cacodilato de
sodio 0,1 M (pH 7,2) contendo 0,2 M de sacarose e pos-fixados em tetroxido de ésmio 1% no
mesmo tampao por duas horas. Depois de lavado duas vezes no tampao, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de etanol (70%-100%), em seguida, embebidos em solugdo de
resina LR White e alcool 70% (2:1) por uma hora e embebidas em resina pura por uma hora.
Posteriormente, as amostras foram embebidas em resina pura e deixadas por 16 horas em
temperatura ambiente, seguindo-se da polimerizagdo em capsulas de gelatina (Eletron
Microscopy Sciences) a 60°C por 24 horas.

Sec¢oes ultrafinas obtidas em ultramicrétomo com navalha de diamante foram colocadas

em grades de cobre e contrastadas por 20 minutos com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de
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chumbo (Reynolds, 1963) por mais oito minutos. As amostras foram observadas e fotografadas
em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM 109 no nticleo de Microscopia e

Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

2.13 - Imunocitoquimica

Para imunolocalizar as enzimas estudadas em nivel ultra-estrutural, os individuos de P.
nigrispinus foram imobilizados a frio, em seguida, dissecados sob esteriomicroscopio tendo seu
trato digestivo removido em solugdo salina para insetos. A seguir, o intestino médio foi dividido
nas porg¢des anterior, média e posterior, e fixado em glutaraldeido 0,1%, formol 4% em tampao
cacodilato 0,1 M (pH 7,2) por 30 minutos.

A seguir, os fragmentos do intestino médio foram lavados com o tampao cacodilato de
sodio 0,1 M e desidratadas em alcool 70% duas vezes por 30 minutos cada. Em seguida, as
amostras foram embebidas em solugdo de resina LR White e alcool 70% (2:1) por uma hora e
em resina pura por mais uma hora. Posteriormente, as amostras foram embebidas em resina pura
e deixadas por 16 horas em temperatura ambiente, seguindo-se da polimerizagdo em capsulas de
gelatina (Eletron Microscopy Sciences) a 60°C por 24 horas.

Secoes ultrafinas, cortadas em ultramicrotomo com navalha de diamante, foram
colocadas em grades de niquel. As grades foram umedecidas com TBS (0,2 M, pH 7,2), lavadas
com TBS contendo albumina sérica bovina (TBSB) e neutralizadas com soro normal de coelho
(1:30) em TBST 0,1%. Em seguidas as amostras foram incubadas com anticorpos primdrios das
enzimas (1:1000) em TBSB por duas horas em temperatura ambiente. Em seguida as grades
foram lavadas com TBSB e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com ouro coloidal
(10 nm) diluido em TBS (1:30) por uma hora. Posteriormente, as grades foram lavadas em
TBSB, TBS e por fim em agua ultra-pura. Cada grade foi incubada em um anticorpo primario
especifico. Os anticorpos utilizados foram anti: amilase, aminopeptidase, catepsina lissossomal,

catepsina digestiva e a-glicosidase.
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As amostras foram observadas e fotografadas em microscopio eletrdnico de transmissao

Zeiss EM 109 no nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

2.14 - Imunofluorescéncia

Os individuos de P. nigrispinus foram imobilizados a frio, em seguida, dissecados sob
esteriomicroscopio e as regides do seu intestino foram removidas e fixadas por 16 horas a 4°C
em fixador Zamboni (Stefanini et al. 1967). As amostras foram lavadas em PBS e embebidas
em “Tissue Freezing Medium” (Jung), seccionadas a 14 um no criostato Leica CM1850. As
amostras foram colocados em laminas cobertas com solucdo de polilisina (Sigma), hidratadas
com PBST 1% por duas horas, lavadas com PBS ¢ incubadas com anticorpos primarios (1:1000)
em PBS contendo BSA 0,1% por 16 horas a 4°C. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS
e incubados com anticorpo secundario (FITC, Sigma) diluido 1:100 em PBS contendo BSA
0,1% por uma hora em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados com PBS e
contracorados com iodeto de propideo por uma hora. Em seguida, lavados com PBS e montados

com sacarose 50% ¢ examinados no microscopio confocal a laser Zeiss LSM 510 Meta.

3 — Resultados

3.1. — Morfologia das glandulas salivares e do trato digestivo

O complexo salivar de P. nigrispinus ¢ formado por um par de glandulas salivares
principais com dois lobos: anterior e posterior ¢ um par de glandulas acessérias tubulares
(Figura 1).

O intestino médio de P. nigrispinus é morfologicamente dividido em trés regides:
anterior com formato de uma bolsa dilatada, médio caracterizado por um tubo longo ligado ao

posterior que também ¢ dilatado (Figura 2).
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Figura 1: Desenho esquematico do complexo salivar de Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) mostrando a glandula principal (GP) dividida em lobo anterior (LA) e lobo

posterior (LP) e a glandula acessoria (GA).

2mm

Figura 2: Desenho esquematico do trato digestivo de Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) evidenciando suas divisdes. IA: intestino anterior; IMA: intestino médio anterior;
IMM: intestino médio mediano; IMP: intestino médio posterior; IP: intestino posterior; TM:

tubulos de Malpighi.

3.2 — pH das glandulas salivares e do intestino médio
O pH da glandula salivar foi de 6,0+£0,09 e do intestino médio de P. nigrsipinus de

5,6+0,1 na regido anterior, 5,7+0,1 na mediana e 5,8+0,1 na posterior.
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3.3 — Atividades das enzimas das glandulas salivares e do intestino médio

A falta de atividades de tripsina e quimotripsina no intestino médio de P. nigrispinus
inidica que o mesmo nao apresenta proteases serinicas. Por outro lado, as enzimas amilase,
aminopeptidase, catepsina L e a-glicosidase apresentaram atividade.

A presenca de quimotripsina nao foi detectada nas glandulas salivares, mas observou-se
atividade especifica de tripsina (7 U/mg).

A atividade especifica das enzimas no intestino médio foram: amilase 21 mU/mg,
aminopeptidase 3 mU/mg, catepsina L 3800 U/mg e a-glicosidase 147 mU/mg de proteina

(Tabela 1).
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Tabela 1: Atividade enzimatica total e especifica por animal das enzimas digestivas das glandulas salivares e do intestino médio de Podisus nigrispinus

(Heteroptera: Pentatomidae).

Glandulas Salivares

Intestino Médio

Enzima Substrato Atividade Total Atividade Especifica Atividade Total Atividade Especifica
Amilase Amido 0,23+0,03 mU 0,01+0,001mU/pug 360+70 mU 2044 mU/ug
Aminopeptidase LpNA 4+£2 mU 0,19+0,08 mU/ug 50+4 mU 3,0+0,5 mU/pug
Catepsina L Z-FR-MCA 37040 U 162 U/pg 121000+16000 U 3800+290 U/ug
a-glicosidase pNPaGlc 6+£2 mU 0,27+£0,12 mU/pg 2300+£200 mU 150£18 mU/ug
Tripsina Z-FR-MCA 178+12 U 7+0,3 U/ug - -
Quimiotripsina Suc-Ala-Ala-Pro- - - - -

Phe-MCA

Os valores sdo média e desvio padrdo calculados de ensaios realizados em seis diferentes preparacdes obtidas de 10 amimais cada.
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A atividade enzimdtica de amilase e aminopeptidase do intestino médio de P.
nigrispinus foi mostrada ao longo de todo o ventriculo, porém com maior valor na regido
anterior (Figura 3), sendo que a atividade de aminopeptidase na regido posterior foi menor que
nas demais regides (Figura 3). A atividade enzimatica da catepsina L foi maior na regido
mediana, enquanto que na anterior sua atividade foi praticamente nula (Figura 3).

A atividade enzimatica da a-glicosidase foi analisada no sobrenadante e no precipitado.
As atividades encontradas foram diferentes para as duas amostras. Na fragdo soluvel houve
maior atividade na regido mediana e na posterior (Figura 3), enquanto que no sedimento foi

observada uma maior atividade na regido anterior e atividades mais baixas nas outras regides

(Figura 3).
Amilase Aminopeptidase
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Figura 3: Distribui¢do das principais enzimas digestivas nas regioes anterior, média e posterior
do intestino médio de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). o-Glicosidase

sobrenadante M e sedimento
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Os substratos especificos mostraram o perfil da atividade enzimatica de cada enzima de
acordo com o periodo de alimentagdo com variagdes evidentes quando P. nigrispinus esta na
primeira hora de alimentagdo (Figura 4).

A atividade da amilase foi maior na primeira hora de alimenta¢do enquanto a atividade
de aminopeptidase foi menor neste mesmo periodo (Figura 4).

A atividade da catepsina L variou entre o estado de jejum e das horas de alimentagdo.
Esta enzima apresentou pico de atividade quando P. nigrispinus estava se alimentando ha uma
hora, com queda na atividade com duas e trés horas de alimenta¢do e novo aumento na atividade
com quatro horas de alimentagdo (Figura 4).

As atividades da a-glicosidase nas fragdes soluvel e do precipitado foram semelhantes
(Figuras 4). No entanto, a atividade foi maior no precipitado para insetos com uma hora de
alimentacdo (Figura 4). Na fragdo solavel, no intervalo de jejum, duas, trés e quatro horas as
atividades de a-glicosidase foram semelhantes, porém aumentou ap6s uma hora de alimentagao

(Figura 4).
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Figura 4: Atividade das enzimas estudadas no intestino médio de Podisus nigrispinus

(Heteroptera: Pentatomidae) em jejum (0) e em diferentes horas apds o inicio de sua

alimentacdo. a-glicosidase: " sobrenadante ¢ M sedimento.

3.4 - Efeito de inibidores na atividade proteolitica

A inibicdao da atividade de proteases nas glandulas salivares pelos inibidores E 64 ¢
benzamidina variou com a enzima analisada. O E 64 inibiu em 93% a atividade ¢ a benzamidina
em 77% a atividade da catepsina (Figura 5). Para a atividade de tripsina, a inibigdo pelo E 64 ¢
pela benzamidina foi de 32% (Figura 5).

No intestino médio, a inibi¢do da atividade de proteases foi de 99% para o inibidor de

proteases cisteinicas (E-64) e de 30% para o de proteases serininicas (benzamidina) (Figura 6).

26



o o
2 400 2 150
< 300 2
Z 200 3 100
2100 z 50
ﬁ 0 . —— . i :'-L' 0

Catepsina ~ Catepsina+  Catepsina+

Tripsina ~ Tripsina+E 64 Tripsina+
Ed4 Benzamidina

Benzamidina

Tratamentos Tratamentos

Figura 5: Atividade de proteases serinicas e cisteinicas nas glandulas salivares de Podisus

nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) na presenca dos inibidores E64 ¢ benzamidina em

relacdo aos controles (catepsina L e tripsina).
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Figura 6: Atividade da catepsina no intestino médio de Podisus nigrispinus (Heteroptera:

Pentatomidae) na presenca dos inibidores E64 ¢ benzamidina.

3.5 — Purificaciio de proteinas

O sobrenadante do homogeneizado do intestino médio do P. niigrispinus (40 animais)

foi utilizado para a purificagdo das enzimas em estudo.

3.5.1 — Amilase

Para a separacdo da amilase o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de troca ionica
HitrapQ. A atividade desta enzima foi monitorada e observamos um pico de atividade na fragdo

25, ou seja esta proteina foi eluida da coluna durante o gradiente com 200 mM de NaCl (Figura
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7). Esta fracdo 25 foi recromatografada na Superdex 75, uma coluna de filtracdo em gel e com

pico de atividade na fracdo 20 (Figura 7), apresentando massa molecular de 43 kDa.
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Figura 7: Perfil cromatografico para amilase do intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (A) Hitrap Q com um gradiente de NaCl de 0 a 1,0 M. (B) Gel
filtragdo em Superdex 75. O imidazol 10 mM, pH 6,0 foi o tampao utilizado nas cromatografias.

A atividade enzimatica foi determinada usando o substrato amido em 555 nm.

3.5.2 — Aminopeptidase
Para a separacdo de aminopeptidase utilizamos a coluna HiTrap Q e a aminopeptidase
foi eluida da coluna durante o gradiente de NaCl na concentragdo de 200 mM e a fragdo de
maior atividade foi a 28 (Figura 8), a qual foi submetida a uma filtracdo em gel na coluna
Superdex 200 apresentando pico de atividade na fracdo 30 (Figura 7) representando uma massa

molecular de 125 kDa.
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Figura 8: Perfil cromatografico para aminopeptidase do intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (A) A fragcdo solivel do homogeneizado do intestino aplicada em
uma coluna Hitrap Q com um gradiente de NaCl de 0 a 1,0 M em tampao Tris-Hel 0,1 M pH
7,0. (B) Filtracdo em gel utilizando uma Superdex 200 no mesmo tampdo da cromatografia

anterior. A atividade enzimatica foi determinada para o substrato LpNA em 410 nm.

3.5.3 — Catepsina L

A enzima catepsina L foi separada em uma coluna HiTrap Q e apresentou dois picos de
atividade, o da fragdo seis correspondeu ao primeiro pico, e o segundo foi eluido da coluna
durante o gradiente na concentra¢dao de 400 mM e coletado nas fragoes 38 e 39 (Figura 9).

Os dois picos de catepsina L encontrados foram concentrados, separadamente, ¢
submetidos a cromatografia de filtracdo em gel mostrando que o primeiro pico de atividade foi
composto por, apenas, uma enzima (Figura 10) com massa molecular de 14 kDa. O segundo
pico representou duas isoformas da enzima (Figura 10) e a massa molecular do pico principal

foi de 17 kDa.
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Figura 9: Perfil cromatografico para catepsina L. Cromatografia Hitrap Q com gradiente de
NaCl de 0 a 1,0 M em tampao Tris-Hcl 20 mM contendo 1 mM de MMTS pH 7,0. A atividade
enzimatica foi determinada para o substrato Z-FR-MCA em excitacdo 380 nm e emissdo 460

nm.
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Figura 10: Perfil cromatografico para a catepsina L em coluna de filtracdo em gel Superdex 75.
Foi utilizado o tampao Tris-Hcl 20 mM contendo 1 mM de MMTS pH 7,0. (A) primeiro pico da
coluna HiTrap Q, fracdo 6 e (B) segundo pico, fragdo 38 e 39. A atividade enzimatica foi

determinada para o substrato Z-FR-MCA em exitagdo a 380 nm e emissao a 460 nm.

3.5.4 — a-Glicosidase soluvel
A o-glicosidase foi separada aplicando-se o sobrenadante na coluna HiTrap Q e sua
atividade foi detectada na fragdo nimero 2, ou seja a enzima ndo teve interagdo com a coluna e
saiu no “void” (Figura 11). Em seguida esta fra¢do foi aplicada numa filtragdo em gel e sua

atividade foi detectada na fragao 20 (Figura 111) com massa molecular de 90 kDa.
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Figura 11: Perfil cromatografico para a-glicosidase no intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (A) Hitrap Q com gradiente de NaCl de 0 a 1,0 M. (B) Filtragao
em gel com Superdex 75. Cromatografia em tampao Tris-HCl 20 mM pH 7,0. O tampéo
utilizados nas cromatografias foi imidazol 10 mM, pH 6,0.A atividade enzimatica foi

determinada para o substrato pNPaGlc em 420 nm.

3.6 — Determinac¢ao do pH 6timo e K,, aparente das enzimas estudadas no intestino
médio de P. nigrispinus

As enzimas amilase, aminopeptidase e a-glicosidase apresentaram atividade maxima em
pH 5,1; 5,4 ¢ 5,0 respectivamente (Figura 12).

Os valores aparentes de K, para amilase, aminopeptidase e a-glicosidase foram 0,1%;
0,03 e 5 mM, respectivamente.

O pH 6timo da atividade de catepsina L de P. nigrispinus foi de 5,5 nos dois picos
obtidos na cromatografia de filtragdo em gel (Figura 13) e os valores aparentes de K, foram de

32 e 11 uM para o primeiro e segundo picos de atividade, respectivamente.
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Figura 12: Efeito do pH na taxa de hidrélise dos substratos amido, LpNA e pNPaGlc pelas

enzimas amilase, aminopeptidase e a-glicosidase do intestino médio de Podisus nigrispinus

(Heteroptera: Pentatomidae). As fragdes foram obtidas da cromatografia de filtragdo em gel e

os pontos do ensaio de triplicatas e os resultados estdo em fungdo da maior atividade.
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Figura 13: Efeito do pH na taxa de hidrélise do Z-FR-MCA pela catpsina L do intestino médio
de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Os pontos foram obtidos no ensaio de
triplicatas e os resultados estdo em fungdo da maior atividade. As fracdes vieram da

cromatografia de filtragdo em gel. (A) pico um; (B) pico dois.

3.7 — Atividades das enzimas no PAGE e sua correlacio com o Western blotting

As analises de Western blotting associadas ao gel nativo do sobrenadante do intestino
médio de P. nigrispinus comprovaram a atividade das enzimas analisadas neste inseto.

Os anticorpos anti-aminopeptidase e anti-a-glicosidase (Figura 14 e 15) reconheceram
uma banda no Western blotting, enquanto o antissoro anti-amilase reconheceu (Figura 14) trés
bandas e o anti-catepsina L duas bandas, sendo uma mais intensa (Figura 15).

As bandas obtidas do PAGE correspondem as do Western blotting em todas as enzimas

analisadas.
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Figura 14: Gel nativo de poliacrilamida 7,5% do homogeneizado do intestino médio de Podisus

nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). (la) incubado com anticorpo anti-aminopeptidase
(1:200); (1b) atividade da aminopeptidase. (2 a) incubado com anticorpo anti-amilase (1:200);
(2b) atividade da amilase.

Figura 15: Gel nativo de poliacrilamida 12% do homogeneizado do intestino médio de
Podisus nigripinus (Heteroptera: Pentatomidae). (la) incubado com anticorpo anti-o-
glicosidase (1:200); (b) atividade de a-glicosidase. (2a) incubado com anticorpo anti-catepsina

L (1:200); (b) atividade de catepsina L.
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3.8 — Imunolocalizacio das enzimas do intestino médio de Podisus nigrispinus

A amilase foi imunolocalizada nas trés regides do intestino médio de P. nigrispinus. A
enzima foi localizada no interior de vesiculas de secrecdo que estdo presentes no apice celular,
nas microvilisodades e no lumen do intestino (Figura 16).

A aminopeptidase foi imunolocalizada nas trés regides do intestino médio e esta
presente no interior de vesiculas distribuidas na regido apical e média das células digestivas,
mas também foi encontra nas microvilosidades, no limem e na membrana perimicrovilar. As
regides média e posterior do intestino médio aperesentaram maior quantidade de vesiculas
contendo aminopeptidase proximo a regido do reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 17).

Anticorpos para catepsina digestiva e lisossomal foram utilizadas na imunolocalizagio
e estiveram presentes principalmente na regido mediana e posterior do intestino médio de P.
nigrispinus tanto no interior de vesiculas como nas microvilosidades e lumen, sendo que na
regido anterior foi identificada quantidade insignificante das catepsinas (Figura 18).

A o-glicosidase foi imunolocalizada nas trés regides do intestino médio, porém com
menor marcagao na regido mediana. Na regido anterior do intestino médio ela esteve presente
nas microvilosidades e principalmente no limem. A regido posterior possui algumas vesiculas

marcadas no apice e proximas ao reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 19).
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Figura 16: Imunolocalizagio da amilase no intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (a) imunoflorescéncia na regido anterior (seta); micrografia
eletrénica da (b) regido anterior; (c) regido mediana; (d) regido posterior. Mv,
microvilosidades; Mpm, membrana perimicrovilar; N, nucleo; L, limen; setas, vesiculas.

Barras =1 pm.
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Figura 17: Imunolocalizacdo da aminopeptidase no intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (a) imunoflorescéncia na regido anterior (seta); microcrafia
eletronica da regido anterior (b, c); (d) imunoflorescéncia na regido mediana (seta);
microcrafia eletronica da regido mediana (e, f); regido posterior (g, h). Mv, microvilosidades;
Mpm, membrana perimicrovilar, V, vesicula; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso; L, lumen.

Barras = 500 nm (b, f); 1 um (d, e, f, g).
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Figura 18: Imunolocalizagdo da catepsina L no intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). Microcrafia eletronica da catepsina lissossomal (a) porgdo
anterior; (b) por¢do mediana; (c) por¢do posterior; (e) catespsina digestiva na regido mediana;
(f) imunoflorescéncia da catepsina digestiva na regido mediana (seta). Mv, microvilosidades;

V, vesicula de secre¢do; Barras =1 um.
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Figura 19: Imunolocalizagdo da a-glicosidase no intestino médio de Podisus nigrispinus
(Heteroptera, Pentatomidae). (a) micrografia eletronica da regido anterior; (b)
imunoflorescéncia da a-glicosidase na regido mediana; (c) micrografia eletronica da regido

mediana; (d) regido posterior. Mv, microvilosidades. Barras = 1 pm.

3.9 — Ultra-estrutura das células do intestino médio de Podisus nigrispinus

As células digestivas da porgdo anterior do intestino médio de P. nigrispinus sao
cubicas com inimeras microvilosidades as quais ha uma rede de membrana perimicrovilar bem
desenvolvida e com o citoplasma apical composto por vesiculas de secregdo com diferentes
eletrodensidades e inclusdes lipidicas (Figura 20). A regido mediana da célula € rica em reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias e vesiculas de secrecdo (Figura 20). A regido basal da
célula possui grande nimero de mitocOndrias associadas a longas e estreitas invaginagdes da

membrana basal, as quais apresentam poucas aberturas para hemocele (Figura 20).
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Figura. 20:. Micrografia eletronica do intestino médio anterior de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (a) regido apical; (b) regido mediana; (c,d) regido basal. Myv,
microvisolidae; M, mitocondria; V, vesicula de secrecdo; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso;

LB, lamina basal. Barra= 1 pm (b,d); 2 pm (a); 5 um (c).

A porgdo mediana do intestino médio de P. nigrispinus ¢ composta por células
digestivas colunares com apice contendo microvilosidades ¢ grande nimero de mitocondrias e
vesiculas de secrecdo no citoplasma apical (Figura 21). Na regido mediana o reticulo
endoplasmatico rugoso ¢ bem desenvolvido, além da presenca de mitocondrias e vesiculas de
secregdo (Figura 21). A porgdo basal dessas células é composta por um labirinto basal pouco
desenvolvido (Figura 21). No limen desta regido do intestino médio além da membrana
perimicrovilar, foi possivel identificar o contetido alimentar parcialmente digerido, com

presenca de tecido muscular ndo digerido (Figura 21).
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Figura 21:. Micrografia eletronica do intestino médio mediano de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (a) regido apical; (b) regido mediana; (¢) regido basal. My,
microvisolidae; M, mitocondria; V, vesicula de secregdo; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso;
LB, lamina basal; N, nucleo, Mc, musculo ¢ a seta, invaginagdes da membrana basal. Barra= 1

pm (c); 5 um (a,b,d).

O epitélio da porgdo posterior do intestino médio de P. nigrispinus é formado por
células cubicas com microvilosidades apical e membrana perimicrovilar no lamen. O citoplasma
apical das células digestivas mostrou a presenca de vesiculas com diferentes eletrodensidades e
vesiculas de dupla membrana (Figura 22), as quais atravessam as microvilosidades e se
encontram dispostas na membrana perimicrovilar (Figura 22), enquanto na regido mediana da
célula além das vesiculas ha uma grande quantidade de mitocondrias (Figura 22). A porcdo

basal possui extensas invagina¢des da membrana basal associadas a poucas mitocondrias € com
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poucas aberturas para hemocele (Figura 22) quando comparadas com a regido basal das células

presentes na regido anterior do intestino médio.

Figura. 22:. Micrografia eletronica do intestino médio posterior de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae). (a, b) regido apical; (c) regido mediana; (d) regido basal. Mv,
microvisolidae; M, mitocondria; V, vesicula de secre¢do; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso;
LB, lamina basal; Mpm, membrana perimicrovilar; setas, vesiculas de dupla membrana. Barra=

1 um (a,b); 2 um (d); 5 pm (c).
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4 - Discussio

O intestino médio de P. nigrispinus ¢ anatomicamente dividido em diferentes regides
como observado em outros Hemiptera. Nesse inseto, o intestino médio ¢ dividido em trés
regides distintas como em Brontocoris tabidus (Heteroptera: Pentatomidae) (Fialho et al. 2009).
A morfologia das glandulas salivares ¢ caracterizada por dois pares de glandulas principais ¢
dois pares de glandulas tubulares acessorias, semelhante ao relatado para B. tabidus (Azevedo et
al. 2007) e Brachynema germani (Heteroptera:Pentatomidae) (Bigham e Hosseininaveh 2010).

O pH acido nas trés regides do intestino médio de P. nigrispinus é semelhante ao
relatado para B. germani (Hemiptera:Pentatomidae) (Bigham e Hosseininaveh 2010),
evidenciando a predominancia de proteases acidas no intestino de Heteroptera (Terra e Ferreira
1994), uma vez que, insetos com pH neutro a alcalino possuem atividade de proteases serinicas
e insetos com pH acido possuem atividade de proteases cisteinicas (Murdock et al. 1987).

A digestdio em Hemiptera pode ser catalisada por ambas, proteases cisteinicas e
serinicas (Colebatch et al. 2001, Zhu et al. 2003, Bigham e Hosseininaveh 2010). O pH acido do
intestino de P. nigrispinus, o efeito inibidor do E-64 ¢ a pouca inibigdo ao se usar inibidor de
proteases serinicas (benzamidina) indica que protease cisteinica ¢ a enzima majoritaria no
intestino médio desse inseto, semelhante ao encontrado no intestino médio de Podisus
maculiventris (Heteroptera: Pentatomidae) (Bell et al. 2005, Alvarez-Alfageme et al. 2007,
Pascual-Ruiz et al. 2009). O E-64 é um inibidor ndo competitivo, irreversivel, de proteases que
possui um grupo tiol das familias calpaina e papaina (Barret et al. 1982). Proteases cisteinicas
tem participacao digestiva majoritiria em Coleoptera e o E-64 inibiu a atividade proteolitica
tanto in vitro (Wolfson ¢ Murdock 1990) como in vivo (Hines et al. 1990). Além disto, o E-64
ndo inibiu a atividade proteolitica em insetos com proteases serinicas como em Lepidoptera,
Hymenoptera, Orthoptera e Diptera (Wolfson e Murdock 1990, Purcel et al. 1992, Christeller et

al. 1992).
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A protease cisteinica encontrada em P. nigrispinus é uma catepsina L, confirmando a
hipotese de que estas proteases cisteinicas em insetos tem sido reconhecidas como catepsina L
(Terra e Ferreira 2005, Koiwa et al 2000, Gruden et al 2003, Cristofoletti et al. 2003, 2005). As
primeiras proteases cisteinicas intestinais de insetos foram indicadas como enzimas catepsinas
“B-like”, porém, a catepsina B, apesar de possuir atividade endopeptidica, é mais importante
como uma peptidil-dipeptidase (Aronson e Barret 1978). A catepsina B pode ser separada de
outras proteases cisteinicas, pela habilidade de clivar substratos com residuo de arginina em P2
(Hasnain et al. 1993, Jia et al. 1995). A catepsina L ¢ uma endopeptidase verdadeira que cliva
ligagdes peptidicas contendo residuos de aminodcidos hidrofobicos em P2 (Barret et al. 2004).
Portanto, ¢ possivel distinguir entre catepsina B e catepsina L utilizando os substratos Z-FR-
MCA e Z-RR-MCA, respectivamente (Terra e Ferreira 2005). Nao houve atividade quando se
utilizou o substrato Z-RR-MCA, entretanto a atividade enzimatica foi alta quando utilizado o
substrato Z-FR-MCA, comprovando a presenga da catepsina L no intestino médio de P.
nigrispinus.

A maior atividade de catepsina L nas regides mediana e posterior do intestino médio de
P. nigrispinus ¢ semelhante ao encontrado para D. peruvianus (Silva e Terra 1994, Bifano
2008), mas difere de B. germani (Bigham e Hosseininaveh 2010) e Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera: Aphididae) (Cristofolleti et al 2003), que possuem atividade de catepsinas B e L na
regido anterior do intestino médio, Rhodinius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) possui
catepsinas B e L apenas na regido posterior do intestino médio (Houseman ¢ Downe 1983) e T.
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) com catepsina L nas regiGes anterior ¢ mediana do
intestino médio (Cristofoletti et al. 2005).

Os dois picos de catepsina L do intestino médio de P. nigrispinus possuem o mesmo pH
otimo (5,5), mas diferem na massa molecular e no K,,,. O pH 6timo encontrado é semelhante aos
daqueles para as proteases cisteinicas de insetos, entre cinco e seis (Terra e Ferreira 2005).

Larvas de T. molitor também apresentaram dois picos de atividade de protease cisteinica com
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diferentes valores de massa molecular (Terra e Cristofolleti 1996). As duas bandas de catepsina
L obtidas no gel de atividade e no Western blotting a partir do homogeneizado de intestino
médio de P. nigrispinus podem ser atribuidas a presenca de familias multigenes, o que ¢
frequentemente observado no genoma dos insetos (Peterson et al. 1994, Gatehouse et al. 1997)
devido a presenc¢a de multiplas isoformas de proteases no intestino dos mesmos (Reeck et al.
1999). Isoenzimas podem ser importantes para o organismo por aumentarem a capacidade de
adaptacgdo a diferentes recursos alimentares e para dominar, derrotar ou superar a atividade de
inibidores de proteases das plantas (Wagner et al. 2002), indicando adaptacdes fisiologicas ao
alimento. Isto pode ocorrer para P. nigrispinus, pois esse predador pode ser considerado como
zoofitofago uma vez que também se alimenta de plantas (Valicente e O'Neil 1993, Zanuncio et
al. 2000, Oliveira et al. 2002).

A amilase encontrada em P. nigrispinus apresentou pH 6timo &cido (5,1) como
encontrado para Morimus funereus (Coleoptera: Cerambycidae) (Dojnov et al. 2008) e
Pheropsophus aequinoctialis (Coleoptera: Carabidae) (Ferreira e Terra 1989), o K,, neste
besouro foi proximo ao encontrado para P. nigrispinus (0,03 %), abaixo da média de amilases
isoladas de outros Coleoptera. O K., obtido para a amilase de P. nigrispinus indica alta
eficiéncia desta enzima neste predador.

A ocorréncia de trés isoformas de amilase no intestino médio de P. nigrispinus é fato
comum, pois em outros insetos como Rhyzopertha Dominica (Coleptera: Bostrichidae) (Cinco-
Moroyoqui et al. 2006), Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Bruchidae) (Franco et al. 2005) e
M. funereus (Dojnov et al. 2008) é comum a existéncia de varias isoformas ao contrario da larva
de T. molitor na qual somente uma isoforma de amilase foi visualizada (Cristofoletti et al. 2001,
Genta et al. 2006).

Em P. nigrispinus a amilase apresentou uma maior atividade na regido anterior do
intestino médio, reduzindo ao longo das outras regides como observado em larva de T. molitor

(Ferreira et al. 1990, Cristofoletti 2001) e em D. peruvianus (Silva e Terra 1994).
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A aminopeptidase soltivel de P. nigrispinus corrobora o encontrado para D. peruvianus
(Damasceno-Sa et al. 2007) e Psoroptes cuniculi (Acarina: Psoroptidae), indicando que essa
enzima possua distribuicao citosélica ou luminal (Nisbet e Billingsley 2002). A aminopeptidase
¢ encontrada principalmente associada a membrana microvilar em insetos como T. molitor
(Ferreira et al. 1990), Rhynchosciara americana (Diptera: Sciaridae) (Ferreira et al. 1993) e P.
aequinoctialis (Ferreira e Terra 1989). Esta enzima em P. nigrispinus e D. peruvianus
(Damasceno-Sa et al. 2007) foi encontrada na forma solivel na regido anterior do intestino
médio, mas é geralmente predominante nas regides mediana e posterior de T. molitor (Terra et
al 1985), R. prolixus (Ferreira et al. 1988) e P. aecquinoctialis (Ferreira e Terra 1989).

A massa molecular da aminopeptidase do intestino médio de P. nigrispinus foi 125 kDa,
semelhante as aminopeptidases de P. cuniculi (Nisbet e Billingsley 2002) que variou de 85-116
kDa (Nisbet e Billingsley 2002), 123 kDa de Anopheles stephensi liston (Diptera: Culicidae)
(Billingsley 1990) e 100 kDa de larvas de Morimus funereus (Coleoptera: Cerambycidae)
(Bozic et al. 2003). Aminopeptidases sdo representadas por um amplo espectro de enzimas
exibindo uma variagdo de peso molecular de 53-140 kDa por subunidades e existem
mondmeros, hexameros e octdmeros (Taylor 1993).

O pH 6timo da aminopeptidase foi acido (5,4) condizente com o pH do intestino médio
de P. nigrispinus, mas diferente do normalmente encontrado em outros insetos como R.
americana (Ferreira et al. 1993), M. funereus (Bozic et al. 2008) e P. aequinoctialis (Ferreira e
Terra 1989) com maior atividade em pH neutro ou basico. A maioria dos insetos nos quais 0s
ensaios foram realizados com LpNA o K, teve valores baixos e muito proximos: K, 0,09 mM
em P. cuniculi (Nisbet e Billingsley 2002), semelhante ao valor de P. nigrispinus (0,03 mM).
Em ambos os casos essa enzima expressa alta preferéncia por aminoacidos ndo polares (leucina
e metionina) que por aqueles aminoacidos basicos, como a lisina (P. nigrispinus, dados nio

mostrados).
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Fracdes do sedimento e do sobrenadante apresentaram atividade de a-glicosidase
indicando a presenga de uma a-glicosidase soluvel como observado em Coleoptera (Ferreira e
Terra 1989) e outra ligada a membrana como em Diptera (Jordao e Terra 1991). A presenca
dessa enzima no sedimento do intestino médio de P. nigrispinus esta relacionada ao fato de ser
um marcador de membrana perimicrovilar em Hemiptera (Silva et al. 1995, 2004).

O pH 6timo da a-glicosidase (5,0), sua distribui¢cdo no intestino médio de P. nigrispinus
e o aumento da atividade dessa enzima na fracdo soluvel e sedimento apds o inicio da
alimentagdo também foi observado em D. peruvianus (Silva e Terra 1995) suportando a
hipotese de que a compartimentagdo da a-glicosidase esta relacionada com a filogenia (Silva e
Terra 1995).

A a-glicosidase foi inibida em P. nigrispinus como relatado para D. peruvianus (Silva e
Terral995) na presenga do Tris que é um inibidor competitivo linear simples dessa enzima
quando ensaiada com o substrato pNPaGlc (Silva e Terra 1995). A reacdo de inibicdo do
substrato nas glicosidases podem resultar de reagdes de transglicosilagdo, na qual parte do
produto ndo ¢ liberado na solu¢do, ficando ligado ao substrato formando um oligosacarideo
(Cristofoletti et al. 2003).

A atividade de catepsina L em P. nigripinus foi maior no inicio da alimentagdo e deve-
se ao processo de digestdo estar se iniciando pela acdo das endopeptidases, neste caso uma
protease cisteinica, o que explicaria o aumento da atividade de catepsina L. O inicio do processo
digestivo ndo apresenta grandes quantidades de oligopetideos para serem hidrolisados pelas
exopeptidases, o que explica a baixa atividade de aminopeptidase nesse periodo. Esses dados
concordam com o modelo da digestdo de proteina em insetos proposto por Ferreira e Terra
(1989), no qual oligopeptideos gerados pela acdo das endoproteinases sdo hidrolisadas por
exopeptidades soltiveis ou ligadas a membrana e dipeptidases para produzir aminoacidos livres.

No final os aminoacidos livres passam pela membrana luminal e sdo levados para as células
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principais por sistemas de transportes exclusivos (Parenti et al. 1992, Hong et al. 1995, Neal et
al. 1996).

A digestdo de proteinas em P. nigrispinus comega com a agdo da catepsina L no limen
das regides média e posterior do intestino e ¢ finalizada pela aminopeptidase no espaco
perimicrovilar das regides anterior, mediana e posterior. Ja a digestdo inicial e intermediaria de
carboidratos ¢ iniciada pela amilase na regido anterior se estendendo até a posterior o que
também ocorre na digestdo final, j4 que a a-glicosidase possui maior atividade na porcao
anterior, diminuindo a atividade ao longo do intestino médio.

A distribuigdo das enzimas digestivas encontradas nas regides do intestino médio de P.
nigrispinus ¢ igual a encontrada em D. peruvianus (Silva e Terra 1994), sugerindo uma
alimentacdo descontinua (Chapman 1985), na qual a quantidade das enzimas digestivas varia de
acordo com a presenca de alimento.

As glandulas salivares de P. nigrispinus apresentaram quantidades insignificantes de
enzimas digestivas, principalmente se comparado as atividades das mesmas no intestino médio
deste inseto. No entanto, a presenga de tripsina—like, amilase e lipase foi demonstrada nas
glandulas salivares de Heteroptera (Azevedo et al. 2007, Oliveira et al. 2006), mas estes estudos
ndo comparam as atividades destas enzimas com aquelas presentes no intestino médio. A
atividade de proteases encontradas nas glandulas salivares de P. nigrispinus, D. peruvianus
(Silva e Terra 1995) e B. germani (Bigham e Hosseininaveh 2010) foi também insignificantes
comparado as atividades encontradas no intestino.

Nas glandulas salivares de Deraeocoris nebulosus (Hemiptera: Miridae) (Boyd 1991),
P. maculiventris (Bell et al. 2005), B. tabidus (Azevedo et al. 2007) ¢ P. nigrispinus (Oliveira
et al. 2006) a protease serinica foi a principal enzima encontrada, porém estes estudos nao
realizaram analises de inibicdo de proteases cisteinicas ou os ensaios foram realizados com pH
alcalino, aquele 6timo para proteases serinicas. A principal protease das glandulas salivares de

P. nigrispinus foi a protease cisteinica catepsina L, comprovada pela alta inibi¢do com E64. Ao
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avaliar as proteases serinicas nas glandulas salivares ndo foi detectada a presenca de
quimotripsina e somente resquicios de tripsina foram observados ao utilizar inibidores que
apresentaram baixa taxa de inibi¢ao.

Como observado, a saliva de P. nigrispinus ¢ complexa, principalmente em relagdo as
proteases que podem estar ligadas a efeitos diversos em relagdo as presas e, talvez, outras
enzimas devam ser avaliadas e outros inibidores testados. Neste sentido, enzimas como
colagenase, elastase e fosfolipase devem ser estudadas nas glandulas salivares de P. nigrispinus,
pois estas atuariam na matriz extracelular dos o6rgdos das presas, liberando fragmentos de
tecidos que seriam ingeridos pelo predador, os quais foram encontrados ainda a regido mediana
do intestino médio deste inseto.

A presenga de enzimas digestivas nas glandulas salivares de Hemiptera predadores tem
sido utilizada para comprovar a existéncia de digestdo extra-oral nestes insetos (Cohen 1990,
1995, 1998), porém a baixa atividade de amilase e de protease das glandulas salivares de P.
nigrispinus, 0,04% e 0,5% da atividade especifica encontrada no intestino médio,
respectivamente, e a presenca de fragamentos de tecido muscular da presa no limen da regido
mediana do intestino médio sugere que a injecdo de saliva na presa ndo leva a uma digestdo
quimica dos seus orgdos e tecidos antes da sua ingestdo pelo predador colocando em duvida a
existéncia de digestdo extra-oral nestes insetos.

As enzimas amilase, aminopeptidase e a-glicosidase foram imunolocalizadas nas trés
regides do intestino médio de P. nigrispinus. As catepsinas L digestiva e lissosomal ndo foram
encontradas na regido anterior do intestino médio em conformidade com os dados bioquimicos,
porém a presencga de catepsina L lissossomal no limem pode ser um indicio de uma reagéo
cruzada. A amilase estd localizada principalmente na regido apical da célula como observado
para T. molitor (Cristofoletti et al. 2001), enquanto aminopeptidase e o-glicosidase estdo

distribuidas por toda a porgéo celular.
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Enzimas imunolocalizadas no interior de vesiculas no citoplasma, nas membranas
microvilares, perimicrovilares e no lumen, sugere que o mecanismo de secrecio dessas enzimas
em P. nigripinus é microapdcrina como ocorre com a amilase em larvas de T. molitor
(Cristofoletti 2001), tripsina em S. frugiperda (Jorddo et al. 1999), glicosidases, amilase e
tripsina em larva de Erinnyis ello (Lepidoptera: Sphingidae ) (Santos e Terra 1986 a,b) e em
abelhas (Cruz-Landim et al., 1996, Serrdo e Cruz-Landim, 2000).

As trés regides do intestino médio de P. nigrispinus apresentaram o citoplasma apical
repleto de vesiculas, sugerindo intensa atividade secretora como observado nos dados
bioquimicos desse trabalho.

As invaginagdes da membrana basal na regido anterior do intestino médio de P.
nigrispinus sdo mais extensas, com poucas aberturas para a hemocele e estdo associadas a
grande quantidade de mitocondria se comparado as células da regido posterior do intestino
médio, como observado para B. tabidus (Fialho et al. 2009). Invagina¢Ges da membrana
plasmatica basal estdo relacionadas com o transporte ativo de ions e o fluxo de agua através do
epitélio (Terra et al. 1988, Ribeiro et al. 1990). Além disso, constituem um compartimento
extracelular com acesso restrito a hemolinfa quando ha poucas aberturas e dessa forma, a célula
concentra soluto criando um gradiente osmotico entre a célula e o lamen, promovendo a
absor¢ao de adgua (Cavalcante e Cruz-Landim 1999, Biagio et al. 2009). A regido posterior do
intestino médio P. nigrispinus poderia atuar no transporte de agua para o interior do intestno
médio, enquanto a anterior seria responsavel pela absor¢do de dgua do lumen.

As regides mediana e posterior do intestino médio de P. nigrispinus apresentam grande
quantidade de mitocondrias na regido apical e mediana da célula digestiva, semelhante ao
encontrado para Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Pyralidae) (Pinheiro e Gregorio 2003)
e B. tabidus (Fialho et al. 2009), sugerindo que nestas regides do intestino podem estar

ocorrendo os principais eventos de absor¢do de nutrientes.
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Vesiculas de dupla membrana visualizadas na regido posterior do intestino médio sio
formadas nas areas do Golgi, provavelmente, por rearranjo das cisternas do complexo, € migram
para o apice da célula onde se fundem (Terra e Ferreira 1994). A membrana externa da vesicula
se funde com a membrana plasmatica e a interna com a perimicrovilar. A membrana
perimicrovilar € originada da membrana interna de vesiculas de dupla membrana ou vesiculas
multimembranosas (Silva et al. 1995, Cristofoletti et al. 2003). A presenga de vesiculs de dupla
membrana no intestino médio posterior de P. nigrispinus indica que essa regido seja responsavel
pela formag¢do da membrana perimicrovilar (Cristofoletti et al. 2003). Essas vesiculas foram
também observados em B. tabidus (Fialho et al. 2009), D. peruvianus (Silva et al. 1995) ¢ Nepa
cinerea (Andries e Torpier 1982). A membrana perimicrovilar dos Hemiptera atua na
compartimentacdo do processo digestivo, otimiza a absor¢do de aminoacidos, imobiliza
algumas enzimas e protege o epitélio intestinal (Terra e Ferreira 2005).

A ultra-estrutura do intestino médio de P. nigrispinus é semelhante a de R. prolixus,
corroborando a hipotese de que Asopinae predadores evoluiram de um Hemiptera fitéfago que
perdeu a membrana peritrofica associada com a falta de digestdo no lumen (Terra 1990), e
adquiriu a membrana perimicrovilar devido a necessidade de absorcdo eficiente de dietas
diluidas ¢ de manter a compartimentagdo do processo digestivo. (Terra 1988, Ribeiro et al.
1990). O predador zoofitofago, P. nigrispinus, que se alimenta de presa e do xilema de plantas
(Torres et al 2010), possui distribuicdo enzimatica entre as regioes do intestino médio iguais as
do fitogfago D. peruvianus (Silva et al 1995).

O habito de se alimentar de planta dos Hemiptera predadores ¢ uma questao intrigante
cuja importancia permanece sem ser esclarecida, mas o material de plantas poderia fornecer
nutrientes em periodos de escassez de presa (equivaléncia), fornecer componentes nutricionais
complementares (facilitagdo), fornecer compomentes essenciais ndo obtidos da presa
(independéncia) ou ainda fornecer agua (Gillespie e McGregor 2000, Sinia et al. 2004).

Entretanto a descoberta de que P. nigrispinus alimenta-se, apenas, da seiva circulante no xilema
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(Torres et al. 2010), pode sugerir que a fitofagia em Hemiptera predadores tem papel importante
no processo de absor¢do de aminoacidos no intestino médio. No processo digestivo de insetos
que possuem membrana perimicrovilar, esta membrana delimita um compartimento
(ectomicrovilar) entre o lumen do intestino médio e as células digestivas, sendo que as células
absorvem ativamente K™ deste compartimento, gerando um gradiente entre o lumen do intestino
e o compartimento ectomicrovilar e o aumento da concentragio de K™ no lumen do intestino
forneceria o gradiente eletroquimco para a absor¢io de aminoacidos por simporte com K
(Ferreira et al. 198, Silva e Terra 1994, Terra ¢ Ferreira 2005). O processo de absor¢do de
aminodcidos em insetos fitéfagos é dependente de K' (Silva e Terra 1995, Ferreira et al. 1988),
mas em outros insetos como Periplaneta americana a absor¢do de aminoacidos é dependentes
de sédio Na™ (Terra et al. 2006). Por isto, o alto contetido de K* do xilema (Cheung e Marshall
1973) forneceria a quantidade necessaria deste ion para a manutencdo deste gradiente
eletroquimico e contribuiria para absor¢ao de aminoacidos.

O fato da estrutura do intestino médio do predador P. nigrispinus ser semelhante a de
um hemat6fogo (R. prolixus) e a distribui¢do das enzimas igual a encontrada em fitéfagos (D.
peruvianus) sugerem que a morfologia e a compartimentacdo da digestdo ndo pode ser atribuida
a dieta, mas as adaptagdes adquiridas por ancestrais em conformidade com o fato dos padrdes
digestivos estarem correlacionados mais com a filogenia que com o habito alimentar do inseto
(Terra, 1988, 1990, Ribeiro et al. 1990, Schumaker et al. 1993).

Além disto, podemos concluir também que esses predadores zoofitofagos podem ser
utilizados em programas de manejo integrado de pragas na presenca de plantas transgénicas,
pois essas plantas possuem inibidores de proteases serinicas ¢ sendo a protease cisteinica
catepsina L predominate em P. nigrispinus, ndo impedird o crescimento ¢ desenvolvimento
desse predador em campo, desta forma, ele pode ser utilizado como mais um meio de controle

de pragas além das plantas transgénicas.
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