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RESUMO

MENDONCA, Eduardo Gomes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Maio de
2012. Influéncia de inibidores proteicos e nao-proteicos de proteases
digestivas e caracterizacdo bioquimico-cinética de cisteino-proteases
parcialmente purificadas de Anticarsia gemmatalis. Orientador: Raul Narciso
Carvalho Guedes. Coorientadores: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Joel Antbnio de
Oliveira, Marcelo Matos Santoro e Thiago Renné dos Mares Guia.

Os inibidores de proteases tém efeito protetor de plantas contra danos
causados por varios tipos de pragas agricolas, inibindo, significativamente, a
atividade proteolitica de enzimas presentes no intestino dos insetos. A ingestao de
inibidores de proteases leva os insetos a utilizarem aminoacidos livres na sintese de
mais proteases digestivas, com a finalidade de compensar as formas dessas
enzimas indisponiveis a catalise, justamente por estas estarem na forma do
complexo enzima-inibidor (El). Consequentemente, ao invés de utilizarem os
aminoacidos biodisponiveis para a sintese de proteinas necessarias ao seu
crescimento, desenvolvimento, manutengcdo e reprodugcdo os insetos usam sua
reserva aminoacidica para a biossintese de novas proteases para realizar a hidrélise
de sua dieta proteica. A caracterizagcao bioquimica e cinética de enzimas hidroliticas
presentes no intestino de insetos tem sido realizada para se entender o complexo
sistema de proteases dos insetos sob o ponto de vista da relagédo estrutura/fungao.
Dessa forma, os centros ativos de tais enzimas poderao ser mapeados através de
cinética enzimatica e quimica de proteinas, com o objetivo de produzir inibidores
especificos para cada protease. Neste trabalho foram selecionados os inibidores de
proteases SBBI, SKTI e E-64, a fim de avaliar seus efeitos sobre o desenvolvimento
larval de Anticarsia gemmatalis e sobre a atividade de algumas enzimas digestivas,
tais como proteases totais, serino-proteases tripsinas-like e cisteino-proteases.
Esses inibidores foram adicionados individualmente na dieta artificial na
concentragcdo de 0,1% (p/v) e lagartas de 1° instar foram alimentadas até
completarem seu ciclo larval. Os trés inibidores utilizados causaram prejuizo no
desenvolvimento de larvas de A. gemmatalis, aumentando o ciclo larval e afetando o
ganho de peso dessas larvas até a fase pupal. A concentracédo de IP’s utilizada foi
insuficiente para causar efeito inibitério das proteases presentes no intestino de A.

gemmatalis. Porém o perfil de proteases coincidiu com o perfil das proteases
Xii



especificas tripsina-like e cisteino-proteases, sendo que as serino-proteases
apresentaram maior atividade do que as cisteino-proteases. Foi realizada também a
purificacdo parcial de cisteino-proteases do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
utilizando-se precipitagao diferencial com 30 — 60% de (NH4).SO4 e cromatografia de
afinidade com coluna de aprotinina-agarose. As proteinas nao ligadas a coluna, ou
seja, todas as proteinas presentes no extrato bruto com excecdo das serino-
proteases ligadas a aprotinina-agarose, que apresentaram atividade proteolitica,
foram reunidas num pool enzimatico e caracterizadas utilizando o substrato sintético
L-BApNA na presenca do inibidor de serino-proteases benzamidina. Observaram-se
picos de atividade nos valores de pH 4,0, 5,5 e 8,0, sendo o pH 8,0 o de melhor
atividade. Com relacéo a influéncia da temperatura, observaram-se dois picos mais
discretos de atividade a 20°C e entre 35 — 45°C, e um pico de atividade pronunciada
na faixa entre 55 — 60°C. O Ky app 0Obtido foi de 0,74 mM e a Vinax app foi 0,8 uM.min™".
A anadlise do efeito de ions calcio mostrou que as cisteino-proteases parcialmente
purificadas sao calcio-dependentes e apresentaram melhor atividade em 30 mM de
CaCl,. A presencga do inibidor de serino-proteases benzamidina e do agente redutor
DTT no meio reacional, juntamente com os dois inibidores de serino-proteases
aprotinina e TLCK comprovam a atividade de cisteino-proteases testadas no

presente trabalho.
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ABSTRACT

MENDONGCA, Eduardo Gomes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2012. Influence of proteinaceous and non-proteinaceous digestive protease
inhibitors and kinetic biochemical characterization of cysteine-proteases
partially purified of Anticarsia gemmatalis. Advisor: Raul Narciso Carvalho
Guedes. Co-Advisors: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Joel Anténio de Oliveira,
Marcelo Matos Santoro and Thiago Renné dos Mares Guia.

The protease inhibitors have protective effect of plants against damage from
various types of agricultural pests, inhibiting significantly the activity of proteolytic
enzymes in the gut of insects. Ingestion of protease inhibitors leads insects to use
free amino acids in the synthesis of more digestive proteases, in order to
compensate forms of these enzymes unavailable to catalysis, precisely because they
are in the form of enzyme-inhibitor complex (El). Consequently, instead of using
bioavailable amino acids for synthesis of proteins necessary for growth,
development, maintenance and breeding, insects using the amino acid reservation
for biosynthesis of new proteases to perform the hydrolysis of the diet protein. The
biochemical and kinetic characterization of hydrolytic enzymes in the gut of insects
has been made to understand the complex system of proteases of insects from the
view of the structure/function. Thus, the active centers of these enzymes can be
mapped through enzyme kinetics and protein chemistry, with the goal of producing
protease inhibitors specific for each. In this work we selected protease inhibitors
SBBI, SKTI and E-64 in order to evaluate its effects on larval development of
Anticarsia gemmatalis and on the activity of some digestive enzymes such as total
proteases, trypsin-like serine proteases and cysteine proteases. These inhibitors
were added individually on artificial diet at a concentration of 0.1% (w/v) and first
instar larvae were fed to complete their larval cycle. The three inhibitors used caused
injury in the development of larvae of A. gemmatalis, increasing the larval cycle and
affecting the weight gain of the larvae to the pupal stage. The concentration of Pl
used was insufficient to cause the inhibitory effect of proteases present in the gut of
A. gemmatalis. But the profile of proteases coincided with the profile of specific
proteases trypsin-like and cysteine proteases, and the activity serine-proteases were

higher than cysteine proteases. It was also done partial purification of midgut
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cysteine proteases of Anticarsia gemmatalis using differential precipitation with 30-
60% (NH4).SO4 and affinity chromatography with aprotinin-agarose column. The
proteins not bound to the column, ie all the proteins present in the crude extract with
the exception of serine proteases associated with aprotinin-agarose, which showed
proteolytic activity were pooled enzyme and characterized using the synthetic
substrate L-BApNA in the presence the serine protease inhibitor benzamidine.
Observed peak activity at pH values 4.0, 5.5 and 8.0, being the best activity in pH
8.0. Regarding the influence of temperature, we observed two more discrete peaks
activity at 20°C and between 35-45°C, and a pronounced peak of activity 55-60°C.
The Ku app Obtained was 0.74 mM and Viay app Was 0.8 uM.min™". Analysis of the
calcium ions effect showed that partially purified cysteine proteases are calcium-
dependent and showed a better activity in 30 mM CaCl,. The presence of the serine
protease inhibitor benzamidine and the reducing agent DTT in the reaction medium
together with the two inhibitors of serine proteases TLCK and aprotinin proved the

activity of cysteine proteases tested in this study.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu ciclo, ao ataque de
diferentes espécies de insetos. Embora esses insetos tenham suas populacdes
reduzidas por predadores, parasitdides e doencas, em niveis dependentes das
condicbes ambientais e do manejo de pragas que se pratica, quando atingem
populagdes elevadas sdo capazes de causar perdas significativas no rendimento da
cultura, necessitando ser controlados. As proprias plantas possuem mecanismos de
defesa contra o ataque de patdégenos. Estudos mostram que os inibidores de
proteases atuam no mecanismo de defesa de plantas contra herbivoria e doencgas.
Na via dos octadecandides, que esta ligada a importantes processos fisioldgicos da
planta como crescimento, desenvolvimento, senescéncia e biossintése de moléculas
regulatorias, a hidroperédxido ciclase produz o acido 12-oxo-fitodiendico que, apods
uma reducdo e trés B-oxidagdes, da origem ao acido jasménico, que tem atividade
de fitohormdnio e esta envolvido na regulagdo dos processos de desenvolvimento,
bem como na resposta de defesa da planta através da inducdo da expressao de
genes que codificam inibidores de proteases (GARDNER, 1991; FARMER e RYAN,
1992; CROFT et al., 1993). E postulado que inibidores de proteases tém efeito em
proteger plantas contra danos causados por varios tipos de insetos, inibindo
significativamente atividades de proteases presentes no intestino dos insetos
(HILDER et al.,, 1987; RYAN, 1990). Quando ocorrem ferimentos em folhas de
plantas, ha um aumento da sintese de inibidores de proteases no local do ferimento,
como também em folhas mais distantes (FARMER e RYAN, 1992). Foi constatado
que diversos compostos identificados em plantas podem regular a expressao dos
genes que codificam para inibidores de proteases sédo induzidos por ferimentos;
dentre eles estdo os oligouronideos, o acido abscisico, o metil jasmonato, o acido
jasmonico e a sistemina (SILVA et al., 2002, HERDE et al., 2008).

Falhas no método tradicional de controle de insetos e a pressao da sociedade
pelo uso de técnicas mais sustentaveis tém estimulado o desenvolvimento de novos
métodos para controlar pragas (LALITHA et al., 2005). Um melhor entendimento
sobre enzimas digestivas de insetos pode ser uma alternativa chave para
desenvolver cultivares resistentes a insetos. Conhecendo-se 0 mecanismo
enzimatico e catalitico, o sitio ativo dessas enzimas, bem como as bases de

resisténcias a alguns insetos (PEREIRA et al., 2010), cddigos para proteinas e
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peptideos poderdo ser inseridos ao genoma da planta ou peptideos sintéticos
poderao ser pulverizados diretamente na cultura.

Uma possivel ferramenta adicional ao manejo integrado de pragas € o uso de
genes de plantas que codificam inibidores de proteases. Os inibidores de proteases
tém se mostrado eficazes na inibicao de proteases de insetos, acarretando déficit no
crescimento larval, quando adicionados em dietas artificiais (PILON et al., 2006).
Porém, alteragdes no desenvolvimento larval por um inibidor de protease individual
ndo & unanime. Alguns insetos sdo bem adaptados a este mecanismo de defesa da
planta hospedeira. Uma dessas adaptacdes refere-se ao aumento da sintese
enzimatica, tanto da classe que esta sendo inibida como de outras classes, na
tentativa de burlar o efeito inibitorio (PILON et al., 2006). Sdo necessarios multiplos
inibidores de proteases para se obter éxito contra as atividades proteoliticas mais
pronunciadas no intestino de insetos. E para se alcangar esse objetivo é
fundamental a caracterizagcdo das enzimas proteoliticas do intestino desses insetos.

Muitos insetos utilizam cisteino-proteases para digerir proteinas adquiridas na
dieta. O crescimento e desenvolvimento destas pragas sao seriamente afetados por
inibidores de cisteino-proteases. A reducao da protedlise dentro do intestino desses
insetos, causado pela inibicdo de cisteino-protease, resulta numa caréncia de
aminoacidos livres, levando a efeitos prejudiciais no crescimento e desenvolvimento
dos insetos, os quais mobilizardo outras proteinas e aminoacidos na tentativa de

suprir a diminuicdo de atividade.

OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo testar trés inibidores de proteases na
alimentagdao de Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) e
caracterizar cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino da lagarta da
soja, buscando entender a relagdo estrutura-fungdo das enzimas envolvidas no

mecanismo de interacio planta-inseto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Criacédo de lagartas da soja com dietas artificiais contendo os inibidores de
proteases SKTI, SBBI e E-64;



Avaliar o efeito desses inibidores no desenvolvimento e performance do
inseto;

Avaliar o efeito desses inibidores nas enzimas digestivas do inseto;

Purificar enzimas cisteino-proteases do intestino médio de A. gemmatalis
utilizando colunas de afinidade;

Testar a pureza da purificacdo através de eletroforese;

Caracterizar as enzimas quanto aos seus parametros cinéticos e presenca de

modificadores quimicos.
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CAPITULO 1

EFEITO DE INIBIDORES DE PROTEASES PROTEICOS E NAO-PROTEICOS NO
DESENVOLVIMENTO LARVAL E ATIVIDADE ENZIMATICA EM Anticarsia

gemmatalis

RESUMO

Os inibidores de proteases ocorrem naturalmente em muitas familias
botanicas desempenhando diversas funcdes. Eles podem atuar nos processos
fisiologicos das plantas, como reservas proteicas e, principalmente na defesa de
plantas contra insetos herbivoros. Os inibidores funcionam como substratos
especificos para as proteases digestivas pois formam um complexo estavel o qual
limita a velocidade de protedlise e interfere no consumo e assimilagdo do alimento,
afetando negativamente o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos insetos. Neste
trabalho foram testados os inibidores de proteases SBBI (inibidor de tripsina e
quimotripsina), SKTI (inibidor de tripsina) e E-64 (inibidor de cisteino-proteases) na
alimentagdo de larvas de Anticarsia gemmatalis. Esses inibidores foram usados,
individualmente, na dieta artificial fornecida a essas lagartas, na concentragdo de
0,1% (p/v) e seus efeitos sobre o desenvolvimento larval foi acompanhado assim
como as atividades enzimaticas de suas enzimas digestivas. Os trés inibidores
utilizados causaram prejuizo no desenvolvimento de larvas de A. gemmatalis,
aumentando o ciclo larval e afetando o ganho de peso dessas larvas até a fase
pupal. O ciclo larval de A. gemmatalis alimentadas com inibidores de protease
apresentaram maior duragao, sendo, em média, de 25 dias, e o peso médio foi
menor que 200mg. Ja as lagartas criadas com a dieta controle, ou seja, sem inibidor,
apresentaram significativamente um menor ciclo larval (22 dias) e um maior peso
médio de aproximadamente 300mg. Nao foi verificado efeito de inibidores na
sobrevivéncia de A. gemmatalis, 0 mesmo ocorreu com as atividades enzimaticas
presentes no intestino médio desse inseto. Os perfis enzimaticos mostram que a
atividade proteasica no intestino de A. gemmatalis se deve preponderantemente a
acao de serino-proteases tripsinas-like, uma vez que analisando o grafico de
proteases totais e o de serino-protease, esses tiveram o mesmo perfil. A atividade de

cisteino-protease € baixa quando comparada a atividade de serino-proteases.
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Conclui-se portanto que o uso de inibidores na alimentagao de A. gemmatalis causa
decréscimo no peso larval desse inseto aumentando seu ciclo larval, porém a dose

utilizada pode néo ter sido suficiente para a inibicdo de suas proteases digestivas.

ABSTRACT

Protease inhibitors occur naturally in many botanical families carrying out
various functions. They can act in the physiological processes of plants, such as
protein and reserves, mainly in plant defense against insect herbivores. The inhibitors
act as substrates for specific digestive proteases because they form a stable complex
which limits the rate of proteolysis and impacts on consumption and assimilation of
food negatively affecting the development and survival of the insects. In this work
were tested SBBI protease inhibitors (inhibitor of trypsin and chymotrypsin), SKTI
(trypsin inhibitor) and E-64 (cysteine protease inhibitor) on the feeding of larval
Anticarsia gemmatalis. These inhibitors were used individually on artificial diet to
these caterpillars at a concentration of 0.1% (w/v) and their effects on larval
development was followed as well as the enzymatic activities of their digestive
enzymes. The three inhibitors used caused injury in the development of larvae of A.
gemmatalis, increasing the larval cycle and affecting the weight gain of the larvae to
the pupal stage. The larval cycle of A. gemmatalis fed protease inhibitors showed
greater length being on average 25 days, and the average weight was less than
200mg. As for the larvae reared on the diet control, ie no inhibitor, had significantly
lower larval cycle (22 days) and a higher mean weight of approximately 300mg.
There was no effect of inhibitors on the survival of A. gemmatalis, so did the
enzymatic activities present in the midgut of this insect. The profiles show that the
enzymatic activity in the gut protease of A. gemmatalis preponderantly is due to the
action of serine proteases-like trypsin, since the analyzing chart of total proteases
and serine protease, they have the same profile. The cysteine protease activity is
lower compared to the activity of serine proteases. It is therefore concluded that the
use of inhibitors in feed A. gemmatalis cause decrease in larval weight increasing
cycle of this insect larvae, but the dose may not have been sufficient for inhibiting

their digestive proteases.



INTRODUCAO

Cultivada no mundo todo, a soja destaca-se como um dos principais produtos
agricolas exportados pelo Brasil. A expans&do dos cultivos de soja tem aumentado
sua vulnerabilidade a insetos-praga (KOGAN E TURNIPSEED, 1987), dentre as
quais a lagarta da soja € o desfolhador mais importante (TURNIPSEED E KOGAN,
1976). As larvas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecidas como lagarta da soja, sdo consideradas pragas-chave da sojicultura,
sendo economicamente importantes em fungédo das grandes perdas que ocasionam
a esta lavoura (GALLO et al., 2002). No Brasil a lagarta da soja é encontrada em
todos os locais de producéo de soja e representa um risco a producéo e a qualidade
dos cultivos brasileiros, exigindo atengéo e controle rapido para n&o causar prejuizos
econdmicos (PRACA et al., 2006; SAVIO et al., 2008 ).

A exploracdo de mecanismos de resisténcia enddégena das plantas ao ataque
dos insetos herbivoros € uma das novas ferramentas para a aplicagdo nas
estratégias alternativas de controle de pragas (GATEHOUSE, 2002; FERRY et al.,
2006; SCOTT et al., 2010). Uma das principais formas de defesa direta das plantas
contra o ataque de insetos € mediada pela Via das Lipoxigenases, uma vez que por
ela ocorre a produgcdo de acido jasmoénico, composto que ativa os genes que
expressam inibidores de proteases (FARMER & RYAN, 1992; OLIVEIRA et al., 2005;
SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010).

A ingestdo de inibidores de proteases pelos insetos interfere no processo de
degradacdo de proteinas no intestino médio. Assim sendo, os inibidores sao
considerados agentes antimetabdlicos, pois levam os insetos a uma deficiéncia
proteica. Essa interferéncia na digestao diminui a biodisponibilidade de aminoacidos,
prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao crescimento, desenvolvimento,
manutencao e reproducao (SILVA-FILHO & FALCO, 2000; OLIVEIRA et al., 2005).
Outra hipotese é que os inibidores afetem o desenvolvimento dos insetos de forma
indireta, via um mecanismo de “feedback”, que levaria a um aumento da producéao
de proteases digestivas, tanto da classe que esta sendo inibida como de outras
classes de enzimas hidroliticas, para compensar os baixos niveis de aminoacidos
disponiveis (OLIVEIRA et al., 2005; SRINIVASAN et al., 2006; PILON et al., 2006;
PILON, et al., 2009; SCOTT et al., 2010). Os aminoacidos seriam deslocados para

sintese de mais serino-proteases ou de outros tipos de proteases em detrimento de
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outras proteinas essenciais ao seu crescimento, desenvolvimento, manutencao e
reproducgao (OLIVEIRA et al., 2005).

As familias de inibidores de serino-proteases mais bem caracterizadas da
soja sao as do tipo Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). Nos grdaos de soja, os
inibidores de tripsina correspondem a 6% do total de proteina (BRANDON &
FRIEDMAN, 2002), sendo que cerca de 80% da inibicdo da atividade triptica nos
graos é causada pela acédo do KTl e 20% pela acédo do BBl (BRANDON et al., 1989).
Os inibidores da familia BBl sdo proteinas globulares soluveis, caracterizadas por
suas pequenas massas moleculares que variam de 8 a 10kDa, com alto conteudo de
cisteina podendo apresentar sete pontes dissulfeto que conferem grande
estabilidade a sua estrutura, distribuidas entre 70 a 90 residuos de aminoacidos
(RICHARDSON, 1991). O primeiro inibidor pertencente a familia BBI, que deu
origem a essa familia, foi purificado de sementes de soja constituido de uma cadeia
polipeptidica com dois sitios reativos, um para tripsina e outro para quimotripsina e
formado de 71 residuos de aminoacidos (ODANI & IKENAKA, 1973). No caso da
tripsina ha presenca de Lys ou Arg na posigcdo Pi e para a quimotripsina ha
presenca de um grupo aromatico ou um grupo hidrofébico de cadeia longa nesta
mesma posicao. (LIN et al., 1993). Os inibidores da familia KTI sdo proteinas que
apresentam uma ou duas cadeias polipeptidicas, em geral, com apenas um sitio
reativo e massa molecular entre 18 e 24kDa, correspondendo a aproximadamente
180 residuos de aminoacidos, geralmente com quatro residuos de cisteina que
formam duas pontes dissulfeto que proporcionam estabilidade a estrutura proteica
(RICHARDSON, 1991). Outra classe de inibidores sdo os peptideos epdxidos,
inibidores irreversiveis baseados no composto E-64 isolado por HANADA et al.
(1978) de um extrato de Aspergillus japonicus, os quais inibem cisteino-proteases
papaina-like. A inibicdo de proteases da familia da papaina por E-64 resulta da
ocupacdo de subsitios da enzima seguido por alquilagdo da cisteina da triade
catalitica pelo grupo trans epoxido (SALVESEN & NAGASE, 2001).

Neste trabalho foram utilizados dois inibidores de serino-proteases de tripsina
da soja, SBBI e SKTI, e o inibidor de cisteino-proteases, E-64, na alimentagao de
larvas de Anticarsia gemmatalis (HuUbner) (Lepidoptera: Noctuidae). O efeito desses
inibidores foram avaliados através do acompanhamento da performance do inseto e

da determinacao da atividade proteolitica de suas enzimas digestivas.

8



MATERIAL E METODOS

Criacdo da lagarta da soja

Os insetos foram mantidos a 25°C + 2°C de temperatura e 70 £ 10% de
umidade relativa no Laboratério de Insetos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFV. Para obtengao dos insetos adultos, as pupas foram
colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de 50 x 50cm revestida
internamente com folhas de papel sulfite A4. Apds eclosdo, os adultos foram
alimentados com solugao nutritiva composta de mel (10,5g), cerveja (350mL),
sacarose (60g), acido ascérbico (1,05g), nipagin (1,05g) e agua (1050mL), embebida
em um chumacgo de algodao colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.
As posturas de A. gemmatalis ocorreram apos trés dias na superficie das folhas de
papel que revestia internamente a gaiola, as quais foram retiradas e cortadas em
tiras de 2,5cm de largura x 10cm de comprimento, colocadas em copos plasticos
(500mL) com um orificio circular na tampa de, aproximadamente 2cm, onde foi
acoplada uma tela de fil6. Esses copos foram transferidos para uma camara

climatizada a 25 °C, com umidade relativa de 60 + 10% e o fotoperiodo de 14 horas.

Alimentac&o de A. gemmatalis

Ap6s a eclosdao dos ovos iniciou-se a alimentacdo das larvas de A.
gemmatalis com dieta artificial (HOFFMAN-CAMPO et al., 1985) colocando-se um
cubo de dieta artificial em cada copo plastico. Os tratamentos consistiram de quatro
dietas distintas: 1- Dieta artificial sem inibidor de protease (dieta controle); 2- Dieta
contendo 0,1% (p/v) de SBBI; 3- Dieta contendo 0,1% (p/v) de SKTI e 4- Dieta
contendo 0,1% (p/v) de E-64.

Desenvolvimento pés-embrionario de A. gemmatalis
Cinquenta larvas de primeiro instar de A. gemmatalis, provenientes da
criacdo-estoque, foram individualizadas em potes plasticos de 200 mL. Os potes
foram cobertos com uma tampa plastica com orificio central de 1 cm de diametro
recoberto por tecido de organza e mantidos em camara climatizada. As lagartas
9



foram alimentadas, diariamente, com dieta artificial nos 4 tratamentos mencionados.
A duragao da fase larval, bem como a sobrevivéncia dos adultos foi determinada
para cada tratamento. A duracdo do ciclo de vida foi obtida pelo numero de dias
compreendidos entre a individualizagdo das lagartas até a morte dos adultos. A partir
da individualizagdo, as lagartas foram pesadas diariamente até atingirem a fase de

pupa, sendo o numero de repeti¢gdes igual ao numero de lagartas.

Extracdo do intestino e obtencdo do extrato enziméatico

Lagartas de 1° ao 5° instares foram utilizadas para se determinar as
atividades enzimaticas. Trés intestinos de cada instar foram colocados em tubo
plasticos de 1,5 mL contendo 1 mL de solugdo HCI 10> M a 4 °C. O experimento foi
realizado em 3 repeticdes para cada instar, ou seja, trés intestinos em cada tubo,
trés tubos por instar. O extrato enzimatico foi obtido através do rompimento celular
dos intestinos em gral de porcelana, com auxilio de um pistilo, sobre banho de gelo.
O extrato foi centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4°C (PILON et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). O sobrenadante contendo o material
soluvel, chamado de extrato bruto, foi separado e mantido a -80°C para analises

posteriores.

Determinacéo da concentracdo de proteina
A concentragao de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976)

utilizando BSA na faixa de concentragédo de 0-0,2mg/mL como padréo.

Atividade de proteases totais

A atividade proteasica foi determinada segundo o método descrito por
Tomarelli et al. (1949) utilizando-se azocaseina 2% (p/v) como substrato em tampéo
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 37°C. A mistura reacional consistiu em 50 uL de substrato e
60 uL de extrato enzimatico, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A reacéao foi
interrompida pela adigdo de 240 uL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Apos a
parada de reagao as amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas em
repouso no gelo por 15 minutos. Em seguida, os tubos plasticos de 2 mL com

tampas contendo as amostras foram centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 25°C
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para remocgao da proteina precipitada. Uma aliquota de 240 uL do sobrenadante foi
transferida para tubos contendo 280 uL de NaOH 1M. A atividade foi determinada no
sobrenadante com leituras de absorbancias a 440 nm. O experimento foi realizado
em uma série de trés repeticbes e em triplicatas. Cada repeticdo consistiu de um

tubo contendo trés intestinos cada.

Atividade de serino-proteases

A atividade amidasica foi determinada segundo o método descrito por
Erlanger et al. (1961), utilizando o substrato cromogénico para tripsina-like L-BApNA
(N-a-Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) 60 mM diluido em tampao Tris-
HCI 0,1 M, pH 8,2 com CaCl, 20 mM a 25 °C, obtendo-se uma concentracéo final de
substrato de 1,2 mM. A mistura reacional consistiu de 500 puL de tampao Tris-HCI 0,1
M, pH 8,0, 500 pL de substrato e 10 uL de extrato enzimatico. Apos a adi¢cado do
extrato enzimatico a absorbancia da amostra foi obtida em 410 nm em fung¢ao do
tempo (2,5 min), a 25 °C. A atividade foi determinada pela formacéo do produto p-
nitroanilida, utilizando para os calculos o coeficiente de extingdo molar de 8800 M’

'em™. O experimento foi realizado em uma série de trés repeticdes e em triplicatas.

Atividade de cisteino-proteases

A atividade amidasica de cisteino-proteases foi realizada pelo método descrito
por ERLANGER et al. (1961) com modificagdes conforme Mendonca et al. (2011 e
2012), utilizando-se 500 pL do substrato cromogénico N-benzoil-L-arginil p-
nitroanilina (L-BapNA) na concentracao final de 0,5 mM, na temperatura de 25°C e
500 uL de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 contendo 20mM de CaCl, e 5mM de
Ditiotreitol (DTT) para garantir que o residuo de cisteina esteja reduzido. Ao extrato
foi adicionado 100 uL do inibidor de serino-protease benzamidina na concentragao
final de 1mM, a qual corresponde ao K; de inibicdo de trispsinas-like por
benzamidina. A reagao foi realizada durante 2,5 minutos com leitura de absorbancia
a 410 nm a cada 30s. Para a determinacao da atividade foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar do produto formado, p-nitroanilina, 8800 M™'.s™ Todos os

experimentos envolvendo determinagdo da atividade enzimatica foram realizados
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com trés repeticbes utilizando o mesmo extrato enzimatico em todas as

determinagdes, n&o variando, portanto, o conteudo protéico de cada analise.

Andlises estatisticas
Foi usada a regressdo de Cox para analise de sobrevivéncia, usando o
procedimento PHREG do programa SAS. Ja o ganho de peso foi analisado utilizado

regressoes nao lineares também pelo programa SAS.

RESULTADOS

Sobrevivéncia e desenvolvimento de A. gemmatalis
De acordo com a analise de sobrevivéncia (Figura 1), a ingestao de inibidores

de proteases nao afetou significativamente a sobrevivéncia das lagartas em nenhum

dos tratamentos.

—— Controle
100 4 | SKTI
|| SBBI
—————— E-64
~ 901 |
E
G
2 g0+
D
2
>
o
S 70
]
%!
60 -
50 c T = T 2 T T : T
0 5 10 15 20 25
Idade (dias)
Figura 1 - Sobrevivéncia acumulada de A. gemmatalis (n = 50)

alimentadas com dieta controle e dietas contendo 0,1% dos diferentes
IP’s em funcao do tempo.
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A anadlise de ganho de peso das lagartas (Tabela 1) seguiu tendéncia distinta
da sobrevivéncia, tendo as lagartas criadas sem inibidor de proteases apresentado
maior ganho de peso quando comparadas as lagartas criadas com os inibidores de
proteases (SBBI, SKTI e E-64) (Figura 2). O peso meédio das lagartas alimentadas
sem inibidores de proteases chegou a aproximadamente 300mg entre 0 15° e 0 19°
dias, o que corresponde ao 5° instar do ciclo de desenvolvimento. A biomassa
incorporada pelas lagartas durante a fase larval foi menor nas lagartas criadas com
inibidores de proteases (Figura 2), indicando que a ingestdo de inibidor resultou em
menor ganho de peso pelas lagartas quando comparadas aquelas que consumiram

dieta sem a adi¢ao de inibidores.

350 -
—@— Controle
¥ - SKTI

3001 _m_ sgBI
¢  E-64
250 +

200 4
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100 +
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Idade (dias)

Figura 2 - Peso das larvas de A. gemmatalis alimentadas com dieta
controle e dietas contendo 0,1% dos diferentes IP’s em fung¢ao do tempo.
Os pontos representam as médias das 50 repeticdes avaliadas e as
barras o erro padréao.
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Tabela 1. Analise de regressédo nao-linear de ganho de peso de lagartas da soja (Anticarsia gemmatalis) alimentadas com dieta

controle e dietas contendo 0,1% dos diferentes IP’s mostradas na Figura 2.

Modelo Inibidor Parametros estimados (x EPM) Graus de liberdade do erro F R?

(log normal, 3 parametros) A b C

y = a exp(-0.5(In(x/b)/c)?) | Controle | 298.46 (+ 3.61) | 17.03 (+ 0.19) | 0.30 (+ 0.01) 90 2415.40 | 0.98
SKTI 221.45 (£ 4.01) | 17.75 (£ 0.39) | 0.35 (+ 0.02) 93 1097.08 | 0.96
SBBI 197.84 (£ 3.78) | 19.89 (£ 0.55) | 0.42 (+ 0.02) 100 1192.48 | 0.96
E-64 199.44 (+ 4.81) | 19.45 (£ 0.61) | 0.41 (£ 0.03) 101 600.23 | 0.92

Todos os parédmetros estimados foram significativos a P < 0.01 pelo teste de t de Student e todos os modelos foram significativos a
P < 0.01 pelo teste de F de Fisher.
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Atividades enzimaticas

As analises das atividades das enzimas digestivas de A. gemmatalis durante
o desenvolvimento larval em fungao da idade sdo mostradas na Figura 3. Apenas as
atividades enzimaticas analisadas sem a presenga de inibidores € que permitiram
que uma regressdo se ajustasse aos dados obtidos (Tabela 2). Na Figura 3A
observa-se um aumento da atividade de proteases totais do intestino médio de A.
gemmatalis com o tempo de desenvolvimento do inseto. A atividade de serino-
proteases e cisteino-proteases seguem o mesmo padréo da atividade de proteases
totais (Figura 3B). Os dados apresentados na Figura 3 (A e B) sugerem que ha
predominancia da atividade de serino-proteases no intestino de A. gemmatalis
quando comparada a cisteino-proteases. Os resultados mostram que o perfil de
atividade entre serino e cisteino-proteases sdo semelhantes, mas que cisteino é
uma protease menos importante, uma vez que serino € a protease com valores de
atividades muito maiores do que cisteino.

Pode ter havido uma produgao de outras proteases da mesma classe ou de
classes diferentes e isso impediu que o efeito dos inibidores testados fosse
analisado. Essa producdo pode ter mascarado o efeito prejudicial dos inibidores, o
que justifica os valores similares de atividade enzimatica encontrados em todos os

tratamentos.
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Figura 3 - Atividade especifica de (A) proteases totais e (B) serino e
cisteino-proteases do intestino meédio de lagartas de A. gemmatalis
alimentadas com dieta sem inibidores de proteases em fungdo do
desenvolvimento larval representado em dias. Pontos representam as
meédias de 3 repetigdes e as barras o erro padrao.
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Tabela 2. Anadlise de regressdo nao-linear das atividades de enzimas do intestino médio de lagartas da soja (Anticarsia

gemmatalis) alimentadas com dieta controle e dietas contendo 0,1% dos diferentes IP’s mostradas na Figura 3.

Modelo Atividade Parametros estimados (+ EPM) | Graus de liberdade do erro F R?
(log normal, 3 parametros) a b c
y = a exp(-0.5(In(x/b)/c)?) Proteases totais 22.53 12.79 2.80 12 8.16 | 0.58
(x6.64) | (x1.14) | (£1.03)
Serino-proteases 6.42 12.95 1.56 12 108.66 | 0.95
(x0.62) | (x0.34) | (x0.17)
Cisteino-proteases 1.02 13.39 0.18 12 26.60 | 0.82
(x1.42) | (£2.90) | (x0.30)

Todos os parametros estimados foram significativos a P < 0.01 pelo teste de t de Student e todos os modelos foram significativos a

P < 0.01 pelo teste de F de Fisher.
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DISCUSSAO

Varios estudos ja foram realizados para verificar a agcao de IPs de plantas
sobre as proteases de insetos. Os resultados demonstraram que in vitro os IPs sao
efetivos na reducéo da atividade proteolitica de um grande numero de espécies de
insetos (JONGSMA & BOLTER, 1997; SILVA-FILHO & FALCO, 2000; BRITO et al.,
2001). Tem sido demonstrado que a ingestao de inibidores de proteases em dietas
naturais e artificiais retarda o crescimento e o desenvolvimento de diversos insetos-
praga, atuando como uma forma efetiva de controle (BROADWAY, 1986;
McMANUS, 1995; GATEHOUSE, 1999; PILON et al., 2006). Desse modo, a
susceptibilidade aos inibidores de proteases pode ser medida em termos de
desenvolvimento, sobrevivéncia e atividade das enzimas digestivas do inseto.

A alimentacido de dieta com inibidores de proteases pode representar custos
para o desenvolvimento do inseto. O consumo de alimento pelo inseto pode implicar
no prolongamento do ciclo larval que, associado a baixa atividade enzimatica
resultaria no consumo de grande quantidade de toxinas ou de compostos
antinutricionais (RAUBENHEIMER, 1992; SLANSKY E WHEELER, 1992), como é o
caso dos inibidores de proteases ou mesmo na contaminagao pela ingestdao de
patogenos (BOOTS, 2000).

Resultados semelhantes foram observados para lagartas de Spodoptera
littura (Lepidoptera: Noctuidae) (McMANUS e BURGESS, 1995) e Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) (POMPERMAYER et al., 2001) alimentadas em
dietas acrescidas do inibidor de protease da soja do tipo Kunitz (SBTI). Essas
lagartas apresentaram taxa de crescimento e peso menores que as lagartas que nao
ingeriram inibidor. A redugdo na fecundidade, atraso no desenvolvimento e o
aumento da mortalidade pela ingestdo de inibidor foram verificados em coledpteros
da espécie Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) (BOLTER e
LATOSZECK- GREEN, 1997) quando alimentados em dietas contendo o inibidor de
cisteino-proteases, E-64. Por outro lado, foi relatado que a mortalidade associada a
acao de inibidores de proteases é reduzida até mesmo quando altas concentracoes
do inibidor foram usadas (ORTEGO et al.,, 1998). A concentracao utilizada nesse
trabalho pode n&o ter sido suficiente para demonstrar um efeito deletério dos

inibidores quanto a sobrevivéncia, uma vez que todos os tratamentos apresentaram
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a mesma taxa de mortalidade, ndo havendo efeito significativo no parametro
analisado, ao contrario do que aconteceu com ganho de peso.

Estudos anteriores realizados com A. gemmatalis e o inibidor benzamidina,
demonstraram que s&o necessarias altas concentragdes do inibidor (> 0,50% p/p) na
dieta para afetar negativamente a performance do inseto e aumentar o consumo, a
digestibilidade e os perfis de atividade enzimatica do intestino médio da lagarta,
sugerindo que os insetos, apos a ingestdo de inibidores de proteases, podem
apresentar respostas de defesa através da hiperproducédo de proteases sensiveis a
benzamidina e/ou sintese de proteases insensiveis ao inibidor (PILON et al., 2006).

Provavelmente a concentracdo do inibidor adicionado a dieta ndo tenha sido
suficiente para mostrar a resposta esperada nas atividades enzimaticas. De acordo
com Patarroyo-Vargas (2011) os inibidores SKTI e SBBI apresentaram valores de K;
para enzimas trispinas-like de A. gemmatalis menores comparados aos valores de K;
dos inibidores sintéticos benzamidina e bisbenzamidina. No caso dos inibidores
proteicos ocorre uma ocupagéo de todos os sitios de ligagédo disponiveis no centro
ativo da enzima, dessa forma ha um ajuste otimizado na formagdo do complexo El.
Os inibidores sintéticos, por serem pequenos, ndo ocupam todos os sitios
disponiveis da enzima formando um complexo EI menos estavel.

Insetos polifagos tém a capacidade de responder a mudancgas na qualidade
nutricional da dieta e/ou agentes antimetabdlicos, como os inibidores de proteases,
alterando suas proteases digestivas. As mudangas podem ser quantitativas,
caracterizando-se pelo aumento nos niveis de proteases intestinais para manter a
digestdo nos niveis ideais, ou qualitativas, que incluem a sintese de isoformas
insensiveis as quais o inibidor seria incapaz de se ligar e inibir (SRINIVASAN et al.,
2006). Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto herbivoro generalista,
mas tem o repolho como uma de suas plantas hospedeiras preferidas. Quando
alimentadas em dieta proteica contendo inibidor de proteases extraido de folhas de
repolho, as lagartas de T. ni tiveram sua digestibilidade proteica aumentada devido a
sintese de outras proteases (BROADWAY, 1995). A sintese de tripsinas insensiveis
a acao de IP’s também é uma das estratégias empregadas por Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae).
S. frugiperda n&o teve o seu crescimento e desenvolvimento afetados pela ingestao

de inibidor extraido de sementes de soja (PAULILLO et. al, 2000) porque
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expressaram endopeptidases com baixa susceptibilidade ao inibidor, enquanto H.
virescens produziu isoformas de tripsina ao alimentarem-se em folhas de tabaco
(BRITO et. al, 2001), uma de suas plantas hospedeiras caracterizada por conter
altos niveis de defesas quimicas. A adaptagdo a ingestdo de IP’s pela sintese de
proteases insensiveis também ja foi identificada em outras espécies da familia
Noctuidae como Helicoverpa zea, T. ni, Agrotis ipsilon e H. armigera (MAZUNDAR-
LEIGHTON e BROADWAY, 2001; CHOUGULE et al., 2005, VOLPICELLA et al.,
2006).

Lepidépteros também respondem a presenga de inibidores pela regulagao
das isoformas de quimiotripsina e tripsinas no trato intestinal (TELANG et al. 2003;
BOWN, et. al, 2004). Em coledpteros, foi observada reconfiguragdo da expressao
das enzimas digestivas quando as larvas foram alimentadas em dietas com
inibidores de proteases. Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) e
Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae), duas pragas de graos
armazenados, seriam capazes de alterar o perfil de suas enzimas proteoliticas entre
aspartil, cisteino e serino-proteases quando alimentadas em dietas acrescidas de
inibidores de cisteino e serino-proteases, E-64 e inibidor de tripsina Kunitz da soja e
inibidor de cisteino-proteases da soja, respectivamente (OPPERT et al., 2005; ZHU-
SALZMAN et al., 2003), ou mesmo reconfigurar a expressao da principal enzima
digestiva (AHN et al., 2007).

CONCLUSAO

As lagartas de A. gemmatalis sofreram interferéncia dos inibidores de
proteases SBBI, SKTI e E-64 durante seu desenvolvimento larval, aumentando seu
ciclo de vida e diminuindo o peso das larvas até se transformarem em pupa. Nao foi
verificado influéncia dos inibidores na taxa de mortalidade desses insetos na
concentracio dos inibidores testada. Foi ndo observado efeito inibitério nas enzimas
digestivas de A. gemmatalis quando se adicionou IP’s a sua dieta. Provavelmente a
concentracdo dos inibidores testados ndo tenha sido suficiente para mostrar o efeito
deletério na sobrevivéncia do inseto e na inibicdo de suas enzimas. Outra hipdtese é
que a lagarta tenha se adaptado aos inibidores e os pardmetros analisados foram

insuficientes para se detectar essa adaptacéao.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE CISTEINO-PROTEASES PARCIALMENTE
PURIFICADAS DO INTESTINO MEDIO DE Anticarsia gemmatalis

RESUMO

A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu ciclo, ao ataque de
diferentes espécies de insetos. Uma possivel maneira de controlar esses insetos € o
uso de bioinseticidas que possam causar prejuizos ao desenvolvimento do inseto,
controlando seu numero na lavoura sem afetar o meio ambiente e 0 homem. Como
exemplo de um possivel bioinseticida tem-se os inibidores de proteases, que
despontam como uma ferramenta para minimizar o ataque de pragas a cultura.
Porém, para que esses inibidores sejam efetivos contra insetos-praga e possam ser
utilizados com essa finalidade, primeiramente € necessaria a purificacdo e a
caracterizacado das proteases intestinais desses insetos para conhecimento de seus
mecanismos cataliticos. O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar
bioquimico e cineticamente cisteino-proteases produzidas no trato intestinal da
lagarta Anticarsia gemmatalis. O extrato enzimatico foi obtido por rompimento celular
de cinco intestinos de A. gemmatalis no 5° instar. Cisteino-proteases do intestino
médio de Anticarsia gemmatalis foram parcialmente purificadas utilizando-se
precipitacdo diferencial com 30 — 60% de (NH4).SO4 e cromatografia de afinidade
com coluna de aprotinina-agarose. As proteinas nao ligadas a coluna, ou seja, todas
as proteinas presentes no extrato bruto com excegao das serino-proteases ligadas a
aprotinina-agarose, que apresentaram atividade proteolitica, foram reunidas num
pool enzimatico e caracterizadas utilizando o substrato sintético L-BApNA na
presenca do inibidor de serino-proteases benzamidina. Uma nova etapa de
purificacao foi testada utilizando-se uma coluna de thiol-sepharose, especifica para
cisteino-proteases. Porém apods essa etapa as fragcbes proteicas obtidas néao
apresentavam atividade enzimatica. Seguiu-se com a caracterizagéo utilizando-se o
pool enzimatico obtido da aprotinina-agarose. Observaram-se picos de atividade nos
valores de pH 4,0, 5,5 e 8,0, sendo o pH 8,0 o de melhor atividade. Com relagao a
influéncia da temperatura, observaram-se dois picos mais discretos de atividade a

20°C e entre 35 — 45°C, e um pico de atividade pronunciada na faixa entre 55 —
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60°C. O K app 0btido foi de 0,74 mM e @ Vinay app foi 0,8 uM.min™". A analise do efeito
de ions calcio mostrou que as cisteino-proteases parcialmente purificadas séo
calcio-dependentes e apresentaram melhor atividade em 30 mM de CaCl,. Nos
ensaios de inibicdo foram testados EDTA (inibidor de metalo-proteases), Pepstatina
A (inibidor de aspartil-proteases), Aprotinina e TLCK (ambos inibidores de serino-
proteases). O unico resultado significativo observado foi para a concentragcdo de
EDTA. Houve diminui¢cao de atividade frente ao aumento da concentracdo de EDTA,
comprovando a dependéncia de ions Ca®" por essas proteases. Pepstatina A,
Aprotinina e TLCK nao apresentaram efeito significativo sobre a atividade de
cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. A presencga do inibidor
de serino-proteases benzamidina e do agente redutor DTT no meio reacional,
juntamente com o teste de dois inibidores de serino-proteases aprotinina e TLCK

comprovam a atividade de cisteino-proteases testadas no presente trabalho.

ABSTRACT

The soybean crop is subject, throughout its cycle, to the attack of different
insect species. One possible way to control these insects is the use of biopesticides
that may cause damage to the insect, controlling their numbers in the crop without
affecting the environment and man. As an example of one possible bioinsecticides up
the protease inhibitors, which emerge as a tool to minimize attack of pests culture.
But for these inhibitors to be effective against insect pests and can be used for this
purpose, it is first necessary purification and characterization of these insect intestinal
proteases to knowledge of their catalytic mechanisms. The objective of this study
was to purify and characterize biochemical and kinetically cysteine proteases
produced in the intestinal tract of caterpillar Anticarsia gemmatalis. The enzyme
extract was obtained by five intestines cell disruption of 5th instar A. gemmatalis.
Cysteine proteases of Anticarsia gemmatalis midgut were partially purified using
differential precipitation with 30-60% (NH4),SO4 and affinity chromatography with
aprotinin-agarose column. The proteins not bound to the column, ie all the proteins
present in the crude extract with the exception of serine proteases associated with
aprotinin-agarose, which showed proteolytic activity were pooled enzyme and
characterized using the synthetic substrate L-BApNA in the presence the serine

protease inhibitor benzamidine. A new purification step was tested using a thiol-
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sepharose column, specific for cysteine proteases. But after this step the protein
fractions obtained showed no enzymatic activity. The characterization was made
using the enzyme obtained from the pool aprotinin-agarose. Observed peak activity
at pH values 4.0, 5.5 and 8.0, being the pH 8.0 the best activity. Regarding the
influence of temperature, we observed two peaks more discrete activity at 20°C and
between 35-45°C, and a pronounced peak of activity between 55-60°C. The Ky app
obtained was 0.74 mM and Vmax app Was 0.8 pM.min-1. Analysis of the effect of
calcium ions showed that partially purified cysteine proteases are calcium-dependent
and showed a better activity in 30 mM CacCl,. In inhibition assays were tested EDTA
(an inhibitor of metallo proteinases), pepstatin A (aspartyl protease inhibitor),
aprotinin and TLCK (both serine-protease inhibitors). The only significant result was
observed for the concentration of EDTA. Decreased activity against the increasing
concentration of EDTA, demonstrating the Ca®** dependency by these proteases.
Pepstatin A, aprotinin and TLCK had no significant effect on the activity of partially
purified cysteine proteases from A. gemmatalis. The presence of the serine protease
inhibitor benzamidine and the reducing agent DTT in the reaction medium together
with the two inhibitors of serine proteases TLCK and aprotinin demonstrate the

activity of cysteine proteases tested in this study.

INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importdncia para o cenario
econdmico nacional, sendo a soja um dos principais produtos do agronegdcio
brasileiro, ocupando lugar de destaque na pauta de exportagdes do pais (SAVIO et
al., 2008; IBGE, 2010). Essa cultura esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o
seu ciclo, e os insetos, principalmente na fase larval, representam um importante
prejuizo, pois afetam folhas e grdos, podendo reduzir substancialmente a qualidade
de ambas, causando perdas significativas do rendimento da cultura (ANDRADE et
al., 2004).

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hlbner (Lepidoptera: Noctuidae), é
uma das principais pragas que atacam a soja no Brasil, sendo encontrada em todos
os locais de cultivo. Sua capacidade de consumo da planta aumenta com o
desenvolvimento fisiolégico. E 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 (SILVA et al., 2002). A fase
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imatura do inseto € generalista e pode se alimentar de outras espécies vegetais
causando prejuizos em outras culturas, como alfafa, amendoim, arroz, ervilha, feijao,
vagem e trigo (BATISTA et al.,, 2005). O entendimento das enzimas digestivas
desses insetos pode ser a chave para se desenvolver cultivares resistentes, pois
conhecendo 0 mecanismo enzimatico e catalitico, bem como o sitio ativo dessas
enzimas, poderao ser adicionados ao genoma da planta cddigos para sintese de
proteinas e/ou peptideos inibidores ou esses peptideos sintéticos poderdo ser
pulverizados diretamente na cultura, combatendo essas pragas, minimizando o uso
dos inseticidas tradicionais.

A maioria dos estudos de caracterizacdo molecular e enzimatica de cisteino-
proteases de insetos testa inibidores de proteases sobre enzimas digestivas
(NOVILLO, et al., 1997; ZHAO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2007; AMIRHUSIN et
al., 2007; WAGNER, et al., 2002). Esses estudos mostram a sintese de tal classe de
protease pelas larvas e pelos insetos adultos. Cisteino-proteases (EC 3.4.22) sao
enzimas proteoliticas que agem via ataque nucleofilico do anion sulfeto, no sitio
ativo, a ligagao peptidica (KUNAKBAEVA et al., 2003). O sitio ativo de uma cisteino
protease € composto por um residuo de cisteina, por um de asparagina € um de
histidina na triade catalitica.

Desta maneira, com a possibilidade do mapeamento dos centros ativos
destas proteases, espera-se encontrar uma sequéncia de aminoacidos que,
ocupando o centro ativo destas enzimas, possa causar potente inibicdo de sua
atividade biolégica, comprometendo o sistema digestivo do inseto e levando-o a
morte. Uma vez conhecida, esta sequéncia podera ser utilizada na producédo de
potentes inibidores organicos, peptideos ou peptideos miméticos para serem
utilizados na defesa da planta contra pragas agricolas ou entdo para produgao de
plantas transgénicas resistentes a insetos-praga. Esse trabalho teve como objetivo a
purificacdo parcial e a caracterizacdo cinético-enzimatica de cisteino-proteases de
A. gemmatalis, buscando elucidar as estruturas das proteases digestivas desse

inseto e impedir prejuizos na cultura da soja.
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MATERIAL E METODOS

Criagcdo da lagarta da soja

Os insetos foram mantidos no Laboratério de Insetos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular a 25 + 2 °C de temperatura, 70 £ 10% de umidade
relativa. A lagarta da soja apresenta ciclo biolégico com duragao entre trés e quatro
semanas e seus adultos foram obtidos de pupas colocadas em placas de Petri no
interior de gaiola telada de 50 x 50 cm, revestida internamente com folhas de papel
sulfite A4.

Apds obtengdo das pupas, os adultos emergiram e foram alimentados com
solugado nutritiva composta por: mel (10,5 g), cerveja (350 mL), sacarose (60 g),
acido ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e agua (1050 mL), embebida em um
chumaco de algodé&o colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.

As posturas de A. gemmatalis ocorreram apoés trés dias na superficie das
folnas de papel que revestem internamente a gaiola. Estas foram retiradas e
cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento, colocadas em
copos plasticos (500 mL) com um orificio circular na tampa de, aproximadamente, 2
cm, onde foi acoplada uma tela de fil6. Esses copos foram entao transferidos para
uma camara climatizada a 25 °C, com umidade relativa de 60 + 10% e o fotoperiodo
de 14 horas.

Apds a eclosdo dos ovos, as larvas de A. gemmatalis foram alimentadas com
dieta artificial (HOFFMAN-CAMPO et al., 1985) colocando-se um cubo de dieta em

cada copo plastico.

Extracdo do intestino e obtencéo do extrato enzimatico

Apos dissecacdo de 50 larvas de 5° instar, os intestinos foram colocados em
10 mL de solugdo de HCI 102 M a 4 °C, mantendo sempre a propor¢do de 5
intestinos para 1 mL de solugdo. O extrato enzimatico foi obtido através do
rompimento celular dos intestinos em gral de porcelana, com auxilio de um pistilo,
sobre banho de gelo. O extrato foi centrifugado em tubos plasticos de 10 mL com
tampa a 23.500 g por 10 min a 4°C (PILON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005;
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XAVIER et al., 2005). O sobrenadante contendo o material soluvel, chamado de

extrato bruto, foi separado e mantido a -80°C para analises posteriores.

Determinacdo da concentracdo de proteinas
A concentragéo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976)

utilizando-se albumina do soro bovino (BSA) 0,2 mg/mL como padrao.

Atividade enziméatica de cisteino-protease

A atividade amidasica de cisteino-proteases foi realizada pelo método descrito
por Erlanger et al. (1961) com modificagbes (MENDONCA et al., 2011; MENDONCA
et al., 2012), utilizando-se o substrato cromogénico N-benzoil-L-arginil p-nitroanilina
(L-BapNA). Foram adicionados 250 yL da solugdo de L-BApNA 2,4 mM, 250 L de
tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo DTT 5 mM - para garantir que os grupos tiol
dos residuos de cisteina do sitio ativo da enzima estejam reduzidos, 50 pL do
inibidor de serino-protease benzamidina 12 mM — para assegurar que a atividade
enzimatica avaliada seja referente apenas a cisteino-proteases e, ao final, 50 yL do
extrato enzimatico. Apos 15 minutos a 25°C a reacgao foi paralisada pela adicéo de
50 pL de acido acético 60% e foi realizada a leitura da absorbancia em

espectrofotometro a 410 nm. O experimento foi realizado em ftriplicata.

Precipitacéo diferencial com sulfato de amdnio [(NH4).SO,]

Foram precipitados 5 mL do extrato bruto com 30% de sulfato de amoénio. A
quantidade de sal necessaria para atingir o referido grau de saturagéo foi adicionada
ao extrato enzimatico, que ficou sob agitacdo por 60 minutos a 4°C. A mistura foi
centrifugada a 12000 g por 30 minutos a 4°C. A fragcdo soluvel foi submetida
novamente a precipitagcdo com 60% de sulfato de aménio, nas mesmas condi¢cbes
citadas. O pellet foi entdo ressuspendido em 1,0 mL de tampao Tris-HCI 10° M pH
7,5 e dialisado overnight em 200 mL do mesmo tampé&o a 4°C. O dialisado foi
centrifugado a 20000 g por 60 minutos a 4 °C, para remogao de impurezas. Apos
cada etapa da precipitacao diferencial, a atividade enzimatica foi avaliada como

descrito anteriormente.
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Cromatografia de afinidade em coluna de Aprotinina-agarose

Aliquota de 1,0 mL do dialisado foi aplicada na coluna de afinidade (serino-
proteases) aprotinina-agarose (Sigma-Aldrich Quimica Brasil - 1,0 x 6,5 cm)
equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,01 M pH 7,5 e 5 mM CaCl,, sob o fluxo de
1mL/min e fragdes de 1,0 mL foram coletadas. A eluicao foi feita com tampao Tris-
HCI 0,01 M pH 7,5 e 1,5 M NaCl. O material proteico de cada fragao foi localizado
pela leitura de absorbancia a 280 nm. A atividade enzimatica das fragdes coletadas
foi verificada de acordo com o protocolo para determinagcao de cisteino-proteases e
as fragdes que apresentaram atividade foram armazenadas. Posteriormente, as
fracbes com atividade foram reunidas para realizagdo dos ensaios de caracterizacao

enzimatica.

Cromatografia de afinidade em coluna de Thiol-sepharose

Apds a cromatografia de afinidade em coluna de Aprotinina-agarose, os tubos
com atividade proteolitica contendo as proteinas que néo ficaram retidas na matriz
foram reunidos e concentrados com Ultrafiltradores do tipo Amicon® com membrana
de 3kDa. Foi aplicado 1 mL do concentrado na coluna de afinidade Thiol-sepharose
equilibrada com tampao Tris-HCI 0,1M pH 7,5, NaCl 0,5M e EDTA 1mM sob o fluxo
de 1ml/min. A eluigao foi feita com tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 contendo 25mM de
Ditiotreitol (DTT). O material proteico foi localizado pela leitura de absorbancia a 280
nm e a atividade enzimatica das fracdes coletadas de acordo com o protocolo para

determinacao de cisteino-proteases.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente em um gel de
poliacrilamida a 12% sob condi¢gbes desnaturantes de acordo com Laemmli (1970).
Apds cada etapa de purificagdo as amostras foram dissolvidas em tampé&o Tris-HCI
(80 mM, pH 6,8, 2% de SDS, 12% de glicerol, 5% de p-mercaptoetanol e 0,05% de
azul de bromofenol). A revelagao dos géis foi feita com nitrato de prata, conforme
procedimento descrito por Blum et al. (1987). Apds a corrida eletroforética, os géis
foram fixados em 100 mL de solugdo, contendo metanol, acido acético glacial e

agua, na propor¢ao de 50:12:38 em volume, por no minimo 2 h, seguido de 3
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lavagens de 10 min cada, com solu¢cdo de etanol 50 %. A seguir, os géis foram
lavados por 1 min, em solugao de tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v). Posteriormente,
os géis foram rapidamente lavados com agua destilada e incubados por 15 min em
solugéo de nitrato de prata 0,2 % (p/v), contendo 37 uL de formaldeido 37 % (v/v).
Apods serem lavados por 3 vezes de 20 segundos com agua destilada, os géis foram
tratados com a solugao reveladora (carbonato de sodio 4 %, contendo 2 mL de
solugdo de tiossulfato de sodio 0,02 % e 50 uyL de formaldeido 37 %), até a
visualizacdo das bandas proteicas. A reacao foi interrompida pela adigao de acido

acético.

Efeito de pH e temperatura

O efeito do pH na atividade enzimatica foi determinado utilizando-se tampdes
Macllvaine na faixa de 3,0 a 7,5 e tampdes Tris-HCI na faixa de 8,0 a 10,0, com
variacao de 0,5. Todas as solu¢des tampao continham DTT na concentragdo 5 mM.

A atividade do extrato enzimatico parcialmente purificado foi determinada
misturando-se 50 uL do extrato enzimatico, 250 uL da solugao de L-BApNA 2,4 mM,
50 pL de benzamidina 12 mM e 250 uL de tampao correspondente ao pH desejado.
Apds 15 minutos de ensaio a reagao foi paralisada pela adicao de 50 uL de acido
acético 60% e foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 410 nm.
Os experimentos foram realizados em trés repeticdes e em duplicata.

Para a avaliacdo do efeito da temperatura na atividade, foi utilizado banho-
maria na faixa de 10 a 65°C. O efeito da temperatura foi realizado misturando-se 250
ML da solugcdo de L-BApNA 2,4 mM, 50uL de benzamidina 12 mM e 250 uL de
tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 5 mM DTT. Apds 5 minutos de incubacéao da
mistura na temperatura desejada, foi adicionado 50 pL do extrato enzimatico
parcialmente purificado e apds 15 minutos a reacgao foi paralisada com 50 pL de
acido acético 60% e foi realizada a leitura da absorvancia em espectrofotometro a

410 nm. Os experimentos foram realizados em trés repeticdes e em duplicata.

Determinacdo dos parametros cinéticos
A determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vmax foi realizada na

temperatura de melhor atividade em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo DTT 5
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mM, com o substrato L-BApNA na faixa de concentragao de 0,02 a 2,0 mM. Inibidor
de serino-proteases benzamidina foi acrescentado na concentragao final de 1 mM.
Os ensaios foram realizados como descrito anteriormente.

As velocidades iniciais foram determinadas a 410 nm para L-BApNA, em
funcdo do tempo (15 minutos) utilizando-se para os calculos o coeficiente de
extingdo molar 8800 M".cm™. Os experimentos foram realizados trés repeticdes e
em duplicata.

Os parametros cinéticos, no estado estacionario, foram obtidos por meio de

regressao nao-linear, empregando-se o programa SigmaPlot.

Efeito da concentracdo de ions calcio

Diferentes concentragbes de ions calcio foram analisadas na atividade da
cisteino-protease utilizando-se o substrato L-BApNA em tampao Tris-HCI 0,1 M pH
8,0 com concentracdes de CaCl, variando de 5 a 30 mM. Para cada ensaio foram
misturados 250 yL de L-BApNA 2,4 mM, 50 uL da solugdo de benzamidina 12 mM,
50 uL de extrato enzimatico e 250 uL de tampéao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo a
concentragdo de calcio necessaria para atingir a concentragdo desejada. Os

experimentos foram realizados em trés repeticdes e em duplicata.

Efeito de modificadores quimicos

Na avaliacao do efeito de modificadores quimicos na atividade enzimatica
foram utilizados 250 pL da solugdo de L-BApNA 2,4 mM como substrato, 50 uL de
benzamidina 12 mM, 50 uL do extrato enzimatico e 250 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M
pH 8,0 contendo DTT 5 mM e CaCl, 30 mM adicionado de: EDTA (25 — 100 mM) —
inibidor de metalo-proteases e proteases ativadas por metais por ser quelante de
Ca** e outros metais divalentes, pepstatina A (1,0 — 2,0 uM) — inibidor de aspartil-
protease, aprotinina (1,0 — 2,0 yM) — inibidor competitivo de serino-proteases, e,
TLCK (0,005 - 1mM) — inibidor irreversivel de serino-protease tripsina-like.

As amostras passaram por um periodo de pré-incubagcdo de 5 minutos com
cada inibidor, posteriormente foi adicionado o substrato L-BApNA e a atividade
enzimatica foi analisada como descrito anteriormente. Os experimentos foram

realizados em trés repeticdes e em duplicata.
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RESULTADOS

Purificacdo parcial de cisteino-proteases de Anticarsia gemmatalis
O perfil cromatografico em coluna de Aprotinina-agarose esta representado

na Figura 1. Observam-se dois picos de proteina e dois picos de atividade

enzimatica.
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Figura 1. Perfil cromatografico do dialisado obtido a partir da precipitagcao
diferencial em coluna de afinidade Aprotinina-agarose.

O primeiro pico proteico refere-se as proteinas que nao se ligaram a matriz da
coluna, uma vez que esta coluna apresenta afinidade por serino-proteases. Dentre
elas estdo as cisteino-proteases de interesse nesse trabalho. O segundo pico
proteico representa as serino-proteases que foram eluidas com tampao Tris-HCI
0,01 M pH 7,5 e NaCl 1,5 M. Os dois picos de atividade se justificam pelo fato de o
substrato sintético utilizado no presente trabalho, L-BApNA, ser substrato tanto para
cisteino, quanto para serino-proteases. A diferenca nos picos de atividade deve-se a
utilizacdo do inibidor de serino-proteases, benzamidina, na mistura de reagao de
todos os ensaios enzimaticos realizados no trabalho. As fragcbes que apresentaram

atividade de cisteino-proteases foram reunidas formando um pool enzimatico.
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Os dados de cada etapa da purificagdo sao apresentados na Tabela 1. O
fator de purificagao final foi de 0,8, com rendimento de 2,6% e atividade especifica
de 6,22 mM/min/mg de proteina.

Tabela 1. Tabela de Purificacdo de cisteino-proteases do intestino médio de A.
gemmatalis.
Proteina Atividade Atividade

" Fator de Rendimento
Fragao Total Total Especifica

Purificacao (%)

(mg) (mM/min)  (mM/min/mg)

Extrato Bruto 28,55 214,43 7,51 1 100

Precipitacao

(NH4)2S0O, 30- 2,00 8,48 4,25 0,6 4,0
60%
Aprotinina-
0,88 5,48 6,22 0,8 2,6
agarose

As fragbes referentes ao extrato bruto, precipitado com 30-60% de saturagao
(NH4)2SO4, 0 pool proteico obtido do volume néo ligado na cromatografia de
afinidade usando coluna aprotinina-agarose e o primeiro pico proteico apos eluicéo
da coluna de afinidade Thiol-sepharose estédo representados no gel de poliacrilamida
na concentragao de 12% mostrado na Figura 2.

A primeira canaleta representa o perfil migratério do marcador com seus
valores de pesos moleculares conhecidos, listados em KDa, as outras canaletas
representam, respectivamente, o extrato bruto, o dialisado obtido a partir da
precipitacao diferencial com 30 — 60% de (NH4).SO4 e o pool proteico obtido a partir
do volume n&o ligado da coluna de aprotinina-agarose. Foram aplicados 15 pL de
extrato bruto e 20 uL do da fragao precipitada e do pool protéico. A quinta canaleta
representa as proteinas eluidas da thiol-sepharose, as quais ndo apresentaram
atividade enzimatica. Provavelmente essas enzimas perderam a atividade devido a
elevada concentragao do agente redutor ditiotreitol (DTT), o qual pode ter causado
uma desnaturagdo das enzimas a ponto de ndo restar nenhuma atividade

remanescente das cisteino-proteases. Foram feitas tentativas para tentar reverter
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essa perda de atividade, como a diminui¢ao da concentragdo de DTT na eluigéo, a
mudanca do agente redutor para 2-mercaptoetanol, mas ambos falharam.

Apds a cromatografia thiol-sepharose, o perfil proteico foi analisado e visto
que existia apenas um pico apos eluicdo. As fragdes referentes a esse pico foram
reunidas e aplicadas no gel de poliacrilamida 12%. Esse pico revelou 5 bandas, as
quais provavelmente sdo enzimas e/ou proteinas com grupos tiol que se ligaram a
matriz. Dentre essas cinco bandas, acredita-se que pelo menos uma delas seja de
uma cisteino protease de A. gemmatalis. Essas bandas foram retiradas do gel e
levadas para espectrometria de massa. Porém a qualidade dos picos nao permitiu a

devida identificagao das proteinas.

MM EB Dial AP1 T1

116,0

65,2

45,0

m1

35,0

25,0

18,4
14,4

Figura 2. Purificagdo de cisteino-proteases de A. gemmatalis em SDS-
PAGE 12%. As cinco setas marcam as bandas que, supostamente,
podem representar as cisteino-proteases do intestino médio de A.
gemmatalis. MM: marcador molecular; EB: extrato bruto; Dial: dialisado;
AP1: pico 1 apés aprotinina agarose (proteinas nao ligadas a membrana);
T1: pico 1 ap6s thiol-sepharose (proteinas coletadas apds eluigéo).

Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica esta representado na Figura 3.
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Figura 3. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica de cisteino-proteases
parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis. Cada ponto
€ a média de 3 repeti¢cdes. Barra representa o erro padrao.

O perfil de atividade do pool enzimatico apresenta quatro picos de atividade
nos valores de pH 4,0, 5,5, 7,0 e 8,0. Os resultados sugerem a presenca de
diferentes formas de enzimas no pool enzimatico. O valor de pH em que se observou
melhor atividade enzimatica foi pH 8,0. Desta maneira, todas as analises posteriores

foram realizadas em pH 8,0.

Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética

O efeito da temperatura sobre a atividade de cisteino-proteases parcialmente
purificadas esta representado na Figura 4. A partir do perfil de atividade em fungao
da temperatura observa-se que o melhor valor de atividade foi na faixa de 55 a 60°C.
Observam-se também um incremento da atividade na faixa de 35 — 45°C, sugerindo
novamente a presenca de mais uma forma de enzima no pool enzimatico. Pode-se
observar quatro picos de atividades nas temperaturas de 20, 40, 55 e 60°C. Os 4
picos de pH e temperatura confirmam a purificagao parcial com pelo menos 4 formas

de cisteino-proteases presentes.
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Figura 4. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de cisteino-
proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis.
Cada ponto é a média de 3 repeticdes. Barra representa o erro padréao.

O pico de melhor atividade observado foi em 60°C. Contudo, como as
repeticoes apresentaram elevado valor de desvio padrao e os valores de atividade
nas temperaturas de 55 e 60°C foram praticamente os mesmos, optou-se por utilizar

a temperatura de 55°C nas analises posteriores.

Determinacdo dos parametros cinéticos

O grafico de Michaelis-Menten para as cisteino-proteases parcialmente
purificadas de A. gemmatalis sobre o substrato L-BApNA esta representado na
Figura 5. Observa-se também a insercdo do grafico de Lineweaver-Burk. Os
parametros cinéticos foram obtidos utilizando-se concentracbes de L-BApNA
variando de 0,02 a 2,0 mM. As cisteino-proteases parcialmente purificadas do
intestino médio de A. gemmatalis apresentaram graficos de Michaelis-Menten com
curva hiperbdlica, demonstrando que essas cisteino-proteases seguem o modelo
cinético de Michaelis-Menten na faixa de concentracédo de substrato utilizada.

Como se trata de uma purificacdo parcial, os parametros cinéticos obtidos séo
valores aparentes. O valor de Ky, app das cisteino-proteases do intestino médio de A.

gemmatalis foi de 0,74 mM.
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Figura 5. Grafico de Michaelis-Menten da atividade de cisteino-proteases
parcialmente purificadas do intestino médio de Anticarsia gemmatalis.
Insercéo: Grafico de Lineweaver-Burk da atividade enzimatica sobre L-
BApNA. Os pontos sao experimentais. A linha continua tracada foi
baseada em dados tedricos utilizando-se a equagao de Michaelis-Menten
para obtencgdo dos valores de Ky app € Vimax app-
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Tabela 2 - Equagdes e respectivos coeficientes de determinagéo ajustados para a equacgao de Michaelis-Menten e Lineweaver-
Burk para a atividade de cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis mostradas na Figura 5.

Equacao Equacéo ajustada F Graus de P Coeficiente de
liberdade determinagao
Michaelis-Menten f=10,8047*(x)/(0,7438+(x)) 137,20 1 <0,0001 0,95
f = Bmax*abs(x)/(Kd + abs(x))
Lineweaver-Burk f=1,1566+ 0,9932x 35232,69 1 <0,0001 0,98

f=y0+a*x
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A Tabela 3 apresenta as propriedades bioquimico-cinéticas importantes da

atividade das cisteino-proteases parcialmente purificadas avaliadas no presente

trabalho.

Tabela 3 - Propriedades bioquimico-cinéticas de cisteino-proteases parcialmente
purificadas do intestino médio de Anticarsia gemmatalis.

Temperatura de

pH de Melhor

Atividade
atividade (°C)

L-BApNA 8,0 55 — 60 0,74 mM 0,8 pM.min™"

Efeito da concentracao de ions calcio
O efeito da concentracdo de ions calcio sobre a atividade de cisteino-

proteases esta representado na Figura 6. A atividade das cisteino-proteases
parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis foi maior na

concentracdo de 30 mM de ions calcio.
18 4
f=9,6866+0,1851x
R?=0,91; GL=3; F = 30,90
16 4 (3
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[Calcio] (mM)
Figura 6. Efeito da concentracdo de ions calcio sobre a atividade de
cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A.

gemmatalis.
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Efeito de EDTA
A Figura 7 representa o efeito da concentragdo de EDTA sobre a atividade de

cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. Verifica-se um
decréscimo nos valores de atividade com adicdo de EDTA no meio reacional. O
EDTA é um inibidor de metalo-proteases e quelante de ions metalicos, tais como
calcio. Desta maneira, quando esta presente no meio reacional, o EDTA forma
complexos muito estaveis com os ions metalicos, retirando-os do meio.

Apos a andlise do efeito de Ca®* e de EDTA sobre a atividade comprovar a
hipétese de que as cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis
sao calcio-dependentes, todos os ensaios de atividade posteriores foram realizados

na presenca de 30 mM de CaCl,.

25 1

=17,82-0,30x+0,0025x°
R?=0,99; GL=2: F=76,18

20 4

15 4

V (UM/min.mg)

10 A

0 20 40 60 80 100 120
[EDTA] (mM)

Figura 7. Efeito da concentracdo de EDTA sobre a atividade de cisteino-
proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis.

Efeito de Pepstatina A

A analise do efeito da concentracao de pepstatina A, inibidor de aspartil-
protease, sobre a atividade de cisteino-proteases de A. gemmatalis esta
representada na Figura 8. Verificou-se que ndo houve efeito significativo (p>0,01)
sobre cisteino-proteases de A. gemmatalis em todas as concentragdes de pepstatina

A.
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Figura 8. Efeito da concentracdo de Pepstatina A sobre a atividade de
cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A.

gemmatalis.

Efeito de Aprotinina
O inibidor competitivo de serino-proteases de origem animal Aprotinina nao

influenciou significativamente (p>0,01) a atividade de cisteino-proteases
parcialmente purificadas de A. gemmatalis. O efeito da concentracdo de aprotinina

sobre a atividade de cisteino-protease é mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de Aprotinina sobre a atividade de
cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A.
gemmatalis.

Efeito de TLCK
Outro inibidor de serino-proteases teve seu efeito testado sobre a atividade de

cisteino-proteases. O efeito da concentragdo de TLCK, um inibidor irreversivel de
tripsina-like, sobre a atividade de cisteino-proteases parcialmente purificadas de A.
gemmatalis esta representado na Figura 10. Verificou-se que, assim como a
aprotinina, TLCK n&o influenciou significativamente (p>0,01) a atividade de cisteino-
proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. Mais uma vez estes dados
revelam que a enzima parcialmente purificada deve estar isenta da presenca de

tripsinas-like evidenciando ser uma cisteino-protease papaina-like.
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Figura 10. Efeito da concentragédo de TLCK sobre a atividade de cisteino-
proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis.

DISCUSSAO

A analise dos dados da tabela de purificacdo mostra que a purificagao foi
parcial. O fator de purificagdo menor do que 1 significa diminuigdo da atividade
especifica. Observa-se perda consideravel de proteinas na etapa de precipitagao.
Entretanto, como houve redugao pronunciada da atividade total do extrato bruto para
a etapa de precipitagédo, pode-se considerar que grande parte das cisteino-proteases
foi perdida com a etapa de precipitacdo.

A etapa de purificagao utilizando coluna de afinidade aprotinina-agarose foi
bem sucedida em relagdo a etapa anterior, resultando num aumento da atividade
especifica da enzima e, consequentemente, num maior fator de purificagao.

Uma vez que o volume aplicado da fracdo do precipitado e do pool foi o
mesmo, € possivel que se compare qualitativamente o perfil proteico das duas
fragbes. O perfil de bandas do pool proteico obtido da cromatografia de afinidade
mostra uma menor concentracédo de proteinas, ja que ndo mais se observa o arraste
no final da canaleta e ha uma melhor resolugcdo das bandas. As duas bandas bem
resolvidas que aparecem entre 25 e 45 kDa podem, supostamente, representar as
cisteino-proteases de A. gemmatalis. Terra e Ferreira, (1994) relataram que cisteino-

proteases comuns no intestino médio de insetos possuem, normalmente, peso
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molecular de 25 — 45 kDa, estando de acordo com a hipdtese mencionada
anteriormente.

Fahmy et al. (2004) analisando cisteino-protease de trigo (Triticum aestivum)
encontraram valores de melhor atividade na faixa de pH 3,5 a 4,5. O primeiro pico de
atividade em pH 4,0 (Figura 3) esta dentro da faixa do referido resultado. Ja o
segundo pico, em pH 5,5, esta de acordo com Mohamed et al. (2005), que em
estudos com Fasciola gigantica encontraram um pico de atividade em pH 5,5.
Aranishi et al. (1997), estudando Catepsina B purificadas de carpas Cyprinus carpio,
encontraram melhor atividade na faixa de pH de 5,5 a 6,5, sendo a maxima atividade
em pH 6,0.

O pico de melhor atividade foi em pH 8,0. O valor encontrado esta préximo ao
pH alcalino fisioldgico de lepiddpteros, cujo pH do intestino médio € em torno de 10 a
10,5. Pereira et al. (2001) obtiveram o melhor valor de atividade em pH 8,0 para uma
cisteino-protease purificada de Carica candamarcensis L.

Visessanguan et al. (2003) encontraram para catepsina L purificada dos
musculos de linguado o melhor valor de atividade na temperatura de 60°C. Valasaki
et al. (2007) em estudos com cisteino-proteases extracelulares purificadas de
Lactobacillus helveticus encontraram temperatura de melhor atividade em 60°C
utilizando como substratos Cbz-FR-pNA e Suc-FR-pNA, ou seja, foram utilizados
substratos sintéticos p-nitroanilidas, semelhantes ao L-BApNA utilizado no presente
trabalho. Portanto, cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de
A. gemmatalis apresentaram temperatura de melhor atividade semelhante as obtidas
em outros estudos com enzimas purificadas.

Valasaki et al. (2008) purificaram duas cisteino-proteases de Lactobacillus
helveticus, a cisteino-protease calcio dependente Hmm-protease-Lh apresentou Ky
de 0,72 mM sobre o substrato Suc-FR-pNA. Mohamed et al. (2005) encontraram um
Ku de 0,6 mM para cisteino-proteases do parasita Fasciola gigantica sobre o
substrato L-BApNA. Pilon (2008) caracterizando cisteino-proteases produzidas por
bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis obteve valores de Ky app para
cisteino-proteases de Enterococcus galinarum, Bacillus cereus, Staphylococcus
xylosus, Enterococcus mundti de 0,70 mM, 0,67 mM, 0,63 mM e 0,67 mM,

respectivamente.
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Parametros cinéticos com a mesma ordem de grandeza, sob o ponto de vista
cinético, sao iguais (BORGER et. al.,, 2006). Portanto, considerando todos os
estudos citados e o fato de que os valores de Ky referidos apresentam a mesma
ordem de grandeza, tem-se que o valor de Ky app €ncontrado no presente trabalho,
0,74 mM, esta dentro da faixa dos valores de Ky obtidos em outros trabalhos com
cisteino-proteases, utilizando substratos p-nitroanilidas.

Os resultados de efeito de ions calcio sugerem que essas enzimas devem
possuir um sitio de ligagdo para tais ions. A ligagdo desses ions no referido sitio,
provavelmente, estabiliza e melhora a conformagdo do centro ativo da enzima,
justificando o aumento da atividade enzimatica na presenca de tais ions. A interagao
de ions calcio com os sitios da enzima também tem funcdo de protegdo contra
autdlise. A ligagao de ions calcio aos residuos de aminoacido da tripsina produz uma
mudanca conformacional e em temperaturas mais baixas, esse complexo torna a
conformagao mais rigida, impedindo que ocorra autélise (SIPOS e MERKEL, 1970 e
VAJDA e GARAI, 1981).

Analisando a Figura 6, nota-se a ativacdo enzimatica com o aumento da
concentracdo de ions calcio. Portanto, pode-se concluir que possivelmente as
cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis s&o calcio-
dependentes. O resultado obtido no presente trabalho estd de acordo com os
resultados citados em outros trabalhos. D’Avila-Levy et al. (2003) purificaram uma
cisteino-protease calcio-dependente do tripanosoma Crithidia deanei. Valasaki et al.
(2007) também caracterizaram uma cisteino-protease calcio-dependente de
Lactobacillus helveticus. Raphael et al. (2000) observaram efeito ativador de ions
calcio em cisteino-proteases de Plasmodium falciparum.

A diminuicdo dos valores de atividade na presenca de EDTA comprova a
hipétese de que as cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis
sao calcio-dependentes. Uma vez presente, o EDTA forma complexos estaveis com
0s ions calcio que deixardo de interagir com a enzima nos sitios especificos para
esses ions. Assim, a enzima perde a estabilidade adicional da ligagdo com o ion
calcio e, consequentemente, a conformacdo e o melhor posicionamento do seu
centro ativo sdo prejudicados, levando a um decréscimo de 47,3% no valor da

atividade.
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O presente resultado esta de acordo com D’Avila-Levi et al. (2003), que
obtiveram reducao de 30% de atividade de uma cisteino-protease calcio-dependente
do tripanossomo Crithidia deanei com a utilizagdo de EDTA.

Segundo Fahmy et al. (2004) pepstatina A n&o influenciou a atividade de
cisteino-protease de trigo. Também n&o foi influenciada por pepstatina A a atividade
de cisteino-proteases purificadas de ovos da lagarta do algodoeiro (Helicoverpa
armigera) (ZHAO et al., 1998). Assim, estes resultados confirmam que a enzima
parcialmente purificada nao pertence a familia de aspartil-protease.

De forma anéaloga, D’Avila-Levy et al. (2003) mostraram que cisteino-
proteases calcio-dependentes do tripanossomo Crithidia deanei também nao foram
influenciadas pelo inibidor de serino-proteases Aprotinina. Isto mostra que a enzima
purificada tem pouca contaminacdo de enzimas tripsina-like e que se trata de

proteases papaina-like.

CONCLUSAO

No presente trabalho realizou-se a purificacdo parcial e a caracterizagao
bioquimico-cinética de cisteino-proteases do intestino médio da lagarta da soja,
Anticarsia gemmatalis. O pH no qual se detectou melhor atividade, frente ao
substrato L-BApNA, foi 8,0. Dois outros picos em pH 4,0 e 5,5 foram verificados no
perfil de pH x atividade. A temperatura de melhor atividade, frente ao substrato L-
BApNA, foi na faixa de 55 — 60°C. Dois outros picos de menor atividade foram
observados em 20°C e na faixa entre 35 — 45°C. Os valores dos parametros
cinéticos, Kv app € Vmax app, Utilizando o substrato L-BApNA, foram de 0,74 mM e 0,8
UM.min™', respectivamente. Os ions calcio ativaram as cisteino-proteases
parcialmente purificadas de A. gemmatalis podendo ser consideradas cisteino-
proteases calcio-dependentes. A concentragcdo de ions calcio na qual se observou
melhor atividade foi de 30 mM. O efeito da concentragdo de EDTA reforcou a
hipotese que as cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis sdo
calcio-dependentes, visto que nas concentracdes de EDTA utilizadas os valores de
atividade foram significativamente (p<0,01) menores que na auséncia de EDTA. O
efeito do inibidor de aspartil-proteases, Pepstatina A ndo afetou significativamente
(p>0,01) a atividade das cisteino-proteases parcialmente purificadas de A.

gemmatalis. A aprotinina, inibidor competitivo de serino-proteases, nao influenciou
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significativamente (p>0,01) a atividade de cisteino-proteases parcialmente
purificadas de A. gemmatalis. Da mesma forma, o efeito da concentragdo de outro
inibidor de serino-proteases, o inibidor irreversivel TLCK, também ndo se mostrou
significativo (p>0,01) frente a atividade das referidas cisteino-proteases. A analise do
efeito de modificadores quimicos mostrou que as proteases parcialmente purificadas
do intestino médio da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, ndo pertencem a
classe das metalo, nem das aspartii e nem das serino-proteases. Portanto, as
enzimas proteoliticas parcialmente purificadas de A. gemmatalis possivelmente s&o

da classe das cisteino-proteases.
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