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RESUMO

REIS, Denise Torres da Cruz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2009. Purificacao e caracterizacdo de proteases digestivas tripsina-like do
intestino da lagarta da soja envolvidas no mecanismo de interacéo planta-
inseto. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-orientadores:
Marcelo Matos Santoro, Thiago Rennd dos Mares-Guia, Raul Narciso Carvalho
Guedes.

A Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera), conhecida como lagarta da soja,
€ considerada a principal praga desta cultura, causando enormes prejuizos
devido ao ataque herbivoro. Os danos causados pelo ataque da lagarta
associados a relevancia econémica do cultivo da soja para o Brasil, fomentam
a busca por alternativas no controle deste inseto. Devido a importancia das
proteases digestivas na fisiologia das larvas, o estudo de inibidores de
proteases como agentes de controle de pragas tem recebido atengao continua.
A redugdo da atividade proteolitica através da ingestdo de inibidores de
proteases, seja por incorporagdo na dieta ou uso de plantas geneticamente
modificadas, compromete a digestdo e reflete em efeitos ndo apenas no
crescimento e desenvolvimento das larvas, mas também na fertilidade e
fecundidade do adulto. Entretanto, alguns insetos séo capazes de desenvolver
mecanismos de resisténcia a presenca dos inibidores, envolvendo as proprias
proteases digestivas. Torna-se evidente que uma analise caso a caso, partindo
do conhecimento do processo digestivo basico do inseto alvo e das enzimas
que compdem seu repertério digestivo sdo fundamentais para que as
estratégias de controle que atuam via intestino sejam bem sucedidas pois,
desta forma, a selegdo ou desenho de inibidores mais especificos e eficientes
pode ser alcangada. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a
purificacdo e a caracterizagdo de enzimas digestivas tripsina-like de Anticarsia
gemmatalis. Extratos enzimaticos soluvel e ndo soluvel foram obtidos a partir
do intestino de larvas do 5° instar de Anticarsia gemmatalis, mantidas em dieta
artificial. Apds concentracdo por ultrafiltragdo ambos os extratos foram
submetidos a cromatografia de afinidade em coluna de p-aminobenzamidina

agarose e posteriormente a cromatografia de troca anibnica, obtendo-se as

Xi



enzimas apos a eluigdo com gradiente salino (NaCl 0 a 1 mol.L™").0 rendimento
da enzima presente no extrato soluvel (enzima tripsina-like soluvel) foi de 52%
e a atividade especifica final de 26,75 pmol.L”".min""/mg. A enzima presente na
fragcdo n&o soluvel (enzima tripsina-like ligada a membrana) foi solubilizada
com uso detergente (CHAPS) e apos as etapas de purificagdo apresentou um
rendimento de 11% e atividade especifica de 18,61 pmol.L™".min"'/mg proteina.
A massa molecular determinada para a enzima soluvel e para a enzima ligada
a membrana foi 24,9 kDa (SDS-PAGE) e 28.632 Da (MALDI-TOF),
respectivamente. Ambas as enzimas apresentaram atividade proteolitica em
gel de substrato contendo caseina. Devido ao baixo rendimento e atividade
especifica, a caracterizagdo cinética da enzima ligada a membrana nao foi
realizada. A atividade maxima da enzima tripsina-like soluvel foi detectada em
pH 9,0 e a 35°C utilizando-se L-BApNA como substrato e em pH 8,0 e a 25°C
utilizando-se L-TAME. Os valores de Ky, obtidos para os substratos L-BApNA e
L-TAME foram de 0,12 mmol.L™" e 49 pmol.L”", respectivamente. A enzima
soluvel foi inibida por PMSF, TLCK e benzamidina, mas ndo pelo TPCK,
confirmando sua classificagdo como enzima tripsina-like. A atividade
enzimatica da enzima soluvel nao foi afetada pela presencga de ions calcio (0 a
20 mmol.L™"). Os inibidores proteicos da soja, SBTI e SBBI reduziram a
atividade em até 80% na maior concentragdo testada, 0,1 pmol.L”" e
0,5 umol.L™", respectivamente, tornando-os candidatos aos ensaios de inibicdo
in vivo. A identidade da enzima soluvel ndo pdde ser estabelecida através da
busca por homologia dos peptideos tripticos em banco de dados pelo
MASCOT, embora o maior score obtido tenha sido com uma enzima tripsina-
like de outro inseto da mesma ordem (Lepidoptera). A semelhanga nos perfis
eletroforético e cromatografico das enzimas soluvel e ligada a membrana
suscita a possibilidade da forma ligada a membrana ser precursora da forma
soluvel como ja foi descrito em outros insetos. Através do conhecimento
produzido neste trabalho surgem perspectivas para a realizagdo de pesquisas
complementares que poderao contribuir para o desenvolvimento de estratégias

de controle de pragas baseadas na inibicao de proteases digestivas.
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ABSTRACT

REIS, Denise Torres da Cruz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2009. Purification and characterization of trypsin-like digestive proteases
from the velvetbean caterpillar involved on plant-insect interactions.
Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Committee members: Marcelo Matos
Santoro, Thiago Renn6 dos Mares-Guia, Raul Narciso Carvalho Guedes.

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera), the velvetbean caterpillar, is considered
the main pest of soybean culture, causing important yield losses due to
herbivorous attack. Taking into account the damage caused by the caterpillar
and the economic relevance of soybean culture to Brazil, the search for
alternative control methods is encouraged. As the digestive proteases play
fundamental roles in the larvae physiology, the study of protease inhibitors as
agents for pest control is receiving continuous attention. The decrease in
proteolytic activity due to the ingestion of proteases inhibitors, by means of the
incorporation in the diet or by the use of transgenic plants, impairs the digestion
with consequences not only to the larvae growth and development but also to
the adult fertility and fecundity. However, some insects develop resistance
mechanisms to inhibitors involving their own digestive proteases. It turns out
that the success of the strategies for insect control, acting through the gut,
depends on a case by case analysis, considering the basic digestive process of
the target insect and the enzymes that compose its proteolytic repertoire.
Therefore, the selection or design of more specific and efficient inhibitors can be
achieved. In this context, this work aimed to purify and characterize trypisin-like
digestive proteases from Anticarsia gemmatalis. Soluble and non-soluble
extracts were obtained from the gut of Anticarsia gemmatalis fifth instar larvae,
reared in artificial diet. After being concentrated by ultrafiltration, the extracts
were submitted to an affinity chromatrography on a p-aminobenzamidine
column followed by an anionic chromatography. The enzymes were obtained
after elution with a saline gradient (NaCl 0 to 1 mol.L™). The yield of the soluble
trypsin-like enzyme was 52% with a final specific activity of
26.75 pmoI.L'1.min'1/mg protein. The enzyme present on the non-soluble
fraction (membrane bound trypsin-like enzyme) was solubilized with detergent

(CHAPS). After the purification steps the yield of this enzyme was 11%, with a
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final specific activity of 18.61 pmol.L".min"/mg. The molecular mass
determined for the soluble enzyme and for the membrane-bound enzyme were
249 kDa (SDS-PAGE) and 28.63 Da (MALDI-TOF), respectively. Both
enzymes showed proteolytic activity in substrate gel containing casein. Due to
the low yield and specific activity of the membrane bound trypsin-like enzyme,
no further kinetic characterization was attempted. The maximum activity of the
soluble trypsin-like enzyme was detected at pH 9.0 and 35°C with L-BApNA as
substrate and at pH 8.0 and 25°C with L-TAME. The Ky values obtained for L-
BApNA and L-TAME were 120 pmol.L™" and 49 pmol.L", respectively. The
soluble trypsin-like enzyme activity was inhibited by PMSF, TLCK and
benzamidine, but not by TPCK, reinforcing its trypsin-like character. Additionaly,
the activity of this enzyme was not affected by calcium ions (0 to 20 mmol.L™).
The soybean proteinaceous inhibitors SBTI and SBBI, at their highest
concentration tested, 0.1 ymol.L™" and 0.5 umol.L", respectively, decreased the
soluble trypsin-like enzyme activity at almost 80%, becoming candidates for in
vivo inhibition assays. The soluble trypsin-like enzyme identity could not be
established by the MASCOT search for homology using the tryptic peptides.
However, the highest score was obtained for a trypsin-like enzyme from another
Lepidoptera insect. The similarity of eletrophoretic and chromatographic profiles
from soluble and membrane bound tripsin-like enzymes supports the hypothesis
that the membrane bound enzyme can a precursor of the soluble enzyme, as
described for other insects. The knowledge gained by this work brings
perspectives for complementary studies which can further contribute to the
development of strategies for pest control based on digestive proteases

inhibition.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que as perdas provocadas por pragas e doengas na
agricultura mundial atinjam 37% da produgdo, dos quais cerca de 10-20%
sejam devido aos insetos (Silva-Filho e Falco, 2000; Ferry et al., 2006). Os
insetos n&o apenas provocam perdas na produtividade diretamente devido ao
ataque herbivoro, mas também indiretamente por atuarem como vetores de
varios patdégenos de plantas (Hilder e Boulter, 1999). Essas perdas ocorrem
mesmo com 0 uso extensivo de pesticidas e fungicidas e, na auséncia de tais
medidas de protegcdo, as perdas poderiam ser ainda maiores. Segundo
Lawrence e Koundal (2002), as perdas estimadas em culturas ao redor do
mundo sem o uso de pesticidas ou outras estratégias de controle n&do-quimico
atingem 70% da produgdo, representando um prejuizo de 400 bilhdes de
dolares.

A soja é um dos produtos agricolas de maior importancia para o Brasil,
ocupando lugar de destaque na pauta de exportagao do pais, sendo plantada
praticamente em todo territério nacional. O levantamento da safra 2008/2009
feito em margo de 2009 pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab)
prevé que a area cultivada com soja nesta safra seja de 21.563, 1 mil hectares,
com uma producdo de 58.136, 5 mil toneladas (CONAB, 2009). A cultura da
soja esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e os insetos,
principalmente na fase larval, representam um importante prejuizo, pois afetam

tanto a planta quanto a semente, podendo reduzir substancialmente a
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qualidade de ambas, causando perdas significativas do rendimento da cultura
(Andrade et al., 2004). Estima-se que as perdas causadas na cultura da soja na
auséncia do uso de pesticidas seja da ordem de 58% (Hilder e Boulter,1999).

Entre os insetos que trazem consequéncias econdmicas mais
significativas na soja, destaca-se Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), conhecida como lagarta da soja (Praga et al., 2006). A lagarta da
soja € um inseto mastigador e se alimenta de folhas jovens. Quando a
folhagem é removida, ataca outras partes da planta. O desfolhamento
compromete o enchimento das vagens, com consequente redugao da produgao
de graos. E ainda, quando se alimentam, além de removerem nutrientes, as
lagartas injetam toxinas nas plantas (Silva et.al, 2002).

Embora atualmente os métodos de controle de pragas ainda se
concentrem basicamente na utilizagdo de agroquimicos (Lawrence e Koundal,
2002), o alto custo para o desenvolvimento de novos produtos cujas
formulagbes devam se adequar as pragas cada vez mais resistentes ao seu
uso, as consequéncias ambientais inaceitaveis, como a contaminagdo da
cadeia alimentar e cursos de agua e a propria presséo de consumidores contra
essa pratica, tém provocado uma revolugdo no controle de pragas na
agricultura moderna. E crescente a busca por desenvolvimento de compostos
de menor custo, que sejam mais especificos e menos poluentes, como os
biopesticidas, além do uso cada vez mais frequente de praticas de engenharia
genética, que permitem que genes de resisténcia de qualquer origem (planta,
animal, microrganismo, sintético) sejam utilizados nos programas de

melhoramento de plantas (Hilder e Boulter, 1999; Andrade et al. 2004).



A exploragdo de mecanismos de resisténcia endogena das plantas ao
ataque dos insetos herbivoros tem servido de ferramenta para a aplicagao nas
estratégias alternativas de controle de pragas (Gatehouse, 2002; Ferry et al.,
2004). Uma das formas naturais de defesa das plantas contra o ataque de
insetos € mediada por inibidores de proteases. Acredita-se que os inibidores
co-evoluiram com o ataque herbivoro dos insetos, e funcionam bloqueando
proteases digestivas no intestino das larvas, limitando a liberagdo de
aminoacidos da dieta e consequentemente prejudicando a sintese de proteinas
necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos insetos.
Genes que codificam inibidores de proteases ja tém sido usados para produzir
plantas transgénicas resistentes ao ataque de insetos (Volpicella et al. 2003).,
Em contrapartida, como resultado da co-evolugao das interagdes planta-inseto,
estes também desenvolveram mecanismos para se defenderem dos efeitos
deletérios provocados pelos inibidores de proteases produzidos pelas plantas,
através da produgao de novas proteases digestivas resistentes aos inibidores
(Jongsma e Boulter, 1997; Bown et al., 1997; De Leo et al., 2001; Srinivasan et
al., 2006). Entretanto, foi demonstrado que diferentes insetos séo afetados de
maneira diversa quando expostos ao mesmo nivel de expressao de um
determinado inibidor de protease (MTI-2) em diferentes plantas (De Leo et al.,
2001).

Desta forma, acredita-se que o sucesso das estratégias de controle de
pragas baseadas no uso de inibidores de proteases depende de uma analise
caso a caso, envolvendo necessariamente o conhecimento mais detalhado do

processo digestivo basico do inseto alvo, a caracterizagdo das enzimas



digestivas presentes em seu intestino e estudos de sensibilidade aos
inibidores. De posse dessas informagdes, inibidores mais potentes ou que
sejam especificamente direcionados contra as enzimas produzidas pelos
insetos podem vir a ser projetados e usados como alternativa aos agroquimicos

no controle de insetos praga (De Leo et al, 2001; Volpicella et al., 2003).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)

A Anticarsia gemmatalis, mais conhecida como lagarta da soja, € um
inseto da ordem Lepidoptera, nativa de areas tropicais e subtropicais das
Américas, descrita pela primeira vez na Florida em 1903 (Barbara, 2006). No
Brasil € encontrada em todos os locais de produgao de soja e representa um
risco a producédo e a qualidade dos cultivos brasileiros (Praga et al., 2006)

A lagarta da soja € uma praga desfolhadora, que mesmo em baixas
densidades populacionais pode causar prejuizos a lavoura, que vao desde o
desfolhamento até a destruicdo completa das plantas. O desfolhamento
compromete o enchimento das vagens, com consequente redugao da produgéo
de graos (Silva et al., 2002). Os maiores danos ocorrem na fase larval, quando
as lagartas inicialmente raspam as folhas da soja, causando prejuizos
consideraveis a medida que crescem. Comem tanto o limbo como as nervuras,
podendo ocasionar 100% do desfolhamento até atingir seu desenvolvimento
maximo, para tornarem-se pupa. Até completar o seu desenvolvimento larval,
cada lagarta pode consumir em média 90 cm? de folhas, ou seja, o equivalente
a 2,1 vezes a sua propria massa a cada 24 horas (Andrade et al., 2004).
Embora a preferéncia alimentar desta lagarta seja a soja, a fase imatura do

inseto é generalista e pode se alimentar de outras espécies de vegetais
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causando prejuizos em outras culturas, como alfafa, amendoim, arroz, ervilha,
feijao, vagem e trigo, atacando durante a fase vegetativa e, em alguns casos,
no periodo de floragao (Batista et al., 2005).

O desenvolvimento da A. gemmatalis € do tipo holometabolo e sua
ocorréncia varia de novembro a marcgo, atingindo picos populacionais a partir
de janeiro (Andrade et al., 2004). Seu ciclo biolégico é de aproximadamente 30
dias, dependendo das condigdes ambientais. A fase adulta dura cerca de 15
dias, com a mariposa medindo cerca de 30 a 38 mm e apresentando coloragéo
variando de cinza a marrom avermelhado ou amarelado, sem dimorfismo
sexual. Uma linha transversal escura unindo as pontas das asas é observada
quando estas estdo completamente estendidas (Figura 1). Essas mariposas
sdo frequentemente encontradas durante o dia em locais sombreados,
principalmente na base das plantas. No entanto, todo o processo reprodutivo

ocorre durante o periodo noturno (Pracga et al, 2006).

Figura 1: Anticarsia gemmatalis, inseto adulto. Fonte:http://www.carolinanature.com/moths/

A oviposicdo ocorre na face inferior das folhas, embora em casos de
infestagcdes mais sérias 0s ovos possam ser encontrados na superficie superior
das folhas, peciolos e até mesmo hastes. Os ovos sdo arredondados e
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achatados na superficie inferior, medem de 1 a 2 mm de didmetro e
apresentam cor branca até a eclosao, apos a qual adquirem coloragédo marrom-
avermelhada. O periodo de incubacédo geralmente dura de trés a cinco dias
(Barbara, 2005).

As lagartas recém-eclodidas alimentam-se das folhas e dependendo das
condigdes ambientais podem apresentar de cinco a seis instares larvais,
chegando a medir de 40 a 50 mm de comprimento. Sua coloragao € variavel,
apresentando listras longitudinais verde escuras proeminentes e listras
estreitas nas cores branca, amarela ou rosa. Em condi¢cbes de alta populagao
apresentam coloragdo negra, mantendo as estrias brancas (Figura 2). No
estagio pré-pupa, que dura em média 2 dias, as larvas encolhem atingindo um
comprimento médio de 25 mm e adquirem cor marrom escura com poucas
listras longitudinais. As pupas podem apresentar cor verde ou marrom, sao
lisas e medem de 18 a 20 mm no comprimento e 4 a 6 mm na largura, sendo
encontradas abaixo da superficie do solo a uma profundidade de 2 cm. O
estagio pupal dura em média 7 dias, culminando com a emergéncia do adulto.

(Barbara, 2006; Praca et al., 2006).

FIGURA 2: Estagio larval de Anticarsia gemmtalis (Iagarta da soja). Fonte:

http://www.dowagro.com/br/lorsban/ pragas/lagartasoja.htm



No controle desta praga segue-se uma tendéncia geral de se
experimentar métodos alternativos de controle em substituicido aos inseticidas
quimicos que apresentem menor custo, sejam mais especificos e menos
poluentes. O uso de produtos de amplo espectro, ou seja, ndo seletivos, além
de destruir inimigos naturais, pode selecionar o aparecimento de populagdes
resistentes desta praga, exigindo o uso de produtos mais fortes ou doses
elevadas (Batista et al., 2005). A utilizagdo de agentes de controle biolégico é
uma alternativa viavel. No Brasil, destaca-se o programa de controle da lagarta
da soja desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), que utiliza o Virus da Poliedrose Nuclear Multicapsideo
Baculovirus anticarsia (AgMNPV). Este virus é altamente especifico e atua
driblando de maneira eficiente os mecanismos de defesa da lagarta (Andrade
et al., 2004). Em 20 anos, o uso desta estratégia gerou uma economia
estimada entre R$ 300 e 400 milhdes, sendo que mais de 20 milhdes de litros
de inseticidas quimicos deixaram de ser aplicados nas regides produtoras que
adotaram este método de controle (Praca et al., 2006). Produtos a base de
Bacillus thuringiensis sdo também utilizados no controle das lagartas ha mais
de vinte anos. B. thuringiensis € uma bactéria Gram positiva, da familia
Bacillaceae, que produz inclusdes protéicas cristalinas no momento de sua
esporulacdo. Estas proteinas sdo chamadas de delta-toxinas e sdo produzidas
sob a forma de protoxinas, as quais sao transformadas em peptideos téxicos
no intestino do inseto pela acdo do pH alcalino intestinal e pela acdo de
proteases. A toxina ativada causa lise das células epiteliais e a morte das

larvas (Batista et al., 2005).



As enzimas digestivas também tém sido selecionadas como alvo nos
programas de controle de pragas. Sua participagado eficaz na ativagdo das
endotoxinas do Bacillus thuringiensis em Anticarsia gemmatalis ja foi descrita
(Pereira et al., 2005), além de ter sido demonstrado que sua inibigdo, na
presenca de inibidores de proteases causa retardo no crescimento e
diminuicdo da taxa de sobrevida dos insetos (McManus e Burges, 1995; De
Leo et al., 2001; Zavala et al., 2004). Portanto, o conhecimento das enzimas
digestivas da lagarta e sua sensibilidade aos inibidores sao pecas
fundamentais para o desenvolvimento de novos programas de controle desta

praga.

2.2- Os inibidores de protease e as interacdes planta-inseto

Plantas e insetos co-existem ha mais de 350 milhdées de anos
(Gatehouse, 2002). As interagbes planta-inseto estabelecidas durante todo
esse periodo co-evoluiram e as plantas tornaram-se capazes de sintetizar uma
ampla variedade de moléculas que permitem a defesa contra o ataque de
insetos (Mello e Silva-Filho, 2002). A maioria dos muitos compostos de defesa
sintetizados pelas plantas sdo metabdlitos secundarios pequenos € nao
proteicos como alcaldides, terpendides, flavondides, saponinas, etc (Hilder e
Boulter, 1999; Piubelli et al. 2005), além de proteinas de defesa, como os
inibidores protéicos de proteases (De Leo et al. 2001).

Os inibidores de proteases podem estar presentes de maneira

constitutiva em varias partes das plantas, podendo representar 5-15% da



proteina total de sementes e o6rgaos de armazenamento, ou podem ser
induzidos, local e sistemicamente, em resposta ao ataque de insetos
herbivoros (Jongsma e Boulter, 1997). Acredita-se que o mecanismo de defesa
induzida, além de proteger contra o ataque dos insetos herbivoros, atua
diminuindo os custos fisiologicos da defesa quando os insetos ndo estédo
presentes (Stotz et al., 1999). Os inibidores tém como caracteristicas o fato de
serem extremamente resistentes a protedlise e permanecerem ativos em
condigbes diversas de pH intestinal, além de ja terem sido identificados
inibidores contra praticamente todas as classes de proteases descritas
(Jongsma e Boulter, 1997).

Os inibidores das serino proteases sdo o tipo mais abundante e
amplamente distribuido nas plantas (Gatehouse e Gatehouse, 2006; Lawrence
e Koundal, 2002). Sao proteinas relativamente pequenas (ou dominios de
proteinas, no caso de inibidores multidominios) de 29 a 190 residuos de
aminoacidos e podem ser agrupadas em pelo menos 16 familias diferentes
baseando-se na similaridade de sequéncia, similaridade topolégica e
mecanismo de ligacdo a enzima. Seu mecanismo de agao ocorre por inibicao
competitiva. Atuam bloqueando a ligagdo do substrato a enzima através da
ligacdo de um segmento peptidico diretamente no sitio catalitico, de maneira
semelhante ao substrato ou ao produto. A seletividade da inibicdo normalmente
ocorre através da utilizagcdo de sitios de reconhecimento do substrato pela
enzima. O complexo enzima-inibidor formado € termodinamicamente e
cineticamente muito estavel, apresentando constante de dissociagdo muito

baixa (107 a 107" M), de maneira que a inibigdo estequiométrica da enzima é
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alcancada (Gatehouse e Gatehouse, 2006; Lawrence e Koundal, 2002; Bode e
Huber, 1992).

A ingestao dos inibidores pelos insetos herbivoros interfere no processo
de degradacdo das proteinas no intestino médio, sendo considerados agentes
antimetabdlicos por causarem deficiéncia protéica nos insetos. Os seus efeitos
sdo atribuidos a sua interferéncia direta na digestdo protéica, diminuindo a
disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas
necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos insetos. Ha
ainda uma outra hipotese de que os inibidores afetem o desenvolvimento de
forma indireta, através de um mecanismo de “feedback”, que levaria a uma
hiperproducédo de proteases digestivas para compensar os baixos niveis de
aminoacidos disponiveis, deslocando aminoacidos para sintese de mais
proteases em detrimento de outras proteinas essenciais (Silva-Fialho e Falco,
2000). Esse efeito € normalmente observado apds a ingestdo crénica dos
inibidores, e a limitacdo dos aminoacidos essenciais seria responsavel pela
reducao do crescimento e desenvolvimento dos insetos (Broadway, 1995).

Evidéncias da funcido de defesa dos inibidores de proteases em plantas
tém sido comprovadas em diversos experimentos, ressaltando a importancia
destes como candidatos ao uso nas estratégias de controle de insetos. A
incorporacdo de inibidores de proteases na dieta foi capaz de retardar o
crescimento de Spodoptera litura (McManus e Burges, 1995) e de inibir em até
85% a atividade de serino proteases no intestino médio de Trichoplusia ni,
Lymantria dispar e Helicoverpa zea (Broadway, 1995). Além disso, tanto a

expressao heterdloga de genes de inibidores nas plantas (McManus et al.,
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1994; De Leo et al.,, 2001) quanto a alteracdo da expressdo de genes de
inibidores enddgenos (Zavala et al.,, 2004) demonstraram que os insetos
alimentados destas plantas transformadas tiveram seu crescimento reduzido e
a taxa de sobrevivéncia diminuida em até 40%.

Entretanto, os insetos, assim como as plantas, desenvolveram
mecanismos de se defenderem dos efeitos deletérios que os inibidores de
proteases podem exercer sobre eles, afetando sua taxa de crescimento,
mortalidade e fecundidade. Estes mecanismos incluem o uso de proteases
para os quais a planta ndo apresenta inibidores, degradagao proteolitica dos
inibidores e mutacdes adquiridas tornando as proteases menos sensiveis aos
inibidores sem afetar a atividade proteasica (Jongsma e Bolter, 1997). Diversos
experimentos demonstraram, por exemplo, que coledpteras e lepidopteras séo
capazes de se adaptarem a producao dos inibidores de proteases através da
producao de proteinases insensiveis a inibicdo. Novas proteinases insensiveis
sdo selecionadas do repertério de enzimas digestivas disponiveis no genoma
dos insetos (Jongsma e Bolter, 1997; Bown et al., 1997; Paulillo et al., 2000; De
Leo et al.,, 2001; Mazumdar-Leighton and Broadway, 2001). Jongsma e
colaboradores (1995) demonstraram que as larvas de Spodoptera exigua
alimentadas com folhas de tabaco transgénicas contendo o inibidor PPI2
(potato Proteinase Inhibitor |lI) apresentaram apenas 18% das enzimas
sensiveis ao inibidor, comparadas a 78% das enzimas sensiveis de larvas em
dieta controle, sem inibidor. As larvas compensaram a perda da atividade
triptica aumentando em 2,5 vezes a sintese de novas proteases, insensiveis ao

inibidor. Entretanto, Broadway (1995) demonstrou que nem todos os inibidores
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de proteases foram capazes de aumentar o nivel de expressdo de enzimas
resistentes aos inibidores, mesmo quando estes inibiram uma proporcao
significativa da atividade enzimatica. Além disso, observou que o aumento de
enzimas resistentes aos inibidores foi diretamente influenciado pela dose e
tempo de exposicdo ao inibidor. Em outro estudo, foi demonstrado que
diferentes insetos, Plutella xylostella, Mamestra brassicae, Spodoptera littoralis
(trés lepiddpteras), foram afetados de maneiras diversas pelos mesmos niveis
de expressdo de MTI-2 (Mustard Trypsin Inhibitor) em diferentes plantas,
ressaltando a relevancia de uma anadlise caso a caso, considerando-se 0s
insetos alvos e o nivel de expressao do inibidor de protease na planta em
estratégias de protecéo de plantas baseadas no uso de inibidores de proteases
(De Leo et al., 2001).

Varios aspectos devem entdo ser considerados ao se avaliar a
capacidade de um inibidor em afetar o desenvolvimento do inseto herbivoro,
incluindo a concentragao do inibidor ou seu nivel de expressdo na planta, sua
atividade contra as enzimas alvo no inseto, a estabilidade do inibidor no
intestino médio do inseto e a capacidade adaptativa do inseto (Jongsma e
Bolter, 1997; De Leo et al., 2001). Ja tem sido proposto avaliar a constante de
dissociagao para diferentes inibidores com proteases especificas, para que
sejam selecionados inibidores mais efetivos no caso de transferéncia de genes
(Hilder e Boulter, 1999). Outra estratégia visa provocar mutagdes sitio-dirigidas
nos inibidores, baseadas na estrutura do complexo enzima-inibidor, objetivando
aumentar a afinidade da ligagao e consequentemente seu poder de inibigdo

(Lawrence e Koundal, 2002). Logo, um conhecimento mais detalhado das
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enzimas produzidas pelos insetos, principalmente das interagdes enzima-
inibidor, bem como da resposta dos insetos a exposicao a estes inibidores sao
fundamentais para que estratégias de protegdo de culturas utilizando as

enzimas-alvo destes inibidores sejam bem sucedidas.

2.3- A digestdo e as enzimas digestivas nos insetos

A grande diversidade de insetos e seu sucesso evolucionario se devem
a capacidade de ocuparem diferentes nichos ecoldgicos e de apresentarem
habitos alimentares diversos, utilizando-se de diferentes fontes de alimentos.
Com uma alimentacdo adequada, uma larva pode crescer, sofrer muda e
eventualmente se tornar um inseto adulto. Logo, o processamento do alimento
e o perfeito funcionamento do canal alimentar sdo atividades criticas a sua
existéncia (Nation, 2001) e € por isso que interferir com a digestado, afetando o
status nutricional do inseto através da utilizacdo dos inibidores de proteases, é
uma estratégia tdo amplamente utilizada pelas plantas para se defenderem do
ataque de insetos (Gatehouse e Gatehouse, 2006).

O sistema digestivo ou intestino de lepidopteras € um simples tubo
projetado para a extracdo eficiente de nutrientes em um sistema de fluxo
constante (Figura 3A). Apos ser triturado pelas mandibulas, o alimento ingerido
passa pelo relativamente pequeno intestino anterior onde é misturado as
enzimas e secregbes digestivas produzidas pelas glandulas salivares e
mandibulares. O intestino médio € a maior por¢ao do intestino, e é o principal

sitio de secrecao de enzimas digestivas, digestdo do alimento e absorcao de
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nutrientes. O bolo alimentar segue para o intestino posterior onde ocorre
reabsor¢gao de agua e ions e posterior excre¢ao das fezes (Nation, 2001). No
intestino médio a digestdo dos polimeros componentes da dieta, como
celulose, amido e proteinas, ocorre em trés fases: inicial, intermediaria e final, e
dependem da acgdo das hidrolases digestivas. As fases e as enzimas
associadas a cada uma delas sao separadas espacialmente e temporalmente,
devido a presenca da membrana peritrofica e do fluxo de fluidos no interior do
intestino (Terra et al, 1996a). A membrana peritréfica, composta
principalmente de quitina, glicosaminoglicanos e proteinas, atua separando o
conteudo do Iumen intestinal das células digestivas epiteliais,
compartimentalizando as moléculas de enzimas, nutrientes e produtos da
digestdo nos espacos endoperitrofico e ectoperitrofico, regulando a digestéao
sequencial das moléculas poliméricas. Desta forma, a digestao inicial ocorre no
espaco endoperitrofico, enquanto as digestdes intermediaria e final ocorrem no
espaco ectoperitréfico e células do intestino médio, respectivamente (Tellam,
1996) (Figura 3B).

Na fase inicial da digestao ocorre uma diminuigdo do peso molecular das
moléculas poliméricas através da agao das polimero- hidrolases, como tripsina,
a-amilase, celulase e hemicelulase. Os oligbmeros resultantes sofrem
novamente hidrélise durante a fase intermediaria através da acao das polimero
hidrolases ou oligbmero-hidrolases, como a-amilase e aminopeptidase,
respectivamente. Os produtos desta fase, normalmente dimeros, dipeptideos

ou pequenos oligbmeros, sdo entao processados na fase final da digestéao,
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produzindo monémeros por acao de dimero- hidrolases, como as dipeptidases

(Terra et al., 1996a).

Figura 3: Diagrama esquematico do sistema digestivo de Helicoverpa armigera (Lepidoptera).
(A) Secao sagital de larva no 4° instar. Abreviagbes: FG: intestino anterior; MG: intestino médio;
HG: intestino posterior; MT: tubulos de Malpighi. (B) Por¢do de uma segado transversal do
intestino médio. Abreviagdes: FB: bolo alimentar; EnS: espago endoperitréfico; PM: membrana
peritréfica; EcS: espacgo ectoperitrofico; EC: célula colunar epitelial; MV: microvilosidades; GC:
células goblet; SC: células tronco; BM: membrana basal; HC: hemolinfa (Pauchet et al., 2008)

Varias enzimas digestivas sdo restritas as células do intestino médio
podendo estar associadas a membrana microvilar, associadas ao glicocalice ou
estar presentes intracelularmente. As enzimas intracelulares corresponderiam
as enzimas em vias de serem excretadas (Terra e Ferreira, 1994). A
demonstracdo de que enzimas podem estar associadas a microvilosidades
baseia-se no aumento de sua atividade especifica nas preparagcbes de
microvilosidades ou por acompanharem enzimas marcadoras de membrana
plasmatica durante os procedimentos de fracionamento (Lemos e Terra,
1992a). Além disso, as enzimas podem ser imunolocalizadas nas
microvilosidades, através do uso de anticorpos especificos, como foi
demonstrado para tripsina em Musca domestica por Jorddo e colaboradores

(1996).
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A ocorréncia de diferentes enzimas digestivas no canal alimentar dos
insetos € normalmente associada a composi¢do quimica da dieta ingerida.
Entretanto, a teoria da adaptacdo a dieta ndo deve desconsiderar aspectos
filogenéticos na determinacao do tipo (ndo quantidade) das enzimas presentes
no intestino dos insetos. Na verdade, considera-se a possibilidade de que os
insetos possuam uma ampla variedade de enzimas digestivas, cujas
quantidades relativas presentes podem mudar em resposta a dieta. Essa
mudancga poderia ocorrer durante a alimentacdo de um individuo ou ser
resultante da adaptagéo de um grupo taxonémico de insetos em relacédo a uma
dieta em particular, o0 que resultaria na presenga de enzimas cujas atividades
seriam permanentemente maiores que outras. (Terra e Ferreira, 1994).

De um modo geral, as principais enzimas encontradas no intestino dos
insetos sdao as proteases e as carboidrases. A sintese de proteases é uma
importante atividade metabdlica das células intestinais dos insetos, tendo sido
observado que os mMRNAs de proteases correspondem a aproximadamente
20% dos mRNAs destas células (Bown et al., 1997). As proteases (peptideo-
hidrolases, EC 3.4) atuam nas ligagdes peptidicas e incluem as proteinases
endopeptidases (EC 3.4.21-24) e exopeptidases (EC 3.2.4.11-19). As
proteinases sao subdivididas em sub-classes com base no mecanismo
catalitico, demonstrado pelo uso de reagentes especificos ou efeito de pH, e
incluem as serino-proteinases (EC 3.4.21), as cisteino-proteinases (EC 3.4.22)
as aspartato-proteinases (EC 3.4.23) e as metaloproteinases (EC 3.4.24) (Terra
et al., 1996b). As serino-proteinases, particularmente tripsina e quimiotripsina,

sao as principais proteinases digestivas presentes na maioria dos grupos de
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insetos, com excegao de algumas espécies de hemipteras e coledpteras, nas

quais cisteino e aspartato proteinases predominam (Lam et al., 2000).

2.3.1- Serino-proteinases

As serino-proteinases pertencem a uma das maiores familias génicas do
reino animal, sdo amplamente distribuidas na natureza e encontradas em todos
os reinos de vida celular, bem como em varios genomas virais (Page e Di Cera,
2008). No genoma humano, por exemplo, cerca de 500 genes que codificam
proteinases foram identificados, dos quais 30% sao serino-proteinases ou
homologos de serino-proteinases (Herrero et al., 2005). Entre os insetos, um
estudo com Helicoverpa armigera demonstrou a existéncia de pelo menos 28
genes diferentes pertencentes a familia das serino-proteinases cujos produtos
sdo expressos no intestino (Bown et al., 1997). Estas enzimas estdo envolvidas
em uma ampla variedade de processos fisioldgicos importantes além da
digestéo de proteinas, incluindo: coagulagdo sanguinea, fibrindlise, imunidade
humoral e celular, transdugcdo de sinais, ativacdo de hormbnios e
desenvolvimento (Page e Di Cera, 2008; Herrero et al., 2005; Krem et al., 1999;
Perona e Craik, 1995).

Nos insetos, as serino-proteinases mais estudadas sao aquelas
expressas no intestino médio das larvas e envolvidas com o processo
digestivo, sendo responsaveis basicamente pela digestao inicial das proteinas,
clivando cadeias de polipeptideos intactas em peptideos menores que irdo

sofrer agdo de exopeptidases gerando aminoacidos, produto final da digestéao
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(Lawrence e Koundal, 2002). Varios insetos, particularmente lepidopteras,
dependem das serino-proteinases digestivas (tripsina, quimitripsina e elastase-
like) como enzimas primarias da digestdo sendo, portanto, a classe dominante
de proteinases presentes no intestino médio destas larvas (Terra e Ferreira,
1994; Broadway, 1997; Hilder e Boulter,1999).

As serino-proteinases se caracterizam por apresentarem um residuo de
serina e um de histidina no sitio ativo, além de um residuo de acido aspartico,
compondo a triade catalitica. A presenga da serina € reconhecida pela
inativagdo da enzima na presenga de DFP (diisopropilfluorfosfato) ou PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto). A ocorréncia de histidina no sitio ativo pode ser
demonstrada pelo uso de cetonas como o TPCK (N-a-tosil-L-fenilalanina
clorometilcetona) ou TLCK (N-a-tosil-L-lisina clorometilcetona) (Mares-Guia e
Shaw, 1965; Terra e Ferreira, 1994). O PMSF e DFP sdo extremamente
eletrofilicos e reagem irreversivelmente com o residuo de Ser 195 formando um
composto tetraédrico estavel que mimetiza o intermediario tetraédrico da
reagcao das serino-proteinases (Figura 4). Os derivados de clorometilcetonas
reagem com as serino-proteinases formando um hemiacetal com o residuo de
Ser 195 e alquilando o residuo de His 57; a reacao ocorre através da formacéao

de um intermediario epdxido (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de inibidores de serino-protelnases que formam analogos do
intermediario tetraédrico. E-OH: enzima- hidroxila do residuo de Ser 195. (Hedstrom, 2002)

A sequéncia N-terminal IVGG ¢é um motivo conservado que
frequentemente ocorre nas formas ativas (ndo em zimogenos) das serino
proteinases (Lam et al., 2000). A sequéncia consenso GDSGG ao redor da
serina reativa 195, também é usualmente utilizada na identificacdo das serino-
proteinases. Ja a sequéncia C-terminal é responsavel pela especificidade do
substrato e controle da atividade catalitica. Esta porcdo normalmente é
codificada por um unico éxon e contém a maioria dos residuos que fazem
contato com os residuos P1 a P3 do substrato, bem como dominios
responsaveis pela modulacdo da atividade catalitica (Krem et al., 1999).

O mecanismo catalitico envolvendo a transferéncia de grupo acil ocorre
de maneira idéntica para hidrolise de ligagcbes éster ou amida. Inicialmente o
atomo de carbono da carbonila do substrato é atacado pela serina reativa da
triade catalitica, cuja nucleofilicidade € aumentada pela presenca de uma
histidina adjacente que atua funcionando como uma base catalisadora. A

doagao de um proéton pela histidina ao novo grupo alcool formado (ou amina se
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o substrato for uma amida ao invés de éster) resulta na dissociagdo do primeiro
produto e na concomitante formagcao de um complexo covalente acil-enzima. A
reacao de desacilagdo ocorre pelo ataque nucleofilico da agua, seguindo os
mesmos passos da reagao anterior. A agua ataca o grupo carbonil, enquanto o
préton € concomitantemente removido pela histidina, que atua agora como um
catalisador acido. Cada etapa ocorre através da formacado de um intermediario
tetraédrico, cuja estrutura se assemelha a um estado de transicdo de alta
energia em ambas as reagdes (Figura 5). Este mecanismo é capaz de acelerar
a velocidade de hidrolise da ligagdo peptidica mais de 10° vezes em relagdo a
reacao nao catalisada (Perona e Craik, 1995; Hedstrom, 2002; Page e Di Cera,

2008).

intermediario acil-enzima intermediario
tetraédrico tetraédrico

Ser195  Giy193

R'NH,

I

195

57 -—[:?
102 «0

Figura 5: Mecanismo catalitico de serino-proteinases (Hedstrom, 2002)

O nivel de mRNAs que codificam serino-proteinases no intestino médio
dos insetos varia e € modificado de maneira especifica em diferentes insetos
na presenga de inibidores (Bown et al.,, 1997; Gatehouse et al., 1997). A
ocorréncia de familias multigéncias parece ser comum, e os insetos parecem
se assemelhar aos vertebrados, onde a diversidade de sequéncia da tripsina e

outros genes de serino-proteinases correspondem a evolugado da
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especificidade e fungdo da enzima. A inducéo transcricional e a complexa
regulacdo dos multiplos genes codificando enzimas estruturalmente diversas,
principalmente tripsinas, em resposta a ingestao de inibidores de proteases,
provavelmente reflete uma adaptacdo dos insetos a utilizagdo de dietas
contendo estes inibidores. Conhecimentos gerados a partir da identificagdo do
produto da traducdo de cada mRNA destas tripsinas, através da producao de
enzimas recombinantes ou a purificacdo bioquimica das enzimas a partir de
tecidos do intestino médio, poderiam ajudar nas estratégias de controle de
insetos permitindo o desenvolvimento de inibidores potentes e especificos e a
producdo de plantas transgénicas expressando multiplos inibidores, levando
em consideragao a diversidade das enzimas digestivas do inseto (Mazumdar-

Leighton e Broadway, 2001).

2.3.2- Tripsinas

As tripsinas (EC 3.4.21.4) sao serino-proteinases e séo consideradas as
proteases digestivas mais importantes da maioria dos insetos (Terra et al.,
1996b). A molécula de tripsina (beta) consiste de uma UuUnica cadeia
polipeptidica formada por dois dominios de estruturas similares unidos
assimetricamente e em cuja interface estdo situados os residuos de
aminoacidos cataliticos (Figura 6). A tripsina esta envolvida na fase inicial da
digestdo de proteinas, e se caracteriza por conter uma triade catalitica

composta pelos residuos His 57, Asp 102 e Ser 195, que atua clivando ligagdes
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peptidicas internas de cadeias polipeptidicas preferencialmente no lado

carboxil de residuos basicos como arginina e lisina.

Figura 6: Estrutura tridimensional da beta-tripsina pancreatica bovina. O primeiro dominio esta
representado em azul (1-105aa) segundo dominio vermelho (106-223aa). N-terminal em cor
laranja, C-terminal em cor azul claro. Triade catalitica: Ser (amarelo), His (lilas) e Asp (verde).
(Protein Data Bank, pdb, 1CE5)

As tripsinas purificadas de todos os insetos, com excegdo das
lepidopteras, atuam hidrolisando mais eficientemente substratos contendo
arginina no sitio P1 do que substratos contendo lisina (Lopes et al., 2006).
Tipicamente, as tripsinas isoladas da maioria dos insetos apresentam massa
molecular entre 20.000 e 35.000 Da, ponto isoelétrico entre 4 e 5, atividade
o6tima em pH alcalino, entre 8 e 9. As tripsinas de lepidopteras normalmente
apresentam maior pH 6timo correspondendo ao alto valor de pH do conteudo
do intestino médio. A maioria das sequéncias de serino-proteinases de
lepidopteras ndo contém residuos de lisina. O residuo de lisina na posi¢cao 188
€ conservado em tripsinas de mamiferos e de diptera. Entretanto, em

lepidopteras este residuo € substituido por arginina. Tem sido sugerido que
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essa substituicdo seja uma adaptagao necessaria a estabilidade da enzima no
intestino destes insetos cujo valor de pH é bastante elevado, associado a
necessidade das enzimas digestivas permanecerem protonadas (Bown et al.,
1997; Mazundar-Leighton et al., 2000). Entretanto, ja foi descrita a presenca de
lisina na sequéncia de tripsinas digestivas de Sesamia nonagroides (Novilo et
al., 1999; Diaz-Mendonza et al.,, 2005) e Helicoverpa armigera (Mazundar-
Leighton et al., 2000). Essas enzimas sao inibidas de maneira especifica e
irreversivel pelo TLCK (N-a-tosil-L-lisina clorometil cetona), que atua sobre o
residuo de histidina do sitio catalitico. Apesar de substratos derivados de éster
ou amida, como o TAME (p-tosil-L-arginina-metil-ester) ou BApNA (a-N-benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida), respectivamente, serem hidrolisados por extratos de
intestino médio de insetos, isso ndo constitui uma prova definitiva da presenca
de enzimas tripsina-like, ja@ que outras enzimas podem agir sobre eles.
Contudo, ha evidéncias suficientes de que a maioria das enzimas presentes no
intestino médio dos insetos que hidrolisam estes substratos sdo tripsina-like
(Terra e Ferreira, 1994).

Embora a especificidade primaria das tripsinas da maioria dos insetos
seja semelhante a dos vertebrados e estas apresentem homologia de
sequéncia na regido do sitio catalitico, suas propriedades contrastam em
diversos aspectos. As tripsinas de insetos, na maioria dos casos, sao instaveis
em pH acido, apresentam diferentes sensibilidades aos inibidores e tipicamente
contém menos pares de cisteinas nas suas sequéncias que as tripsinas dos
vertebrados (Terra et al.,, 1996b; Lam et al., 2000). O motivo de ligagdo de

calcio normalmente observado em tripsinas de mamiferos ndo ocorre na
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maioria das sequéncias de tripsinas de insetos (Lopes et al., 2006), embora
haja relatos da importancia dos ions calcio na atividade de tripsinas de certos
insetos (Wagner et al., 2002; Oliveira et al., 2005; Pereira et al., 2005; Budatha
et al., 2008). A autdlise da tripsina também difere bastante entre as enzimas
dos insetos e dos mamiferos. As ligagdes que sofrem autdlise nas tripsinas dos
mamiferos correspondem a Lys61-Ser62, Arg117-Val118 e Lys145-Ser146.
Esses residuos ndao sao conservados entre os insetos, que provavelmente
apresentam outras ligacbes susceptiveis a autdlise. De fato, foi observada
uma diferenga significativa na autdlise entre as tripsinas de lepidépteras e as
de outros insetos (Lopes et al., 2006).

O processamento de precursores e 0s mecanismos de secregao de
tripsinas de insetos também parecem incluir aspectos que diferem dos outros
animais. Ha evidéncias que a forma soluvel de tripsina dos insetos seja
derivada de uma forma ligada a membrana. A presenca de tripsina na forma
soluvel cujas propriedades cinéticas e fisicas foram idénticas a forma
associada a membrana microvilar em Musca domestica (Lemos e Terra, 1992
a, b) levou os autores a proporem um mecanismo de secregao de tripsina,
onde a tripsina é sintetizada nas células do intestino médio dos insetos na
forma ativa, mas associada a membrana de vesiculas, que serdo processadas
nas microvilosidades tornando-se soluvel antes de ser secretada. Através de
estudos de imunolocalizagdo, Jorddo e colaboradores (1996) também
detectaram tripsinas em mais de uma forma no intestino de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera). Foram observadas tripsinas associadas a membrana

microvilar das células do intestino médio, a membrana de vesiculas secretérias
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e no interior das microvilosidades. Foi proposto um modelo de secre¢ao, onde
a tripsina é sintetizada ligada a membrana através de um peptideo ancora
hidrofébico. Posteriormente a enzima seria processada no complexo de Golgi e
transportada em vesiculas secretorias. Estas vesiculas migram através das
microvilosidades e, antes ou depois de se fundirem com a membrana microvilar
sao liberadas no lumen intestinal na forma de vesiculas de membrana dupla ou
simples, respectivamente. As vesiculas de membrana dupla se fundem e
passam a formar uma membrana simples. A tripsina presente na superficie
luminal dessas vesiculas é entdo solubilizada por protedlise limitada ou por
dissolucdo das vesiculas devido ao pH altamente alcalino do conteudo do
intestino médio. Membranas remanescentes, com alguma tripsina ligada, séo

finalmente incorporadas a membrana peritrofica (Figura 7)
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Figura 7: Modelo de secrecgao de tripsina de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera). Abreviagdes:
PM: membrana peritréfica; Mv: microvilosidades. (A) vesiculas secretdrias migrando no interior
microvilosidade; (B) a vesicula secretéria é liberada no lumen envolta pela membrana
microvilar (membrana dupla); (C) a membrana da vesicula secretéria se funde com a
membrana da microvilosidade antes de sua liberagdo no limen; (D) as membranas das
vesiculas se fundem e se dissociam por agdo do elevado pH do lumen intestinal; (E) as
membranas remanescentes das vesiculas sao incorporadas na membrana peritréfica (Jordéao
et al., 1999)
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Experimentos com Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera) também
evidenciaram atividade de proteases tripsina-like associadas a membrana do
intestino médio (Xavier et al., 2005). Com base nestas observagdes, parece
que os insetos controlam a atividade de suas proteinases digestivas nao
usando formas inativas ou zimogenos, mas através da ligagao das proteinases
a membranas, onde permanecem até serem liberadas no lumen do intestino
médio (Terra e Ferreira, 1994). Através da predicdo de sequéncias
polipeptidicas de tripsinas do intestino de Helicoverpa armigera observou-se a
presenca de provaveis peptideos de ativagao (5 a 9 residuos de aminoacidos)
precedendo a sequéncia madura, todos terminando em arginina, sugerindo a
clivagem ftriptica ou até mesmo a autdlise, em funcdo da alteragcéo
conformacional induzida pela exposicdo ao ambiente alcalino do intestino
(Bown et al., 1997).

A tripsina tem sido implicada na adaptacido de lepidopteras aos
inibidores de proteases de plantas. Larvas de Heliothis virescens alimentadas
com folhas de tabaco, que contém inibidores de proteases, expressaram novas
moléculas de tripsina que formam oligbmeros e aparentemente sdo mais
resistentes aos Pls devido a maior afinidade pelo substrato (apresentam
menores valores de Ky) e por dificultarem a ligacdo do inibidor por
impedimento estérico (Brito et al., 2001). A ingestdo de SBTI (inibidor tipo
Kunitz de tripsinas e quimiotripsinas) por Agrotis ipsilon e Helicoverpa zea
produziu uma diversidade de novas tripsinas que diferiram em peso molecular,
carga e susceptibilidade a inibidores (Broadway, 1997). Mazumdar-Leighton e

Broadway (2001), estudando as mesmas espécies de insetos demonstraram
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que a ingestdo de SBTI causou uma inducgdo transcricional de ftripsinas
insensiveis no intestino médio destes, diferentemente dos insetos que nao se
alimentaram do inibidor, que continuaram a expressar tripsinas sensiveis de
maneira constitutiva. Esses autores sugerem que lepidopteras possuem
tripsinas constitutivas (representadas pelas tripsinas sensiveis), que sao
produtos da traducdo de um pool de mRNA pré-existente, e tripsinas induzidas
(representadas pelas tripsinas insensiveis) que sao transcricionalmente
reguladas seguindo a ingestdo de um inibidor de proteinas. Além disso,
observaram que ftripsinas sensiveis e insensiveis provavelmente diferem
estruturalmente no sitio de ligagdo do substrato. Inibidores maiores tiveram
menor efeito inibitdrio sobre enzimas insensiveis do que os inibidores menores,
ao passo que ambos inibiram de maneira semelhante as enzimas sensiveis.
Um sitio de ligagao mais restrito dificultaria 0 acesso de inibidores maiores, ao
passo que nao afetaria a acdo de inibidores menores. Somando as
observacgbes anteriores, Volpicella e colaboradores (2003) observaram que a
hidrolise do substrato BapNA (a-N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) péde ser
usada para distinguir as tripsinas sensiveis das insensiveis a inibidores em
Helicoverpa zea. Este substrato, que possui um grupo benzoil na posi¢céo P2,
foi pobremente degradado pelas enzimas insensiveis quando comparado com
as enzimas sensiveis, enquanto substratos como a azocaseina, que possuem
um aminoacido na posicdo P2, nao permitem distinguir as enzimas.
Aparentemente, o sitio S2 das tripsinas insensiveis é funcionalmente ou
estruturalmente diferente, o que resulta em uma menor acomodagao do grupo

benzoil do BApNA. Foi sugerido que inibidores menores seriam muito mais

28



eficientes na reducdo da atividade de tripsinas. A mesma diferenga pode
representar o mecanismo pelo qual a enzima evita a ligagdo do inibidor,

tornando-se insensivel a sua presenga (Volpicella et al., 2003).
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3. PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UMA ENZIMA DIGESTIVA
SOLUVEL TRIPSINA-LIKE DE Anticarsia gemmatalis (LEPIDOPTERA)
Resumo

A soja é cultivada atualmente em praticamente todo territorio nacional. Com a
ampliagao do seu cultivo, a vulnerabilidade ao ataque de insetos-praga também
aumentou. Entre as pragas da soja, destaca-se a lagarta da soja, Anticarsia
gemmatalis, como principal inseto desfolhador. Estratégias de controle de
insetos-pragas baseadas no uso de inibidores de proteases (Pls) tem sido
implementadas e o conhecimento das enzimas digestivas presentes no inseto
alvo tem se mostrado fundamental para que sejam bem sucedidas. Este
trabalho descreve a purificagcdo de uma enzima digestiva soluvel tripsina-like,
obtida a partir do intestino de larvas do 5° instar de Anticarsia gemmatalis. A
purificacdo desta enzima foi realizada em duas etapas, pela combinagdo de
uma cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina) e uma cromatografia de
troca aniénica. O rendimento deste processo foi de 52% e a atividade
especifica da enzima foi de 26,75 pmol.L .min"/mg de proteina. Foi
determinada uma massa molecular aparente de 24,9 kDa (SDS-PAGE) para a
enzima. A atividade proteolitica em gel de substrato revelou uma unica banda
ativa correspondente a banda observada na coloracdo pela prata. A enzima
apresentou atividade maxima em pH 9,0 e a 35°C utilizando-se L-BApNA como
substrato e em pH 8,0 e a 25°C utilizando-se L-TAME. Os valores de Ky
obtidos foram de 0,12 mmol.L™" e 49 umol.L™ para os substratos L-BApNA e L-
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TAME, respectivamente. A enzima foi sensivel a inibicdo pelo inibidor de
serino-proteinases fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e pelos inibidores de
tripsina N-a-tosil-L-lisina clorometilcetona (TLCK), benzamidina e aprotinina. A
atividade enzimatica nao foi afetada pelo inibidor N-a- tosil-L-fenilalanina
clorometilcetona (TPCK) reforgando sua classificagdo como uma tripsina-like. A
enzima também foi sensivel a inibicdo pelo trans-epoxi succinil-L-leucinoamido-
(4-guanidino-butano) (E-64) que, embora seja usado no diagnostico de
cisteino-proteinases, apresenta acgao inibitéria sobre enzimas tripsina-like de
lepiddpteras. Os inibidores de proteinases tipo Bowman Birk de soja (SBBI) e o
inibidor de tripsina da soja (SBTI) também foram capazes de inibir a enzima,
reduzindo sua atividade em até 80% na maior concentragdo testada. A
atividade enzimatica nado foi afetada pela presengca de ions calcio nas
concentracdes testadas. Esses resultados tém implicagdo no desenvolvimento
de estratégias sustentaveis de controle desta praga que objetivam o uso de
inibidores de proteases atuando via sistema digestivo. O conhecimento das
moléculas-alvo dos inibidores, as proteases digestivas, permite que compostos
mais especificos e mais potentes sejam selecionados ou desenvolvidos,
tornando essa estratégia de controle mais eficiente na redugdo da populagao

dos insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Anticarsia gemmatalis, enzima tripsina-like soluvel,

inibidores de protease, Lepidoptera, protease digestiva
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3.1- INTRODUCAO

A Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera; Noctuidae), conhecida como
lagarta da soja, é a principal praga desfolhadora desta cultura no Brasil. E
encontrada em todos os locais de producgao e representa um risco a producao
e a qualidade dos cultivos (Praga et al., 2006). Embora o uso de inseticidas
quimicos ainda seja o método predominantemente empregado para reduzir os
danos econbmicos causados as lavouras, novas tecnologias buscando
alternativas sustentaveis de controle dos insetos tém surgido. No Brasil, a
implementagdo do programa de Manejo Integrado de Pragas para controle
deste inseto utilizando o Nucleopolihedrovirus de A. gemmatalis (AgMNPV),
resultou em grande éxito do ponto de vista econémico e ambiental (Morales et
al., 2001). O desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao ataque de
insetos é considerado um componente essencial destes programas de Manejo
Integrado de Pragas, uma vez que os danos causados pelos insetos e os
impactos indesejaveis consequentes do uso de pesticidas séo reduzidos.

Os inibidores de proteases de plantas (Pls), uma classe de proteinas de
defesa contra ataque de insetos (Lawrence e Koundal, 2002; Ferry et al.,
2004), sao moléculas uteis para a transformacdo de plantas. Tem sido
demonstrado que os Pls sao capazes de inibir proteases digestivas de insetos
quando incorporados em dietas artificiais (McManus e Burges, 1995;
Broadway, 1995) ou quando expressos em plantas transgénicas (McManus et
al., 1994; De Leo et al., 2001; Zavala et al., 2004). Entretanto, tem sido descrito

que os insetos sdo capazes de se adaptarem a presenca do Pls utilizando-se
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de diferentes mecanismos (Jongsma et al.1995; Jongsma e Bolter, 1997; Bown
et al., 1997; Paulillo et al., 2000; De Leo et al., 2001; Mazumdar-Leighton e
Broadway, 2001; Volpicella et al., 2003), tornando fundamental uma ampliagcéo
do conhecimento sobre as enzimas digestivas dos insetos e de suas interagdes
com os inibidores para um planejamento de estratégias sustentaveis e bem-
sucedidas utilizando PlIs (Hilder e Boulter, 1999; De Leo et al., 2001; Volpicella
et al., 2003; Telang et al., 2005; Christou et al., 2006; Ferry et al. 2006).

As enzimas primarias da digestdo em lepidopteras séo as serino-
proteinases, particularmente tripsinas (EC 3.4.21.4) (Terra e Ferreira, 1994,
Terra et al., 1996). As tripsinas estao envolvidas na fase inicial da digestao de
proteinas, clivando ligagcées peptidicas internas das cadeias polipeptidicas
preferencialmente no lado carboxil de residuos basicos, como L-arginina e L-
lisina. As tripsinas isoladas do intestino médio de varios insetos exibem
tipicamente massa molecular entre 20 e 35 kDa e atividade 6tima em pH
alcalino (Terra et al., 1994). Embora as tripsinas apresentem uma grande
similaridade de sequéncia, nos insetos essas enzimas diferem em relacédo a
sensibilidade a inibidores e a especificidade por substratos (Terra e Ferreira,
1994; Bown et al., 1997; Broadway, 1997; Terra e Ferreira 2005). Por exemplo,
tripsinas de lepidopteras nao apresentam preferéncia entre substratos
contendo arginina ou lisina, embora tripsinas de mamiferos e da maioria dos
insetos hidrolisem preferencialmente substratos contendo arginina (Lopes et al.
2006).

As enzimas digestivas de lepidépteras de varias espécies tém sido

bastante estudadas (Marchetii et al., 1998; Novillo et al., 1999; Volpicella et al.,

33



2003; Diaz-Mendonza et al., 2005 Telang et al., 2005; Herrero et al., 2005).
Contudo, pouco se sabe sobre as proteases digestivas de Anticarsia
gemmatalis, embora esta permanecga figurando como uma das principais
pragas da cultura da soja em locais de clima quente. Neste contexto, este
trabalho descreve a purificacdo e a caracterizacdo de uma enzima soluvel

tripsina-like presente no intestino de larvas do 5° instar deste inseto.

3.2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos relatados nesta tese foram realizados no Laboratério
de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos Prof. Marcos Luiz dos
Mares Guia do Instituto BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa e no
Laboratério de Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas Prof. Marcos Luiz
dos Mares Guia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de

Minas Gerais.

3.2.1- Insetos

Uma populagdo de Anticarsia gemmatalis criada em laboratério foi
alimentada com uma dieta artificial desenvolvida por Hoffman-Campo e
colaboradores (1985) (APENDICE). As larvas foram mantidas em camaras
climatizadas a 25 + 5°C, com umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 14

horas.
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3.2.2- Obtencéo do extrato enziméatico

Larvas do 5° instar previamente imobilizadas no gelo tiveram os
intestinos extraidos e mantidos a -20°C em solugdo de HCI 1 mol.L™ pH 3,0, na
proporcao de 5 intestinos por mL de solucdo. Os intestinos foram submetidos a
um processo de lise celular através de ciclos de congelamento em nitrogénio
liguido e descongelamento em banho-maria 37°C (Oliveira et. al., 2005). A
suspensao obtida foi centrifugada a 100.000 g por 45 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi separado. Este sobrenadante (extrato soluvel, ES) foi
posteriormente concentrado por ultrafiltracdo (extrato soluvel concentrado,
ESC) em um dispositivo Amicon 8400 (Mlllipore®) utilizando-se uma membrana
com poros de limite molecular de 10 kDa (Millipore®) e conservado a -20°C

para uso posterior como fonte de enzima para purificacao.

3.2.3- Ensaios enzimaticos e de determinacédo de proteina

O teor protéico das amostras analisadas nas diversas etapas da
purificacdo foi determinado pelo método colorimétrico do acido bicinconinico
(BCA) conforme descrito por Smith e colaboradores (1985).

A determinacao da atividade enzimatica das amostras correspondentes
foi realizada utilizando-se o substrato L-BApNA na concentragao final de
0,25 mmol.L”" em tamp&o Tris-HCI 0,1 mol.L™", pH 9,0. O tamp&o (850 uL) e o
substrato (50 uL) foram pré-incubados por 5 minutos a temperatura de 35°C

antes da adicdo da amostra enzimatica (100 pL). Apds 15 minutos de
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incubacgao a reagao foi parada pela adicdo de acido acético 60% (250 uL). As
velocidades foram determinadas pela formacdo do produto p-nitroanilida,
através da medida da absorbancia a 410 nm em espectrofotdbmetro (Shimadzu
UV-160 A) utilizando-se para os calculos de atividade o coeficiente de extingao

molar de 8800 M™".cm™ para o produto (Budatha et al., 2008).

3.2.4- Purificacdo enzimatica

A enzima tripsina-like soluvel foi obtida a partir do extrato concentrado

(ESC) da lagarta da soja conforme o fluxograma da Figura 8.

Intestinos

N.lig./ BM 37°C
centrifugagao

Extrato

l ultrafiltragdo (Amicon®)

Extrato concentrado
centrifugagao
dialise

Cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina)

|

Cromatografia de troca aniénica (Resource Q)

l concentagao (Centricon®)

Cromatografia de fase reversa (C4g)

Figura 8: Fluxograma de purificacdo da enzima tripsina-like soltvel do intestino de Anticarsia
gemmatalis
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3.2.4.1- Cromatografia de afinidade

O extrato soluvel concentrado (ESC) obtido a partir de 100 intestinos de
A. gemmatalis foi dialisado, utilizando-se membranas com poros limite
molecular de 6 a 8 kDa em tampao Tris-HCI 0,05 mol.L™", NaCl 0,5 mol.L™, pH
7,5 a 4°C e centrifugado a 16.250 g por 2 min. O sobrenadante foi separado e
aplicado em uma coluna de p-aminobenzamidina agarose (2,5 mL) (Sigma®)
equilibrada com o mesmo tampao. A eluicdo das proteinas foi realizada com
tampao glicina 0,05 mol.L™", pH 3,0 a 4°C, com fluxo continuo de 1 mL/min e
coletadas em fracbdes de 1,5 mL. As fracbes eluidas foram monitoradas pela
determinagao da Abs,gy e determinacédo da atividade tripsina-like utilizando L-

BApNA como substrato (item 3.2.3). As fragbes mais ativas foram reunidas.

3.2.4.2- Cromatografia de troca anidnica

A amostra proveniente da cromatografia de afinidade ( item 3.2.4.1) teve
o pH ajustado pela adicdo de NaOH 0,1 mol.L", até atingir o pH 8,6 e foi
submetida a cromatografia de troca aniénica, em uma coluna Resource Q (6,4
x 30 mm) (Pharmacia Biotechnology®), previamente equilibrada com tampao
glicina 0,05 mol.L™", pH 8,6. As proteinas foram eluidas por um gradiente salino
crescente de 0 a 1 mol.L™" de NaCl em tampao glicina 0,05 mol.L™!, pH 8,6 em
30 minutos. O procedimento foi conduzido a temperatura ambiente, em Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC) (Pharmacia LKB- Control Unit-UV-1®)

com fluxo de 1 mL/min. Fracbes de 1,0 mL foram coletadas e tiveram o pH
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ajustado com acido férmico 1 mol.L™”, adicionado em quantidade suficiente para
manter o pH 3,0. As fragdes com maior atividade enzimatica tripsina-like foram
reunidas e conservadas a -20°C para uso posterior nos ensaios de cinética

enzimatica.

3.2.4.3- Cromatografia de fase reversa

A amostra proveniente da troca aniénica (item 3.2.4.2) foi concentrada
utilizando-se Centricon® (Millipore) com membrana com poros de limite
molecular de 10 kDa, centrifugada a 5.000 g a 4°C. Posteriormente a amostra
foi submetida a cromatografia de fase reversa em uma coluna LiChrospher®
100 RP-18 (5um) (Merck), equilibrada com acido trifluoroacético (TFA) 0,1%.
As proteinas foram eluidas em gradiente linear de acetonitrila (0-80%) em TFA
0,1%, em 30 ou 60 minutos. O procedimento foi conduzido a temperatura
ambiente em High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Shimadzu®),

com fluxo de 1 mL/min e deteccao espectrofotométrica em 280nm.

3.2.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), contendo SDS foi
realizada conforme descrito por Laemmli (1970). As corridas eletroforéticas
foram realizadas a temperatura ambiente, a 100 V (20 mA). As amostras
submetidas a eletroforese foram previamente precipitadas com acido

tricloroacético (TCA) 50 %, centrifugadas por 5 minutos a 16.250 g, lavadas
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com acetona gelada, centrifugadas novamente, adicionadas ao tampao de
amostra contendo 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% glicerol (v/v), 2% SDS (p/v),
0,08% azul de bromofenol (p/v), fervidas durante 5 minutos e aplicadas no gel.
Como marcadores de massa molecular foram utilizadas proteinas
recombinantes com as seguintes massas: 15, 25, 35, 50, 75, 100 e 150 kDa
(Sigma®). A massa molecular da fragao proteica foi estimada correlacionando-
se, por meio de uma curva padrao, os perfis de migragao das proteinas-padréao
(distancia percorrida no gel) com o logaritmo da massa molecular. A revelagao
dos géis foi feita com nitrato de prata, conforme procedimento descrito por
Blum e colaboradores (1987). Apdés a corrida eletroforética, os géis foram
fixados em 100 mL de solugéo, contendo metanol, acido acético glacial e agua,
na propor¢gao de 50:12:38 em volume, por no minimo 2 h, seguido de 3
lavagens de 10 min cada, com solugéo de etanol 50 %. A seguir, os géis foram
lavados por 1 min, em solugdo de tiossulfato de soédio 0,02 % (p/v).
Posteriormente, os géis foram rapidamente lavados com &gua destilada e
incubados por 15 min em solugao de nitrato de prata 0,2 % (p/v), contendo 37
ML de formaldeido 37 % (v/v). Apos serem lavados por 3 vezes de 20 segundos
com agua destilada, os géis foram tratados com a solugdo reveladora
(carbonato de sédio 4 %, contendo 2 mL de solu¢do de tiossulfato de sodio
0,02 % e 50 uL de formaldeido 37 %), até a visualizagao das bandas proteicas.

A reacéo foi interrompida pela adi¢cao de acido acético.
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3.2.6- Eletroforese em gel de substrato (desnaturante e nativo)

A analise da atividade proteolitica em gel foi realizada segundo Garcia-
Carrefio e colaboradores (1993). A eletroforese em gel de poliacrilamida
(12,5%), contendo SDS foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970).
Quando necessario, as amostras foram concentradas por didlise em
polietilenoglicol composto (15,000-20,000) (Sigma®). Posteriormente foram
diluidas 1:4 em tampao de amostra contendo SDS, sem agente redutor e néo
foram fervidas. A corrida eletroforética foi realizada a 4°C, a 100 V (20 mA).
Para remover o excesso de SDS o gel foi lavado em tampao 0,05 mol.L™" Tris-
HCL, pH 8,5, por 30 minutos (3 lavagens de 10 minutos cada) a 4°C, sob
agitacdo. Subsequentemente a eletroforese o gel foi imerso em 50 mL de uma
solugdo 2 % de caseina em tampao 0,05 mol.L™" Tris-HCL, pH 8,0, por 30
minutos a 4°C. A temperatura foi elevada para 25°C e o gel foi incubado por
mais 90 minutos. Posteriormente, o gel foi lavado com agua destilada e corado
em solugdo contendo 40% etanol, 10% acido acético e 0,1% de Coomassie
Brilliant blue R-250. A visualizacdo das bandas ativas foi feita apds a
descoloragao do gel com solugdo contendo 40% de etanol e 10% de &cido
acetico.

O gel de substrato nativo foi realizado de maneira idéntica ao descrito
anteriormente, exceto devido a auséncia de SDS no gel e nos tampdes de
corrida e de amostra. Desta forma, a etapa de lavagem do gel apés a corrida

com o objetivo de remover o SDS néo foi necessaria.
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3.2.7- Caracterizagcdo enzimética

3.2.7.1- Atividade amidasica

A determinacdo da atividade amidasica da amostra foi realizada
utiizando-se o substrato cromogénico L-BApNa (N-a-benzoil-L-Arg-p-
nitroanilida). A mistura da reacédo continha 850 ul de tampao Tris-HCI
0,1 mol.L™", pH 9,0, 50 uL da solucdo de L-BApNA 5 mmol.L™" e 100 uL do
extrato enzimatico. O tampao e amostra foram pré-incubados por 5 min a
temperatura de 35°C. Apds esse periodo a reacgao foi iniciada pela adicdo do
substrato e monitorada por 5 minutos. As velocidades foram determinadas pela
formacdo do produto p-nitroanilida, através da medida da absorbancia a
410 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 A®) utilizando-se para os
célculos de atividade o coeficiente de extingdo molar de 8.800 M™'.cm™ para o

produto (Pereira et al., 2005).

3.2.7.2- Atividade esterasica

A determinacdo da atividade esterasica da amostra foi realizada
utilizando-se como substrato L-TAME (N-a-p-tosil-L-Arg-metil-ester). A mistura
da reacdo continha 850 pL tampao Tris-HCI 0,1 mol.L™", pH 8,0,.50 pL da
solucdo de TAME 4 mmol.L™" e 100 uL do extrato enzimatico. O tamp&o e a
amostra foram pré-incubadas por 5 minutos a temperatura de 25°C. Apds esse
periodo a reacgao foi iniciada pela adicdo do substrato e monitorada por 2,5 min
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a 25°C. As velocidades iniciais foram determinadas pela medida da
absorbancia a 247 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 A), utilizando-
se para os calculos de atividade o coeficiente de extincgdo molar de

540 M".cm™ para o produto.

3.2.7.3- Efeito do pH

O perfis de pH foram determinados utilizando-se os seguintes sistemas-
tamp3o, na concentragdo de 0,05 mol.L™': monofosfato/ fosfato dissédico (pH
6,0-7,0); Tris-HCI (pH 7,5-9,0); glicina-NaOH (pH 9,5-10,5).

A atividade enzimatica nos respectivos valores de pH foi determinada
como descrito nos itens 3.2.7.1 e 3.2.7.2, para os substratos L-BApNA e
L-TAME, respectivamente, com a devida substituicdo do tampéao

correspondente a cada faixa de pH desejada.

3.2.7.4- Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado a
10, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C utilizando-se um espectrofotdbmetro com
sistema de temperatura controlada (Shimadzu UV-160 A). As solugdes
(tampdo, amostra, substrato) foram pré-incubadas por 5 minutos em cada
temperatura. A reacdo foi iniciada pela adicdo do substrato e a atividade
determinada como descrito nos itens 3.2.7.1 e 3.2.7.2, para os substratos L-

BApNA e L-TAME, respectivamente.
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3.2.7.5- Determinacédo da Ky, € Vimax

A determinacao da Ky e Vnax foi realizada utilizando-se concentracdes
crescentes dos substratos L-BApNA e L-TAME. Os ensaios enzimaticos foram
conduzidos como descrito nos itens 3.2.7.1 e 3.2.7.2. As concentragdes
testadas para o substrato L-BApNA foram 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 mmol.L™" e

para o substrato L-TAME foram 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4 mmol.L™".

3.2.8- Avaliacédo do efeito de inibidores e ions calcio na atividade enzima
digestiva tripsina-like de A. gemmatalis

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi avaliado utilizando-se
L- BApNA como substrato na presenca de: a) PMSF (0,40 mmol.L™" a 1,6
mmol.L™"), um inibidor irreversivel de serino-proteases; b) TLCK (5 pmol.L™ a
20 pmol.L™"), um inibidor irreversivel de serino proteases tripsina-like; c)
benzamidina (1 umol.L™" a 100 pmol.L™"), um inibidor competitivo de serino
proteases; d) aprotinina (0,5 pmol.L™" a 2,0 pmol.L™"), um inibidor de serino
proteases, com excecdo de trombina e Fator X, €) TPCK (10 pmol.L™ a 100
umol.L™"), um inibidor irreversivel de serino- proteases tipo quimiotripsina e f) E-
64 (1 ymol.L™" a 10pumol.L™"), um inibidor irreversivel de cisteino-proteases. Foi
também avaliado o efeito dos inibidores proteicos da soja, SBTI (0,1 pmol.L™" a
1 pmol.L" ) e SBBI (0,5 pmol.L™" a 5 pmol.L™"). Todos os inibidores testados
foram adquiridos da Sigma®.

A amostra enzimatica foi previamente incubada com cada inibidor nas

diferentes concentragdes testadas por 5 minutos a temperatura de 35°C. O
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substrato L-BApNA foi adicionado a reacdo e a atividade enzimatica foi
determinada conforme descrito no item 3.2.7.1.

O efeito dos ions calcio na atividade enzimatica foi avaliado através da
adicdo de cloreto de calcio (CaCl,) no tamp&o 0,1 mol.L™" Tris HCI, pH 9,0 na
concentragdo final variando entre 0 e 20 mmol.L™". A atividade enzimatica foi

determinada conforme descrito no item 3.2.7.1.

3.2.9. Obtencdo de peptideos tripticos e analise por espectrometria de
massa
Apds a separagao por SDS-PAGE (item 3.2.5) e coloragdo por
Coomassie Brilliant Blue G250, a regido do gel contendo a proteina foi extraida
com auxilio de um bisturi, cortada em fragmentos de aproximadamente 1mm?e
colocada em um microtubo.
A digestao da proteina em gel foi realizada como descrito a seguir:
e Remocéao do corante: Os fragmentos do gel contendo a proteina foram
descorados durante 15 min por trés vezes em solugao contendo 50% v/v
de acetonitrila (ACN) e 25 mmol.L™" de bicarbonato de aménio, pH 8,0 e
desidratados por duas vezes de 5 minutos em 100% de acetonitrila. A
acetonitrila foi removida e os fragmentos de gel colocados em centrifuga
com vacuo Univapo® 100 H (Uniequip) por cerca de 15 minutos, até
ficarem completamente secos.
e Reducéao e alquilagdo: Os fragmentos de gel foram reduzidos em DTT
(10 mmol.L™" DTT/ 100 mmol.L™ bicarbonato de aménio, pH 8,0) por 30

minutos a temperatura ambiente e alquilados com IAA (50 mmol.L™" IAA/
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100 mmol.L™" bicarbonato de amoénio, pH 8,0), por 30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. A IAA foi removida e os fragmentos de
gel lavados com 100 mmol.L™” de bicarbonato de ambnio e
posteriormente desidratados com 100% de ACN. A ACN foi removida e
os fragmentos de gel colocados em centrifuga com vacuo Univapo®
100 H (Uniequip) por cerca de 15 min, até ficarem completamente
Secos.

Digestdo das proteinas: Os fragmentos de gel foram reidratados em
10 pL de solugéo de tripsina Gold Sequence Grade (Promega) contendo
20 ng de tripsina por microlitro em 25 mmol.L™' de bicarbonato de
amoénio pH 8,0 e mantidos a 37°C por 12 horas.

Extracdo dos peptideos: Os peptideos foram extraidos com duas
lavagens de 30 minutos com a solugdo de eluicéo (5% v/v acido férmico/
50% v/v ACN), sob agitagdo constante (vortex). A seguir as amostras
foram concentradas em centrifuga com vacuo Univapo® 100 H
(Uniequip) até o volume de 10 yL. As amostras foram conservadas a -

20°C para uso posterior.

Para a analise por espectrometria de massas os peptideos tripticos

foram preparados em uma Zip-Tip (Millipore®) contendo resina de fase reversa

18) previamente ativada com 50% v/v de e equilibrada com 0,1% v/v de
(Cig) ' te ativad 50% v/v de ACN ilibrad 0,1% vivd

TFA. A amostra foi eluida da resina em 8 uL de solugdo 50% v/v de ACN

contendo 0,1% v/v de TFA. Uma aliquota de 0,5 uL da amostra foi misturada a

0,5 pyL da matriz (acido-a-ciano-4-hidroxicindmico) e aplicada na placa de
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MALDI. Os espectros de massa MS e MS/MS foram obtidos usando o sistema
MALDI-TOF-TOF Autoflex Ill Smartbeam (Bruker Daltonics®), sendo adquiridos
em modo refletor e internamente calibrados com peptideos clivados pela

tripsina. A calibragao interna no modo MS foi feita utilizando-se uma mistura de

4 peptideos: des-Arg1-Bradicinina (m/z = 904.468), angiotensina | (m/z

1296.685), Glu1-fibrinopeptideo B (m/z = 1570.677) e ACTH (18-39) (m/z
2465.199). O espectro MS/MS foi externamente calibrado usando fragmentos
ion/massa conhecidos observados no espectro MS/MS da angiotensina I. Os
espectros provenientes de analises combinadas (MS+MS/MS) foram
confrontados com o banco de dados MSDB usando o software MASCOT
(http://www.matrixscience.com). Nas buscas, foram incluidos os seguintes
parametros junto ao MASCOT: sem restricbes de peso molecular, todas as
entradas de origem, duas clivagens faltantes, tolerancia de massa do peptideo
t 0,1%, tolerancia para MS/MS +/- 0,8 Da, modificagdes variaveis dos residuos

de cisteina (carbamidometilagdo) e metionina (oxidagao).

3.2.10. Analise estatistica dos dados

Os ensaios de caracterizacado enzimatica foram realizados em triplicata e

os dados foram analisados considerando-se o desvio padrdo em relacdo a

média. Os parametros cinéticos no estado estacionario foram obtidos por

regressao nao-linear, utilizando-se o programa Sigma Plot 8.0.
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3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1- Purificacdo da enzima digestiva solavel tripsina-like de Anticarsia
gemmatalis

A enzima tripsina-like foi obtida a partir do extrato soluvel concentrado
(ESC) apoés cromatografia de afinidade e de troca-anibnica, conforme
esquematizado na figura 8. Durante as etapas de purificagdo as atividades
enzimaticas foram determinadas utilizando-se o substrato L-BApNA, e o teor
protéico determinado pelo método colorimétrico do acido bicinconinico, como
descrito no item 3.2.3. Um resumo das etapas de purificagao é apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1- Etapas de purificagdo da enzima soluvel tripsina-like de Anticarsia gemmatalis

Etapas de purificacao Proteina  Atividade Atividade Fator de Rendimento
total total® especifica® purificagéo (%)
(mg)  (M.min™")  (UM.min""/mg) (X)

Extrato concentrado (ESC) 105,9 5,55 0,052 1 100

Afinidade

(p-aminobenzamidina 0,78 6,88 8,82 167 124

agarose)

Troca-anibnica

(Resource-Q) 0,108 2,89 26,75 514 52

@ Substrato usado: L-BApNA

O perfil cromatografico da primeira etapa de purificagao, correspondente
a aplicacdo do ESC na coluna de afinidade de p-aminobenzamidina —agarose
(tem 3.2.4.1), esta representado pela Figura 9. Dois picos de atividade para o

substrato testado foram observados.
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Figura 9: Perfil cromatografico do extrato soluvel concentrado de Anticarsia gemmatalis em
coluna de p-aminobenzamidina-agarose equilibrada com Tris-HCI 0,05 moI.L'1,
NaCl 0,5 mol.L™, pH 7,5. As proteinas foram eluidas em glicina 0,05 mol.L™", pH 3,0. Substrato
usado: L-BApNA. Absorbancia em 410 nm (m); absorbancia em 280nm (o).

O primeiro pico foi eluido inicialmente juntamente com a maior fragado
proteica durante a remocédo de proteinas ndo ligadas e provavelmente
corresponde a enzimas presentes no extrato enzimatico, que ndo apresentam
afinidade pela p-aminobenzamidina, mas que sdo capazes de hidrolisar o
substrato BApNA (Terra e Ferreira, 1994). Além disso, a resina utilizada
apresenta uma capacidade de ligagdo de 7 a 10 mg de tripsina por mL de
resina, conforme informado pelo fabricante (Sigma ®), excluindo a
possibilidade da amostra ter saturado os sitios de ligagcédo a coluna.

O segundo pico de atividade foi eluido apds o inicio da utilizagdo do
tampao de eluicdo. O rendimento apds esta etapa cromatografica foi de 124%,
revelando que a enzima tripsina-like € separada de provaveis inibidores
presentes no extrato bruto durante esse processo. Observagcao semelhante foi

relatada durante a purificagao de tripsinas de Bombyx mori (Eguchi e Kuriyama,
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1985), Locusta migratoria (Lam et al., 2000) e Heliothis virescens (Brito et al.,
2001). As fragdes ativas referentes ao segundo pico foram reunidas e
posteriormente submetidas a cromatografia de troca-aniénica, em uma coluna

Resource Q (item 3.2.4.2). O perfil desta cromatografia esté representado na

Figura 10.
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Figura 10: Perfil cromatografico da troca-aniénica em Resource Q da fragdo enzimatica soluvel
de Anticarsia gemmatalis oriunda da cromatografia de afinidade. A coluna foi equilibrada com
tampao glicina 0,05 mol.L™", pH 8,6. As proteinas foram eluidas por um gradiente salino
crescente de 0 a 1 mol.L”" de NaCl em tampéo glicina 0,05 mol.L™", pH 8,6. Substrato usado;
L-BApNA. Absorbancia em 410 nm (m); absorbancia em 280nm (0); gradiente de NaCl de 0 a 1
M (---).

O perfil cromatografico desta etapa apresenta um pico proteico com
atividade que é eluido com aproximadamente 0,3 mol.L™" de NaCl. Observa-se

ainda algumas fragdes fracamente ativas que sado eluidas antes do inicio do

49



gradiente salino, semelhante ao perfil do extrato do intestino de Musca
domestica em uma S-Sepharose (Lemos e Terra, 1992). Tripsinas de outros
insetos ja foram isoladas a partir da cromatografia de troca i6nica,
apresentando normalmente caracteristicas anionicas (Jongsma et al., 1996;
Cristofoletti et al., 2001; Lopes e Terra, 2003), tendo sido descrita uma isoforma
de tripsina com caracteristicas catidbnicas em Locusta migratoria (Lam et al.,
2000). Analises filogenéticas de sequéncias de DNA de enzimas tripsina-like de
lepidopteras demonstraram a ocorréncia de pelo menos trés tipos de tripsina (I
II, II) envolvidas com a digestdo. Observou-se que as tripsinas pertencentes
aos tipos | e lll sdo usualmente anidnicas, e as pertencentes ao tipo Il sédo
usualmente catidénicas (Novillo et al.; 1999; Lopes et al., 2004; Diaz-Mendonza
et al., 2005). Segundo, Muhlia-Almazan et al. (2008) a presenga de tripsinas
aniénicas ou catidnicas € espécie-especifica e a diferenca de cargas pode ser
funcionalmente importante.

As fracbes mais ativas correspondentes ao pico aniénico foram reunidas
e, ao final desta etapa, a enzima apresentou um fator de purificagdo de 500
vezes com um rendimento de 52% (Tabela 1).

Os protocolos de purificagdo de enzimas tripsina-like de insetos
descritos na literatura normalmente envolvem uma ou ambas as etapas
cromatograficas utilizadas neste trabalho. A escolha das etapas varia em
funcdo de caracteristicas das amostras. Por exemplo, a combinagdo de
cromatografias de troca-anibnica ndo péde ser empregada na purificacdo de
tripsinas de Musca domestica e Diatrea saccharalis, como foi para tripsinas de

Tenebrio molitor e Periplaneta americana, devido a ocorréncia de autdlise. A
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cromatografia de afinidade foi, portanto, empregada como alternativa
apresentando resultados satisfatérios (Lopes et al., 2006). Neste trabalho
optou-se pela combinacdo de ambas as etapas. Foi testada inicialmente a
cromatografia de troca-aniébnica como descrito no item 3.2.4.2, embora com
gradiente mais lento, de 60 minutos. Observou-se um arraste da atividade,
obtendo-se muitas fragdes ativas tanto naquelas fragdes que nao ligaram a
coluna quanto nas fragées que foram eluidas apds o inicio da gradiente (Figura

11).
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Figura 11: Perfil cromatografico da troca-anibnica em Resource Q do extrato soluvel
concentrado do intestino de Anticarsia gemmatalis. A coluna foi equilibrada com tampao glicina
0,05 mol.L™, pH 8,6. As proteinas foram eluidas por um gradiente salino crescente de 0 a 1
mol.L”" de NaCl em tampdo glicina 0,05 mol.L”", pH 8,6. Substrato usado; L-BApNA.
Absorbancia em 410 nm (m); absorbancia em 280nm (0); gradiente de NaClde 0 a 1 M (---).

A opcao de fazermos primeiramente a cromatografia de afinidade se
mostrou melhor ao observarmos que algumas fragdes ativas ndo apresentaram

afinidade pela p-aminobenzamidina (Figura 8). Desta forma, a cromatografia de
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troca-anibnica passou a ser realizada apos a amostra ter sido separada por
afinidade, sendo utilizadas somente as fragbes retidas na coluna de p-
aminobenzamidina.

Amostras correspondentes a cada etapa de purificagdo foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %, sob condigbes desnaturantes
(item 3.2.5). O perfil de migragdo das proteinas presentes em cada etapa esta

representado na Figura 12.
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Figura 12: Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12,5 %) da enzima soluvel tripsina-like do
intestino de Anticarsia gemmatalis. 1- marcadores de massa molecular; 2- extrato soluvel
concentrado; 3- fragdo enzimatica pds cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina
agarose); 4- fragao enzimatica pds cromatografia de troca-aniénica (Resource-Q). As amostras
foram coradas pelo método da prata.

As etapas cromatograficas se mostraram eficientes na separagdo da

enzima tripsina-like, resultando em uma reducdo das espécies proteicas
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presentes no extrato bruto (Figura 12, linha 2) até a observacdo de uma unica
banda na fragdo enzimatica obtida a partir da cromatografia de troca i6nica

(Figura 12, linha 4).

3.3.2- Determinacdo da massa molecular

A massa molecular da proteina obtida apds a troca-anibnica foi
calculada a partir de uma regresséao linear, correlacionando-se o logaritmo das
massas moleculares de proteinas padrdo com as distancias percorridas por
estas em SDS-PAGE 12,5 % (Figura 12). A distancia percorrida pela amostra
foi de 46 mm, o que resultou em valor estimado de massa molecular de
aproximadamente 24,9 kDa (Figura 13).

A massa estimada de 24,9 kDa para a enzima soluvel tripsina-like de A.
gemmatalis esta em concordancia com as massas de tripsinas observadas na
maioria insetos, que variam entre 20 kDa e 35 kDa (Terra e Ferreira, 1994),
bem como as tripsinas isoladas de outras espécies de lepidopteras: 27 kDa e
24 kDa em Sesamia nonagroides (Novillo et al., 1999); 26 kDa e 29 kDa em
Helicoverpa armigera (Telang et al., 2005); 28,7 kDa em Diatrea saccharalis
(Lopes et al., 2006). No entanto, massas moleculares maiores, de 67 kDa e
70 kDa, foram observadas em Heliothis virescens (Brito et al., 2001) e também
menores, de 12,8 kDa, em Bombyx mori (Eguchi e Kuriyama, 1985) e de 17

kDa em Locusta migratoria (Lam et al., 2000).
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Figura 13: Determinacdo da massa molecular da enzima soluvel tripsina-like de Anticarsia
gemmatalis. Marcadores de massa molecular (¢), amostra (o).

3.3.3- Determinacéao da atividade proteolitica em gel de substrato (nativo e
desnaturante)

A atividade proteolitica das amostras nas diferentes etapas de
purificacado foi analisada através do gel de substrato, apds separagao em SDS-
PAGE (12,5%) e subsequente incubacao do gel em solu¢ao de caseina 2% em
50 mmol.L™ Tris-HCI, pH 7,5 (item 3.2.6). Apds a incubacgdo com a caseina, o
gel foi corado por Coomassie e bandas claras de atividade foram visualizadas
contra um fundo azul (Figura 14).

Como era de se esperar, um grande numero de proteases compde o
pool de enzimas presentes no extrato bruto do intestino da lagarta (Figura 14,
linha 2). A ocorréncia de multiplas tripsinas no intestino de lepiddpteras é
comumente relatada na literatura, estando normalmente relacionada a
capacidade de adaptacao do inseto a presenca de inibidores de proteases de
plantas (Brito et al., 2001; Volpicella et al., 2003; Budatha et al., 2008). Apds a
separacdao em coluna de afinidade trés espécies fortemente ativas foram

detectadas, revelando que entre as proteases inicialmente observadas no
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extrato bruto, essas sédo provavelmente tripsina-like. Oliveira e colaboradores
(2005) também identificaram trés bandas com atividade proteolitica no extrato
do intestino de A. gemmatalis apds cromatografia de afinidade em coluna de
aprotinina-agarose, porém com massas moleculares maiores que as
observadas neste trabalho, variando entre 66 kDa e 91 kDa. Foi sugerida a

formagao de agregados para explicar essa discrepancia.
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Figura 14: Perfil da atividade proteolitica da enzima soluvel tripsina-like do intestino de
Anticarsia gemmatalis apds separagdo em SDS-PAGE (12,5%) e incubagdo com solugdo de
caseina 2%. 1- Padrao de massa molecular; 2- extrato sollvel concentrado; 3- amostra apds
afinidade; 4- amostra apds troca-anionica.

Foi observado que algumas espécies proteicas presentes na fragdo pos-
afinidade detectadas pela coloragcdo por prata (Figura 12) ndo apresentaram
atividade proteolitica no gel (Figura 14). Mazumdar-Leighton e colaboradores
(2000) identificaram um mMRNA bastante abundante no intestino médio de
Helicoverpa armigera (Lepidoptera) codificando uma enzima tripsina-like onde
a serina 195 foi substituida por um aspartato. As assinaturas e sequéncias de

residuos responsaveis pela interagdo com inibidores tipo SKTI foram mantidos,
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sugerindo que proteinas como esta poderiam apresentar uma funcao
relacionada com sinalizagao/interagcdo. Essa hipotese poderia explicar a
afinidade das amostras pelo inibidor (p-aminobenzamidina) e a incapacidade
de hidrolisar o substrato proteico no gel de caseina.

A fracao pods-troca-anionica revelou a presenca de uma unica espécie
ativa correspondente a mesma banda observada no gel corado pela prata
(figura 10, linha 4), confirmando sua atividade proteolitica.

A atividade proteolitica da enzima em gel de substrato foi também
determinada apds separagdo da amostra em gel nativo de poliacrilamida
(PAGE) 12,5% (item 3.2.6). Uma unica banda de atividade foi visualizada,
correspondente a mesma banda proteica observada em gel corado pela prata,

cuja amostra foi separada nas mesmas condi¢des (Figura 15 A e B).

A B

Figura 15: Atividade proteolitica da enzima soluvel tripsina-like de Anticarsia gemmatalis, apds
separagao em gel nativo (PAGE- 12,5%) e incubacdo com solugéo de caseina 2%. A) amostra
corada por Coomassie apos incubagao com caseina; B) amostra corada pelo método da prata.

56



3.3.4- Caracterizagcdo enzimética

3.3.4.1- Efeito do pH

O efeito do pH na atividade da enzima foi determinado na faixa de pH
compreendida entre 7,0 e 10,5, na temperatura de 35°C, utilizando-se o
substrato sintético L-BApNA (Figura 16A) e entre 6,5 e 9,5, na temperatura de
25°C, utilizando-se o substrato, também sintético, L-TAME (Figura 16B),
conforme descrito anteriormente no item 3.2.7.3.

O perfil de pH diferiu entre os substratos testados embora o pH de
atividade 6tima observado para ambos tenha sido na faixa alcalina. A atividade
enzimatica maxima foi observada em pH 8,0 quando o substrato L-TAME foi
testado (Figura 16B) e na faixa de pH entre 8,0 e 9,0 quando testado o L-
.BApNA (Figura 16A). A reducao da atividade enzimatica com o aumento do pH
foi mais acentuada com o substrato L-TAME; em pH 9,5 a atividade enzimatica
foi nula, comparada com cerca de 79% de atividade neste mesmo pH
utilizando-se L-BApNA.

Os dados observados estdo em concordancia com o descrito para
enzimas tripsina-likes isoladas do intestino de insetos, que normalmente
apresentam maior atividade entre pH 8 e 9. Tripsinas de lepidopteras, no
entanto, normalmente apresentam valores de pH de atividade o6tima mais
elevados, correspondendo ao elevado pH do lumen intestinal destes insetos
(Terra e Ferreira, 1994; Terra et al., 1996). Por exemplo, tripsinas isoladas de

Sesamia nonagroides (Novillo et al., 1999), Spodoptera littoralis (Marchetti et
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al., 1998) e Helicoverpa armigera (Telang et al., 2005) apresentaram atividade

maxima em pH 10 a 11.
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Figura 16: Efeito do pH na atividade da enzima soluvel tripsina-like de A.gemmatalis utilizando-
se o0s substratos L-BApNA (A) e L-TAME (B). Cada ponto representa a média de trés
determinagdes. As barras verticais representam o desvio padrao da média.

O elevado pH do intestino destes insetos ajuda a proteger contra o efeito
nocivo de taninos, normalmente presente na dieta. O tanino forma complexo
insoluveis com as enzimas e proteinas da dieta afetando a digestdo de
proteinas. A formacdo de complexos tanino-proteinas é reduzida em pH

alcalino (Nation, 2001). A atividade enzimatica tripsina-like do extrato bruto do
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intestino de Anticarsia gemmatalis apresentou pH de atividade 6tima igual a 10,
utilizando-se L-BApNA como substrato (Pereira et al., 2005), se aproximando
mais do que é descrito para lepidopteras. Ja em amostras parcialmente
purificadas, também de A. gemmatalis, o pH de atividade étima observado para
o substrato L-BApNA foi 8,5 e para o substrato L-TAME foi 8,0 (Oliveira et al.,
2005), semelhante ao observado neste trabalho. A diferengca do pH 6timo
observado, especialmente por Pereira e colaboradores (2005), provavelmente
€ decorrente da diferenga na composi¢cao das amostras testadas, uma vez que

nao trabalharam com amostra pura.

3.3.4.2- Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado na
faixa entre 20°C e 50°C, em pH 9,0, utilizando-se o substrato L-BApNA (Figura
17A) e entre 10°C e 40°C, em pH 8,0, utilizando-se o L-TAME (Figura 17B),
conforme descrito anteriormente (item 3.2.7.4).

A atividade enzimatica foi maxima aos 35°C quando o substrato testado
foi o L-BApNA e aos 25°C quando testado o L-TAME, como observado nas
figuras 17A e 17B, respectivamente. Uma maior perda de atividade com o
aumento da temperatura foi observada com o substrato L-TAME. Aos 40°C a
enzima reteve 74% de sua atividade maxima com o L-BApNA e apenas 14%
com o L-TAME. De forma contraria, em temperaturas mais baixas a perda de

atividade foi maior com o substrato L-BApNA.
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Figura 17: Efeito da temperatura na atividade da enzima tripsina-like de A.gemmatalis
utilizando-se os substratos L-BApNA (A) e L-TAME (B). Cada ponto representa a média de trés
determinagdes. As barras verticais representam o desvio padrao da média.

A dependéncia da atividade enzimatica tripsina-like da temperatura foi
variavel quando comparada entre algumas espécies de lepidopteras. A
temperatura de atividade 6tima de uma enzima tripsina-like purificada de
Ostrinia nubilalis foi de 53°C (Bernardi et al., 1996). Em Spodoptera littoralis
tripsinas isoladas apresentaram temperatura de atividade 6tima de 30°C com o
substrato L-BApNA, sendo observado que as enzimas ainda mantiveram cerca

de 30% da atividade maxima na temperatura de 5°C (Marchetii et al., 1998). A
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atividade de enzimas tripsina-like no extrato bruto de intestino de Anticarsia
gemmatalis foi maxima aos 50°C (Pereira et al., 2005), utilizando-se L-BApNA
como substrato. Oliveira e colaboradores (2005), trabalhando com amostras de
tripsinas parcialmente purificadas, também de Anticarsia gemmatalis,
observaram temperatura 6tima para o substrato L-BApNA de 35°C e para o
substrato L-TAME de 30°C, semelhante ao observado neste trabalho, embora a
perda de atividade em temperaturas mais baixas utilizando-se L-TAME tenha
ocorrido de forma mais acentuada, sendo nula aos 20°C.

Por serem animais pecilotérmicos, diversos processos biolégicos dos
insetos, como crescimento, desenvolvimento e fecundidade sdo diretamente
influenciados pela temperatura (Ascerno, 1991). Moscardi e colaboradores
(1981) avaliaram o efeito da temperatura sobre a oviposi¢cao, eclosdo de
lagartas e longevidade de A. gemmatalis e observaram que a fecundidade e a
capacidade de postura desses insetos foram maiores a 32,2°C. Uma maior
atividade da enzima tripsina-like purificada foi observada em uma faixa de
temperatura proxima a essa para ambos os substratos testados, BApNA e
TAME. Esses dados coincidem com temperatura ambiente de regides tropicais
e subtropicais de onde a lagarta é nativa e esta adaptada, e portanto, se

desenvolve melhor (Barbara, 2006).

3.3.4.3-Constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vimax)

O efeito da concentragdo do substrato na velocidade da reacao
catalisada pela tripsina-like soluvel de A. gemmatalis foi determinado utilizando-

se o0s substratos sintéticos L-BApNA e L-TAME, conforme descrito no item
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3.2.7.5. Ambos seguiram o modelo cinético de Michaelis-Menten nas
concentragdes de substrato testadas, e estdo representados nas figuras 18 e
19, cujos valores de r*sdo 0,985 e 0,961, respectivamente.

Os valores da constante cinética (Ky) e da velocidade maxima (Vmax)

para cada substrato sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros cinéticos da enzima soluvel tripsina-like de A. gemmatalis®

Substrato Ky (Mmol.L™)  Vimax (mol.L™.min™)
L-BApNA 120 5,40
L-TAME 49 66,20

A enzima apresentou capacidade de hidrolisar tanto ligagcbes amida
quanto éster, demonstrado pelo uso dos substratos L-BApNA e L-TAME,
respectivamente, concordando com o que ja foi descrito para serino
proteinases (Perona e Craik, 1995).

Os parametros cinéticos observados assemelham-se aos descritos para
enzima tripsina-like da préopria Anticarsia gemmatalis descrito por Oliveira e
colaboradores (2005) (Ky= 0,32 mmol.L™" para BApNA e Ky= 52,5 pmol.L™" para
TAME). O valor de Ky para o BApNA também esta em concordancia com o que
foi descrito para enzimas tripsina-likes isoladas de Sesamia nonagroides, 0,22
mmol.L™" e 0,17 mmol.L™" (Novillo et al., 1999) e Bombyx mori, 0,47 mmol.L
(Eguchi e Kuriyama, 1985), embora maior que o observado para quatro
tripsinas de Heliothis virescens, cujos valores variaram entre 0,3 umol.L™" e 15

umol.L™ (Brito et al., 2001).
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Figura 18: Efeito da concentragdo do substrato L-BApNA na velocidade da reagéo catalisada
pela enzima soluvel tripsina-like de Anticarsia gemmatalis.
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Figura 19: Efeito da concentragdo do substrato L-TAME na velocidade da reagado catalisada
pela enzima soluvel tripsina-like de Anticarsia gemmatalis.

O menor valor de Ky e a maior relagao Vimax/Km para o substrato L-TAME
em relacdo ao L-BApNA é descrito na literatura. Ensaios realizados com

substratos éster e amida demonstraram que substratos éster, como L-TAME,
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normalmente apresentam maior eficiéncia catalitica em relacdo aos substratos
amida. A diferengca observada esta relacionada com o mecanismo da reacao
catalisada por serino-proteinases, envolvendo diferencas na etapa limitante da

reacao para os substratos, Eq.1.

_>k1 k k
4 2 \ V4 3 N 4
E+S ES > ES >SE+ P 1)
¢ k., +
g e

A etapa limitante da velocidade na hidrolise de ligagdes amida por
enzimas tripsina-likes é a formacéo do complexo acil-enzima (kz), enquanto na
hidrolise de ligagdes éster é a deacilagao (ks), com a consequente formagao do
produto. No caso de um substrato éster especifico k, pode ser maior que k3

cerca de 1 a 3 ordens de magnitude (Inagami, 1972; Hedstrom, 2002).

3.3.4.4- Avaliacédo do efeito de inibidores e de ions calcio

A atividade enzimatica da tripsina-like de A.gemmatalis foi testada na
presenca de inibidores, conforme metodologia descrita no item 3.2.8. Um
resumo dos resultados obtidos € apresentado na Tabela 3.

Como esperado, a enzima foi sensivel a inibicao por PMSF, um inibidor
classico de serino proteinases (Barrett, 2001), por aprotinina (Laskowiski e
Kato, 1980) e por inibidores de tripsinas, TLCK (Shaw et al., 1965),
benzamidina (Mares-Guia e Shaw, 1965) e indicando o envolvimento do
residuo de serina e histidina em seu sitio ativo. No entanto, a inibicao da

enzima tripsina-like por PMSF foi menor que a observada por TLCK e
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benzamidina. A inibicdo parcial por PMSF em relacdo a benzamidina foi

também relatada em amostras do extrato do intestino de Helicoverpa armigera.

Tabela 3- Efeito de inibidores e calcio na atividade da enzima soluvel tripsina-like de
A.gemmatalis expressos em relagdo ao controle, na auséncia do inibidor

Inibidores Concentragao Atividade residual (%)?
0,4 mM 74,8 +0,12
PMSF 0,8 mM 68,4 £ 0,06
1,6 mM 53,1+ 0,07
5uM 63,1+0,24
TLCK 10 uM 41,1+0,14
20 uM 13,0 £ 0,07
10 uM 101,5+2,19
TPCK 50 uM 103,12 + 4,41
100 uM 103,12 + 4,41
1uM 71,8 £ 0,04
Benzamidina 10 uM 49,0+ 0,24
100 uM 25,3+0,27
- 0,5 uM 71,4+0
Aprotinina 1.0 uM 42840
2,0 uM 21,4+0
0,5 uM 79,6 + 0,46
SBBI 2,5 uM 29,4+0,35
5,0 uM 19,4 + 0,07
0,1 uM 77,0+0,14
SBTI 0,5 uM 50,7 + 0,07
1,0 uM 22,9+0,28
1uM 75,0+ 0,28
E-64 5uM 45,8 +0,14
10 uM 32,6 £ 0,21
5 mM 101,1 £ 1,41
CaCl, 10 mM 101,1 £ 1,41
20 mM 98,2 + 2,47

@ Os valores representam a média de trés determinagdes + desvio padréo
Substrato usado: L-BApNA

A benzamidina inibiu 98% da atividade da amostra testada e o PMSF

(2 mmol.L™") inibiu apenas 28% (Bown et al., 1997). A atividade proteolitica do

65



extrato do intestino de A. gemmatalis foi inibida por PMSF com ICs, de
1,39 mmol.L”" .e pela benzamidina com ICs, de 76 pmol.L™, utilizando também
o BApNA como substrato (Pereira et al., 2005). Observagao semelhante foi
relatada por Xavier e colaboradores (2005). A diferenca de sensibilidade entre
os inibidores foi atribuida a ndo homogeneidade da amostra, uma vez que néo
utilizaram amostras puras. Entretanto, o PMSF é um inibidor irreversivel de
reagao lenta, cuja inibicdo é tempo-dependente, podendo a inibigdo parcial ser
decorrente do tempo de incubagao (Barrett et al., 2001).

A atividade enzimatica ndo foi inibida pelo TPCK, um inibidor de
quimiotripsina, reforcando sua classificagdo como uma enzima tripsina-like. O
inibidor E-64, embora amplamente usado como padrao para identificagcao de
cisteino proteases (Sreedharan et al., 1996) foi capaz de inibir a enzima
tripsina-like de A.gemmatalis e a atividade enzimatica nédo foi alterada na
presenca de 1 mmol.L™" de DTT. Esta observacdo ndo surprrendeu, pois ja é
descrito que o E-64 atua inibindo tripsinas de varias espécies de lepidopteras
(Jongsma et al., 1996; Novillo et al., 1997, 1999; Gatehouse et al., 1997), bem
como B-tripsina comercial por mecanismo de competicdo (Sreedharan et al.,
1996). Por modelagem computacional observou-se que a inibigao da B-tripsina
envolve duas interacdes eletrostaticas. Uma interagao ocorre entre o cation do
butilguanidina do E-64 com o anion carboxilato do aspartato no sitio S1 e a
outra entre o carboxilato do C-2 do anel epdxido do E-64 com um residuo de
lisina (Sreedharan et al., 1996). Em lepidopteras a inibicdo pode ser explicada

pela interagdo do residuo carregado Arg 73, extremamente conservado em
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tripsinas tipo-l destes insetos, com o carboxilato do E-64, contribuindo para
estabilisar o complexo (Diaz-Mendonza et al., 2005).

A atividade da enzima tripsina-like ndo foi afetada pela presenca de ions
célcio nas concentragdes testadas (Tabela 3). O efeito de ions célcio na
atividade e estabilidade de tripsinas de inseto ainda n&do é conclusivo. Varios
trabalhos indicam que as tripsinas de inseto ndo sido afetadas por ions calcio
(Marchetii et al., 1998; Lopes et al., 2006; Terra and Ferreira 1994, 2005),
sendo descrito que o motivo de ligacdo de calcio, normalmente observado em
tripsinas de mamiferos, ndo ocorre na maioria das sequéncias de tripsinas de
insetos (Lopes et al., 2006). Entretanto, é também relatada a importancia dos
ions calcio na atividade de tripsinas de alguns insetos (Wagner et al., 2002;
Oliveira et al., 2005; Pereira et al., 2005; Budatha et al., 2008).

Os inibidores de proteases de planta, SBTI (inibidor de tripsina da soja,
tipo Kunitz (Song and Sun, 1998)) e SBBI (inibidor de tripsina da soja, tipo
Bowman-Birk (Lin et al., 1993)), também foram testados com a enzima obtida
(Tabela 3). Ambos foram capazes de inibir a enzima tripsina-like de A.
gemmatalis, reduzindo a atividade em até 80% na maior concentracdo testada,
embora diferencas na arquitetura destes inibidores podem ter resultado na
diferengca de sensibilidade da enzima a inibicado (Volpicella et al., 2003).
Ensaios in vitro tém demonstrado que ambos inibidores sao bastante eficientes
na reducao da atividade de enzimas tripsina-like de lepiddpteras. Cerca de 88%
da atividade tripsina-like de Spodoptera litura foi inibida na presenga de SBTI
(Mcnanus e Burgess, 1996). Em Spodoptera exigua 45-72 % da atividade

tripsina-like foi inibida por SBTI e SBBI (Jongsma et al., 1996). Entre varios
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inibidores proteicos testados em duas enzimas tripsina-like de Sesamia
nonagroides, SBTI e SBBI foram os mais eficientes, uma vez que foram
capazes de inibir as duas enzimas, apresentando o menor valor de ICso. Para
uma das tripsinas testadas o valor ICso do SBBI foi 2 pmol.L™" e do SBTI 0,1
umol.L™ (Novillo et al., 1999). A manipulacdo da expressdo enddégena desses
inibidores nas plantas de soja objetivando defesa anti-herbivora pode ser
alcancada, entretanto, ensaios in vivo, realizados através da incorporacao
destes na dieta devem ser previamente realizados. Tem sido demonstrado que
in vivo o efeito destes inibidores ndo corresponde as expectativas quando
comparado aos efeitos in vitro devido ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pelos insetos (Broadway, 1995; Jongsma et al., 1995; Bown et al.,
1997). Por exemplo, a atividade triptica do extrato de intestinos de Helicoverpa
zea foi reduzida em 95% na presenca de 0,5 mmol.L™" de SBTI comparados a
apenas 2% de inibigdo utilizando a mesma concentracéo de inibidor apds a
larvas terem sido alimentadas com dieta suplementada com o SBTI (Volpicella
et al., 2003). Além disso, deve-se considerar que 0s ensaios in Vitro
normalmente sio realizados em larvas do ultimo instar e sabe-se que as
tripsinas que participam da digestdo ndo sédo as mesmas durante o todo o
desenvolvimento dos insetos (Diaz-Mendonza et al., 2005). Desta forma, para
que um inibidor de protease seja selecionado ou projetado de maneira
apropriada objetivando a protecao sustentavel de culturas, o conhecimento da
diversidade das proteases do inseto-alvo e de como o perfil da expressao
dessas enzimas varia em resposta a presenca do inibidor na dieta sdo ainda

necessarios (Telang et al., 2005; Diaz-Mendonza, 2005).
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3.3.4.5- Cromatografia de fase reversa

A amostra da enzima obtida apdés a cromatografia de troca-anidnica foi
submetida a uma cromatografia de fase reversa, conforme descrito no item
3.2.4.3, como ultima etapa de purificagdo com objetivo de preparar a amostra
para realizacdo de anadlises de espectrometria de massas (MALDI-TOF) e
sequenciamento do N-terminal pelo método de Edman. O cromatograma obtido

€ apresentado na figura 20.
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Figura 20: Cromatografia de fase reversa (LiChrospher® 100 RP-18 (5um)) da enzima soluvel
tripsina-like do intestino de A. gemmatalis

Foram observados dois picos principais, sendo que um deles, com
tempo de retencéo de 24,09 minutos, eluiu em tempo idéntico ao observado na
amostra da enzima de membrana (Capitulo 4, Figura 27B). Ambos foram
coletados e submetidos as analises moleculares. Entretanto, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios. Alguns fatores podem ter contribuido para o insucesso
das tentativas realizadas, como a quantidade de amostra e a presenga de

contaminantes. Além disso, sabe-se que diversas modificagbes pos-
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traducionais podem ocorrer no residuo N-terminal da proteina, como metilagao,
acetilagdo, ciclizacdo, entre outras, tornando-a inacessivel para o

sequenciamento pelo método de Edman (Walling, 2006).

3.3.4.6- Obtencao de peptideos tripticos e analise por espectrometria de
massa

A amostra da enzima tripsina-like obtida apds cromatografia de troca-
aniébnica foi separada por SDS-PAGE (item 3.2.5) e a fracdo do gel
correspondente foi submetida a digestao triptica in situ, como descrito no item
3.2.10. Os peptideos tripticos obtidos foram analisados por espectrometria de
massas (MALDI-TOF) e seu perfil (peptide mass fingerprint) esta representado
na figura 21.

As massas dos peptideos tripticos obtidos foram confrontados com uma
lista de massas tedricas de peptideos obtidos pela digestédo in silico de todas
as proteinas disponiveis no banco de dados utilizado, MSDB, utilizando o
programa MASCOT e respeitando os parametros de busca previamente
determinados (item 3.2.10). Para cada proteina no banco de dados é obtido um
score, que leva em consideragao, por exemplo, o tamanho do banco de dados,
o tamanho da proteina, a freqiéncia de um determinado peptideo dentro da
proteina, etc. Desta forma, quanto maior o score obtido maior a possibilidade

daquela proteina estar presente na sua amostra.
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Figura 21: Perfil dos peptideos tripticos da enzima tripsina-like de Anticarsia gemmatalis
analisados por espectrometria de massas (MALDI-TOF). Os peptideos foram obtidos apds
separagao da amostra oriunda da cromatografia de troca-aniénica por SDS-PAGE e digestao
triptica in situ.

Na analise dos dados, n&do foi observada nenhuma proteina cujo
resultado tenha sido significativo, ou seja, apresentasse um score > 59, que foi
definido pelo programa usado. A figura 22 ilustra a distribuicdo dos scores
obtidos. Quando o score é significativo a probabilidade desta analise ser um

efeito randémico € menor que 5%.
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Figura 22: Distribuicdo do score na analise dos fragmentos tripticos da enzima soluvel tripsina-
like de A.gemmatalis realizada pelo MASCOT

Entretanto, o maior score obtido (43) identificou o fragmento de
1394,66 Da, na sequéncia de uma enzima tripsina-like de Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera) (acesso Q6R561_OSTNU), cuja massa é de ~27 kDa. E
interessante também observar que o mesmo peptideo foi identificado em outras
proteinas, porém, com score muito menor do que o obtido com a enzima
tripsina-like. A tabela 4 lista os dez maiores scores obtidos.

Embora esse fosse o resultado esperado, a identidade da amostra da
enzima soluvel tripsina-like do presente trabalho ndo pdde ser estabelecida,
pois seria necessario que pelo menos dois ou trés peptideos fossem
coincidentes, representado a cobertura de 10 a 15% da sequéncia da proteina.
Varios sdo os aspectos que podem influenciar na qualidade da busca por
coincidéncia entre os dados experimentais e os tedricos, tornando a analise
mais dificil. Por exemplo, eficiéncia de ionizagdo dos peptideos individuais,
alguns peptideos n&o co-cristalizam com a matriz, portanto n&o sdo ionizados e

nao aparecem no espectro; alguns sinais presentes no espectro ndo estao
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presentes na sequéncia tedrica obtida, como peptideos modificados, splicing
alternativo, presenca de peptideos contaminantes, etc (Liebler, 2002). Além
disso, a auséncia do genoma e de sequéncias de proteinas do género
Anticarsia nos bancos de dados limita a qualidade da analise, mesmo obtendo

um bom espectro de massas dos peptideos tripticos.

Tabela 4- Resumo da analise dos fragmentos tripticos da enzima soluvel tripsina-like de A.
gemmatalis pelo MASCOT

Massa do Proteina- identificagdo Score
peptideo
observado
1394,6626 Trypsin-like proteinase T25.- Ostrinia nubilalis (European corn 43

borer) - Q6R561_OSTNU
RE09982p.- Drosophila melanogaster (Fruit fly)- 29

1394,6626 Q7YU28_DROME

e ey e
1394,6626 gll_lllgl)_S_eDtli?egly\/AdErogenase [acceptor] precursor (EC 1.1.99.10)- o7
e e T S
1220,6768 CDQTK%%IESSSIFS; dehydrogenase.- Polaromonas sp. JS666- 2
1220,6768 Dual specificity S/Y phosphatase.- Mimivirus- QSUR74_MIMIV 24
B R e ey e
1778.9384 gg‘éyg?fgg%rgSNA polymerase (Fragment).- Eyach virus- o4
1220,6768 Exonuclease.- Pseudomonas fluorescens (strain Pf-5/ ATCC 23

BAA-477)- Q4K8Z1_PSEF5

3.4- CONCLUSOES

Uma protease digestiva soluvel tripsina-like de larvas de Anticarsia
gemmatalis foi obtida através da combinagdo de uma cromatografia de
afinidade e de uma cromatografia de troca-anibnica. A massa molecular

estimada da enzima foi de 24,9 kDa (SDS-PAGE). A enzima apresentou maior
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atividade em pH alcalino e em temperaturas entre 25°C e 35°C, para os
substratos L-TAME e L-BApNA, respectivamente. A enzima foi capaz de
hidrolisar substrato protéico em gel de substrato (caseina) e os substratos
sintéticos éster (L-TAME) e amida (L-BApNA), cujos valores da Ky foram 0,12
mmol.L™' e 0,049 mmoL™, respectivamente. Os fons calcio ndo afetaram a
atividade enzimatica nas concentracdes testadas. A enzima foi sensivel a
inibicdo por inibidores tipicos de serino-proteinases e tripsina, como PMSF e
benzamidina, respecticvamente. Sua atividade nao foi alterada pelo inibidor de
quimiotripsina, TPCK, embora tenha sido reduzida pelo E-64, reforcando o
questionamento do seu uso como diagndstico de cisteino-proteinases em
lepidopteras. Os inibidores proteicos derivados da soja, SBTI e SBBI, foram
eficientes na reducdo da enzima tornando-se candidatos a estudos posteriores
in vivo, através da incorporacdo dos mesmos na dieta das larvas. Essa etapa é
fundamental para uma avaliacdo adequada do potencial de inibicdo dessas
substancias frente as respostas adaptativas do inseto. A identidade da proteina
nao pdde ser estabelecida através da busca por homologia dos peptideos
tripticos em banco de dados, embora um fragmento tenha sido coincidente com
uma enzima tripsina-like de outro inseto da mesma ordem. Além disso, a busca
nos bancos de dados demonstrou a caréncia de informacgdes sobre este inseto,

que ainda é considerado uma das principais pragas da cultura da soja.
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4. PURIFICACAO DE UMA ENZIMA TRIPSINA-LIKE LIGADA A MEMBRANA
DO INTESTINO DE Anticarsia gemmatalis (LEPIDOPTERA)

RESUMO

A Anticarsia gemmatalis € uma das principais pragas que ataca a cultura da
soja. Os enormes prejuizos causados pelo ataque da lagarta associados a
importancia econémica da soja para o Brasil, fomentam a busca por
alternativas no controle deste inseto. O desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes ao ataque herbivoro utilizando genes de inibidores de
proteases digestivas (Pls) tem sido considerado uma alternativa viavel. O
sucesso desta estratégia, porém, depende do conhecimento do processo
digestivo basico do inseto alvo, das enzimas que compde seu repertorio
proteolitico e da sensibilidade destas aos inibidores. Este trabalho descreve a
purificacdo de uma enzima tripsina-like ligada a membrana do intestino de
larvas do 5° instar de Anticarsia gemmatalis. Apoés a amostra ter sido
solubilizada com detergente (CHAPS) e separada por cromatografia de
afinidade (p-aminobenzamidina) e de troca-aniénica (Resource- Q), uma Unica
banda proteica foi observada em SDS-PAGE, com atividade proteolitica em gel
de substrato. O rendimento deste processo foi de 11,16% e a atividade
especifica da enzima foi de 18,61 uM/min/mg proteina. A massa molecular
determinada por espectrometria de massas (MALDI-TOF) foi de 28.632 Da. A
enzima de membrana apresentou semelhangas nos perfis cromatograficos e
eletroforéticos com a forma soluvel sendo considerada a possibilidade da
enzima de membrana ser precurosora da enzima soluvel, como € descrito em

outros insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Anticarsia gemmatalis, enzima tripsina-like ligada a

membrana, Lepidoptera, protease digestiva
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4.1- INTRODUCAO

Nos insetos, a digestdo dos polimeros componentes da dieta é
compartimentalizada pela presengca da membrana peritréfica, que atua
separando o conteudo do lumen intestinal das células digestivas epiteliais. As
moléculas de enzimas, os nutrientes e os produtos da digestdo sao
espacialmente separados nos espagos endoperitrofico e ectoperitréfico,
resultando em uma digestdo sequencial das moléculas poliméricas (Tellam,
1996). A digestao inicial ocorre no espago endoperitréfico enquanto a digestao
intermediaria e final ocorrem no espacgo ectoperitréfico e nas células epiteliais
do intestino médio, respectivamente (Terra et al., 1996).

As proteases digestivas sdo consideradas excelentes alvos de agentes
inseticidas, especialmente por exercerem um papel crucial na ativacdo de
toxinas produzidas pelo Bacillus thuringiensis e por interagirem com os
inibidores de proteases (Budatha et al., 2005). Sabe-se que, tanto as toxinas
produzidas por B. thuringiensis, quanto os inibidores de proteases ingeridos
pelos insetos, interagem com seus alvos em regides especificas do intestino
médio e, em alguns casos, de maneira sequencial. O conhecimento do
processo digestivo do inseto alvo, envolvendo aspectos bioquimicos e
morfolégicos da compartimentalizagcao da digestao, torna-se, portanto, um pré-
requisito para que estratégias de controle que atuam via intestino sejam bem
sucedidas (Terra et al., 1996).

Através da combinagdo de procedimentos bioquimicos e citologicos,
estudos da localizagdo e dos mecanismos de secregao de tripsina nos insetos

tem evoluido. Em Musca domestica foi demonstrado que a tripsina é
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sintetizada ligada a membrana de vesiculas secretérias e solubilizada durante
a exocitose em funcao de uma modificacdo conformacional induzida pelo pH do
lumen intestinal (Jordao et al., 1996). Em Tenebrio molitor, a tripsina ocorre na
forma de um precursor soluvel, em pequenas vesiculas proximas a regido
apical da membrana plasmatica das células da regido posterior do intestino
médio, sugerindo secregao por exocitose, seguida de ativagao (Cristofoletti et
al., 2001). Em Lepidoptera ha evidéncias de que a tripsina soluvel seja
derivada de uma tripsina ligada a membrana de vesiculas secretorias (Eguchi
et al.,1982). Através de ensaios de imunolocalizagéo de tripsina em Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera) foi sugerido um modelo de secregéo para a enzima. A
tripsina seria sintetizada ligada a membrana de vesiculas secretérias e, por
meio de secrecdo apdcrina as vesiculas seriam liberadas no Iumen intestinal.
Posteriormente, parte da enzima seria processada (protedlise ou dissolugéao da
membrana por efeito do pH alcalino) tornando-se soluvel e, parte, ainda ligada
a membrana das vesiculas, seria incorporada a membrana peritrofica. Essa
incorporacgao é significativa, representando 18% da atividade triptica do lumen
do intestino médio de Spodoptera frugiperda (Jordao et al., 1999). A presenca
de atividade tripsina-like ligada a membrana do intestino foi também relatada
em Anticarsia gemmatalis (Xavier et al., 2005; Pereira et al., 2005) motivando
esse trabalho com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre as enzimas
digestivas desta espécie e desta forma contribuir para que novas estratégias de

controle atuando vias sistema digestivo sejam desenvolvidas.
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4.2- MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais empregados na purificagdo da enzima
tripsina-like ligada a membrana foram os mesmos descritos no Capitulo I,
referentes a purificagcdo da enzima soluvel (criagdo dos insetos- item 3.2.1;
ensaios enzimaticos e de determinacdo de proteina- item 3.2.3; purificacio
enzimatica- item 3.2.4; eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE)- item 3.2.5; eletroforese em gel de substrato- item

3.2.6). As metodologias que diferiram sdo descritas a seguir.

4.2.1- Obtencéo do extrato enzimatico

Larvas do 5° instar previamente imobilizadas no gelo tiveram os
intestinos extraidos e mantidos a -20°C em solugdo de HCI 1 mol.L™ pH 3,0, na
proporcao de 5 intestinos por mL de solucdo. Os intestinos foram submetidos a
um processo de lise celular através de ciclos de congelamento em nitrogénio
liguido e descongelamento em banho-maria 37°C (Oliveira et. al., 2005). A
suspensao obtida foi centrifugada a 100.000 g por 45 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi separado. O pellet foi ressuspenso em solucdo de HCI
1 mmol.L™", pH 3,0 contendo 0,5% de CHAPS (Sigma). O CHAPS foi o
detergente de escolha por ter sido eficiente na solubilizagdo de enzimas
tripsina-like de membrana de outros insetos (Jordao et al., 1999; Cristofoletti e
Terra, 1999) e por ndo absorver em 280 nm. Apds 16 horas a 4°C o material foi

centrifugado a 44.800 g por 60 minutos. O sobrenadante foi separado e
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posteriormente concentrado por ultrafiltracdo em um dispositivo Amicon 8400
utilizando-se uma membrana com poro limite de 10 kDa (Millipore®). Este
material (extrato ndo-soluvel concentrado, ENSC), foi conservado a -20°C para

uso posterior como fonte de enzima para purificagao

4.2.2- Determinacdo da massa molecular por espectrometria de massa

A amostra da enzima tripsina-like proveniente da cromatografia de fase
reversa foi incorporada a uma solugao saturada da matriz acido-a-ciano-4-
hidroxi-cinamico (1:3; v: v), aplicada em uma placa de MALDI e deixada secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. A massa da proteina foi obtida em um
espectrdmetro de massa MALDI-TOF AUTOFLEX IlI (Bruker®) no modo linear
positivo, com calibracédo externa, usando o padrao de calibragcao de proteinas Il
(Bruker®) para calibragdo de moléculas por espectrometria de massa:
tripsinogénio [M+ H]"= 23982; proteina A [M+ H]"= 44613; albumina-bovina [M+
H]*=66431; protein A [M+ 2H]** = 22306, albumina-bovina [M+ 2H]**= 33216
(Bruker Daltonics®). A interpretacdo do espectro de massa foi realizada

utilizando-se o Software FlexAnalysis (Bruker Daltonics®).
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4.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1- Purificacdo da enzima digestiva tripsina-like ligada a membrana do
intestino de Anticarsia gemmatalis

A enzima tripsina-like ligada a membrana foi obtida apdés duas etapas
cromatograficas a partir do extrato ndo soluvel concentrado (ENSC), de
maneira semelhante & enzima soluvel, esquematizado na figura 8. E importante
ressaltar que a obtencao do extrato envolve o processo de lise celular através
de ciclos de congelamento-descongelamento o que evita a contaminagao do
material do pellet com a tripsina soluvel durante a centrifugagédo. Moléculas de
tripsina soluvel que eventualmente estao associadas frouxamente a membrana
peritréfica ou glicocalice ou mesmo presentes no interior de vesiculas
secretdrias nas células intestinais sdo liberadas para a fragao soluvel (Terra e
Ferreira, 1994; Jordao et al., 1996). Durante as etapas de purificagdo a
atividade enzimatica foi determinada utilizando-se o substrato L- BApNA, e o
teor proteico determinado pelo método colorimétrico do acido bicinconinico,
como descrito no item 3.2.3. Um resumo das etapas de purificacido é

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5- Etapas de purificagdo da enzima tripsina-like ligada a membrana do intestino de
Anticarsia gemmatalis

Etapas Proteina Atividade Atividade Fator de Rendimento

de purificagdo total total® especifica® purificagéo (%)
(mg) (UM.min™") (UM.min""/mg) (X)

Extrato concentrado

(ENSC) 47,58 6 0,13 1 100

Afinidade(p-

aminobenzamidina 0,69 3,52 5,10 39,23 58,66

agarose)

Troca-anionica 0,036 0,67 18,61 143,15 11,16

(Resource-Q)

@Substrato usado: L-BApNA
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O perfil cromatografico da primeira etapa da purificagdo esta

representado na Figura 23.
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Figura 23: Perfil cromatografico do extrato ndo soluvel concentrado do intestino de Anticarsia
gemmatalis em coluna de p-aminobenzamidina-agarose equilibrada com Tris-HCI 0,05 mol.L™",
NaCl 0,5 mol.L”", pH 7,5. As proteinas foram eluidas em glicina 0,05 mol.L”, pH 3,0. Substrato
usado: L-BApNA. Absorbancia em 410 nm (m); absorbancia em 280nm ().

O perfil assemelha-se ao observado pela amostra da enzima soluvel
(Figura 9), observando-se também dois picos de atividade para o substrato
testado. As fragcbes ativas correspondentes ao pico retido na coluna foram
reunidas e posteriormente submetidas a cromatografia de troca-aniénica, em
uma Resource Q (item 3.2.4.2). O perfil cromatografico desta etapa esta

representado na Figura 24.
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Figura 24: Perfil cromatografico da troca-aniénica em Resource Q da fracdo enzimatica ligada a
membrana do intestino de Anticarsia gemmatalis pos- cromatografia de afinidade. A coluna foi
equilibrada com tampao glicina 0,05 mol.L”, pH 8,6. As proteinas foram eluidas por um
gradiente salino crescente de 0 a 1 mol.L™ de NaCl em tamp3o glicina 0,05 mol.L”, pH 8,6.
Substrato usado: L-BApNA. Absorbancia em 410 nm (m); absorbancia em 280nm (0); gradiente
deNaCldeOa 1M (-).

A eluicdo da amostra ligada a membrana apds a troca ibnica também foi
semelhante ao observado pela fracdo soluvel. Um pico proteico aniénico com
atividade foi eluido com aproximadamente 0,3 mol.L™" de NaCl. As fragdes mais
ativas deste pico foram reunidas e ao final deste processo o fator de purificacao
da enzima foi de 143 vezes, apresentando um rendimento de 11,16%, menor
que o obtido pela amostra soluvel, coerente com o descrito na literatura. A
solubilizacdo e recuperagao da tripsina ligada a membrana do intestino de
Musca domestica foi menor que a observada pela maioria de outras proteinas
intrinsecas da membrana (Jordao et al., 1996). Em Spodoptera frugiperda

apenas 1,3% da tripsina do intestino médio foi recuperada da fragao ligada a
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membrana (Jordao et al., 1999). Como consequiéncia do baixo rendimento e
atividade especifica a caracterizagao cinética nao foi realizada.

A eficiéncia das etapas de purificagdo foi acompanhada através da
separagao das respectivas amostras por eletroforese em gel de poliacrilamida
12,5 %, sob condigdes desnaturantes, conforme descrito no item 3.2.5. O perfil
de migracdo das proteinas presentes em cada etapa esta representado na

Figura 25 A.

Figura 25: (A) Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12,5 %) das etapas de purificagdo da enzima
tripsina-like ligada a membrana do intestino de Anticarsia gemmatalis. 1- marcadores de massa
molecular; 2- extrato ndo soluvel concentrado; 3- fragdo enzimatica pds cromatografia de
afinidade (p-aminobenzamidina agarose); 4- fragdo enzimatica pdés cromatografia de troca-
anidnica (Resource-Q). As amostras foram coradas pelo método da prata; (B) Atividade
proteolitica da amostra correspondente a linha 4 (A) apos separagao em SDS-PAGE (12,5%) e
incubagédo com solugéo de caseina 2%. O gel foi corado por Comassie.

Uma unica banda foi observada na fracdo pds-troca anibnica, tanto no
gel corado pela prata (Figura 25A) quanto na fragdo correspondente apés
ensaio de atividade em gel de substrato, indicando sua atividade proteolitica

(Figura 25B)
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As semelhangas observadas nos perfis cromatograficos e eletroforético
entre as amostras das enzimas tripsina-like soluvel e de membrana de
Anticarsia gemmatalis estdo em concordancia com o descrito na literatura.
Proteases soluvel e de membrana do intestino médio de Bombyx mori
apresentaram semelhangas no perfil de migracdo em Sepharose 6B e em
propriedades imunoldgicas (Eguchi et al., 1982; Eguchi e Kuriyma, 1985). Em
Musca domestica, as tripsinas soluvel e de membrana do intestino
apresentaram propriedades cinéticas e fisicas semelhantes, como pH 6timo,
Kwm, ki, entre outras (Lemos e Terra, 1992). Em ambos os casos foi sugerido
que as proteases presentes no lumen intestinal seriam derivadas de amostras
ligadas a membrana. Em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera), foi evidenciado
por imunolocalizacdo que a forma soluvel de trispina também é derivada de
uma forma ligada @ membrana (Jordao et al., 1999), o mesmo podendo ocorrer

em Anticarsia gemmatalis.

4.3.2. Determinacao da massa molecular por SDS-PAGE

A massa molecular da enzima tripsina-like ligada a membrana foi
estimada em SDS-PAGE de maneira semelhante ao descrito para a enzima
soluvel (item 3.3.2). A distancia percorrida pela enzima tripsina-like no gel foi de
46 mm, o que resultou em valor estimado de massa molecular de

aproximadamente 24,9 kDa (Figura 26).
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Figura 26: Determinagdo da massa molecular da tripsina-like ligada a membrana do intestino
de Anticarsia gemmatalis. Marcadores de massa molecular (¢), amostra (o).

A massa molecular estimada para ambas as formas de tripsina (soluvel
e ligada @ membrana) de A. gemmatalis foi idéntica, semelhante ao observado
com as tripsinas do intestino de Musca domestica (Lemos e Terra, 1992;
Jordao et al.,, 1996). De acordo com o modelo de secre¢do da tripsina em
Musca domestica proposto por Jordao e colaboradores (1996) a tripsina estaria
ancorada a membrana de vesiculas secretérias por meio de um peptideo
hidrofébico que seria mantido apds a solubilizacdo por meio de uma alteracao
conformacional induzida pelo pH intestinal durante o processo de exocitose,
explicando a mesma massa molecular observada. Em lepidopteras, no entanto,
foi proposto um modelo de secre¢cdo microapdcrina, onde a tripsina também
estaria ancorada a membrana por um peptideo hidrofébico, porém a
solubilizacdo poderia ocorrer por efeito do pH intestinal ou por protedlise

limitada (Jordao et al., 1999).
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4.3.3- Determinag&o da massa molecular por espectrometria de massa

A amostra a ser analisada por espectrometria de massa foi previamente
concentrada, utilizando-se Centricon (Millipore®) e posteriormente submetida a
uma cromatografia de fase reversa em uma coluna LiChrospher® 100 RP-18
(5um) (Merck®), conforme descrito no item 3.2.4.3. O perfil cromatografico
desta etapa esta representado na figura 27A. No perfil representado pela figura
27B a amostra foi previamente liofilizada, ressupendida em 0,1% TFA e
submetida a cromatografia de fase reversa, como descrito, com um gradiente
de eluicdo de 30 minutos.

O tempo de retengado da amostra na coluna, 42,29 minutos (Figura 27A),
correspondente a concentragdo de aproximadamente 43% de acetonitrila, foi
semelhante ao observado por uma B -tripsina bovina (45,15 minutos) nas
mesmas condi¢cdes de analise (Figura 28). A diferenca no carater hidrofébico
entre a tripsina bovina e a enzima de A. gemmatalis pode estar relacionada a
diversidade na sequéncia de tripsinas de insetos (Lopes et al., 2004). Foi
observado também semelhanga com o tempo de retengdo da enzima soluvel
(Figura 20), quando ambas as formas foram separadas utilizando-se um

gradiente linear de acetonitrila de 30 minutos (Figura 27 B).
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Figura 27: Cromatografia de fase reversa (coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um)) da enzima
tripsina-like ligada a membrana do intestino de A. gemmatalis. A: gradiente de 60 minutos; B:
gradiente de 30 minutos.
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Figura 28: Cromatografia de fase reversa (LiChrospher® 100 RP-18 (5um)) da B-tripsina bovina
(Castro, T.S, 2008- dado nao plublicado)

A amostra da enzima de A. gemmatalis correspondente ao pico eluido
em 42,29 minutos na fase reversa foi concentrada em centrifuga com vacuo
Univapo® 100 H (Uniequip) e analisada por espectrometria de massas
conforme descrito no item 3.2.2. O espectro obtido € apresentado na figura 29.

A analise do espectro evidencia a presenca de um pico de 7.058,26 Da,
um de 14.139,51 Da e um de 28.632,90 Da, sendo notavel a diferenca na
intensidade do sinal entre os mesmos, com a predominancia do pico de
14.139,515 kDa.

A interpretacéo imediata do espectro sugere que a proteina tenha massa
molecular de 14.139,515 Da. A observacéao do pico de 28.632,906 Da, contudo,
sugere que a proteina pode ser um dimero composto por duas subunidades de
14.139,515 Da que se dissociaram sob as condigdes experimentais utilizadas
na preparacdo da amostra e analises. Pode-se considerar também que a
proteina seja um mondmero de 28.632,906 Da e, nesse caso, 0 pico de

14.139,515 Da representaria sua dupla carga (M + 2H)". No entanto, a
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interpretacdo adequada do espectro deve ser feita em conjunto, considerando-

se algumas caracteristicas do método de ionizacdo usado, da amostra em

questao e também dos resultados complementares.
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Figura 29: Espectro de massa (MALDI-TOF) da enzima tripsina-like ligada a membrana do
intestino de A. gemmatalis

A ionizagdo das moléculas pelo método usado, MALDI, é considerada
“suave” e resulta predominantemente na gerag&o de ions monocarga (M + H)",
sendo observado tragos de ions dupla carga e de formas diméricas (Trauger et

al., 2002). Entretanto, é descrito que ions de proteinas de multiplas cargas
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podem ser observados pelo método MALDI-TOF dependendo das condigcbes
experimentais. Por exemplo, a escolha da matriz, a solugdo da matriz, a
relacdo matriz/ amostra, as condicdes de cristalizagdo e o método de
deposicdo da amostra na placa, sao fatores que podem interferir na ionizacao
da amostra (Liu e Schey, 2008). Foi observado que matrizes com elevada
energia de ionizagdo, como acido-a-ciano-4- hidroxi-cindmico, usado neste
trabalho, promovem a formacgédo muito maior de cargas multiplas de proteinas.
A prépria carga e a intensidade do sinal estdo relacionadas com a maneira
como a amostra é preparada e depositada na placa de analise, dificultando
relacionar a altura do pico com a quantidade de amostra (Liu e Schey, 2008).
Desta forma, o pico de ~14 kDa observado no espectro de massas do presente
trabalho, ndo representa necessariamente a monocarga ou a espécie mais
abundante da amostra.

A massa molecular de enzimas tripsina-like da maioria dos insetos varia
entre 20 kDa e 35 kDa (Terra e Ferreira, 1994), embora tenha sido descrita
uma tripsina digestiva de 17,000 Da em Locusta migratoria (Lam et al., 2000) e
em Heliothis virescens (Brito et al., 2001), além de uma tripsina ligada a
membrana do intestino de Bombyx mori de 12,8 kDa (Eguchi e Kuriyama,
1985). A estrutura de tripsinas € bastante conservada entre vertebrados e
invertebrados, e consiste basicamente de uma unica cadeia polipeptidica. Uma
diferenca importante observada entre essas tripsinas € o numero de residuos
de cisteina, consequentemente, o numero e a localizacdo das pontes
dissulfeto. As enzimas do tripsina-likes de diversas espécies de vertebrados

comumente apresentam seis pontes dissulfeto, enquanto alguns insetos e
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crustaceos apresentam apenas trés em posicdes conservadas, pois ficam
proximas do sitio ativo da enzima (Muhlia-Almazan et al., 2008). Nao foram
observados residuos de cisteina livres conservados nas sequéncias de
tripsinas tipo | ou lll de lepidépteras, embora dois residuos de cisteina livres
sejam conservados nas tripsinas tipo Il de Sesamia nonagroides. Entretanto,
estes residuos estao situados muito longe um do outro para formar uma ponte
dissulfeto (Diaz-Mendonza et al., 2005). Nao ha registro na literatura da
ocorréncia de tripsinas de insetos formadas por mais de uma subunidade,
entretanto, ja foi relatada a formagdo de oligbmeros de tripsinas e serino-
proteinases de insetos em determinadas condi¢des (Oppert, 2006; Wagner et
al., 2002; Brito et al., 2001; Jordao et al., 1996). Em Heliothis virescens foi
observada a formacgao de oligbmeros (dimeros e trimeros) de tripsinas SDS-
resistentes em larvas alimentadas com inibidores de serino-proteinases. O
carater mais hidrofébico dos mondmeros de tripsina de 17 kDa e 29 kDa, teria
resultado na formagao de oligbmeros mais estaveis (Brito et al., 2001).

E proposto que em alguns insetos a enzima tripsina-like ligada a
membrana esteja ancorada a mesma por um peptideo hidrofébico que seria
mantido apds a solubilizacdo da enzima (Jorddo et al. 1996, 1999).
Considerando-se que a amostra da figura 29 € uma proteina de membrana,
podendo conter, portanto, o peptideo hidrofébico de ancoragem, é possivel
supor que interagdes hidrofobicas poderiam levar a formacao de dimeros SDS-
resistentes, como observado por Brito e colaboradores (2001). Nesse caso, o
pico de 14.139,515 Da observado no espectro de massa corresponderia ao

mondmero (ou subunidade) da proteina e a massa estimada em SDS-PAGE de
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25 kDa corresponderia ao dimero, representado pelo pico de ~28,6 kDa (Figura
29). A baixa amplitude do pico de 28,6 kDa poderia ser explicada pelas
condigcdes de preparacdo da amostra e ionizagdo, que poderiam romper a
interacdo hidrofébica, estabilizando a amostra principalmente na forma
monomeérica (14.139,515 Da). Entretanto, ndo € de se esperar que durante a
corrida eletroforética as interagdes hidrofébicas sejam mantidas mesmo apés a
amostra ter sido submetida a fervura e estar na presenga de SDS.
Considerando-se, porém, o resultado do SDS-PAGE, as caracteristicas acima
descritas das moléculas de tripsina de insetos, e também as particularidades
do processo de ionizacido de proteinas pelo MALDI, também acima descritas,
conclui-se que a massa molecular da enzima é 28.632,906 Da (M+ H*). Os
demais picos observados no espectro de massas representariam os ions
dupla-carga (14.139,515 Da) e tetra-carga (7058.265 Da).

A diferenca da massa em SDS-PAGE (~25 kDa) e a massa determinada
por espectrometria de massa (28.632,906 Da) é relativamente grande, mas,
sabe-se que um grande numero de fatores pode influenciar a mobilidade
eletroforética em SDS-PAGE e que, em funcéao disto, o erro médio estimado na
determinagao da massa molecular por esta técnica é de + 10% (Hames, 1990;
Goetz et al.,, 2004). Em Locusta migratoria (Lepidoptera) foi observada uma
diferenca de até 20% entre a massa de trés tripsinas estimadas por SDS-PAGE
e determinadas por MALDI-TOF (Lam et al., 2000). Portanto, considera-se a
massa determinada por MALDI-TOF, cuja resolugdo e acuracia variam

normalmente entre +0,2% a 0,005% (Trauger et al., 2002).
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4.4- CONCLUSOES

Uma enzima tripsina-like presente na fragdo nao soluvel do extrato de
intestino de larvas de A. gemmatalis foi obtida apds solubilizagdo com
detergente (CHAPS) e separagao por cromatografia de afinidade (p-
aminobenzamidina) e de troca-anidnica (Resource-Q). O processo de
purificacdo resultou em baixo rendimento e atividade especifica da enzima,
comparada a forma soluvel. A massa molecular da enzima determinada pelo
método de MALDI-TOF é de 28.632 Da. Foram observadas semelhancas nos
perfis cromatograficos e eletroforéticos entre a enzima de membrana e a
enzima soluvel. Ambas eluiram com praticamente o mesmo teor de NaCl na
cromatografia de troca-anionica, apresentaram tempo de retengcao semelhante
na coluna de fase reversa e a mesma massa molecular estimada por SDS-
PAGE. Ha a possibilidade da enzima de membrana ser precursora da enzima
na forma soluvel. A realizacdo de ensaios complementares além de elucidar a
relagdo entre as duas formas da enzima podem contribuir para que a enzima
de membrana se torne um alvo alternativo de agentes inseticidas atuando no

controle deste inseto via intestino.
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5. CONCLUSOES

e Duas enzimas tripsina-like, uma soluvel e uma de membrana, foram
obtidas a partir do extrato de intestino de larvas do 5° instar de A.
gemmatalis; através da combinagcdo de uma cromatografia de afinidade
e de uma cromatografia de troca-anidnica

¢ A massa molecular estimada em SDS-PAGE para ambas as enzimas foi
de 24,9 kDa

¢ A massa molecular da enzima de membrana (MALDI-TOF) & 28.632,906
Da

e As enzimas soluvel e de membrana apresentaram atividade proteolitica
em gel de substrato (caseina) apds separagao por SDS-PAGE

e A enzima soluvel apresentou atividade esterasica e amidasica,
demonstrada através da hidrolise dos substratos sintéticos L-TAME e L-
BApPNA, respectivamente

e A enzima soluvel apresentou atividade 6tima em pH 9,0 e a 35°C
utilizando-se o substrato L- BApNA e em pH 8,0 e a 25°C utilizando-se
L-TAME

e A Ky determinada para o substrato L-BApNA foi 120 pmol.L™' e para o

substrato L-TAME 49 pmol.L™.
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A atividade da enzima soluvel nao foi afetada pela presenca de ions
calcio nas concentragdes testadas indicando que o motivo de ligagao de
calcio ndo é conservado entre as tripsinas de insetos

A atividade da enzima soluvel foi reduzida na presenca do inibidor E-64,
cujo uso na triagem de cisteino-proteinases em amostras de
lepiddpteras deve ser analisado com cautela

Os inibidores proteicos derivados da soja, SBBI e SBTI foram capazes
de reduzir significativamente a atividade da enzima soluvel nas
concentracgdes testadas

A andlise do perfil da digestéo triptica da enzima soluvel pelo programa
MASCOT n&o resultou em dados significativos, embora um dos
fragmentos tenha apresentado um score elevado com uma enzima tipo-
tripsina de O. nubilalis (Lepidoptera). A caréncia de sequéncias de
genes e proteinas do género Anticarsia em bancos de dados pode ter
contribuido para tal resultado

Foi observado um baixo rendimento e atividade da enzima de membrana
comparada a enzima soluvel

As enzimas soluvel e de membrana apresentaram semelhangas nos
perfis eletroforéticos e cromatograficos sugerindo a possibilidade da
forma de membrana ser precursora da forma soluvel, como & descrito

em outros insetos
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6. PERSPECTIVAS

e Avaliar o efeito da ingestdo dos inibidores SBTI e SBBI no
desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis através da incorporagao de
diversas concentragdes destes na dieta das larvas

e Avaliar diferengas no perfil das proteinas e da atividade proteolitica do
extrato do intestino em diferentes estagios de desenvolvimento de larvas
alimentadas ou ndo com os inibidores

e Obter anticorpos a partir da enzima soluvel para realizagdo de ensaios
de imunolocalizacéo

e Realizar a caracterizagdo molecular das duas formas da enzima
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APENDICE

Preparo da dieta artificial da lagarta, baseada na metodologia de Hoffmann-
Campo e colaboradores (1985)

A dieta artificial € composta de feijao (mulatinho), levedo de cerveja,
germe de trigo, proteina de soja, caseina, agar e agua. Estes ingredientes séo
processados e misturados, nesta ordem, com o auxilio de um liquidificador
industrial. A mistura é autoclavada por 1 hora a presséo de 1,5 kgf/cm2 e em
seguida transferida novamente para o liquidificador, misturada e adicionada de
acido ascorbico (6 g), acido sorbico (3 g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol
40% (6 mL) e 10 mL de solugédo vitaminica composta por niacinamida (1 mg),
pantoenato de calcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina
(0,25 mg), acido folico (0,25 mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg) e agua (1
L); até formar uma pasta homogénea que € entéo transferida ainda quente para
recipientes plasticos com tampa. A pasta obtida € resfriada em camara

germicida acondicionada com luz ultravioleta e conservada a £+4°C.
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