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RESUMO

Nas larvas de Tenebrio molitor (verme do trigo)
sdo encontrados variados tipos de proteinases
digestivas serinicas e cisteinicas, quando alimentados
com uma dieta controle de farinha de trigo. Quando
alimentados com farinha do feijao comum (Phaseolus
vulgaris), pelo menos cinco proteinases apresentam
atividade mais elevadas, enquanto a expressao de trés
enzimas pré-existentes foi reprimida. A inducdo dessas
proteinases ocorreu entre 30 min e 1 h apds a
alimentagédo. Aqui nos relatamos o fracionamento das
proteinases envolvidas na adaptacdo de T. molitor a
inibidores de proteinases em sementes de leguminosas
incorporadas em uma dieta controle usando
cromatografia de troca idnica e filtracdo em gel, seguida
pela caracterizacdo das enzimas com substratos e
inibidores naturais e sintéticos. Os inibidores utilizados
neste estudo (todos incorporados na concentracao de
0,4% no farelo de trigo) foram: inibidor de tripsina de
soja (STI), inibidor de tripsina e quimotripsina de soja
(SBI), inibidor de tripsina de Adenanttera pavonina
(ApTl) e o inibidor de tripsina de P. vulgaris (BTI). As
atividades  proteoliticas foram  ensaiadas para

azoalbumina, para os substratos fluorogénicos z-PR-



MCA, z-RR-MCA e succinil-GGR-MCA e os substratos
cromogénicos suc-AAPF-pNA e benzoil-R-pNA. As
atividades também foram monitoradas através de
zimogramas e de fracionamento em géis bidimensionais.
Dos quatro inibidores testados, o ApTI foi capaz de inibir
as enzimas proteoliticas majoritarias sem induzir
enzimas insensiveis a este inibidor, enquanto os outros
inibidores além de inibir as proteinases constitutivas
causaram indugdo de um conjunto diferente de
proteinases serinicas. Entre as proteinases induzidas,
uma era de interesse particular, pois foi induzida apds
sessenta minutos apds a ingestao de SBI, STl e BTI.
Esta proteinase teve sua atividade caracterizada como
uma quimotripsina através de analise eletroforética
bidimensional seguida de sequenciamento por
espectrometria de massas.

Palavras chaves: digestdo em insetos, interacdo inseto
planta, inibidores de proteinases, inducdo de

proteinases.



ABSTRACT

Tenebrio molitor (the yellow mealworm) larvae possess
several digestive serine and cysteine type proteinases
when fed on a control diet of wheat flour. When fed on
the common bean (Phaseolus vulgaris) flour, at least five
proteinases were shown to have higher activities, while
three pre-existing enzymes were found to be down-
regulated. The induction of these proteinases occurred
between 30 min and 1 h post-feeding. Here we report
the fractionation of the T. molitor proteinases implicated
in the adaptation of T. molitor to proteinase inhibitors
from legume seeds incorporated in a control diet using
ion-exchange chromatography and gel filtration, followed
by characterization of the enzymes with synthetic
substrates and inhibitors. The following inhibitors were
used in this study (all incorporated at the concentration
of 0.4% in wheat bran): Soybean trypsin inhibitor (STI),
soybean trypsin and chymotrypsin inhibitor (SBI),
Adenanttera pavonina trypsin inhibitor (ApTl) and
Phaseolus trypsin inhibitor (BTI). Proteolytic activities
were carried out toward azoalbumin, the fluorogenic
substrates z-PR-MCA, z-RR-MCA and z-GGR-MCA, and



the chromogenic substrates suc-AAPF-pNA and
benzoyl-R-pNA. Activities were also monitored through
zymograms and fractionation on two-dimensional gel
electrophoresis. Of the four tested inhibitors, only ApTI
was capable of inhibiting the major proteolytic enzymes,
while the other inhibitors caused induction of a different
set of serine proteinases. Among the induced
proteinases, one was of particular interest, because it
was up regulated by SBI, STl and BTl This
chymotrypsin-like proteinase is currently being further
characterized through bidimensional electrophoresis
followed by mass spectrometry sequencing.

Key words: digestion of insects, interaction insect
interaction, proteinase inhibitors seeds, induction of the

proteinases.
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1 - INTRODUGAO
1.1 - Consideragoées iniciais

As perdas anuais resultantes dos ataques de
insetos as plantagdes chegam a cifra de 30%, resultando
em danos relativamente maiores para as populagdes
carentes (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002). O
agravamento da fome, nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, é um reflexo do crescimento
exponencial da populagao, que nao é acompanhado, na
mesma escala, por aumento da produgdo de alimentos.
Essas perdas em alimentos e energia em potencial
podem ser reduzidas com o emprego em grande escala
de inseticidas, mas essa estratégia tem se mostrado cada
vez mais onerosa aos produtores e danosa ao meio
ambiente. Além disto, racas resistentes tém sido
selecionadas, 0 que gera um ciclo vicioso, no qual
maiores doses de inseticidas se tornam necessarias.
Meios de controle baseados na biologia dos insetos e das
plantas, os chamados meios de controle biorracionais,
tém recebido cada vez mais atencéo, tanto nos meios de
entomologia médica quanto agronémica.

Estudos na area de interagdo inseto-planta tém

revelado que as plantas defendem-se dos insetos
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produzindo substancias quimicas que os repelem ou
intoxicam, muitas vezes através da desorganizacdo das
suas fungdes digestivas (MOSOLOQV et al., 2001; TERRA
& FERREIRA, 2005). Dentro deste enfoque, genes que
levam a expressao de proteinas potencialmente toxicas ja
foram inseridos em plantas de interesse econémico, que
se tornaram resistentes aos insetos, como é o caso dos
inibidores protéicos de tripsina de origem vegetal, entre
outros (HILDER et al., 1987; MOSOLOV et al., 2001;
CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002).

O maior desenvolvimento de meios de controle
biorracionais, no entanto, esta a requerer um melhor
conhecimento do sistema digestério dos insetos, uma
vez que a tecnologia de transferéncia de genes entre
diferentes organismos ja se encontra bem avangada,
porém, o conhecimento de alvos para serem explorados
ainda é reduzido. Provavelmente por causa disto, as
duas ultimas décadas do século passado mostraram um
desenvolvimento das pesquisas em digestao de insetos
sem paralelo nas décadas anteriores. Isto pode ser
explicado pelo fato de que as fungbes digestivas em
insetos representam um modelo riquissimo de
informagbes, seja do ponto de vista da fisiologia

comparada, uma vez que a classe Insecta possui
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representantes adaptados a uma multiplicidade enorme
de habitats e habitos alimentares, seja porque o sistema
digestério represente uma das principais interfaces entre
o0 meio interno do inseto e seu meio ambiente, e que por
isto, se torne uma das mais promissoras fontes de alvos
para serem explorados em técnicas de controle
biorracional (TERRA & FERREIRA, 2005).

1.2 Organizagao da digestao em insetos

O sistema digestivo dos insetos é adaptado as
suas condi¢gbes, sendo composto de boca com
glandulas salivares, papo, cecos gastricos, estdbmago,
intestino e anus; a excregao € realizada por estruturas
chamadas de "tubulos de malpighi", que filtram os
fluidos do corpo e levam as excretas nitrogenadas até o

intestino, sendo portanto, eliminada junto com as fezes.

O detalhamento ao nivel molecular dos modelos
propostos para a digestdo entre os insetos necessita da
ampliagdo nos conhecimentos existentes sobre as
enzimas digestivas envolvidas, assim como da natureza
quimica das membranas microvilares das células
intestinais e da membrana peritrofica (estrutura
anatébmica quitino-protéica que reveste o alimento no
interior do intestino nos insetos) (TERRA & FERREIRA,
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1979). Intestino médio de insetos contém grandes
quantidades de enzimas proteoliticas que possuem um
papel central na reposicdo e no fornecimento de
aminoacidos livres essenciais para o desenvolvimento
normal do inseto (MICHAUD et al., 1995). Segundo
Terra et al., (1985) o pH do conteudo luminal do inseto
T. molitor varia entre 5,2-5,6 na parte anterior e passa
para 7,8-8,2 na parte posterior. As enzimas digestivas
sdo soluveis encontradas no Ilumen intestinal sdo
carboidrases e proteinases cisteinicas nos primeiros
dois tercos, que tem pH 5,6, e quimotripsina, tripsina e
aminopeptidase microvilares no ultimo tergco que tem pH
7,9 (Terra et al, 1985;. Cristofoletti et al.2005).
Experimentos mostraram que as secregdes de enzimas
ocorrem no intestino anterior e absor¢do de agua e
nutrientes ocorrem na parte posterior do intestino médio
(Terra et al., 1985).

Segundo Tsybina et al., (2005) na porgao
anterior do intestino médio do T. molitor encontra-se as
proteinases cisteinicas, isso se deve ao pH ser mais
acido e na porgcao posterior do intestino médio
encontram-se as proteinases serinicas onde o pH é

mais alcalino. Segundo Silva et al., (2008) as larvas de
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T. molitor podem responder diferencialmente a ingestao
de diferentes dietas devido a presenca de inibidores na
alimentacéo.

Seguindo este mesmo propdsito do estudo da
digestdo em T. molitor apresenta-se na Figura 1, a
organizacdo espacial da digestdo em larvas de T.
molitor ao que se refere ao pH e a interagdo com o
alimento. A larva de T. molitor alimenta-se se cereais em
geral, em principal o trigo, que quando entra no tubulo
digestivo é envolvido pela membrana perimicrovilar no
intestino médio do T. molitor. Normalmente, o inseto se
alimenta e digere o alimento afim de repor suas reservas
energéticas, mas, quando esta planta contenha um
inibidor, inicialmente faz a inibicdo das enzimas pré-
existentes. Isso leva a uma diminuicdo na quantidade de
aminoacidos livres passiveis de serem absorvidos pelo
T. molitor fazendo com que este aumente a quantidade
de alimento ingerido, aumentando consideravelmente a
quantidade de inibidor presente no aparelho digestorio.
De algum modo a larva de T. molitor reconhece o
inibidor e deixa de expressar a enzima inibida pelo
inibidor e passa a expressar novas enzimas insensiveis
ao inibidor ingerido conseguindo assim repor sua

reserva energeética.



26

Larva do Tensbrio Molitor

pH
5.2-58

pH
7RE2

EXpressao de Diminulgas da
enzimas quantldads de pa
insensiveis ekzorvido

4 IS

Canmplexd
snzimafinlbldor
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Figura 1 — Esquema da digestao da larva do T. molitor e a relagao com

inibidores. O desenho esquematico apresenta a organizagao da digestédo da
larva do T. molitor em sua dieta normal o trigo, apresenta o pH do conteudo
luminal do intestino médio e os possiveis efeitos quando esta dieta passa

expressar inibidores de enzimas digestivas.
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1.3 Adaptacao dos insetos a inibidores de enzimas

digestivas de origem vegetal

Estudos vém demonstrando que a exposicdo a
inibidores de proteinases e amilases pode resultar na
adaptacdo dos insetos, que passam a produzir
proteinases e amilases digestivas parcial ou totalmente
insensiveis aos inibidores (JONGSMA et al., 1995;
BROADWAY, 1996; SILVA et al., 2001a, b; MOON et
al., 2004). A exemplo do que se observa com inseticidas
convencionais, ragas de insetos resistentes a proteinas
usadas para transformacao de plantas também tém sido
descritas, como constatado na literatura através de
relatos de que plantas transgénicas expressando
proteinas téxicas de Bacillus thuringiensis (Bt toxinas)
comegam a nao mais afetar os insetos alvo. Neste caso,
a adaptacao dos insetos envolve a selecdo de mutantes
nos quais a membrana das células do epitélio intestinal
deixa de apresentar receptores para essas proteinas,
levando ao aparecimento de racas resistentes as Bt
toxinas (COATES et al.,, 2007). Ja a adaptagcao de
insetos pragas a inibidores de proteinases pode

envolver a expressido de proteinases capazes de
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degradar o inibidor, pode envolver a sobre-expressio de
proteinases pré-existentes ou a indugdo de proteinases
insensiveis ao inibidor (CLOUTIER et al, 2000;
MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY, 2001; MOON
et al., 2004; BRIOSCHI et al., 2007; SILVA et al., 2008).

O fendbmeno da indugdo de enzimas digestivas
em resposta a ingestao de inibidores foi descoberto em
conseqliéncia dos estudos sobre adaptacdo de larvas
de lepidopteros a plantas transgénicas, que
expressavam inibidores de proteinases tipo tripsinas
(JONGSMA et al, 1995; BROADWAY, 1996). A
despeito do grande impacto dessa descoberta, ainda
ndo sdo conhecidos os detalhes dos mecanismos
através dos quais os insetos reconhecem a presenca
dos inibidores no trato intestinal e como ¢é
desencadeado o processo de expressdo de novos
genes (BROADWAY, 1997; JONGSMA & BOLTER,
1997). S6 recentemente foi demonstrado que a indugao
de ftripsinas em lepidopteros se da pela transcrigao
génica (MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY, 2001),
0 mesmo ocorrendo com a inducio de proteinases tipo
catepsina B no caruncho Callosobruchus maculatus
(MOON et al., 2004).
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Também tem sido observado que ndo somente
proteinases podem ser induzidas em insetos pragas,
pois a-amilases também sao induzidas no caruncho
Zabrotes subfasciatus, o qual ataca gréos do feijao
comum (Phaseolus vulgaris) e do feijao-de-corda (Vigna
unguiculata). A ingestdo do inibidor de o-amilase
purificado de sementes de P. vulgaris (aAl-1) por larvas
de Z. subfasciatus provoca a indugdo de duas novas
formas de amilases de baixa migragao eletroforética
(SILVA et al., 2001a, c).

No caso da inducdo de amilases em larvas de Z
subfasciatus, embora o inibidor aAl-1 iniba somente de
forma parcial a amilase constitutiva do inseto em
ensaios in vitro, sua presenca na luz intestinal
desencadeia a secrecdo de um dimero de amilases
(SILVA et al, 2001a, c). Ha evidéncias de que o
intestino do inseto produz uma proteinase serinica
minoritaria (cuja ocorréncia ja foi sugerida por
ISHIMOTO & CHRISPEELS, 1996), a qual foi isolada e
caracterizada em nosso laboratério (SILVA et al.,
2001b). Essa proteinase minoritaria teria como fungao
clivar o inibidor liberando peptideos, que sao

reconhecidos por hipotéticos receptores no epitélio
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intestinal ou em algum o6rg&o interno, como o cérebro ou
o corpo gorduroso. O reconhecimento dos peptideos
desencadearia uma cascata de sinalizagcdo, que
culminaria com a sintese e secre¢do do dimero de
amilases.

Mesmo depois de quinze anos apds a
descoberta da adaptacdo de insetos pragas a adicédo de
inibidores de enzimas digestivas em suas dietas, os
detalhes de como a indugdo das enzimas insensiveis
ocorre ainda sado desconhecidos. Uma provavel
explicacdo para este fato é que a sinalizagcdo possa
envolver substancias que sao produzidas fora do préprio
intestino médio, como neurotransmissores de origem
cerebral, o que vem tendo pouca atencao até agora. Os
ensaios biolégicos envolvendo a alimentacdo dos
insetos com inibidores purificados também limitam esses
estudos, pois a quantidade dos inibidores, que sao caros
ou de dificil preparacao, limita o niumero de tentativas
nos experimentos.

Uma alternativa para os estudos envolvendo
especificamente o modo pelo qual o inseto em estudo
responde a uma determinada proteina em sua dieta é o
uso de epitélios intestinais integros in vitro. O epitélio

intestinal de insetos é composto por uma Unica camada
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de células (epitélio simples), ao contrario do epitélio
intestinal de mamiferos, que é estratificado. Trabalhos
do final da década de 90 e outros mais recentes tém
mostrado que as preparagdes de intestinos médios
inteiros ou epitélios intestinais isolados de insetos se
mantém viaveis por mais de 24 horas, exercendo varias
de suas fungdes normais, como secrecdo de enzimas
digestivas, sintese de prostaglandinas, manutencao de
pH luminal, interagdo com protozoarios e até secregao
de membrana peritréfica (BRAUN & KEDDIE, 1997;
CLARK et al., 1998; RANA & STANLEY, 1999; ZIELER
& DVORAK, 2000; BUYUKGUZEL et al., 2002). O uso
de modelos in vitro pode tornar possivel a investigagao
sobre a inducdo de enzimas insensiveis a inibidores
usando pequenas quantidades dos mesmos, ao invés
de ter que alimentar os proprios insetos com
quantidades maiores.

A participacado de neurotransmissores no controle da
secrecdo de enzimas digestivas tem sido mostrada
inclusive com ensaios utilizando preparacbes de
epitélios intestinais in vitro. Numa espécie de barata,
Diploptera punctata, os neuropeptideos alatostatina e
miosupressina foram capazes de induzir a secrecao de

amilase e a-glucosidase em preparagbes de intestino
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médio ou intestinos ligados (FUSE et al, 1999).
Peptideos pertencentes a uma outra familia de
miosupressinas (SchistoFLRFamidas) foram capazes de
modular a secrecdo de amilase e a-glucosidase em
preparagdes de intestinos isolados do gafanhoto
Locusta migratoria (HILL & ORCHARD, 2005). Em outra
espécie de barata, Periplaneta americana, foi
demonstrado que a secregdo de amilase e de protease
€ controlada pelo peptideo cardioativo de crustaceo
(CCAP), o qual é liberado apds refeigdo. Intestino-
médios de animais em jejum quando incubados com
extrato de cérebro de animais alimentados foram
capazes de produzir amilases e proteases (SAKAI et al.,
2006).

Diante do quadro mostrado acima, e para
contrapor-se a enorme capacidade adaptativa dos
insetos pragas, tem sido preconizada a introducdo de
multiplos genes de resisténcia para a proxima geragéo
de plantas transgénicas a ser desenvolvida. Tem sido
observado, por exemplo, que ha sinergismo quando se
usa a combinacdo de inibidores de proteinases de
diferentes classes sobre as enzimas digestivas de
insetos (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; AMIRHUSIN

et al., 2007). De modo anélogo, o uso combinado e/ou
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alternado de metabdlitos praguicidas de origem vegetal
para protecdo de cultivos ou produtos agricolas
armazenados seria outra forma de evitar o
desenvolvimento de resisténcia por parte das pragas. A
busca de novas proteinas que sejam tdxicas para
insetos pragas continua imperiosa, tanto quanto
conhecer suas propriedades moleculares e seus
mecanismos de acdo, que sado etapas imprescindiveis

para a base do desenvolvimento biorracional.
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2 - Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral contribuir
para o entendimento dos mecanismos pelos quais insetos
pragas conseguem se adaptar a ingestdo de proteinas
potencialmente toxicas de origem vegetal, como inibidores
de enzimas digestivas, culminando com a inducdo de

enzimas insensiveis aos inibidores.
2.1. - Os objetivos especificos foram:

2.1.1 - Verificar o efeito produzido pela presenca de
inibidores presentes na dieta e expressao
diferencial de proteinases digestivas em larvas
do coledptero Tenebrio molitor.

2.1.2 — Esclarecer a mudanga no padrao de atividade
proteolitica frente a diferentes inibidores de
leguminosas incorporados na dieta de larvas de
T. molitor.

2.1.3 — Isolar e caracterizar as proteinases envolvidas
na adaptagdo a presengca de inibidores de

proteinases em larvas de T. molitor.
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3 - Materiais e Reagentes Utilizados

Os reagentes usados foram de grau analitico.
Foram utilizados o inibidor de tripsina de soja — STI
(Sigma®), o inibidor de tripsina e quimotripsina de soja —
SBI (Sigma®), o inibidor de tripsina de feijao — BTI
(Sigma®) e o inibidor de tripsina de Adenanthera
pavonina — ApTIl (gentilmente cedido pela Professora
Maria Ligia Rodrigues Macedo da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul).

Os testes de atividade enzimatica foram
realizados com substratos protéicos como a azo-
albumina (Sigma®) para as analises em tubo e gelatina
para o zimograma em gel de eletroforese. Os seguintes
substratos sintéticos foram utilizados no presente
trabalho: succinil—alanil-alanil—prolil-fenilalanina—p-
nitroanilida (suc-AAPF-pNa, Sigma®) e benzoil -
arginina—p-nitroanilida  (bz-R-pNa, Sigma®), estes
cromogénicos e, N-a-carboxibenzil-arginil-arginina-7-
amido—4-metilcumarina (z-RR-MCA, Sigma®), N-o-
carboxibenzil-fenilalanil-arginina-7-amido—4-
metilcumarina (z-PR-MCA, Sigma®), N-a-carboxibenzil—
glicinil—glicinil-arginina-7-amido—4-metilcumarina (z-

GGR-MCA, Sigma®) que s&o fluorogénicos. Como
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efetores na atividade proteolitica foram utilizados
ditiotreitol (DTT, Sigma®) e trans-epoxisuccinil 4-
guanidino butano (E-64, Sigma).

Nas eletroforeses foram utilizados os seguintes
reagentes bis-acrilamida (Sigma®), acrilamida (BioRad),
persulfato de amoénio (APS, Sigma®), TEMED
(Gibicobril), Tris (Vetec), acido cloridrico HCI (Vetec) e
dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma®) para compor 0s
géis de separacao e de empilhamento e tris (BioRad),
glicina (Sigma®) e SDS (Sigma®) para compor 0s
tampdes de corrida. Os tampdes de amostra utilizaram
azul de bromofenol (Sigma®), tampao Tris/HCI, SDS e
glicerol (Sigma®). Nos géis bidimensionais foi utilizada
uma solucdo de anfdlitos 30% pH 3 -10 (Sigma®) e
solugbes de hidroxido de sédio (NaOH, Vetec) e HCI
(Vetec). Para a revelagdo utilizou-se o corante
Coomasie blue R (Sigma®) em etanol (Vetec)/ acido

acético (Vetec).
3.1 Colonias de Tenebrio molitor

As larvas e adultos de T. molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) sdo mantidas no laboratério ha cerca de
10 anos. Os animais sao criados em viveiros de plastico

transparente cobertos com retalhos de tela presos por
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elasticos, sob condicbes de fotoperiodo natural,

umidade relativa de 60-70% e temperatura de 29 + 1 ©C.
Os insetos sao alimentados com farelo de trigo obtidos
no comércio local.

Para alimentar os animais foram utilizados os
cereais integrais: arroz, aveia e farelo de trigo bem como
as farinhas dos feijdes (Vigna unguiculata e Phaseolus
vulgaris), para identificar a mudanca no padrdo das
proteinases frente as diferentes dietas.

Visando identificar as mudancas no padrdo de
proteinases em resposta a inibidores presentes em
diferentes dietas, elaboramos uma dieta artificial, com a
incorporagao de 0,4% (m/m) de inibidor puro em farelo
de trigo sendo dietas individuais contendo, inibidor de
tripsina de soja (STI), o inibidor de tripsina e
quimotripsina de soja (SBI), o inibidor de tripsina de
feijao (BTI) e um inibidor isolado das sementes de uma
planta tipica do serrado brasileiro a A. pavonina (ApTlI).
Estes inibidores foram pesados isoladamente e
incorporados nas proporcdes de farelo de trigo e
mecanicamente homogeneizados no gral utilizando um
pistilo, cuidadosamente para que o farelo de trigo nao

ficasse totalmente pulverizado.
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As diferentes dietas foram oferecidas a diferentes
grupos contendo dez animais, que passam por um
periodo de sete dias em jejum antes de serem
introduzidos na respectiva dieta e permanecerem pelo
mesmo periodo de sete dias nestas dietas, antes de
serem dissecados para isolamentos dos intestinos-
médios. ApoOs serem, dissecados cada lote passou por
dosagem de proteina e os volumes foram adequados
para que todos tenham a mesma concentragdo de
proteinas por mililitro de solugcdo. Foram analisados dez

lotes de animais alimentados em cada dieta.
3.2 - Preparagao de amostras

Na preparagdo do homogeneizado de intestino-
médio inteiro foram utilizadas larvas, sendo essas
dissecadas em solugdo salina (NaCl 250 mM) para
remogao do trato digestivo. A homogeneizacao foi feita
em agua destilada utilizando-se um homogeneizador
tipo Potter-Elvehjem munido de um pistilo de teflon, em
movimentos manuais, mantendo-se o material
constantemente em banho de gelo.

Para obtencdo de homogeneizados de
compartimentos intestinais, procedeu-se da seguinte

forma. Apds remogéao do trato digestivo e separagao do
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intestino médio, o epitélio foi separado e lavado em
salina, enquanto o conteudo luminal depois de disperso
em salina foi coletado com auxilio de um capilar e
disperso em volume conhecido de agua destilada. O
epitélio foi homogeneizado em agua destilada com
auxilio de um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem
como descrito acima.

Para obtencao das fragdes solluvel celular e de
membrana, o homogeneizado de epitélio foi centrifugado
a 10.000 X g por 15 minutos a 4°C, coletando-se o
sobrenadante, que é considerado como fracado soluvel

celular.

3.3 - Condicoes dos ensaios de hidrolases e

determinagao de proteinas

Nos ensaios com azoalbumina foram usados
0,05 mL de fonte de enzima mais 0,05 mL do substrato
a 1 % (m/v) em tampao de protedlise citrato/fosfato pH
6,0, sendo esta mistura de reagentes incubada em
tubos de Eppendorf. A reagao foi parada pela adicao de
0,05 mL de TCA 30 % (m/v) em quatro tempos (30’, 60’,
90’ e 120°) para a construgdo de uma curva de
atividade, apds os tubos foram deixados em repouso

por 30 min em gelo até serem centrifugados a 10.000 X
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g por 15 min a temperatura ambiente. Aliquotas de 0,1
mL dos sobrenadantes foram recolhidas e alcalinizadas
com a adi¢ao de 0,1 ml de NaOH 2N e as absorbancias
resultantes foram lidas a 420 nm em placa de 96 pocos
transparentes no aparelho de leitura de placa Tecan
(Infinite).

Nos ensaios com substratos que liberam p-
nitroanilina (suc-AAPF-pNa e bz-R-pNa) foram usados
0,05 mL de fonte de enzima mais 0,05 mL do substrato
a 1 % (m/v) em tampéo de protedlise citrato/fosfato 50
mM, pH 6,0, sendo esta mistura de reagentes incubada
em tubos de ensaio. A reacao foi parada pela adicao de
0,1 mL de acido acético 30 % (m/v) em quatro tempos
(30, 60’, 90’ e 120’) para a construgao de uma curva de
atividade. Aliquotas de 0,15 mL dos sobrenadantes
foram recolhidas e as absorbancias resultantes foram
lidas a 410 nm em placa de 96 pogos transparentes no
aparelho de leitura de placa Tecan (Infinite).

Para os ensaios das hidrélises de derivados de
metilcumarina (z-RR-MCA, z-PR-MCA e z-GGR-MCA)
foi utilizado o espectrofluorimetro Spectramax M5 para
monitorar a liberagdo dos fluorocromos. A leitura da
fluorescéncia foi feita no comprimento de onda de

excitagdo de 380 nm e no comprimento de onda de
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emissdo de 440 nm para metilcumarina em placas de 96
pogos opacas. Amostras de enzimas (0,02 mL) foram
misturadas com 0,18 mL de 100 mM de tampao
citrato/fosfato 50 mM contendo 1,5 mM DTT, pH 6,0. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 2 uL de 1 mM do
substrato. Nestes ensaios repetiram-se as mesmas
amostras com o acréscimo de 0,01 mL de E-64.

As reacgdes foram incubadas em banho-maria a
30 °C por pelo menos quatro intervalos de tempo e
foram calculadas as velocidades iniciais. Uma unidade
de atividade (U) foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a clivagem de 1umol de
substrato/min. Para azoalbumina, uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima
capaz de produzir uma mudanca de absorbancia de
0,01 unidades/min a 410 nm. Para os ensaios com 0s
derivados de p-nitroanilina construiu-se uma curva
padrédo com p-nitroanilina. As atividades dos derivados
de metilcumarina foram expressos em mFRU da curva
de cinética determinada pelo aparelho no tempo em a
reagao esteve linear.

As determinagbes de proteina foram feitas de
acordo com o método descrito por Smith et al. (1985),

com modificagdes propostas por Morton & Evans
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(1992), utilizando-se albumina sérica bovina (Sigma®)
como padrao. Este procedimento baseia-se no fato do
BCA (1% de BCA . Na,, 2% de Na,COj;. H,0, 0,16% de
tartarato de sédio, 0,4% de NaOH e 0,95% de NaHCO;
acertando o pH para 11,25 com NaOH concentrado)
produzir uma intensa cor purpura na presenca de ions
Cu™ em meio alcalino, que sdo produzidos na reagao
de proteina com solugdo alcalina de cobre.
Primeiramente foi preparado o reagente chamado
Standard Working Reagent (SWR) formado da mistura
do reagente de BCA com uma solugdo de sulfato de
cobre 4% na propor¢ao de 50 volumes do primeiro com
1 volume do seguinte. Prepara-se uma solugédo padrao
de albumina sérica bovina 4 mg/mL diluida 20 vezes e
se monta uma curva padrdo. Nas amostras de
interesse, coletam-se 20 uL e s&do acrescentados 200
uL do SWR. Incubam-se os tubos a 37°C por 30

minutos e faz-se a leitura da absorbancia a 562 nm.
3.4 - Ensaios de atividade in gel (Zimograma)

Os ensaios de atividade de proteinases in gel
seguiram metodologias descritas por Campos et al.
(1989) e Silva et al. (2001b). Homogeneizados

intestinais foram fracionados em placas de géis de
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poliacrilamida contendo SDS 0,1% (m/v). Amostras
contendo quantidades apropriadas de proteina foram
primeiramente diluidas 1:2 com o tampao de amostra
(SDS 2%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,1% em
tampao tris/THCI 200 mM, pH 6,8) e em seguida
submetidas a eletroforese usando um sistema de mini-
géis BioRad MiniProtean 3 (150 V por aproximadamente
90 minutos) sob refrigeracdo em gel de poliacrilamida
7,5 ou 12 % contendo 0,1% (m/v) de gelatina. Apds
migracao, os géis foram transferidos para uma solugao
aquosa de Triton X-100 2,5 % (m/v) durante 20 minutos
para renaturagdo das enzimas. Depois da renaturagao
com Triton X-100, os géis foram transferidos para uma
solugdo com tampado de protedlise (100 mM de
citrato/fosfato 1,5 mM DTT, pH 6,0) em diferentes
tempos. A protedlise nos géis foi interrompida com uma
solugao corante (0,1 % m/v Coomassie Brilliant Blue R
em 40 % v/v etanol/10 % v/v de acido acético).
Posteriormente, uma breve descoloragcdo em 40 % v/v
etanol/10 % v/v de acido acético, as bandas claras com
fundo azul idicam a localizagdo da atividade de

proteinases no gel.
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3.5 - Analise proteémica bidimensional do conteudo

luminal das larvas de T. molitor

As anadlises protedmicas em duas dimensdes
consistem em separaram inicialmente as proteinas de
acordo com o ponto isoelétrico da proteina e depois pelo
tamanho. Para a primeira dimensao, preparou-se um gel
de poliacrilamida 7% contendo 2% de anfdlitos pH 3-10
(Sigma), apds acrescentar o APS e TEMED,
preencheram-se as placas do kit de mini gel da BioRad.
Na superficie coloca-se uma mistura de agua e anfélito
(aproximadamente 0,5% v/v) para a superficie
polimerizar sem ondulagbes. Apds a polimerizagcao
monta-se a placa no sistema de eletroforese com o
tampao anodo NaOH 250 mM e o tampao catodo HCI
250 mM, com ajuste de fonte para 200 V constante a 4
°C até a amperagem atingir aproximadamente 5 mA.
Ap6s a focalizagao, prepara-se o gel empilhamento
tradicional, tamponado com Tris-HCI, pH 6,8 sem SDS.
Quando ocorre a polimerizagdo, monta-se novamente o
sistema de eletroforese com o tamp&o Tris-glicina sem
SDS. A corrida deve acontecer a 200 V constante a 4 °C

até que a frente de corrida ultrapasse toda a placa.
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Na segunda dimensé&o utiliza-se um gel SDS-
PAGE tradicional, que recebeu uma raia cortada do
primeiro gel vindo da focalizacdo isoelétrica das
proteinas presentes na amostra. Esta segunda
dimensao foi realizada tanto para analise protedmica,
quanto para analise em zimograma de duas dimensoes,
neste caso foi co-polimerizado com o gel da segunda
dimenséo 1% de gelatina. Apés duas horas de corrida a
150 V constante e a 4 °C, as proteinas foram
renaturadas com triton X-100 por quinze minutos,
seguidos de incubacdo em tampao citrato-fosfato 50
mM, pH 6 por duas horas a 30 °C. A revelagao foi feita
com o corante Coomassie Briliant Blue R, que foi

descorado até aparecerem bandas bem contrastadas.
3.6 — Fracionamento por Cromatografia

Intestinos de larvas de T. molitor foram
homogeneizados em agua destilada, em seguida, o
material foi centrifugado a 10.000 X g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi ajustado para a concentragéo de
10 mM de imidazol, pH 6,0 e aplicado em uma coluna de
troca ibnica Hi Trap Q (GE Healthcare, 5 cm x 0,5 cm)
utilizando o aparelho Akta (GE Healthcare) equilibrada em

tamp&o imidazol 10mM, pH 6,0. Em seguida foi feita uma
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eluicdo isocratica com 8 mL de tampao imidazol para
eluicdo das proteinas nao retidas e, logo apds esse
procedimento, foram aplicados 20 mL de um gradiente
linear com a concentragao de cloreto de sodio crescendo
de 0 a 1 M no tampéo imidazol, seguidos de uma eluigdo
isocratica com 5 mL de tamp&o imidazol contendo 1M de
NaCl, pH 6,0. Foi utilizado um fluxo de 1,0 mL/minuto em
todo processo e foram coletadas fragdes de 0,5 mL.

As fragdes foram ensaiadas usa atividade
proteolitica e os picos obtidos foram concentrados por
ultrafiltracao em tubos tipo Amicon™. Apds concentragéo,
os picos de interesse foram aplicados em uma coluna de
filtracdo em gel Superdex 75 (GE Healthcare, 10 cm
x1cm) equilibrada e eluida em tampao imidazol 10mM, pH
6,0 a um fluxo de 0,5 mL/min. As fragdes continham 0,5

mL e foram ensaiadas contra substratos cromogénicos.
3.7 — Andlise estatistica dos dados obtidos

Os dados obtidos apdos a leitura das
absorbancias e da fluorescéncia foram trabalhadas no
programa Microsoft Excel e Origin Pro 7.0 para
obtencdo dos graficos e figuras relacionadas. Para os
dados estatistico utilizou-se o programa estatistico

Graph Pad Prisma 5, sendo aplicados o teste T nédo
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pareados para os dados e o ANOVA de uma via,

considerando no P=0,05 para significancia estatistica.
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4 - Resultados

4.1 - Diferencas morfolégicas nas larvas apés

alimentacao

As larvas passaram por um jejum de sete dias e
apos este periodo grupos de dez larvas foram
submetidos a alimentagdo com dietas de farelo de trigo
contendo os diferentes inibidores purificados e,
alternativamente, dietas com farinhas de sementes de
leguminosas. No momento da disseccdo, foram
observados aspectos como tamanho das larvas, e se os
intestinos  estavam cheios de alimentos ou
apresentavam o intestino vazio ou com escassez de
alimento, sempre comparando com os intestinos dos
animais que compde o grupo controle.

As diferengcas nas dosagens de proteinas
soliveis em homogeneizados intestinais nao foram
significativas, salvo o grupo alimentado com ApTI
incorporado na dieta que apresentou diferenca
estatistica significativa (Tabela 1). Durante o periodo de
alimentagdo com os inibidores ou com as farinhas de
sementes nao foi observada mortalidade das larvas.
Estes resultados sugerem que os inibidores, nas

dosagens usadas, nao apresentam efeitos agudos
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aparentes, o que nao descarta os efeitos bioquimicos da
inibicdo e posterior indugdo de proteinases insensiveis a

estes inibidores.
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Tabela 1 — Determinagdo de proteinas soluveis em
intestino-médio de larvas de Tenebrio molitor

alimentadas em diferentes dietas.

Grupos Proteinas (ng/mL)
Jejum 5,365 +0,98
Trigo 5,746 £ 0,76

BTI 5,828 + 0,97
ApTI 7,381+1,34*
STI 5,842 + 0,67
SBI 5,852 + 0,45

As dietas continham o0s seguintes inibidores
incorporados no farelo de trigo usado como excipiente:
BTl (inibidor de tripsina de Phaseolus vulgaris), ApTI
(inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina), STI
(inibidor de tripsina de soja), SBI (inibidor de tripsina e
de quimotripsina de soja) (SEM + P< 0,05).
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4.2 — Efeito da ingestao de inibidores no perfil de

atividade proteolitica em larvas de T. molitor

Ao serem alimentadas com diferentes dietas, as
larvas de T. molitor mudam seu padrao enzimatico como
um reflexo da alimentagdo que receberam. Na Figura 2,
podemos observar que larvas de T. molitor, em resposta
a diferentes dietas compostas por farinha de diferentes
sementes (trés cereais e duas leguminosas), diminuiram
a expressao de algumas proteinases e passaram a
expressar outras em maior quantidade de acordo com a
dieta a que foram submetidas. De todas as dietas
testadas, a ingestdo de farinha de sementes de P.
vulgaris (feijago comum) foi a que resultou em uma
inducao de proteinases mais evidente. Chama a atencao
0 aumento da expressdo de quatro proteinases de
menor migragcao eletroforética em comparagdo com as
demais dietas, inclusive com a farinha de outro feijao (V.
unguiculata).

Em larvas de T. molitor, verificamos no
zimograma apresentado na Figura 3, que a resposta de
inducdo de proteinases também pode ser observada
com a incorporagao de inibidores purificados em uma

dieta controle contendo somente o farelo de trigo.
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Dentre os inibidores testados e fazendo-se uma
comparagdao com a dieta controle e com a farinha de
feijdo comum, somente o inibidor de tripsina e
quimotripsina de soja (SBI) resultaram em uma indugéo
significativa de proteinases. Curiosamente a enzima que
foi induzida também mostrou uma baixa migragao
eletroforética (ver raia SBI na Figura 3).

Os homogeinizados das larvas alimentadas com
os inibidores puros incorporados na dieta foram testados
in vitro sua atividade e comparada com a adigdo dos
inibidores para verificar se as enzimas induzidas sao
realmente insensiveis aos inibidores. Na Tabela 2 o
resultados mostram que in vitro o SBI nao é capaz da
inibir as atividades proteolitica, ja o ApTI inibe a
atividade proteolitica em todos os homogeinizados

testados.
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Figura 2- Padrdao de atividade proteolitica de homogeneizados
intestinais de larvas de T. molitor alimentadas com farinhas de
diferentes sementes. Diferengas na atividade de proteinases intestinais
foram observadas quando as larvas foram alimentadas com diferentes
dietas. Notar na raia P, que pelo menos quatro proteinases de baixa
migragao eletroforética mostram maior atividade do que as demais dietas. M,
farinha de sementes de milho; O, farinha de sementes de aveia; R, farinha
de sementes de arroz; W, farinha de sementes de trigo; P, farinha de

sementes de feijdo comum; V, farinha de sementes de feijao-de-corda.
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Figura 3- Comparagdo entre os padroes de atividade proteolitica de
homogeneizados intestinais de larvas de T. molitor alimentadas com
farinha de semente do feijao comum (P. vulgaris) e com dietas contendo
inibidores purificados. Este zimograma mostra o padrdo de proteinases em
animais alimentados com farinha de P. vulgaris (P) em ralagdo ao grupo
controle alimentado com farelo de trigo (W) e em relagdo aos animais
alimentados com inibidores puros incorporados na dieta controle (SBI e

ApTI), foram repetidos seis lotes de alimentagdo com as mesmas dietas.
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Tabela 2 — Atividade dos homogeinizados intestinais de

larvas de T. molitor e inibigao in vitro das atividades.

Dieta Controle (Trigo)
Inibidores Sem BTI ApTI
— inibidor
l
Substratos
Azo 4,27+063 4,42+0,84 2,22+0,61
albumina
Suc-AAPF- 53,7+4,5 51,614 12,6£0,5
pNA
bz-R-pNA 30,97+1,7 25,1£3,2 20,2+1,9
Dieta SBI (Trigo+SBl)
Inibidores Sem BTI ApTI
— inibidor
l

Substratos
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Azo 2,38+0,57 2,52+0,57 1,73+£0,55
albumina
Suc-AAPF- 14,8+1,1 11,4+£0,5 14+1,1
pNA
bz-R-pNA 16,7+1,7 17,6+0,9 19,2+1,9
Dieta ApTI (Trigo+ApTI)
Inibidores Sem BTI ApTI
— inibidor
!
Substratos
Azo 4,66+0,75 3,67+0,86 2,75+0,55
albumina
Suc-AAPF- 25+3,4 24+3,8 1241
pNA
bz-R-pNA 18,2+1,1 20,7+3,6 19,1+0,3

Os homogeinizados intestinais de larvas alimentadas por sete dias com dietas
artificiais contendo SBI incorporado na dieta e ApTI incorporado na dieta e a

dieta controle trigo, em comparativo a atividade frente as substratos Azo
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albumina, suc-AAPF-pNA e bz-R-pNA sem os inibidores in vitro e com cada

um dos inibidores in vitro.
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Figura 4 mostra a atividade proteolitica presente
nos diferentes homogeneizados intestinais contra
substratos cromogénicos e contra o substrato protéico
azo-albumina. O grupo mantido em jejum apresentou
baixa atividade para todos os substratos quando
comparados com o grupo controle alimentados com o
farelo de trigo, visto que as larvas ndo estavam se
alimentando e a secregdo de enzimas digestivas pode
ter diminuido. O grupo BTl nado demonstrou uma
diferenca significativa em atividade contra os substratos
azo-albumina e suc-AAPF-pNA, porém, houve uma
diminuicao significativa quando a atividade foi testada
com o substrato b-R-pNA. O grupo ApTI teve todas as
atividades inibidas, inclusive quando comparado com o
grupo mantido em jejum. Os animais alimentados com
STl e SBI apresentaram uma queda na atividade com
relagdo aos substratos sintéticos, mas nao foi observada
uma alteracdo na atividade com relagdo ao substrato
protéico (azo-albumina) em relagéo ao grupo alimentado
somente com o farelo de trigo.

Os ensaios em gel confirmaram as diferengas
apresentadas nas atividades proteoliticas ensaiadas

com os substratos sintéticos. A Figura 5 apresenta um
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zimograma onde se destacam duas bandas majoritarias
de baixa migracdo que possuem alta atividade
proteolitica, principalmente nos grupos BTI, STI e SBI.
Estes resultados mostram que a ingestdo de diferentes
inibidores resultou em diferentes padrbes de atividade

proteolitica em larvas de T. molitor.
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Figura 4 - Atividade proteolitica dos homogeneizados intestinais de
larvas de T. molitor alimentadas com diferentes inibidores. O grupo
denominado jejum corresponde aos animais mantidos sete dias sem acesso a
alimento; o grupo Trigo corresponde aos animais alimentados somente com
farelo de trigo, enquanto os grupos BTI, ApTl, STl e SBI correspondem aos
animais alimentados em dietas onde os inibidores foram incorporados (na
concentragéo de 0,4% m/m) ao farelo de trigo usado como excipiente (teste T
P < 0,05).
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Figura 5 - Comparagédo entre os padroes de atividade proteolitica de
homogeneizados intestinais de larvas de T. molitor mantidas em jejum e
alimentadas com farelo de trigo e com dietas contendo inibidores
purificados. Os homogeneizados foram obtidos de larvas mantidas em
diferentes dietas: jejum (J), trigo (Trigo), BTI (inibidor de tripsina de Phaseolus
vulgaris), ApTI (inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina), STI (inibidor de
tripsina de soja), SBI (inibidor de tripsina e de quimotripsina de soja). Em

cada raia as amostras possuiam a mesma quantidade de proteina.
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4.3 — Curso temporal das atividades proteoliticas

apos alimentagao com inibidores

Constatado que diferentes inibidores
incorporados nas dietas podem apresentar respostas
diferentes, escolheu-se um dos inibidores para fazer o
curso temporal de indugdo de atividade. O inibidor de
tripsina e quimotripsina de soja (SBI) foi escolhido pelo
fato dele provocar a indugdo de uma proteinase
majoritaria de baixa migracao eletroforética (ver Figura
3). Na Figura 6, observa-se que o inicio da indugao
ocorre dentro de sessenta minutos apds a ingestao da
dieta contendo o inibidor e permanece com o passar do
tempo em que as larvas permanecem na mesma dieta.
Com relagao aos substratos cromogénicos relatados na
Figura 7, um padrdo de aumento e diminuigcdo das
atividades proteoliticas com o passar do tempo que
pode ser indicio do carater adaptativo do animal para se
adequar melhor as condigbes do alimento que lhe foi

imposto.
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Trigo + SBI
15 50 80’ &h 12h  24h 7d Trigo Jejum

Figura 6 - Curso temporal da inducao de proteinases em T. molitor apos
a alimentagdo com inibidor. Zimograma SDS - PAGE apresenta as
diferencas nas atividades proteoliticas em jejum, na alimentagdo com farelo
de trigo e de acordo com o tempo de alimentagdo em dieta SBI (inibidor de

tripsina e de quimotripsina de soja).
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Figura 7 - Atividade proteolitica dos homogeneizados intestinais de
larvas de T. molitor apés alimentagdo com o inibidor de tripsina e
quimotripsina de soja (SBI). O grafico apresenta as atividades em insetos
alimentados apés diferentes periodos de tempos de alimentagdo com o
inibidor incorporado no farelo de trigo. O grupo jejum corresponde aos
animais mantidos sete dias sem alimentag&o, e o grupo trigo corresponde aos

animais alimentados apenas com o farelo de trigo.
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44 - Fracionamento por cromatografia dos
homogeneizados intestinais de larvas de T. molitor

alimentadas com BTI

As fragdes oriundas das cromatografias foram
testadas com diferentes substratos, um cromogénico o
suc-AAPF-pNA e dois fluorogénicos o z-PR-MCA e o Z-
GGR-MCA. Na Figura 8 observa-se que ha uma
diminuigdo na atividade do pico n&o retido na coluna de
troca ibnica do grupo alimentado com o inibidor BTl em
relacio ao grupo controle para os substratos
fluorogénicos e um aumento na atividade sobre o
substrato suc-AAPF-pNA. Nas fracdes que foram
eluidas com o gradiente salino houve uma diminuigdo na
atividade ensaiada com suc-AAPF-pNA e pouco alterou
a atividade com os substratos fluorogénicos quando
comparados com o grupo controle.

Com o objetivo de se verificar a classe
mecanistica das proteinases presentes nas fragoes
cromatograficas, foram usados o inibidor de proteinases
cisteinicas E-64 e o ativador DTT. Na Figura 9, podemos
observar uma atividade maior na dieta controle frente
aos substratos cromogénicos (Fig. 9 A e B), quando

comparada nas mesmas condi¢des da dieta contendo o
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inibidor BTI. Na atividade com os substratos
fluorogénicos ha uma inversdo de atividade,
demonstrando uma atividade maior para o grupo
alimentado com o inibidor BTl na dieta em relacdo ao
controle. Isso poderia ser explicado pela presenca do
DTT, porém, ambos estavam nas mesmas condi¢gdes e
realmente os valores de atividades se inverteram (Fig. 9
C e E). Quando estas fragcbes cromatograficas foram
ensaiadas na presenca de E-64 nao houve alteracao na
atividade das fragdes que representam o pico nao retido
na coluna, havendo uma diminuigdo na atividade das
fracbes eluidas com o gradiente salino (Fig.9 D e F).
Esses resultados sugerem que serino proteinases séo
diferentemente expressas quando as larvas recebem o

inibidor BTI incorporado em sua dieta.
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Figura 8 - Fracionamento em coluna de troca i6nica de homogeneizado
intestinal de larvas de T. molitor alimentadas com BTI. O perfil em
destaque na cor preta corresponde a proteina nas fragdes, sendo em A —
animais na dieta controle e B — com BTI incorporado na dieta controle. As
atividades frente aos diferentes substratos estdo em cores e simbolos
diferenciados. Notar que ha uma inversao na atividade sobre os substratos z-
PR-MCA e z-GGR-MCA que se apresenta maior em A (controle) do que em

B, que possui maior atividade para o substrato suc-AAPF-pNA.
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As fragbes eluidas antes do gradiente salino
foram concentradas e, em seguida, foram aplicadas em
uma coluna de filtragdo em gel. A Figura 10 apresenta o
resultado da atividade das fragdes vindas da filtragdo em
gel. Destacam-se as fragdes em torno de 10 mL que
apresenta um pico bem definido e simétrico quase que
separado dos demais com grande atividade sobre o
substrato suc-AAPF-pNA, este volume de eluicdo de
acordo com a curva de calibracdo da coluna com
albumina sérica, hemoglobina e uresae nos permite
calcular uma massa aproximada de 66,5 kDa para a

proteinase purificada.
4.5 - Anadlise Bi-Dimensional.

A Figura 11 apresenta um gel bi-dimensional
representativo dos extratos de animais alimentados com
a dieta controle trigo e alimentados com BTI incorporado
na dieta. Foram marcados os diferentes “spots” que
podem também ser utilizados para seqlenciamento da
proteina de interesse. Foram encontrados oito spots
diferentes no proteoma de larvas alimentadas com farelo
de trigo quando comparado com BTI incorporado no
farelo de trigo e dez spots diferentes no proteoma de

larvas alimentadas com farelo de trigo contendo BTI
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quando comparados com as que se alimentaram apenas
com farelo de trigo. Como o foco do presente trabalho
séo as proteinases, foi feito um zimograma de atividade
com as proteinas isoladas em um gel bi-dimensional. A
Figura 12 apresenta os diferentes spots que
correspondem a proteinases de extratos larvas de T.
molitor nas dietas trigo e BTI, sendo encontrados
apenas quatro diferengas em cada zimograma. Pode-se
dizer que s&o quatro spots que deixam de ser expressos
quando as larvas sdo alimentadas com BTl e outros
quatro que aparecem quando as mesmas foram

alimentadas com BTI.
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Figura 9 - Atividade das fragdes cromatograficas em coluna de troca

iénica frente a diferentes substratos. Os graficos apresentam duas séries

comparativas de atividades dos grupos controle que foi alimentado com farelo

de trigo (Wheat) representado pela linha azul e alimentado com o farelo de

trigo contendo o inibidor BTl representado em vermelho. Os substratos

utilizados foram suc-AAPF-pNA em A, b—R—pNA em B e os flurogénicos z-

PR-MCA e z—RR-MCA contendo um indutor de atividade de proteinases

cisteinicas DTT em (C, D, E e F), sendo que em D e F foi acrescentado um

inibidor de proteinases cisteinicas o E—64.
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Figura 10 - Perfil da filtragdo em Gel. Apds filtragdo em gel com a coluna
superdex 75, as fragbes obtidas entre 6 mL e 16 mL de filtragdo em gel foram
testadas frente ao substrato suc-AAPF-pNA, destaque para aumento de
atividade em torno do pico formado em 9,5 mL de eluicdo que permitiu
calcular uma massa aproximada de 66,5 kDa. Curva em preto representa o

perfil protéico das fragdes (mAU 280 nm).
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pH10

Figura 11 - Fracionamento por eletroforese bidimensional de
homogeneizados intestinais de larvas de T. molitor alimentadas com
farelo de trigo (controle, painel A) e com BTI (painel B). Destacam-se os
diferentes “spots” encontrados no proteoma bi-dimensional no SDS — PAGE
revelado por coomasie em extratos de conteddo luminal de larvas
alimentadas com trigo no gel A e o inibidor BTl incorporado no farelo de trigo
em B (circundados em vermelho), nota-se que os “spots” se concentram na

faixa de pH entre 3 e 7,5.
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Figura 12 - Zimograma bidimensional. Destacam-se os diferentes “spots”
de proteinases (circundados) encontrados no gel de animais alimentados com

trigo em A e alimentados com BTl incorporado no trigo em B.
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5 — Discussao

5.1 - Organizagdao da digestao em larvas de T.

molitor

Insetos geralmente tém um amplo espectro de
proteinases digestivas que sao espacialmente e
temporalmente  expressas nos  diversos  sub-
compartimentos do intestino médio. O conhecimento da
composicao das classes mecanisticas presentes e
especificidade de todas as proteinases componentes do
arsenal proteolitico de um inseto é uma informacgao
essencial para o desenvolvimento de produtos eficazes
no controle de pragas baseado em agentes bioldgicos,
tais como o uso de inibidores de proteinases (CARLINI
& GROSSI-DE-SA, 2002). Existem poucos estudos
bioquimicos dedicados ao detalhamento dos espectros
de diferentes grupos de enzimas digestivas proteoliticas
secretadas simultaneamente e que atuam na digestao
no intestino do inseto (TERRA & FERREIRA, 2005;
VINOKUROV et al., 2006).

Estudos que utilizaram as larvas do besouro
praga de cereais T. molitor estdo entre os primeiros
estudos sobre proteinases digestivas de insetos
(TERRA et al., 1985; TSYBINA et al., 2005). A maioria
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dos estudos foi dedicada as caracteristicas e localizagéo
especifica das enzimas do intestino médio de larvas, em
especial de tripsinas e, em menor medida, de
quimotripsinas e proteinases cisteinicas (TERRA et al.,
1985; TSYBINA et al., 2005). Estes estudos precursores
serviram como base para a compreensao da digestao
inicial do inseto T. molitor, com detalhes ricos como o do
pH do conteudo do intestino médio das larvas que varia
entre 5,2-5,6 no intestino anterior (IA) e passa para 7,8-
8,2 no intestino posterior (IP) (TERRA et al., 1985;
VINOKUROV et al.,, 2006) e que ha uma distribuicao
espacial distinta entre proteinases serinicas e
cisteinicas. As proteinases cisteinicas se localizam na
porcao anterior do intestino médio, onde o pH é mais
acido, enquanto as proteinases serinicas se localizam
mais distalmente, onde o pH luminal € mais alcalino
(TSYBINA et al., 2005).

Autores como Michaud et al. (1995) e Cristofoletti
et al. (2005) assumem as condigdes de pH 6,0 como a
ideal para se testar a atividade enzimatica com os
diferentes  substratos. Um estudo recente de
fracionamento das enzimas digestivas do T. molitor
mostrou a presenca de tripsinas, sendo trés com carater

anidnico e uma de carater catibnico e de quimotripsinas,
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sendo quatro de carater anibnico e uma de carater
cationico, obtidas alimentando-se as larvas de T. molitor
com farelo de aveia (VINOKUROV et al., 2006). Para a
alimentacdo controle do presente trabalho utilizou-se o
farelo de trigo, onde as larvas ja sdo ambientadas ha
mais de sete anos no laboratério e quando acrescentou-
se os diferentes inibidores na dieta controle (ApTI, BTI,
STl e SBIl) ndo houve diferencas significativas com
relagdo a quantidade de proteinas sollveis presentes
nos homogeneizados (Tabela 1).

Em um levantamento do transcriptoma do epitélio
do intestino médio de larvas de T. molitor encontrou-se
em numeros percentuais valores de 67% de sequéncias
nao proteoliticas, 1% de metaloproteinases, 1% de
proteinases cisteinicas, 5% de proteinases serinicas e
26 % de outras sequéncias (PRABHAKAR et al., 2007).
Esses dados demonstram que larvas de T. molitor
apresentam um arsenal diverso de familias génicas que
expressam diferentes proteinases digestivas, o que
pode conferir ao inseto uma capacidade grande de

adaptacgao frente a diferentes inibidores.

5.2 - Inducao de enzimas digestivas frente a

ingestao de inibidores de origem vegetal



(a4

Ha mais de trés décadas atras, Green & Ryan
relataram que insetos herbivoros induzem o acumulo de
inibidores de proteinases (IPs) em folhas de tomate,
uma descoberta que iniciou o conceito de que as
defesas das plantas sdo resultado de processos
dindmicos de expressdo de diferentes genes em
resposta a estimulos fisico-quimicos e bidticos do
ambiente (GREEN & RYAN, 1972). Suas descobertas
iniciais revelaram também que um mecanismo essencial
de defesa da planta é limitar a capacidade de um
herbivoro de digerir e utilizar os nutrientes essenciais de
sua planta hospedeira (FELTON, 2005).

Segundo Ahn et al. (2009), em resposta a
herbivoria de insetos, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa, incluindo as proteinas anti-
nutricionais, tais como os inibidores de proteinases para
debilitar a protedlise do inseto. Embora seja de grande
promessa para o controle de insetos, a super-expressao
de inibidores de defesa na planta, em cultivos
transgénicos, em sido mal sucedida, devido a
resisténcia aos inibidores de proteinases que parece ser
um fendbmeno comum entre os insetos.

Estudos mecanisticos de resisténcia a insetos

tém conduzido a uma apreciacao da notavel diversidade
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e plasticidade de proteinases digestivas de insetos,
responsaveis pela digestdo de proteinas do alimento e
que sdo caracterizadas em serina, cisteina, aspartico e
metalo-proteinases (TERRA & FERREIRA, 2005). Ao
alimentar as larvas de T. molitor com diferentes dietas,
observa-se que elas possuem grande resisténcia, uma
vez que diferentes sementes sao capazes de induzir
diferentes inibidores, o que se torna um desafio para os
insetos e eles apresentam uma boa resposta ao desafio
a que lhes foi imposto. O fato da alimentagédo ter
mudado pode também ter influenciado na expressao das
enzimas digestivas, o que foi observado na Fig. 2. Pode-
se dividir o zimograma ao meio (horizontalmente) e
observar que da metade inferior em todas as dietas as
atividades enzimaticas sdo equivalentes. Em dietas
como milho e V. unguiculata ocorre o desaparecimento
de bandas de média mobilidade eletroforética
encontradas na regido central, o que difere de dietas
como aveia, arroz e trigo que apresentam duas bandas
nesta mesma posicdo do gel, além disso, o grupo
alimentado com arroz apresentou uma banda de baixa
mobilidade eletroforética, que a difere das demais
dietas. Quando as larvas de T. molitor foram

alimentadas com farinha de P. wvulgaris, as maiores
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diferengcas foram observadas. As duas bandas que
aparecem na regido central do gel nas dietas anteriores
desaparecem e quatro outras bandas de baixa
mobilidade eletroforética aparecem. Isso revela que as
larvas de T. molitor responderam diferentemente com
relacdo a dieta que lhe foi oferecida. Do ponto de vista
da fisiologia comparada, as larvas desse inseto se
mostraram como um 6timo modelo para se estudar a
mudanca de expressao de proteinases digestivas frente
a diferentes dietas.

Segundo Mosolov & Valueva (2007), a adicao de
inibidores de plantas na dieta leva a alteracdo da
composicdo de enzimas digestivas em diferentes
insetos. Em comparagéo a isso, incorporou-se 0,4% de
inibidor puro na dieta controle (farelo de trigo). Na Fig. 3
observamos quatro bandas de baixa mobilidade
eletroforética, diferente da dieta controle e que volta a se
repetir na dieta com o inibidor SBI. O inibidor ApTIl néo
apresenta esta mesma resposta, o que sugere que este
inibidor ndo s6 é capaz de inibir a agao de proteinases
expressas no grupo controle, como também n&o levou a
inducdo de proteinases insensiveis nas larvas. Uma
provavel explicacdo para a alta capacidade de

adaptacao das larvas de T. molitor é o fato que esses
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insetos apresentam um sistema contendo
simultaneamente proteinases serinicas e cisteinicas, o
que leva a um sistema compensatério que reduz a
mortalidade da espécie (OPPERT et al., 2005).

Quando compararam-se as atividades dos
extratos intestinais de larvas em jejum e que se
alimentaram por sete dias com farelo de trigo contendo
inibidores puros em relacao a dieta controle (Fig. 4),
observa-se que estatisticamente inibidores puros como
BTI, STI e BTl ndo produzem diferencas significativas
quando comparada com a dieta controle. Fato ja
aguardado, pois espera-se que 0O inseto seja capaz de
produzir enzimas insensiveis ao inibidor, afim de
compensar a atividade perdida pela ingestdo do mesmo.
O inibidor ApTI| parece ser um 6étimo inibidor com
perspectiva de ser usado em controle de pragas, pois foi
0 Unico que diminuiu estatisticamente as atividades
frente aos substratos testados, quando comparado com
grupo controle. O mesmo fato pode ser visto in vitro, o
ApTl consegue inibir as atividades das larvas
alimentadas em todas as dietas inclusive quando as
larvas sao alimentadas com o préprio ApTl (Tabela 2).
Segundo Mosolov & Valueva (2007), descobrir a

sequéncia de um gene que confere resisténcia a plantas
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permite se utilizar uma abordagem transgénica para que
outras plantas produzam esta estrutura quimica como
praguicida. Neste sentido, o inibidor ApTI seria um 6timo
candidato para ser incorporado na producdo de um
cultivar transgénico. Ao analisar o zimograma da
atividade dos homogeneizados intestinais de larvas de
T. molitor alimentadas com os diferentes inibidores,
foram observadas proteinases de baixa mobilidade
eletroforética que aparecem nos grupos alimentados
com BTI, STl e SBI quando comparados com o controle
e inibicao quando foi fornecido o inibidor ApTI na dieta
(Fig. 5). Isso permitiu estipular que o inibidor ApTI causa
inibicdo pela auséncia das atividades em bandas
presente no grupo controle trigo sem levar a indugéo,
enquanto a ingestado dos demais inibidores usados neste
trabalho culminou na indugao de proteinases insensiveis
a eles.

Segundo Jongsma & Bolter (1997), a selegao de
insetos que expressam proteinases insensiveis a
inibidores envolve um processo evolutivo que passa por
geracdes e, que se inicia com a planta desenvolvendo o
inibidor até a adaptagao do inseto. Em sentido contrario,
demonstra-se no presente trabalho que a adaptacao

acontece com o contato do inseto com o inibidor (Fig. 6).
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Apenas sessenta minutos apds o inicio da alimentagao
com o inibidor, o inseto ja é capaz de se adaptar e, essa
adaptagcao persiste pelo menos no periodo que foi
submetido a alimentacdo com o inibidor. Ensaios de
atividade com diferentes substratos para testar a
especificidade das enzimas induzidas demonstraram um
padrdo complexo de aumento e diminuicdo das
atividades frente aos diferentes substratos, porém, a
atividade frente ao substrato suc-AAPF-pNA é muito
maior e sobrepde a atividade apresentada no grupo
controle (Fig. 7). Segundo Elpidina et al. (2005),
quimotripsinas possuem afinidade pelo substrato suc-
AAPF-pNA, sendo um bom substrato para utilizacdo em
reacao de cinética enzimatica. Estes dados sugerem
que uma das enzimas diferentemente expressa com a
dieta contendo o inibidor BTl pode ser uma
quimotripsina.

Como ao trabalhar com homogeneizado
intestinal tem-se uma mistura de enzimas ativas agindo
cada uma em seu substrato e, portanto, esse tipo de
amostra ndo € o mais indicado para se medir
especificidade de enzima por substrato, se fez
necessario o isolamento das proteinases. A combinagao

entre cromatografia de troca ibnica e outras técnicas de



83

separagao podem ser boas ferramentas para purificar as
enzimas digestivas do T. molitor (TERRA & FERREIRA,
2005). As fragdes obtidas de uma cromatografia de troca
ibnica foram testadas contra diferentes substratos, como
pode ser verificado na Fig. 8 A e B. O pefil
cromatografico é diferente na dieta controle (Fig. 8A)
comparado a dieta contendo o inibidor BTI (Fig. 8B). As
atividades contra dois substratos (z-GGR-MCA e z-PR-
MCA) se mostraram mais altas nas fragcdes controle
quando comparados com o grupo alimentado com o
inibidor (Fig. 8). Segundo Vinokurov (2006), bz-R-pNA é
um substrato utilizado para indicar a presenca de
tripsinas. Como os substratos utilizados também
possuem o aminodacido arginina, pode-se dizer que a
atividade das tripsinas foi inibida ou deixou de ser
expressa com a adigdo do inibidor BTI. O processo
contrario foi visto com a atividade frente ao substrato
suc-AAPF-pNA, principalmente nas fracbes eluidas
antes do gradiente salino e na fracdo no inicio da
gradiente salino, a atividade é maior frente a este
substrato quando os insetos foram alimentados com a
dieta contendo o inibidor BTl em relacdo a dieta
controle. Estes resultados permitiram a escolha das

fragcbes eluidas antes do gradiente salino para
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concentragdo e para um segundo passo de separagéo a
fim de se obter a proteinase isolada e o substrato, suc-
AAPF-pNA, como o melhor para se acompanhar a
atividade enzimatica das fragbes cromatograficas.

Em outros testes com as fracbes advindas da
cromatografia de troca ibnica, mediu-se a atividade com
a adicao dos efetores de atividade DTT e E-64. Segundo
Vinokurov e colaboradores (2006), o DTT aumenta a
atividade de proteinases cisteinicas, enquanto Tsybina
et al. (2005) mostraram que o E-64 é um inibidor de
proteinases cisteinicas das larvas de T. molitor. Ao se
analisar a Figura 9, o fato mais relevante apresentado
foi a ndo interferéncia do ativador e do inibidor de
proteinases cisteinicas, o que leva a suposicao que as
enzimas diferentemente expressas sao do tipo serinicas,
nao cisteinicas pois nao houve inibicao com E64.
Segundo Prabhakar et al. (2007), proteinases serinicas
sdo mais expressas no intestino posterior do T. molitor
em relacio ao intestino anterior.

Tsybina et al. (2005) utilizaram para purificar
enzimas digestivas do T. molitor dois passos de
cromatografia, sendo o segundo uma filtragdo em gel
utilizando uma coluna Superdex 75. Ao realizar a

filtragdo em gel das fragdes eluidas antes do gradiente
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salino, obteve-se um perfil de proteinas que apresenta
trés picos e dois ombros, porém, a atividade maxima
sobre o substrato suc-AAPF-pNA ocorre em um vale
que foi eluido com 9,5 mL de volume de eluicdo (Fig.
10). Este volume permitiu calcular uma massa
aproximada da proteina, 66,5 kDa, levando em conta a
calibracdo da coluna superdex 75, quando eluidos nas
mesmas condi¢des albumina sérica, hemoglobina e
urease. Com isso obteve-se uma fracdo bem
enriquecida da proteinase diferentemente expressa nas
larvas de T. molitor, quando este é alimentado com
inibidor incorporado na dieta.

Em outra técnica de separacdao de proteinas,
realizou-se a separacao das proteinas com a técnica do
gel bidimensional. Segundo Teutschbein et al. (2009), a
separagdo de proteinas em duas dimensoes,
primeiramente pela focalizagao isoelétrica e depois por
um SDS-PAGE, fornece um mapa das proteina
presentes na amostra, que estdo enriquecidas o
suficiente para passar pelo processo de digestdo com
tripsina e ser medida sua massa por MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-
flight spectrometry). Neste caso em questdo, o autor

visou a identificagdo das proteinas presentes na sua
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amostra, enquanto no presente trabalho, buscou-se a
melhor técnica de separagado para se obter a proteina
pura. Ao observar as Figuras 11 A e 11 B, encontra-se
um mapa protéico e em destaque os diferentes “spots”
de proteinas presentes nos grupos, sendo oito do grupo
controle (Fig. 11 A), que nado aparecem no grupo
alimentado com o inibidor BTI (Fig. 11 B) e dez
diferentes “spots” de proteinas que aparecem no grupo
alimentado com o inibidor BTl (Fig. 11 B), que néao
aparecem no grupo controle (Fig. 11 A). Apenas nesta
analise protéica foram detectadas dezoito diferencas
que podem ser apontadas como resposta a ingestao de
inibidores de proteinases. O mais interessante foi
descobrir quais destes “spots” correspondem a
proteinases. Analisando o zimograma bidimensional
(Fig. 12 A e 12 B), descobriu-se que dos dezoito “spots”
diferentes entre os grupos (Fig 11 A e 11 B), apenas oito
sao referentes a proteinases, sendo quatro presentes no
grupo controle e ausentes no grupo alimentado com o
inibidor BTI (Fig. 12 A) e quatro que aparecem no grupo
alimentado com BTl que ndo aparecem no grupo
controle (Fig. 12 B). Estes valores foram obtidos
comparando-se os pontos de digestdo da gelatina

(substrato protéico) nos géis da segunda dimenséo.
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Como a eletroforese bidimensional € um processo bem
agressivo de separagdo de proteinas e as proteinases
analisadas chegaram ativas ao final do processo de
separacdo serve como parametro que indicam a
estabilidade das proteinases do T. molitor, que o
zimograma bidimensional seja um bom aliado na

separacgao e identificagdo das diferentes proteinases.
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6 — Conclusao

1-

Nao ha alteracdo nas massas das larvas de T.
molitor alimentadas com os diferentes inibidores
pelo menos no periodo de um més.

As diferengas encontradas estéo relacionadas as
atividades.

Ndo ha diminuicdo em atividade geral nas
diferentes dietas, exceto quando as larvas foram
alimentadas com ApTI.

A ingestdo dos inibidores BTI, STI e SBI
incorporados nas dieta das larvas de T. molitor
apresentam nas  proteinases que sao
diferentemente expressas, onde a larva deixa de
expressar umas € passa a expressar outras
proteinases.

A inducdo de novas proteinases ocorre apdés
sessenta minutos de alimentagcdo com o inibidor
SBI e permanece em todo o periodo de sete dias
tempo final do curso temporal.

A atividade dos homogeinizados intestinas das
larvas de T. molitor maior sobre o substrato suc-

AAPF-pNA  caracteriza a  atividade de
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quimitripsina, das proteinases diferentemente
expressas.

7- A abordagem cromatografica demonstrou a
capacidade de separacdo das proteinas do
extrato intestinal e a resisténcia da atividade
proteolitica que continuou ativa apds ter passado
pelo processo de separagao.

8- A filtracdo em gel permitiu calcular uma massa
tedrica de 66,5 kDa para a proteina eluida e que
apresentou atividade sobre o substrato suc-
AAPF-pNA.

9- O gel bi-dimensional também demonstrou ser
eficaz na separagcao das proteinas, sendo o
zimograma bi-dimensional um o6timo aliado no
estudo de proteinases e da estabilidade das
proteinases.

10- Como a proteinase induzida com a alimentagao
com o inibidor BTl se mostrou resistente &
possivel combinar as duas técnicas de
separagao de proteinas, cromatografia e gel bi-
dimensional para obter um material enriquecido

de proteinase e ativo sobre um substrato.
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7 — Perspectivas

1- Sequenciar o material purificado nas

cromatografias e nos geéis bi-dimensionais.

2- Realizar estudos cinéticos com a proteina

purificada.

3- Partindo das sequéncias produzir primer para
estudos de RT-PCR e Real Timer RT-PCA.

4- Utilizar técnicas in vitro para compreender os
processos fisioldgicos que desencadeiam a indugao

de proteinases insensiveis a inibidores.
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