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Resumo

A trealase intestinal de Tenebrio molitor foi purificada após três etapas

cromatográficas (interação hidrofóbica, troca iônica e gel filtração), obtendo-se

uma recuperação de 46 %, uma atividade especifica de 16,5 U/mg de proteína e

um enriquecimento de 73 vezes. A proteína purificada apresenta uma massa

molecular de 58 kDa estimada por plotes de Ferguson, pH ótimo de 5,3 e K m de

0,43 ± 0,03 mM.

Estudos de inibição com a enzima purificada mostraram que a mesma e
inibida competitivamente por amigdalina (Ki =0,22 mM), prunasina (Ki =0,43 mM),

f10rizina (Ki = 0,50 mM), floretina (Ki = 0,008 mM), metil-a-manosídeo (Ki = 43

mM), salicina (Ki = 186 mM) e glucono-õ-Iactona (Ki = 1,4 mM). Mandelonitrila

apresentou inibição mista com Ki = 3,8 e ex. = 1,5.

A enzima não apresentou inibição por 1,10 fenantrolina, gentibiose, metil-ex.

glucosídeo e Tris, em concentrações de 4 mM, 10 mM, 200 mM e 264 Mm,

respectivamente.

Experimentos de inibição, inibição múltipla e de proteção da enzima contra

modificadores de resíduos específicos de aminoácidos permitiram idealizar um

esquema para o sítio ativo da trealase. Esse sítio ativo teria dois sítios

assimétricos para a ligação de glicose. Em um dos sub-sítios liga-se o inibidor

f10ritina e no outro os inibidores metil-a-manosídeo e glucono-õ-Iactona. Nesse

último está presente um resíduo de histidina que tem como papel modular o pKa

do carboxilato catalítico. Esse e o resíduo de arginina que atua como doador de

prótons, encontra-se na região entre os dois sub-sítios.

RT-PCR foi usado para clonar o cDNA que codifica a trealase intestinal de

T. molitor. Esta proteína é solúvel e apresenta massa molecular prevista pela

seqüência de 61 kDa. Tomando por base a seqüência de aminoácidos, esta

trealase pode ser classificada na família 37 das glicosídeo hidrolases e faz parte

do clã G, onde não se conhecem quais são os grupos envolvidos em catálise e

nem a estrutura tridimensional de seus componentes.
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Abstract

Intestinal trehalase was purified from Tenebrio molitor larvae after three

chromatographic steps (hydrophobic interaction, ion exchange chromatography

and gel filtration). The pure enzyme has an specific activity of 16.5 U/mg,

molecular mass of 58 kDa, optimum pH of 5.3 and K m of 0.43 ± 0.03 mM.

Amygdalin (Ki = 0.22 mM), prunasin (Ki = 0.43 mM), phlorizin (Ki = 0.50

mM), phloretin (Ki = 0.008 mM), methyl-a.-mannoside (Ki =43 mM), salicin (Ki =

186 mM) and glucone-8-lactone (Ki = 1.4 mM) are competitive inhibitors of the

enzyme. Mandelonitrile (the aglycon of the glucosides amygdalin and prunasin) is

a non-competitive mixed-type inhibitor (Ki =3.8 mM and a =1.5).

Gentiobiose, methyl-a.-glucoside, 1,10 phenanthroline and Tris in

concentrations of 10 mM, 200 mM, 4 mM, and 264 mM, respectively, were unable

to inhibit the enzyme.

We designed a model for trehalase active site, taking into account inhibition

and multipie inhibition experiments plus protection afforded by competitive

inhibitors against the chemical modification of amino acid residues. The site has

two assimetric subsites for glucose binding. Phloretin binds to subsite 11 and

methyl-a-mannoside and glucone-i5-lactone bind to subsite I. In this subsite, one

His residue modulates the pKa of the carboxylate group that acts as a nucleophile

in catalysis. The carboxylate and one Arg residue, that acts as a proton donor, are

placed in the region between the two subsiles.

Using RT-peR techniques, the cDNA coding for T. molitor intestinal

trehalase was cloned. From lhe sequence, we can suppose that the enzyme is

soluble and calculate that the molecular mass of the protein would be 61 kDa. T.

molitor trehalase can be classified as a member of family 37 of glycoside

hydrolases. No member of this family has their catalytical groups nor its 3D

structure known.
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1 Introdução

1.1 Considerações iniciais

Os insetos são organismos que causam grandes danos à agricultura e à

saúde humana, embora alguns sejam benéficos. O número de espécies de insetos

existentes é estimado ser de um milhão, o que corresponde a 70 % do total de

espécies animais atuais (figura 1). Apenas a ordem Coleoptera (besouros)

corresponde a mais de 50% das espécies biológicas descritas até agora (Ruppert

e Barnes, 1994; Brusca e Brusca, 1990).

A enorme diversidade e capacidade de ocupação dos mais variados nichos

ecológicos é decorrente, entre outros fatores, da capacidade dos insetos de

alimentarem-se das mais variadas dietas. Desse modo, o tubo digestivo destes

organismos é de particular importância já que este representa a maior e mais

desprotegida superfície de contato entre o inseto e o meio ambiente (Terra e

Ferreira, 1994; 2005). Conhecer o funcionamento do seu tubo digestivo é

essencial para desenvolver estratégias de controle desses organismos, seja

visando atacar alguma das estruturas do tubo digestivo ou desorganizar alguma

de suas funções, como por exemplo, produção de inibidores do processo digestivo

(Jouaning et. ai., 1998; Franco et. ai 2002). Uma vez que a capacidade de criar

resistência por parte dos insetos é grande, preconiza-se que um número mais

variado possível de estratégias de controle deve ser usado para não exercer uma

pressão seletiva muito grande (Bauer, 1995; Franco et. ai 2002).

Os insetos são muito diversificados e as diferenças observadas entre suas

ordens são muito maiores do que aquelas encontradas entre os mamíferos.
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Devido a isso, generalizações não podem ser feitas estudando-se uma só ordem

de insetos.

No presente trabalho nós utilizamos como objeto de estudo a larva de

Tenebrio molitor (ordem Coleoptera; subordem Polyphaga; superfamília

tenebrionoidea; família tenebrionidae; gênero tenebrio; espécie molitor), que é

uma praga de alimentos estocados.

Protozoãrios
40000

Insetos
950000

Plantas
290000 Algas

27000

Outros Animais
280000

Vírus
1000

Bactérias
5000

Fungos
70000

Figura 1. Número de espécies descritas.
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1.2 O tubo digestivo de insetos

O tubo digestivo dos insetos pode ser dividido em três partes: Intestino

Anterior, Intestino Médio (Ventrículo contendo ou não cecos gástricos) e Intestino

Posterior (figura 2). O papo, na maioria dos insetos é uma estrutura que participa

do armazenamento do alimento e em vários insetos serve como sítio de digestão,

sob ação de enzimas digestivas que são provenientes do intestino médio ou da

glândula salivar (Terra e Ferreira, 2003). A digestão, na maioria desses

organismos ocorre no intestino médio aonde as enzimas são secretadas (Terra e

Ferreira, 2005). Essa região do tubo digestivo é formada por células colunares,

células regenerativas e células que se acredita ter função endócrina. O intestino

médio pode ser composto somente pelo ventrículo ou pode conter cecos gástricos

de tamanho e número variados. Na maioria dos insetos, no intestino médio há

uma estrutura quitino-protéica que reveste o alimento e é denominada Membrana

Peritrófica. Essa separa o conteúdo luminal em dois compartimentos, o espaço

endoperitrófico e ectoperitrófico. Variadas funções tem sido atribuída a essa

estrutura: proteção mecânica para as células do intestino médio, barreira

fisiológica para microorganismos, prevenção da excreção de enzimas digestivas,

aumento da eficiência digestiva (Terra e Ferreira, 1994; 2003; 2005). No intestino

médio ocorre toda a secreção de enzimas digestivas e absorção de nutrientes. Os

túbulos de Malpighi, que é um órgão excretor, marca a divisão entre o intestino

médio e o intestino posterior, aonde ocorre a absorção de água e sais.
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1.3 Trealose

Trealose é um dissacarídeo formado por duas glicoses unidas por ligação a

1-1. Esse dissacarídeo é um dos açúcares mais estáveis que existe. Ela é

resistente a amplas faixas de pH e temperatura, não é redutora, sendo geralmente

quimicamente inerte em interagir com proteínas (Richards et. aI, 2002). Reações

de proteínas com carboidratos podem levar a perda da estrutura e/ou função dos

polípeptideos causando danos ao organismo. Exemplo desse fato são as várias

glicações danosas que ocorrem em portadores de Diabetes melitus. Além dessas

propriedades, trealose é pouco viscosa.

Diversas funções têm sido atribuídas a esse dissacarídeo em diferentes

organismos tais como: regulação de certas vias; reserva e transporte de glicose

utilizada como fonte de energia; sinalização em algumas células; participação na

síntese de componentes celulares ou proteção de membranas e proteínas em

situações de estresse (Elbein et a/. 2003).

A distribuição da trealose na natureza tem se mostrado cada vez mais

ampla, assim como sua importância.

Em plantas verificou-se que os organismos que sofrem dessecação e

depois voltam ao seu estado normal possuem altos níveis de trealose, que

supostamente funciona como um protetor para os danos causados pela ausência

de água. Na verdade a presença de trealose parece ser ampla no reino vegetal.

Nesses organismos, a concentração do dissacarídeo é mantida sob um controle

estrito por ação das enzimas responsáveis pela sua síntese e por uma trealase

(Wingler, 2002). Na verdade o composto funcional nos vegetais é a trealose-6-
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fosfato. Já era conhecido o papel desse composto na regulação do metabolismo

de carboidratos em fungos e parece que ele também apresenta vários papéis em

vegetais superiores. Além de regular o metabolismo fotossintético (aumentando a

velocidade da fotossíntese por unidade de área de folha), trealose-6-fosfato tem

papel no desenvolvimento do vegetal, pois concentrações anômalas causam

efeitos fenotípicos. (Wingler, 2002).

Os fungos possuem trealose como carboidrato de reserva. Nesses

organismos, a trealose também protege as células contra estreses provocados

pelo ambiente, tais como altas temperaturas, dessecação e congelamento. Além

disso, mostrou-se mais recentemente que esse dissacarídeo participa na

sinalização de certas vias (Kadowaki et aI., 1996).

Os nematodas possuem trealose como principal açúcar circulante e ela

serve como fonte de energia, como crioprotetor, como protetor contra dessecação

e é importante no desenvolvimento embrionário (Behm, 1997).

Em insetos a trealose também é o principal açúcar circulante e sua

concentração na hemolinfa normalmente é bem maior que a concentração de

glicose no sangue humano (5 mM). Em Lepidópteros a trealose hemolinfática é

normalmente cerca de 100 mM. Em insetos a glicose é geralmente muito baixa

(menos que 1 mM) e em algumas exceções ela encontra-se entre 1 e 5 mM

(Thompson e Suarez, 2003).

A trealose é sintetizada no corpo gorduroso a partir de glicose, glicose-1

fosfato ou glicose-6-fosfato, que são obtidas a partir da dieta, da quebra de

glicogênio ou de gliconeogênese (Thompson e Suarez, 2003).
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Hormônios peptídicos liberados pela corpora cardíaca são

hipertrealosêmicos. Na sua presença, a quantidade de frutose 2,6 bis-fosfato nas

células do corpo gorduroso cai. Esse composto ativa a fosfofrutoquinase-1 e inibe

fructose 1,6-bisfosfatase. Desse modo, na sua ausência, menor quantidade de

glicose será usada pela via glicolitica, aumentando a síntese de trealose (Becker

et aI, 1996).

Insetos utilizam açúcares (sobretudo trealose), ácidos graxos e proteína

como fonte de energia para o vôo. A quantidade relativa com que esses

compostos são usados varia entre os insetos (Thompson e Suarez, 2003). Em

algumas espécies de mariposas e gafanhotos o vôo é iniciado utilizando

carboidratos e ácidos graxos só são consumidos em vôos mais longos. Abelhas

aparentemente só usam carboidratos como combustível para o vôo, enquanto

prolina é utilizada como fonte de carbono para aumentar a concentração de

intermediários do ciclo de Krebs. Carboidratos e prolina são usados

simultaneamente por besouros e moscas. Curiosamente, a mosca tsé-tsé usa

somente prolina como fonte de energia para o vôo (Thompson e Suarez, 2003).

1.4 Trealases (3.2.1.28)

Trealase é uma enzima que tem como substrato natural somente trealose

(glicose-a-1,1-glicose). Seus substratos sintéticos são alguns análogos desse

carboidrato (Labat-Robert et aI., 1978). Essa enzima foi demonstrada pela primeira

vez em fungos em 1983 e tem sido detectada em bactérias, fungos, algas, plantas,

vertebrados e invertebrados (Elbein, 1974). Trealases são encontradas em vários

organismos, tanto naqueles que estocam trealose como os fungos, quanto
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naqueles que não a estocam, como por exemplo mamíferos, provavelmente

devido ao fato desses organismos ingerirem trealose.

Recentemente alguns relatos foram feitos na literatura sobre enzimas com

especificidade mais ampla. Xia e colaboradores (2002) mencionam a existência de

uma enzima capaz de c1ivar trealose e maltose no fungo Metarhizium anisopliae e

Dmitryjuk e Zoltowska (2003) reportaram uma enzima capaz de clivar, além de

trealose, sacarose, isomaltose, maltose e melezitose, presente na musculatura do

nematóide de Ascaris suum. A ocorrência dessa última enzima não parece

plausível, principalmente porque nenhuma evidência da pureza da preparação foi

mostrada, além do fato de haver uma só banda de proteínas após eletroforese e

coloração com Coomassie Blue. Embora a preparação do fungo pareça mais pura,

nenhuma comparação entre propriedades da enzima é feita usando-se os dois

possíveis substratos, trealose e maltose. Uma inativação térmica e/ou química,

talvez ajudasse a refutar ou corroborar a clivagem dos dois dissacarídeos pela

mesma enzima.

Em fungos há muitos anos mostrou-se a presença de duas trealases,

denominadas de ácida e neutra, assim chamadas devido ao valor de seu pH

ótimo. As trealases neutras de fungos são citossólicas e estão envolvidas no

catabolismo intracelular de trealose, sendo reguladas por fosforilação dependente

de AMP cíclico. Por outro lado, as trealases ácidas são extracelulares ou estão

presentes em vacúolos e não são reguladas. Os dois tipos de proteínas são

filogeneticamente distantes e pertencem a diferentes famílias das glicosideo

hidrolases, o que indica que sua estrutura também é diferente (Kadowaki et aI.,

1996; Lúcio-Eterovic et aI., 2005). Recentemente, uma trealase que possui
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algumas características semelhantes a trealases ácidas e outras semelhantes a

trealases neutras foi descrita em um fungo termofilico (Lúcio- Eterovic et. aI.,

2005).

Duas trealases também foram isoladas de músculo do nematodo Ascaris

suum. Uma delas é solúvel e outra ligada à membrana (Dmitryjuk e Zoltowska,

2003).

Em mamíferos, trealase não é uma enzima muito importante e

provavelmente devido a isso tenha sido pouco estudada. Ele é encontrada ligada

às membranas microvilares dos enterócitos e só é importante quando grandes

quantidades de trealose são ingeridas (Van Beers et. aI., 1995). O fato de trealose

estar sendo usada como preservativo na preparação de certos alimentos secos

(Murrayet. aI., 2000), pode levar um maior número de pessoas a ingerirem esse

açúcar, tornando a trealase intestinal de humanos importante na digestão. A

trealase também esta presente nas microvilosidades das células epiteliais dos

túbulos renais, onde seu papel não é claro (Van Beers et aI., 1995). RNA

mensageiro para trealase foi detectado em pâncreas e trealase urinária aumenta

em problemas renais e em pacientes com diabetes, sendo que seu uso como

diagnóstico desses problemas foi proposto (Ishihara et aI., 1997).

Em insetos essa enzima é de crucial importância, uma vez que esses

organismos possuem trealose como principal açúcar circulante. Nos insetos a

trealose é encontrada em todos os órgãos e na hemolinfa, podendo apresentar-se

somente na forma solúvel ou ligada a membranas, ou em ambas (Wigglesworth,

1972; Vonk e Western, 1984; Bounias et aI., 1993).
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1.5 O sítio ativo das trealases

Pouco se conhece sobre o sítio ativo das trealases, e nem mesmo ao certo

quais são os aminoácidos envolvidos em catálise está elucidado.

Em .1979, Terra e colaboradores trabalharam com a trealase intestinal

solúvel presente no tubo digestivo de Rhynchosciara americana. A enzima

aparentemente apresentava duas carboxilas envolvidas em catálise. Para a

carboxila que atuaria como doador de prótons na catálise, detectou-se um pK de

5,0 cineticamente (Terra et ai., 1978) ou de 5,3 por modificação química (Terra et

ai., 1979). Para a carboxila que atuaria como nucleófilo, determinou-se um pK de

7,7 cineticamente (Terra et ai., 1978) e de 8,8 por modificação química (Terra et

ai., 1979). A carboxila desprotonada não tem sua modificação protegida por

substrato. Essa ausência de proteção, aliada a grande diferença de pK

determinado por métodos cinéticos e por modificação química, levou os autores a

sugerirem que ela deve estar próxima mas não no sítio ativo e aventou-se que ela

poderia participar da catálise interagindo com um outro aminoácido, talvez

histidina (Terra et ai., 1979). Outra indicação de que a histidina poderia estar de

algum modo envolvida na catálise de trealase é a ocorrência de inativação por

dietilpirocarbonato, encontrada em Lymantria dispar (Valaitis e Bowers, 1993).

Terra e colaboradores (1978) afirmaram que a trealase de Rhynchosciara

americana não possuía grupos SH que afetassem a catálise porque tratamento

com iodoacetato não levou à inativação da enzima. Talvez não estivesse

completamente demonstrado que iodoacetato não inative a trealase de

Rhynchosciara americana, porque os ensaios foram realizados em tampão fosfato
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e Chen e colaboradores (1987) mostraram que íons fosfato protegem a trealase

intestinal de rato da inativação por iodoacetato.

Chen e colaboradores (1987), determinaram pKs de 4,8 e 7,2 para os

grupos envolvidos em catálise na trealase intestinal de rato. Mostraram que a

enzima é inativada por carbodimida, modificador de grupos carboxila, e que essa

modificação podia ser protegida pela presença de trealose, sacarose e Tris (esses

dois últimos compostos são inibidores competitivos da enzima). Como Tris só inibe

bem a enzima em pH 6 ou inferior (portanto na forma protonada com uma carga

positiva) e ele é um inibidor competitivo que protege a enzima da inativação de um

grupo carboxila, os autores concluíram que um grupo carboxila no sítio ativo seria

necessário para a ligação do Tris e para a catálise, embora não soubessem se

uma só carboxila era responsável pela catálise e pela ligação do Tris. Os autores

verificaram que a enzima era inativada por iodoacetato, modificador de grupos

sulfidrila e que essa inativação também era protegida por trealose e sacarose,

mas não por Tris. Devido a esses resultados, mais ao fato do Km para a trealase

não variar entre os pHs 6 e 8 eles concluíram que o sítio ativo poderia ser

funcionalmente dividido em um sítio de ligação (com pK 4,8) e um sítio de catálise

(com pK 7,2). Essa proposição não tem sentido, uma vez que o mecanismo de

catálise das trealases, como da maioria das glicosidases deve ser uma catálise

ácida básica onde os dois grupos são responsáveis pela catálise e estão no sítio

ativo. O K m pode não variar com o pH em toda a região usada para determinar os

pKs (Segel, 1975) e os resultados obtidos pelos autores poderiam ser explicados

pelo fato do Tris e do iodoacetato serem moléculas menores do que trealose e
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sacarose (que ocupariam todo o sítio ativo) e cada um deles se ligaria a um dos

dois sub-sítios de ligação de glicose presentes no sítio ativo da trealase.

Lee e colaboradores (2001) repetiram os experimentos realizados por Terra

e colaboradores, utilizando uma trealase purificada de adultos da abelha Apis

me/lifera. Eles determinaram pKs dos grupos envolvidos em catálise como sendo

5,3 e 8,5 e comentaram (embora não mostrem os resultados) que a enzima foi

modificada tanto por carbodimida (modificador de grupos carboxila) como por

dietilpirocarbonato (modificador de grupos imidazol) e que embora o grupo com pK

menor seja uma carboxila dizem que não fico claro qual era o grupo com pK

maior. Acabam concluindo que seria uma carboxila, usando os mesmos

argumentos iniciais dados por Terra e colaboradores (1978), de que a entalpia de

ionização do grupo e seu comportamento frente à alteração na constante dielétrica

do médio era mais condizente com uma carboxila.

O estudo mais completo sobre o sítio ativo de uma trealase foi realizado por

Silva e colaboradores (2004), utilizando a trealase solúvel presente no intestino

médio do Lepidoptero Spodoptera frugiperda. Devido a coincidência entre os pKs

dos grupos prototrópicos da enzima determinados por dados cinéticos e por

modificação por carbodimida (modificador de carboxila) e fenilglioxal (modificador

de grupo guanidino), os autores propõem que o carboxilato, com pK 4,5 seria o

nucleófilo e o grupo guanidino de um resíduo de arginina (pK =8) seria o doador

de prótons durante o ciclo catalítico. Essa é a primeira vez em que uma arginina é

implicada como grupo catalítico de uma glicosidase. Os autores mostraram

também que a enzima é inativada por dietilpirocarbonato, mas isso ocorre na

presença do inibidor competitivo metil-a-glicosídeo. A enzima com o resíduo de
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histidina modificado apresenta o mesmo K m e um kcat duas vezes menor que o da

enzima não modificada. Foi mostrado que o papel desse resíduo de histidina é

modular o pK do resíduo de arginina, que muda de 7,8 na enzima nativa para 8,5

na enzima com o resíduo de histidina modificado.

Reunindo os dados de modificação de resíduos de aminoácidos e a

proteção dessas modificações por diferentes inibidores, Silva e colaboradores

(2004) desenharam o seguinte modelo para o sítio ativo da trealase intestinal de

S. frugiperda: O sítio ativo seria composto por dois sub-sítios de ligação de

glicose. Em um deles está presente o carboxilato e no outro o resíduo de arginina,

ambos responsáveis pela catálise. No primeiro sub-sítio ligam-se os inibidores

competitivos metil-a-glicosídeo e mandelonitrila, enquanto no sub-sítio que contém

o resíduo de arginina liga-se Tris, que só inibe a enzima em pHs altos (9,0).

1.6 Os l3-glicosídeos tóxicos produzidos por plantas e as trealases

As plantas se defendem do ataque de herbívoros através de substâncias

químicas que podem afetar o desenvolvimento, a sobrevivência, a biologia da

população ou o comportamento de uma espécie de animal. Entre essas

substâncias estão os glicosídeos tóxicos.

A especificidade para clivar glicosídeos ligados a compostos hidrofóbicos

que muitas J3-glicosidases possuem em maior ou menor grau, levou as plantas a

evoluírem para produzir J3-glicosídeos que possuem o grupo aglicone hidrofóbico,

muitas vezes aromático, e muito tóxico quando separado da porção glicosídica.

Alguns desses grupos são cianogênicos, liberando ácido cianídrico

espontaneamente após a ação de uma J3-glicosidase. (Spencer, 1998; Vetter,
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2000). Entretanto, não é só a cianogênese que é importante para repelir o inseto

predador. Uma das indicações disso é o fato do esqueleto químico que carrega o

cianeto ser bastante variado e muitas vezes bastante complexo, o que demanda

mais energia para sua síntese (Spencer, 1998).

Os insetos que conseguem alimentar-se de dietas contendo esses

glicosídeos defendem-se deles de modos variados: Não sendo capaz de clivá-Ios,

como ocorre com as 13-glicosidases de Spodoptera frugiperda (dados não

publicados), por reduzir a atividade da 13-glicosidase capaz de clivar a substância

que geraria o composto tóxico como acontece em Diatraea saccharalis (Ferreira

et a/., 1997) ou por selecionar-se uma linhagem resistente, como acontece em

ca/osobruchus macu/atus (Desroches et aI., 1997).

Aparentemente o tipo de enzima mais importante no inseto em relação aos

13-glicosídeos tóxicos eram as 13-glicosidases. Em 1984, Nakano e Sacktor

mostraram que o glicosídeo f10rizina e seu aglicone f10retina inibiam a trealase

renal de coelhos. O efeito de 13-glicosídeos naturais e seus aglicones em trealase

de insetos foi primeiro demonstrado por Silva e colaboradores (2004) com a

trealase intestinal de S. frugiperda. Essa enzima é inibida competitivamente pelos

glicosídeos salicina, amigdalina e prunasina e pelo aglicone mandelonitrila.

Florizina, outro 13-glicosídeo, é inibidor acompetitivo da enzima.

Face a esses resultados, o efeito de alguns glicosídeos (f1orizina,

amigdalina, prunasina, esculina) e do aglicone mandelonitrila foram estudados em

diferentes tecidos de Tenebrio mo/itor, Musca domestica (Diptera), Spodoptera

frugiperda e Diatraea saccharalis (ambos Lepidopteros) (Silva et a/., 2005). Os

autores verificaram que todas as trealases de todos os tecidos desses insetos são

14



inibidas por um ou alguns dos compostos utilizados. Esse trabalho evidencia que

os glicosídeos tóxicos produzidos pelos vegetais podem ser bem mais danosos do

que se imaginava, pois podem afetar uma enzima chave no metabolismo; a

trealase.

As perguntas que ficam para ser respondidas são se os glicosídeos podem

ser absorvidos sem serem hidrolisados como foi mostrado ocorrer com alguns

glicosídeos em mamíferos (Gopalan, 1992) e como os insetos se defendem dos

glicosídeos ou de seus aglicones.

Pelo exposto acima ficam claras as lacunas existentes na compreensão de

como atuam as trealases. Essas lacunas também estão presentes no que se

refere às propriedades estruturais das trealases, como será comentado a seguir.

1.7 classificação de trealases

Atualmente as glicosidases estão classificadas em famílias, tomando como

base a similaridade de seqüências de aminoácidos e os dobramentos das

proteínas. Várias vantagens decorrem desse sistema de classificação: as

características estruturais das enzimas são melhor refletidas que quando se leva

em consideração só a especificidade pelo substrato; ajuda a esclarecer melhor as

relações evolutivas entre essas enzimas e providencia uma ferramenta para obter

informações sobre o mecanismo enzimático (Henrissat, 1991, Henrissat e Bairoch

1993). Estas famílias foram posteriormente agrupadas em clãs baseando-se nos

dobramentos das proteínas que são mais conservados que suas seqüências

(Henrissat e Bairoch 1996). Até o momento, as glicosidases estão classificadas
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em 100 famílias e 12 clãs, estes dados estão disponíveis na internet e são

atualizados constantemente (http://www.afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/).

As trealases são encontradas nas famílias 37 e 65 das glicosídeo

hidrolases (http://a,fmb.cnrs-mrs.fr/-pedro/CAZY). A família 65 engloba, além de

trealases, maltose fosforilase, trealose fosforilase e kojiobiose fosforilase. Nessa

família há somente uma trealase comprovada, de Aspergillus nidulans. A família

37 só contém trealases e faz parte do clã G, que também contém as manosil

oligossacarídeo glicosidases. Nessa família são encontradas trealases derivadas

de plantas, bactérias, fungos, mamíferos e invertebrados, incluindo os insetos. As

trealases de insetos que foram seqüenciadas e encontram-se nessa família são do

tubo digestivo de Bombyx mori, da glândula acessória de macho de Tenebrio

mo/itor e da glândula de veneno de Pimpla hypochondriaca. As duas famílias

possuem ORFs encontradas em Anopheles gambiae e Drosophila melanogaster.

Em nosso laboratório já foram obtidas seqüências de duas trealases presentes no

tubo digestivo de Spodoptera frugiperda. Na família 65 sabe-se o nucleófilo é um

grupo fosfato e o doador de prótons é um resíduo de glutamato. Nessa família

sabe-se a estrutura de uma maltose fosforilase de Lactobacillus brevis. Já na

família 37 não são conhecidos os resíduos catalíticos e não há nenhuma proteína

cuja estrutura tenha sido determinada.

Só a trealase renal humana foi expressa a partir de um clone de cDNA até o

momento (Ishihara et aI., 1997), mas ela não foi utilizada em estudos de estrutura.
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2 Objetivos desse trabalho

Em insetos assim como em nematoda e fungos, a trealase é uma enzima

de crucial importância. Em insetos e nematóides a trealose é o principal açúcar

circulante. Sabendo que a literatura não apresenta dados claros sobre o sítio ativo

e não se sabe quais são os grupos envolvidos em catálise e nem qual é a

estrutura tridimensional dessa enzima derivada de qualquer fonte, nosso

laboratório decidiu estudar essas enzimas, caracterizando-as cineticamente,

clonando o cDNA correspondente, expressando e utilizando a proteína para

estudos futuros de estrutura e de grupos envolvidos em catálise.

Uma vez que os insetos são muito diferentes entre si e generalizações não

podem ser feitas estudando-se uma só ordem e, além disso, nem todas as

proteínas são cristalizadas com sucesso, mais que uma trealase de insetos

diferentes começou a ser estudada.

O objetivo desse trabalho é iniciar esses estudos com a trealase intestinal

da larva de Tenebrio molitor.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Culturas de Tenebrio molitor

As culturas de T. mo/itor foram mantidas em farelo de trigo a temperatura

de 24-26 °C e umidade relativa de 70 -75 %. As larvas do último instar foram

utilizadas para dissecção.

3.2 Preparação da fração solúvel do tubo digestivo de larvas de T. molitor

Larvas de Tenebrio mo/itor foram dessecadas em solução de cloreto de

sódio 342 mM a 4°C. O ventrículo inteiro foi retirado e a porção correspondente

ao ventrículo anterior mais ventrículo médio com conteúdo foi homogeneizado em

água bidestilada gelada utilizando o homogeneizador Potter-Elvehjem, acoplado a

um homogeneizador mecânico (Tecnal, modelo TE-039). O homogeneizado foi

centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10.000 g. Ao sobrenadante obtido (fração

solúvel) foi adicionado sulfato de amônio para uma concentração final de 1,7 M e

centrifugado novamente a 15.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sedimento foi

descartado e o sobrenadante foi utilizado para purificar a enzima.

3.3 Determinação de atividade enzimática

A trealose foi utilizada como substrato da enzima a uma concentração de 7

mM e a atividade enzimática sobre este substrato foi medida pela detecção de

glicose, pelo método do Tris-Glicose Oxidase (Dahlqvist, 1968).

Os ensaios foram realizados incubando a mistura de reação em banho

termostatizado a 30°C em diferentes tempos. Foram realizados controles sem

enzima e sem substratos (branco de enzima e de substrato respectivamente).
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As atividades foram determinadas em condições que a formação de produto

é proporcional ao tempo e a concentração de enzima e foram expressas em

miliunidades (quantidade de enzima que hidrolisa 1JJmol de substrato por minuto).

3.4 Determinação da concentração de proteína

A concentração de proteína foi determinada pelo o método descrito por

Smith e colaboradores (1985) e modificado por Morton e Evans (1992), usando-se

a curva padrão da albumina sérica bovina. Todas as amostras obtidas durante as

etapas de purificação foram quantificadas por este método.

3.5 Purificação da trealase intestinal de T. mo/itor

A trealase de T. molitor foi purificada a partir de três etapas

cromatográficas. Nas frações eluídas em cada cromatografia foi medida a

atividade enzimática (ver 3.3).

3.5.1 Cromatografia de interação hidrofóbica

Essa cromatografia foi realizada em sistema de baixa pressão usando a

coluna Econo-Pac Methyl HIC, com volume 5mL (Bio Rad), acoplada ao aparelho

Econo System (Bio Rad). A coluna foi equilibrada com tampão citrato-fosfato 100

mM pH 6, contendo 1,7 M de sulfato de amônio. Nessa coluna foi aplicado 500 JJL

de material solúvel do ventrículo mais conteúdo, provenientes de 15 intestinos de

T. molitor preparado como descrito acima. A eluição foi realizada com gradiente

decrescente de 1,7 M a OM de sulfato de amônio no mesmo tampão de equilíbrio,

sendo usado um fluxo de 1mUminuto e frações de 1mL foram coletadas. As
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frações eluídas com atividade foram coletadas e dialisadas por 3 horas em tampão

imidazol20 mM, pH 6, para a dessalinização da amostra.

3.5.2 Cromatografia de troca iônica

As frações acima foram submetidas a uma cromatografia de troca iônica em

coluna resource™ Q, volume de 1 mL (Pharmacia Biotech), acoplada ao sistema

de alta pressão FPLC (AKTA Pharmacia). A coluna foi equilibrada com 5 volumes

com tampão imidazol 20 mM, pH 6. A eluição foi realizada com gradiente

crescente de O mM a 600 mM de NaCI no mesmo tampão de equilíbrio, sendo

usado um fluxo de 1 mUminuto e frações de 0,4 mL coletadas. As frações eluídas

com atividade foram reunidas.

3.5.3 Cromatografia de filtração em gel

Essa cromatografia foi realizada com o material proveniente da

cromatografia de troca iônica (item 3.5.2), utilizando a coluna Superdex™ 75

10/30, volume aproximado de 24 mL (Pharmacia Biotech), acoplada ao sistema de

alta pressão FPLC (AKTA Pharmacia). A coluna foi equilibrada com 2 volumes

com tampão imidazol 20 mM, pH 6. A cromatografia foi feita utilizando-se sistema

isocrático, sob fluxo de 1 mUminuto e frações de 0,4 mL foram coletadas. As

frações eluídas com atividade foram reunidas, obtendo-se a enzima purificada.

Nesta cromatografia de filtração em gel a eluição da atividade de interesse

foi comparada com a eluição das seguintes proteínas de massa molecular

conhecida (padrões): ribonuclease A (13.700 Da), SBTI (20.100 Da), ovoalbumina

(43.000 Da), BSA (67.000 Da) e tiroglobulina (669.000 Da). Para cálculos de

20



massa molecular relativa usou-se a relação linear entre o logaritmo da massa

molecular e o parâmetro Kav = (Ve - vJ~ _V (Amersham Biosciences, 2004),
/~ o

onde:

Ve - volume de eluição da proteína de interesse;

Vo - volume de eluição da tiroglobulina (volume de exclusão da coluna);

Vi - volume total da coluna.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida para separação de proteína

3.6.1 Eletroforese em condições desnaturantes (SOS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em placa fina de poliacrilamida na presença de

SOS utilizando o sistema de tampões descritos por Laemmli (1970). A

concentração de poliacrilamida no gel de corrida foi de 12 % e no gel de

empilhamento 4 %, ambos continham SOS 0,1 %. As amostras foram dialisadas

contra água milli Q para a dessalinização das mesmas, liofilizadas em Speed Vac,

ressuspensas em 20 ~L de tampão de amostra (Tris-HcI60 mM pH 6,8; EOTA 0,5

mM; SOS 2,5 % (p/v); 2-f3-mercaptoetanol 0,36 M; glicerol 10 % (v/v); azul de

bromofenol 0,005 % (p/v) e finalmente aquecidas por 4 minutos a 95°C. A

eletroforese foi realizada em voltagem constante de 200 V a temperatura

ambiente, até que o azul de bromofenol utilizado como marcador de frente

estivesse na borda inferior da placa. O gel de poliacrilamida foi corado com prata

(Blum et aI., 1987).
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3.6.2 Eletroforese em condições nativas (PAGE)

Foram usados géis de separação apresentando concentrações de

poliacrilamida variadas e gel de empilhamento na concentração de 4 %. Os géis

foram feitos como descrito no item 3.6.1 sem conter SDS e 2-,B-mercaptoetanol.

A eletroforese foi realizada em voltagem constante de 100 V a 4°C, até que

o azul de bromofenol, utilizado como marcador de frente estivesse a na borda

inferior da placa. Após da eletroforese, o gel que continha os padrões de peso

molecular foi corado com Coomassie Blue e o gel a ser corado para evidenciar a

atividade da trealase foi lavado a 4°C com quatro trocas de 30 mL de tampão

imidazol 20 mM, pH 6 a cada 15 minutos com agitação. Após isso, o gel foi

incubado por 40 minutos a 30°C no mesmo tampão contendo 20 mM de trealose.

O produto da atividade enzimática foi evidenciado mergulhando o gel numa

solução 1 M de NaOH contendo 0,15 % de cloreto trifenil tetrazolium e

esquentando-o no microondas por aproximadamente 1 minuto na potencia

máxima (Pan el. aI., 1989; Trudel et. aI., 1998).

3.6.3 Cálculo do peso molecular através de eletroforese

O peso molecular da proteína em SDS-PAGE foi determinado através de

uma curva padrão traçada do logaritmo de peso molecular contra a mobilidade

relativa das seguintes proteínas padrões: fosforilase B (97.400 Da), BSA (66.200

Da), ovalbumina (45.000 Da), anidrase carbônica (31.000 Da), SBTI (20.100 Da),

lisozima (14.400 Da).
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Para proteínas migrando em eletroforese nativa (PAGE), empregou-se o

tratamento matemático apresentado por Andrews (1995). As proteínas padrões e

a de interesse foram submetidas a eletroforeses em géis contendo diversas

concentrações de poliacrilamida. Para cada padrão é traçado um gráfico de

migração relativa obtida contra a porcentagem de poliacrilamida do gel. Da

inclinação obtida é traçado um gráfico em função do peso molecular de cada um

dos padrões, sendo essa reta utilizada para determinar o peso molecular da

amostra desconhecida. Os padrões usados para a determinação do peso

molecular para a eletroforese nativa foram: BSA (66.000 Da), ovalbumina (45.000

Da), anidrase carbônica (29.000 Da), a-Iactolbumina (14.000 Da), Uréase (trimero,

272.000 Da).

3.7 Determinação dos parâmetros de inibição da trealase por diferentes

substâncias

O Km e a velocidade máxima de hidrólise do substrato foram determinados

pelo método dos quadrados mínimos usando o software Enzfitler (LeatherBarrow,

R.J., Elsevier-Biosoft, 1987).

Nos experimentos com inibidores a enzima foi incubada em cinco

concentrações de substrato em cinco concentrações diferentes de inibidor e os Kis

foram determinados como descrito em Segel (1975).

Uma vez que Glucono-õ-Iactona, utilizada como inibidor, pode decompor-se

espontaneamente, ela foi incubada por 30 minutos nas condições de ensaio e

detectou-se que cerca de 8 % do composto se decompõe durante o ensaio.
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A Floretina utilizada como inibidor foi solubilizada em etanol 50 %. No

experimento de inibição com esta substância a concentração de etanol final no

ensaio ficou entre 15 % e 5 %. Foram realizados controles da atividade enzimática

nestas concentrações de etanol, e a mesma não foi afetada.

A tabela 1 apresenta a estrutura das substâncias utilizadas como inibidores

da trealase de T. mo/itor.

Os experimentos de inibição múltipla foram realizados em tampão imidazol

20 mM, pH 6. A enzima foi incubada a 30°C com trealose 4 mM, em cinco

concentrações de um inibidor em cada uma de cinco concentrações diferentes do

outro. As substâncias utilizadas foram: metil-a-manosídeo (O; 48; 160; 240; 340

mM), glucono-õ-Iactona (O; 2,4; 5,6; 8,4; 11,2 mM), f10retina (O; 0,04; 0,12; 0,2; 0,3

mM) e mandelonitrila (O; 4,5; 8,25; 10,2; 12 mM).

Para verificarmos se dois inibidores competitivos estariam se ligando ou

não ao mesmo local da enzima, a equação utilizada foi a seguinte (Segel, 1975):

!-_ Ks [1+ [J]][I]+_I_[I+ Ks +Ks [J]]
V - [S]Vmáx aKj K; Vmáx [S] [s]Kj
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Substâncias

Amigdalina

(glicose-I3-1 ,6glicose- l3-mandelonitrila

Prunasina

Mandelonitrila

Estruturas

HO

ft OH

N P HO OH

CH20H
J...-o
H~IO. CH'I H . "'" / 6 5

,Oll H ."C
fiO H H I

CN

fi OH

O-H
~C-N

H

Gentiobiose
(glicose-I3-1,6-glicose)

H 011

H --CH,2

te uH

Florizina
(glicose-p-f1oretina)

HO

O-e--~-Iluco.e

OH
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Substâncias Estruturas

Floretina
HO

OH

Metil-a-glicosídeo

Metil-a-manosídeo

Salisina

Glucono-õ-Iactona

1,10 Fenantrolina

OH o

H

~
CH20: li

Y
OH

HO OCH3

li J.I

CH20H

O-gluCOSf'

o

H OH

Tabela 1 Estruturas das substâncias utilizadas como inibidores da trealase
intestinal de Tenebrio molitor.
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3.8 Experimentos de modificação química

A Tabela 2 apresenta os modificadores químicos utilizados e as condições

em que foram realizadas as modificações. Em todos os casos a enzima foi

dialisada contra o tampão na qual foi feita a modificação e a reação foi realizada a

30°C e interrompida em diferentes tempos, determinando-se a atividade

remanescente.

As reações de modificação realizadas com tetranitrometano, N-bromo

succinamida e p-hidroximercuriobenzoato foram interrompidas diluindo o meio de

reação 40 vezes em tampão citrato-fosfato 5 mM pH 6,0 e a seguir as amostras

foram submetidas a cromatografia de filtração em gel em coluna HiTrap Desalting

utilizando o tampão de ensaio da trealase. As reações de modificação com

fenilglioxal, dietilpirocarbonato e carbodimida, foram interrompidas

respectivamente com: tampão citrato-fosfato 100 mM pH 6,0 contendo arginina

mais lisina (40 mM cada); tampão MES 20 mM pH 6,0 contendo histidina 60 mM e

tampão citrato 200 mM pH 6,0. Quando o efeito de EDTA foi verificado, o meio de

reação foi tratado como descrito para modificações com tetranitrometano.

Controles revelaram que a enzima não perde atividade na ausência dos

modificadores químicos, nas condições usadas em cada um dos experimentos.

Para determinar a ordem de reação em relação ao modificador, foram feitas

reações de modificação com diferentes concentrações de modificador e a seguir

foi realizado o plote de log kobs (constante de segunda ordem da reação de

modificação) contra o logaritmo da concentração do modificador. A inclinação da

reta obtida é igual a n (número de moléculas de modificador que se ligam à

enzima).
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As reações de modificação foram realizadas também com proteção do

substrato numa concentração igual a 10 Km e de inibidores competitivos numa

concentração igual a 1O~ a fim de verificar se o resíduo alterado pela substância

estava presente no sítio ativo da enzima.

Modificador Grupo Tampão Concentrações
Químico afetado de modificação de modificador Referencias

(mM)

Fenilglioxal Guanidino HEPPES20 mM O; 0,5; 12,5; 15; Takahashi,
pH 8,0 17,5; 20. 1968
-

Tetranitrometano Fenol HEPPES20 mM 20 Riordan e
pH 8,0 Valee,1972

N-bromo-succinamida Triptofano Imidazol 20 mM 20 Poulos e Price,
pH6,0 1971

EDTA Cátion Imidazol 20 mM 20 Cristofoletti e
divalente pH6,0 Terra, 2000

Dietilpirocarbonato Imidazol MES20mM O; 10; 25; 30; 40. Miles,1977
pH6

Carbodimida Carboxila Imidazol 20 mM O; 1,25; 2,5; 5; 10; Carrawaye
pH6,0 15. Koshland, 1972

p-hidroximercuribenzoato Sulfidrila Imidazol 20 mM 20 Strange et aI.,
pH6,0 1993

Tabela 2. Condições utilizadas para modificação química por diferentes compostos e inibição com
EDTA da trealase digestiva de Tenebrio molitor.
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3.9 Determinação de pKs por modificação química

Para verificar o pK dos grupos modificados por fenilglioxal, DEPC ou

EDC, foram realizadas modificações em diferentes pHs. Os tampões utilizados

foram: MOPS 400 mM para pH de 7 a 8,25 na modificação com fenilglioxal,

tampão citrato-fosfato 100 mM para pH de 5 a 7 para a modificação com DEPC

e Temed/HCI na modificação com EDC para pH de 4 a 6. O valor de pK foi

estimado pelo software Enzfitter utilizando a seguinte equação:

k k' "
obs = obs kK +~s
1+~ H+

LH+ J 1+ ---
K a

Onde: kobs é a constante de segunda ordem observada, k'obs é a

constante de segunda ordem aparente para a modificação da espécie

protonada, k"obs é a constante de segunda ordem aparente para a modificação

da espécie desprotonada e Ka é a constante de dissociação do grupo

modificado.

3.10 Determinação dos pKs dos grupos envolvidos em catalise

Para a determinação das constantes de dissociação de grupos

prototrópicos envolvidos em catálise, os valores da constante de Michaelis e da

Velocidade Máxima foram estimados em 10 valores de pH nos quais a enzima

é estável utilizando 7 mM de substrato. Vmáx e K m foram calculados pelo

método dos quadrados mínimos usando o software Enzfitter. Foram utilizados

os tampões acetato 50 mM para pHs de 3,5 a 6 e fosfato 50 mM para pHs de 7

a 8. A força iônica dos tampões foi acertada com NaCI para uma força iônica
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correspondente à de uma solução de NaCI 100 mM e seu pH foi ajustado na

temperatura do ensaio.

As equações 1 e 2 descritas abaixo foram utilizadas para calcular os

valores dos pKs dos grupos ionizáveis do sítio ativo da enzima livre (equação

1) e do complexo enzima-substrato (equação 2), (Segel, 1975). Estes valores

foram estimados pelo software Enzfitler.

(1) K mapp = K m [1+ [H+ l+ K e2 ]

Vmáxapp V máx K el lH+ ]

Onde Ke1 e Ke2 correspondem as constantes de dissociação dos grupos

prototrópicos da enzima livre.

(2) V máx

Vmáxapp =~H+K
es2

]
1+ . . + T;;:;1

K esl LH J

Onde K es1 e Kes2 correspondem as constantes de dissociação dos grupos

prototrópicos do complexo enzima-substrato.

Os pKs da enzima livre (pKe ) e do complexo enzima substrato (pKes )

também foram determinados depois de modificar a enzima com DEPC.
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3.11 Clonagem do cDNA da trealase intestinal de Tenebrio molitor

3.11.1 Extração do RNA total

Para a extração do RNA total foi dessecado o epitélio do intestino de 40

larvas de T. molitor em solução salina (NaCI 2%), que foram estocados

imediatamente em tubo de microcentrífuga mergulhado em um banho de gelo

seco em etanol e ao final, estocados a-80°C.

Na obtenção do RNA total foi usado o reagente TRIZOL (Gibco)

segundo as indicações do fabricante. O material final foi ressuspendido em 25

IJ.L de água com DEPC a 0,01 % vlv, incubado a 65°C por 10 minutos,

agitando-se a cada 2 minutos.

O rendimento do RNA foi calculado a partir de sua absorbância a 260nm

empregando o fator de 40 IJ.g correspondente a uma absorbância de 1,0. A

relação A2601A28D permitiu estabelecer a pureza do RNA obtido.

Todo o material de vidro utilizado foi esterilizado a 150 °c por 12 horas e

as soluções preparadas com água com DEPC a 0,01 % v/v para evitar a

contaminação com RNAse.

3.11.2 RT-PCR e RACE PCR

3.11.2.1 RT

O RNA obtido como descrito em 3.11.1 foi utilizado para a síntese da fita

de DNA complementar (cDNA) realizada com a transcriptase reversa (RT),

usando o kit Superscript First Strand (Invitrogene). Preparou-se a mistura

RNAliniciador utilizando 5 IJ.g de RNA total, 1 mM de dNTP e 0,2 IJ.M do

iniciador Q+T (5'-GACTTGAGCTTAAGC I I I I I I I I I I I I I I I I I 1-3'), a qual foi

incubada a 75°C por 1°minutos e a seguir colocada no banho de gelo por 1

32



minuto para desnaturação da estrutura secundária do RNA. Posteriormente foi

feita a reação da transcriptase reversa adicionando os componentes na ordem

indicada: 2 f.!L de 10 X RT buffer; 11,11 mM de MgCI2; 0,22 mM DTT; 1 f.!L de

RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor. Nesta reação foi adicionada a

mistura de RNNiniciador, que foi incubada a 42°C por 2 minutos,

imediatamente foram acrescentadas 50 U de SuperScript 11 RT a mistura e

incubada a 42°C por 1 hora e 30 minutos. A reação foi finalizada incubado-se

a mistura a 70°C por 15 minutos, que a seguir foi transferida para o banho de

gelo. Para a degradação do RNA, foi adicionado 1 f.!L de RNase H incubando

se a 37°C por 20 minutos e os produtos da reação foram purificados utilizando

o Kit Quiagen (Quick PCR purification). A eluição foi feita com 50 f.!L de água

milli Q pH 8, obtendo-se o cDNA.

3.11.2.2 RACE

Para obter a seqüência codificante das extremidades amino e carboxila

da trealase do tubo digestivo de T. mo/itor foi feito um RACE. A estratégia

basicamente foi a descrita por Frohman (1995), assim na extremidade 3' do

cDNA obtido como descrito em 3.11.2.1 foi adicionada uma cauda de poli A

usando a enzima TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase-Invitrogen). Este

material foi usado como molde para realizar os PCR.

3.11.3 Reação em cadeia com DNA polimerase

O fragmento de DNA que codifica a trealase intestinal do tubo digestivo

de T. molifor foi conseguido a partir da combinação de vários fragmentos de

DNA obtidos em diferentes PCR (figura 3). Os PCR foram realizados usado
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como molde 10 % do cDNA (obtido como descrito no item 3.11.2.1) em tampão

10 mM Tris-HCL pH 8, contendo 50 mM KCI; 0,01 % (p/v) gelatina; 0,1 % (p/v)

triton X-100; 1,5 mM MgCI2; 0,2 mM de dNTP; 0,5 mM de cada iniciador

utilizado; 5 U de taq DNA Polimerase. Cada reação foi incubada a 94°C por 2

minutos, seguida de 35 ciclos como descrito a seguir: 45 segundos a 94°C,

para a desnaturação da dupla fita do DNA; 30 segundos em uma temperatura

de pareamento dos iniciadores (escolhida de acordo com os iniciadores

usados) e finalmente 2 minutos a 72°C, para o alongamento da fita

complementar de DNA.

Inicialmente amplificamos um fragmento interno da trealase intestinal,

utilizando os iniciadores TREGSMFW (5'-GAGTITTACTACTGGGATTC-3') e

TREGSMRV (5'-CATTGTACTTCTCAAACAT-3'). Estes iniciadores são

específicos para a trealase da glândula sexual do macho de T. molitor

(Takiguchi et ai., 1992) e foram desenhados em base nas regiões conservadas

das trealases, a partir de seqüências encontradas no "National Center for

Biotechnology Information" (http:/www/ncbi.nlm.nih.gov). A extremidade que

codifica a porção carboxila da proteína foi amplificada com o iniciador Q+T (5'

GACTTGAGCTTAAGCTITTTTTTTTTTTTTITT-3') e o iniciador TREGSMFW.

Para a amplificação da região que codifica a extremidade amino terminal da

proteína, foram desenhados novos iniciadores denominados NTER24RV1 (5'-

AGCTTCACAATICCCACTCTIGGC-3')

GTGCATGTCACTCAGCAGAAGTCC-3').

e NTER24RV2

Estes iniciadores

(5'

foram

fundamentados na seqüência de DNA obtida para a extremidade 3'. Finalmente

o fragmento de DNA que codifica a trealase intestinal de T. molitor madura foi

obtido com os iniciadores TREX3C (5'-TCATTACCTAGAGGTITTTTTGGA-3')
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e TREX5N (5'-CCATCATGTGACAGTCTGATGTAC-3'), que foram desenhados

com base nas extremidades 3' e 5' do gene.

Os fragmentos de DNA obtidos das amplificações por PCR foram

recuperados diretamente dos géis de agarose (ver 3.11.4) usando o protocolo

de extração QIAEX 11 (Quiagem), o qual baseia-se na dissolução da agarose

em um tampão de alta força iônica e ligação do DNA a uma resina de troca

iônica. Estes fragmentos foram clonados no plasmídeo pGEM-T (ver 3.11.5).

3.11.4 Eletroforese em gel de agarose

Para analisar os fragmentos de DNA derivados da amplificação por peR

foram preparados géis de agarose na concentração final de 1 % (p/v) em

tampão TAE (8 mM Tris-Acetato; 0,4 mM EDTA pH 8,5) e as amostras de DNA

foram resolvidas em uma diferença de potencial de 90 V. O tampão de amostra

(2:5 volumes de amostra) contendo azul de bromofenol, utilizado na

eletroforese, foi usado para monitorar a migração da amostra e determinar o

encerramento da eletroforese.

Após a eletroforese, o DNA foi evidenciado utilizando-se brometo de

etídeo (0,5 flg/mL) e visualizado em transiluminador de luz UV (312 nm).

3.11.5 Clonagem de fragmentos de DNA no plasmídeo pGEM-T

Os fragmentos de DNA obtidos nas amplificações por PCR, foram

clonados no plasmídeo pGEM-T, utilizando o Kit de ligação pGeneT-Easy

vector Sistem I (Promega). A reação de ligação consistia de T4 DNA ligase,

1IJg de plasmídeo juntamente com o fragmento de PCR (purificado de géis de

agarose, ver ultimo parágrafo do item 3.11.3) a ser clonado no tampão
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apropriado. Esta mistura foi incubada "over night" a 4°C. O produto de ligação

foi utilizado para transformar bactérias competentes (ver 3.11.6).

3.11.6 Preparação das bactérias competentes

Um pré-inóculo de Escherichia colí da linhagem XL1-blue MRF' foi

preparado a partir de uma colônia isolada, crescida em meio LB líquido durante

16 horas a 37°C e sob agitação de 250 rpm. Este pré-inóculo foi adicionado a

400 mL de meio LB líquido e mantido nas condições anteriormente descritas

até obtermos uma D0600 = 0,3. A cultura foi mantida no gelo por 10 minutos.

Este material foi submetido as centrifugações descritas abaixo e o precipitado

que continha as células em cada centrifugação foi ressuspendido em tampão

PIPES 10 mM, pH 7, contendo CaCb 60 mM e glicerol15 % (v/v). As condições

de centrifugação foram as seguintes: (a) centrifugação a 1.600x g, por 7

minutos a temperatura ambiente, precipitado ressuspendido em 10 mL de

tampão. (b) centrifugação a 1.000x g, por 5 minutos a temperatura ambiente,

precipitado ressuspendido em 10 mL de tampão, esta ressuspenção foi

mantida no gelo por 30 minutos. (c) centrifugação a 1.000x g, por 5 minutos a

temperatura ambiente, precipitado ressuspendido em 2 mL de tampão.

Finalmente foi alíquotado e estocado a -80°C.

3.11.7 Transformação de bactérias competentes

Foram utilizados 30 IJL das células competentes XL1-blue (ver 3.11.6) e

10 IJL dos reagentes utilizados na reação de ligação dos fragmentos ao

plasmídeo vetor (ver 3.11.5). Esta mistura foi mantida no banho de gelo por 20

minutos e imediatamente submetida a um choque térmico a 42°C por 90
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segundos, retornado ao gelo por 2 minutos. Adicionou-se 80 IJL de meio LB

líquido e as células foram incubadas a 37°C por 1 hora para a recuperação e

expressão do gene de resistência a ampicilina (presente no plasmídeo

pGeneT-Easy vector). Finalmente as células foram plaqueadas em LB ágar

contendo 50 IJg/mL de ampicilina; 100 IJL de IPTG 100 mM e 50 mg/mL de

Xgal e incubadas a 37°C por 16 horas. As bactérias transformadas com o

plasmídeo contendo o inserto originaram colônias de cor branca.

3.11.8 Obtenção de plasmídeos contendo o inserto da trealase

Foram selecionadas colônias transformadas (ver 3.11.7) para serem

crescidas em 5 mL de meio LB-Iíquido a 37°C sob agitação de 250 rpm. A

partir destas culturas de bactérias foram extraídos os plasmídeos usando o

protocolo "Wizard Miniprep" (Promega). As bactérias foram precipitadas por

centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente,

ressuspendidas em 200 IJL de tampão de ressuspenção (Tris-HCI 50 mM, pH

7,5 contendo EDTA 10 mM e RNase 100 IJg/mL) e incubadas por 5 minutos a

temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a lise alcalina das bactérias,

adicionando-se 200 IJL de tampão de lise (NaOH 0,2 M; SDS 1 % (p/v»,

agitado-se suavemente e incubando-se novamente por 5 minutos a

temperatura ambiente. Após adição de 200 IJL de tampão de neutralização

(acetato de potássio 1,32 M, pH 4,8). Este material foi centrífugado a 13.000

rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi aplicado em mini coluna

contendo uma resina de troca iônica. A coluna foi lavada com uma mistura de

tampão acetato 80 mM, EDTA 40 IJM e etanol 55 % (p/v) para retirar o material
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contaminante. A eluição dos plasmídeos pela coluna foi realizada com água

Milli Q pH 8.

Para confirmar a presença do fragmento inserido nestes plasmídeos foi

utilizada a enzima de restrição EcoRI (Promega), usando o tampão e o número

de unidades indicadas pelo fabricante. A mistura foi incubada por 1 hora a 37

oCo Os produtos da digestão foram separados em gel de agarose 1 % (p/v) (ver

3.11.4), gerando os fragmentos de pares de bases esperados.

3.11.9Seqüenciamento

Os plasmídeos que continham os fragmentos de interesse, foram

seqüenciados pelo método de Sanger e colaboradoes (1977), usando os

iniciadores T7 e Sp6, que anelam na região do vetor pGEM-T. A reação de

seqüenciamento foi realizada usando 500 ng de plasmídeo; 3 IJL de iniciador

na concentração de 3,3 pmolllJL; 2 IJL de "Termintor Ready Reaction Mix"

(Perkin Elmer); 3 IJL de tampão Tris-HCI 200mM, pH 9; MgCI2 5 mM, pH 9; para

um volumem final de 15 IJL. A reação foi realizada num aparelho de Perkin

Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700 com 35 ciclos em que as amostras

permaneceram, sucessivamente a: 96°C por 45 segundos; 50 °e por 30

segundos e 60°C por 4 minutos. As amostras foram analisadas utilizando um

seqüenciador automático ABI373A (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) (serviço

de seqüenciamento do Departamento de Bioquímica do Instituto de Química da

Universidade de São Paulo). As seqüências de nucleotídeos resultantes do

seqüenciamento foram comparadas com outras seqüências de trealase

depositadas em bancos de dados. Para isto foi feita uma consulta ao "National

Center for Biotechnology Information" (http:/www/ncbi.nlm.nih.gov), usando o
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programa de alinhamento de seqüências BLAST (Altschul et aI., 1990). Para o

alinhamento múltiplo de seqüências de polipeptídios foi usado o programa

Clustal disponível no "Expasy Molecular Biology Server" e as seqüências para

comparação foram obtidas do Gen Bank.

3.12 Expressão da trealase intestinal de Tenebrio molitor em bactérias

BL21DE3

Os iniciadores TREXP 3C (5'cla TCT AGA TCA TIA CCT AGA GGT

TTI TTI GGA 3') e TREXP 5N (5' ggaattc CAT ATG CCA TCA TGT GAC

AGT CTG ATG TAC 3') foram empregados para realizar um PCR utilizando

como molde o plasmídeo pGEM-T que continha o fragmento de DNA da

trealase clonado (ver 3.11.3). Na descrição dos iniciadores acima os

nucleotídeos em negrito representam os sítios de restrição de NdeI e XbaI em

TREXP 5N e TREXP 3C, respectivamente. Os nucleotídeos grifados

correspondem a seqüências específicas da extremidade 5' e 3' do gene que

codifica a trealase madura; os nucleotídeos em itálico correspondem à

extensões que visam aumentar a eficiência de digestão dos produtos

amplificados. O plasmídeo PT7 e o produto amplificado foram recuperados

diretamente do gel de agarose (ver 3.11.3 último parágrafo) e foram digeridos

com as enzimas de restrição NdeI e XbaI, como descrito a seguir. Para a

digestão do produto de PCR incubou-se 48 /lL da solução que o continha com

4,8 /lL de XbaI 3 U I mL; 4,8 /lL de NdeI4U I mL; 4,8 /lL de tampão NEB 3 (50

mM de acetato de potássio; 20 mM de Tris-acetato; 10 mM de acetato de

magnésio; 1 mM de DTI; pH 7) e 28,8 /lL de água. Para a digestão do

plasmídeo, 31 /lL da solução contendo o plasmídeo PT7 foi incubada com 3,1
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)JL de XbaI 3 U I mL; 4,8 )JLde NdeI 4U I mL; 4,8 )JL de tampão NEB 3 e 28,8

)JL de água. As incubações foram realizadas a 37cC por 16 horas e os produtos

da digestão foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8 % (ver

3.11.4). A seguir, o plasmídeo e o produto de PCR digeridos foram ligados

enzimaticamente incubando-se a 16 cC por 16 horas uma mistura de 6 )JL da

solução que continha o plasmídeo digerido; 6 )JL da solução contendo o

produto de PCR digerido; 0,5 )JL T4 DNA ligase 20 U I mL; 2,5 )JL de tampão

para T4 DNA ligase (50 mM tris-HCI; 10 mM cloreto de magnésio; 10 mM DTI;

1 mM ATP; 25 mg/mL de BSA; pH 7,8) e 10 )JL água. Após esse período de

incubação, 1 )JL dessa mistura de reação foi adicionado a 250 )JL da solução

contendo bactérias BL21DE3 competentes. Esta mistura foi mantida no banho

de gelo por 30 minutos e imediatamente submetida a um choque térmico a 42

°c por 30 segundos, retornado ao gelo por 2 minutos. Em seguida, adicionou

se 500 ~L de meio LB líquido e as células foram incubadas a 37°C por 1 hora

para a seleção e expressão do gene de resistência a ampicilina. Finalmente as

células foram plaqueadas em LB ágar contendo 50 ~g/mL de ampicilina e

incubadas a 37°C por 16 horas.

Para expressão da trealase foi escolhida uma colônia BL21 DE3

transformada com pT7 TER a qual foi crescida em 4 mL de meio LB líquido

com carbenicilina 50 )Jg/mL durante 16 horas, a 37°C e sob agitação de 200

rpm. Este pré-inóculo foi adicionado a 500 mL do mesmo meio e mantido nas

mesmas condições de crescimento até atingir uma 00600 = 0,8. Atingida esta

absorbância procedeu-se à indução da produção da enzima recombinante,

adicionando-se IPTG para uma concentração final de 2mM. Foram retiradas

alíquotas de 1 mL antes da indução e durante a indução de hora em hora, por
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um período de 6 horas, para realizar o SOS-PAGE e monitorar a expressão da

proteína. As condições de crescimento durante a indução foram 25°C agitação

a 150 rpm.
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4 Resultados

4.1 Purificação da trealase digestiva de Tenebrio molitor

A purificação da enzima foi constituída de três etapas cromatográficas e

os resultados obtidos estão apresentados na tabela 3. Inicialmente realizou-se

a precipitação de proteínas presentes no homogeneizado, pela adição de

sulfato de amônio em uma concentração final de 1,7 M. Após ser centrifugado,

o material que permaneceu no sobrenadante foi submetido a uma

cromatografia hidrofóbica em sistema de baixa pressão (coluna Econo Pac

Methtyl HIC), obtendo-se um pico único de atividade (figura 4), com uma

recuperação de 78 % e enriquecimento da preparação em 6,5 vezes, com

relação ao material inicial. As frações que apresentaram mais atividade

(frações 19-24) neste passo foram reunidas e dialisadas, sendo que a

recuperação da atividade enzimática na diálise é quase total. A seguir foi

realizada uma cromatografia de troca iônica em sistema FPLC (coluna

resource™ Q), onde foi encontrado um único pico correspondente a atividade

da trealase (figura 5), com recuperação da atividade de 69 % e um

enriquecimento de 7 vezes em relação ao material anterior. As frações que

apresentaram maior atividade enzimática (frações 50-57), foram aplicadas

numa cromatografia de filtração em gel (coluna Superdex™ 75 ), resultando

também em único pico de atividade (figura 6), com uma recuperação de 85 % e

enriquecimento de 1,5 vezes em relação ao passo anterior. Dessa

cromatografia foram coletadas as frações 19-20, cuja massa molecular

determinada por esse método foi de 97.000 Da.

Foi feito SDS-PAGE (figura 7) das frações ativas eluidas da

cromatografia de filtração em gel, obtendo-se, nas frações 19 e 20, uma banda
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única com massa molecular de 49.000 Da. Essas duas frações são as que

apresentaram maior atividade enzimática. A enzima, após os passos

cromatográficos apresenta enriquecimento de 73 vezes em relação ao material

inicial e a atividade especifica calculada de 16,5 U/mg.

Atividade Proteína Atividade Enriquecimento RecuperaçãoEtapas de total total especifica (%)purificação
(mU)

(mg) (mU/mg)

19,00 226 1 100Homogeneizado 4303

Cromatografia

hidrofóbica 3363 2,30 1462 6,5 78

(Econo-Pac Methtyl HIC)

Cromatografia de

troca iônica
2334 0,22 10609 47 54

(resource™ Q)

Cromatografia

filtração em gel
1984 0,12 16533 73 46

(Superdex™ 75)

Tabela 3. Proteína e atividade recuperada nos passos usados para a purificação

da trealase digestiva de Tenebrio molitor
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46



4.2 Determinação dos pKs dos grupos envolvidos em catálise.

Com o objetivo de determinar os grupos ionizáveis envolvidos em

catálise na trealase de T. molitor, foram determinados os pKs da enzima livre

(pKe) e do complexo enzima substrato (pKes) a partir de valores de Vmáx e

VmáxlKm obtidos em vários pHs. Os dados obtidos indicam que a enzima de T.

molitor possui dois grupos prototrópicos envolvidos em catálise. Um grupo

desprotonado de pKe1 igual a 3,8 ± 0,2 e um grupo protonado de pKe2 igual a

7,4 ± 0,2 (figura 8 A). Os valores obtidos para o complexo enzima-substrato

foram de pKes1 igual a 3,9 ± 0,2 e pKes2 = 6,9 ± 0,2 (figura 8 B). O pH ótimo da

enzima pode ser calculado a partir dos valores de pKs: pH = pKet + pKe2
,

2

aplicando esta relação para os valores de pKs obtidos, o pH ótimo é igual a

5,6, muito semelhante ao valor obtido na curva de pH feita em uma só

concentração de substrato (resultados não mostrados).

47



0,3
c.
C.
1Il

E
~- 0,2

c.
c.
1Il
)(
1Il
E

::::...
C) 0,1
O

...J

°3 4 5 6 7 8 pH 9

(A) 0,4

(8)

0,3

c.

° I

c.

O
1Il
)(
1Il
E

::::...
C)
O

-0,3...J

o

o

o
-0,6

O

pH 9876543

-0,9 I I I I I I I

2

Figura 8. (A) Efeito do pH no VmapplKm para a determinação do pKe1 e pKe2.

(B) Efeito do pH no Vmapp para a determinação do pKes1 e pKes2.
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4.3 Efeito de vários compostos na atividade da trealase

A tabela 4 apresenta os parâmetros de inibição da enzima por várias

substâncias. Glucono-õ-Iactona, metil-a-manosídeo, os glicosídeos tóxicos

amigdalina, prunasina, salicina, florizina e seu aglicone floretina inibiram

competitivamente a trealase de T. molitor (ver figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14 e

15).

o aglicone presente na amigdalina e prunasina, a mandelonitrila, é um

inibidor não competitivo linear misto (figura 16). Nessa inibição, há formação de

um complexo enzima-substrato-inibidor que não é produtivo (~ = O) e há um

parâmetro a >1. Esse parâmetro a mede quanto a ligação do substrato ou do

inibidor à enzima dificulta a ligação do outro composto. O Kj para inibição por

mandelonitrila foi de 3,8 mM e o a de 1,5.
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HJSTITl.JTO LE nU:~~lcr,

Universidade i}2 ;;<~:': . "lU

Inibidor Ki (mM) Tipo de inibição

Floretína 0,008 IC

Amigdalina 0,22 IC

Prunasina 0,43 IC

Florizina 0,50 IC
-

Glucono-õ-Iactona 1,40 IC

Metil-a-manosídeo 43,00 IC

Salicina 186 IC

Mandelonitrila 3,80 IM

Gentibiose --------- NI

Metil-a-glucosídeo --------- NI
-

1,10 fenantrolina --------- NI

Tris pH 6 --------- NI

Tabela 4. Inibicão da trealase intestinal de Tenebrio. Molitor

Condições de ensaio: Os ensaios foram realizados em banho termostatizado a
30°C. A enzima foi incubada em concentrações diferentes de substrato com
concentrações diferentes de inibidor. As velocidades de hidrólise das diferentes
concentrações de substratos foram determinadas e usadas para traçar o gráfico de
Linewer-Burk. As inclinações obtidas desses gráficos foram traçadas em função das
respectivas concentrações de inibidor permitindo assim a determinação de ~ do
complexo enzima/inibidor Segel (1975). (NI: não inibe; IC: inibição competitiva simples;
IM: inibição mista).

Gentibiose (10 mM), metil-a-glucosídeo (200 mM), 1,1 O-fenantrolina (4

mM) e Tris (264 mM) não foram capazes de inibir a enzima
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Figura 9. Inibição da trealase intestinal de Tenebrio molitor por Glucono-õ-Iactona.
(A) Plote de Lineweaver-Burk para diferentes concentrações de inibidor (O [O]; o
[0,5]; A [1]; + [2]; x [2,5] mM). (B) Plote das inclinações obtidas no gráfico de
Lineweaver-Burk contra as concentrações de Glucono-õ-Iactona utilizadas.
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Figura 11. Inibição da trealase intestinal de Tenebrio molitor por Amigdalina.
(A) Plote de Lineweaver-Burk para diferentes concentrações de inibidor (O [O];
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Figura 16. Inibição da trealase intestinal de Tenebrio molitor por Mandelonitrila.
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Após verificar o efeito de várias substâncias na atividade da trealase

intestinal de T. molitor, algumas delas foram escolhidas para realizar os

experimentos de inibição múltipla para mapear o sítio ativo da enzima. Foram

selecionados inibidores de menor tamanho, que poderiam interagir ao mesmo

tempo com a enzima.

Foram feitas inibições múltiplas utilizando dois inibidores competitivos

(metil-a-manosídeo e floretina; glucono-õ-Iactona e floretina; figuras 17 e 18

respectivamente) ou um inibidor competitivo (floretína ou metil-a-manosídeo)

com o inibidor não competitivo misto mandelonitrila (figuras 19 e 20,

respectivamente) .

Quando dois inibidores são utilizados (I e J), o plote de 11v contra a

concentração de um inibidor, utilizando diferentes concentrações do segundo

inibidor resulta em um conjunto de retas paralelas ou interceptantes. Quando o

conjunto de retas é paralelo, significa que os dois compostos não podem ligar-

se ao mesmo tempo à enzima, indicando que eles interagem com o mesmo

local na molécula protéica. Quando o conjunto de retas é interceptante os dois

inibidores podem ligar-se concomitantemente à enzima. Nesse caso há um

parâmetro que mede o quanto o fato de um dos inibidores estar ligado a

enzima interfere na ligação do outro inibidor. Esse parâmetro assume valores

iguais ou maiores que 1. Quando ele é 1, indica a ligação completamente

independente das duas substâncias e quando maior o seu valor, mais próximos

são os sítios de ligação das duas substâncias na enzima. Esse parâmetro é

denominado a quando se usa dois inibidores competitivos e ~ quando se

estuda a interação de um inibidor competitivo e um não competitivo misto. Isso

porque no competitivo misto o a representa o quanto a ligação do substrato ou
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do inibidor interfere na ligação do outro (Segel, 1975). Quando utilizou-se:

metil-a-manosídeo e floretina (figura 17), glucono-õ-Iactona e floretina (figura

18), mandelonitrila e floretina (figura 19) ou mandelonitrila e metil-a-manosídeo

(figura 20) o padrão de retas foi interceptante, indicando ligação a regiões

diferentes da enzima. Entretanto, a interação desses compostos com a enzima

não é completamente independente, pois calculando-se o valor do parâmetro

que representa o quanto a ligação de um dos compostos a enzima atrapalha a

ligação do segundo composto ele foi sempre maior do que 1 (tabela 5).

Os resultados da inibição concomitante por glucon-õ-Iactona e metil-a

manosídeo em plotes realizados como descrito acima resultaram em retas

paralelas com a = 00 (figura 21), portanto estes dois compostos se ligam à

enzima na mesma região.
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Figura 17. Inibição múltipla da trealase intestinal de Tenebrio molitorpor metil
a-manosídeo (I) e floretina (J) a O[O], o [0,04], ~ [0,12], + [0,2], x [0,3] mM. (A)
Plotes de 1/v contra [I]/Kj • (8) Plotes das inclinações obtidas no gráfico (A)
contra as concentrações de [J]/Kj.
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Figura 18. Inibição múltipla da trealase intestinal de Tenebrio molitor por
floretina (I) e glucono-õ-Iactona (J) a O [O], o [2,4], d [5,6], + [8,4], x [11,2] mM.
(A) Plotes de 1/v contra [I]/Kj • (8) Plotes das inclinações obtidas no gráfico (A)
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Figura 21. Inibição múltipla da trealase intestinal de Tenebrio molitor por (I)
metil-a-manosídeo e glucono-õ-Iactona (J) a O[O], 0[2,4], Ô [5,6], + [8,4] mM

Inibidores Tipo de inibidor Fator Interferência

Metil-a-manosídeo e

Floretina
Competitivos 3,12

Glucono-õ-Iactona e

Floretina
Competitivos 3,57

Mandelonitrila e

Floretina

Não competitivo

Competitivo
2,27

Mandelonitrila e

Metil-a-manosídeo

Não competitivo

Competitivo
1,21

Glucono-õ-Iactona e

Metil-a-manosídeo
Competitivos 00

Tabela 5. Valores obtidos para o parâmetro que mede a interferência que um

inibidor ligado à enzima causa na ligação do outro.
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4.4 Detecção de aminoácidos importantes para a atividade enzimática

Para verificar os resíduos de aminoácidos que afetam a atividade da

enzima, foram realizados experimentos de modificação química, ou do efeito de

EDTA. Os resultados obtidos estão sumarizados na tabela 6.

Composto Grupo Resultado Ordem de reação em

Afetado relação ao modificador

Dietilpirocarbonato Imidazol Afeta atividade 1,20

Fenilglioxal Guanidino Afeta atividade 0,83

Carbodimida Carboxila Afeta atividade 0,80

Tetranitrometano Fenol Não tem efeito ----------

N-bromo-succinamida Triptofano Não tem efeito ----------
-

Cátion

EDTA divalente Não tem efeito ----------

p-hidroximercuribenzoato Sulfidrila Não tem efeito

Tabela 6. Efeito de diferentes substâncias na atividade da trealase de Tenebrio

molitor.
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DEPC pode reagir com o grupo Imidazol presente na histidina e também

com cisteína e tirosina. Foi feita modificação da trealase na presença de p

hidroximercuriobenzoato e Tetranitrometano, que são reagentes específicos

para grupos sulfidrila e fenol, respectivamente. Nesses experimentos não

houve decréscimo na atividade enzimática, enquanto o experimento de

modificação química com DEPC realizado nas condições máximas que o

reagente permite (40 minutos de modificação e 40 mM de DEPC) (Roosemont,

1978) levou a uma queda de aproximadamente 50 % da atividade enzimática,

com um kobs de 1,19 M-1s-1(figura 22 A). Quando a enzima foi incubada com

DEPC na presença de trealose (numa concentração igual a 10 Km) e na

presença dos inibidores: metil-a-manosídeo, glucono-õ-Iactona, mandelonitrila

e floretina mais metil-a-manosídeo (numa concentração igual a 10 Kj de cada

inibidor) houve proteção total da inativação por DEPC. A presença de floretina

numa concentração igual a 10 Kj não afetou a inativação da enzima (figura 22

B). O sítio ativo da trealase contém um só resíduo de histidina importante para

sua atividade, uma vez que a ordem de reação em relação ao modificador,

calculada a partir dos resultados apresentados na figura 22 C é de 1.2.

Tentamos determinar o pK do grupo modificado por DEPC. Para isto,

fizemos modificações da trealase por DEPC em pHs que variaram de 5 a 7 e

não houve alteração na quantidade de enzima modificada conforme alterava-se

o pH. Não foi possível realizar a modificação em valores maiores de pH porque

a estabilidade do DEPC decresce em valores de pH acima de 7, sendo estável

só os primeiros 10 minutos. Além disso, sua especificidade para reagir com

resíduos de histidina diminui (Kinnunen et. a/1988).
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A fim de evidenciar o papel do resíduo de histidina na atividade da

trealase, os pKs de grupos envolvidos em catalise foram determinados após a

enzima ser modificada por DEPC. Os resultados obtidos foram pKe1 =4,8 ± 0,2

; pKe2 = 7,3 ± 0,1 ; pKes1= 4,1 ± 0,1 ; pKes1= 7,0 ± 0,1 (figura 23).

Foi determinado o Km da enzima após modificação com DEPC a pH 6. A

enzima modificada apresentou o mesmo K m (Km = 0,46 ± 0,05) que a enzima

não modificada (Km = 0,43 ± 0,03). Por outro lado, a Vmax da enzima modificada

(0,32 mU) diminuiu aproximadamente 50 % em relação a enzima nativa (0,67

mU).
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Figura 22. Modificação da trealase intestinal de T. molitor por DEPC. (A) Atividade remanescente
após diferentes concentrações de DEPC (O [40], o [30], .1 [25], * [10], x [O] mM) em diferentes
tempos. (8) Modificação realizada na ausência o ou presença O de trealose e floretina x. (C)
Logaritmo de kobs contra logaritmo das concentrações de DEPC utilizadas, a inclinação desta reta
corresponde ao número de moléculas do modificador que se ligam à enzima (n =1,2).
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A trealase de T. molitor também é modificada por Fenilglioxal, obtendo-se um

decréscimo na atividade enzimática de aproximadamente 90 % para uma

concentração de 20 mM de Fenilglioxal com kobs de 1,63 M-1s-1 (figura 24 A). A

reação de modificação foi realizada em pH 8,0. Neste pH o reagente torna-se

específico para o grupo guanidino. A inativação por Fenilglioxal é protegida por

trealose numa concentração igual a 10 Km e é parcialmente protegida tanto por

floretina como por metil-a-manosídeo em concentrações iguais a 10 K.í de cada

inibidor (figura 24 B). No entanto, quando a enzima é incubada com floretina

mais metil-a-manosídeo observa-se proteção total da enzima. A ordem de

reação em relação ao modificador é de 0,83 indicando que a trealase intestinal

de T. molitor contém um só resíduo de arginina importante para sua atividade

catalítica (figura 24 C). O pK do grupo modificado por fenilglioxal foi

determinado na faixa de pH entre 7 e 8,3. Não pudemos estudar uma extensão

maior de pHs porque o fenilglioxal é especifico para arginina somente acima de

pH 7 (Takahashi, 1968) e a atividade enzimática é estável somente até pH

8,25. O pK calculado para este grupo através de modificação química é 7,5 ±

0,2 (Figura 25). O valor de pK e a curva apresentada na figura 25 foram

calculados com o Software Enzfitter.
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Figura 24. Modificação da trealase intestinal de T mo/itor por Fenilglioxal. (A) Atividade
remanescente após incubação com diferentes concentrações de Fenilglioxal (O [O], o [5], /).
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Quando a enzima é incubada com EDC em uma concentração de 15

mM há um decréscimo de aproximadamente 90 % em sua atividade com um

kobs igual a 3,9 M-1s-1 (figura 26 A). A inativação da enzima por EDC é

completamente protegida por trealose em uma concentração igual a 10 Km e é

parcialmente protegida na presença dos inibidores competitivos: metil-a

manosídeo, floretina e metil-a-manosídeo mais f10retina ( figura 26 B). Foi

determinada a ordem de reação em relação ao modificador EDC e verificou-se

que o sítio ativo da trealase de T. molitor contém um só resíduo de carboxila

importante para sua atividade, uma vez que a ordem de reação em relação ao

modificador é próximo de 1 (0,8) (figura 26 C). O pK do carboxilato calculado

pelo Software Enzfitter após modificação por EDC em vários pHs foi de 3,5 ±

0.3 (figura 27)

Conforme comentado anteriormente, a trealase de T. molitor não possui

resíduos de tirosina importantes para a atividade catalítica. Isso também é

verdadeiro para resíduos de triptofano, uma vez que incubação da enzima com

NBS não alterou sua atividade. A enzima também aparentemente não depende

de cátions divalentes, pois sua incubação com EDTA não causou alteração na

atividade. Ela não possui um resíduo de cisteina, pois não foi afetada por p

hidroximercuribenzoato.
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Figura 26. Modificação da trealase intestinal de T. moNtor por EDC. (A) Atividade remanescente
após diferentes concentrações de EDC (O [15], o [10], 11 [5], +[2,5], * [1,25] x[O] mM) em
diferentes tempos. (8) Modificação realizada na ausência + ou presença de trealose O, f10retina
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76



LL

"803 JOd
J0l!l0W ".1 ap leu!lSalU! aseleaJl ep o~:)eA!leu! eu Hd op Ol!aJ3 "Ll eJnô!.:l

Hd

9
-~==+=====::::::.=-----_--_----r'O

•

•

oz

"oo-
UI



4.5 Clonagem e seqüenciameno do cDNA que codifica a trealase intestinal

de Tenebrio molitor

O rendimento obtido para o RNA total extraído do epitélio do intestino

médio de 40 larvas de T. molitorfoi de 0,077 mg, com um coeficiente A260/A280

= 1,95. Este valor de coeficiente garante a qualidade do RNA para RT-PCR

(Sambrook et aI., 1989). 10 % do RNA total foi submetido a reação com a

transcriptase reversa usando um iniciador degenerado para obtenção do cDNA,

o qual foi utilizado como molde nos diferentes PCR realizados. Todos os

fragmentos de DNA derivados da amplificação por PCR com os diferentes

iniciadores, foram extraídos diretamente do gel de agarose e ligados ao

plasmídeo pGEM-T. Com os produtos destas ligações foram transformadas

células competentes de E. coli XL-1 blue, as quais foram cultivadas em placas

de ágar LB-Amp IPTG/Xgal. As colônias transformadas foram selecionadas,

crescidas em meio LB líquido e submetidas a mini-prep para extração dos

plasmídeos. Para verificar se esses plasmídeos continham o fragmento de

PCR clonado foi feita uma digestão com a enzima EcoRI (figura 28). Os

plasmídeos que continham o fragmento clonado foram então seqüenciados

usando os iniciadores T7 e Sp6.

Inicialmente realizou-se PCR utilizando os iniciadores específicos

desenhados a partir da seqüência da trealase presente na glândula sexual do

macho de T. molitor (TREGSMFW e TREGSMRV). Após eletroforese em gel

de agarose, verificamos a presença de uma banda de cerca de 1000 pb (figura

28 A). O material presente nesse gel foi eluído, tratado como descrito acima e

seqüenciado. Por comparação com dados depositados em bancos verificamos
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que a seqüência obtida correspondia a um fragmento interno do gene da

trealase.

Para aumentarmos a porção do cDNA da trealase seqüenciada,

utilizamos os iniciadores Q+T e TREGSMFW, poli T e TREGSMRV

(desenhados como mencionado acima) nos PCR. Com os dois primeiros

iniciadores foi possível obtermos um fragmento de 1500 pb (figura 28 B), que

após seqüenciamento mostrou ser correspondente à porção codificante da

parte carboxi-terminal da proteína. O segundo conjunto de iniciadores utilizados

(poli T e NTERGSMRV) não nos permitiu obter a região correspondente ao N

terminal da proteína. A seguir dois procedimentos foram realizados com o

intuito de obter a seqüência 3'. Um deles envolveu o desenho de iniciadores

específicos, tendo como base a seqüência obtida anteriormente. Primeiro foi

feito o PCR com os iniciadores poli T e NTER24RV1 e após de obter-se e

seqüênciar-se um produto de 1500 pb, novo iniciador foi desenhado

(NTER24RV2), com base na seqüência mais próxima a extremidade 3'. Após o

PCR, obtivemos um fragmento de 750 pb (figura 28C). Embora os dois

fragmentos correspondessem a cDNA relativos a trealases, não foi possível

obter a seqüência correspondente ao N-terminal da proteína. Tentamos então

fazer um "RACE" com iniciador especifico para enriquecer a preparação com

cDNA correspondente a trealase. Após análise dos resultados não foi possível

encontrar o códon de iniciação nem o peptídeo sinal.

A seqüência de cDNA obtida foi traduzida para seqüência de proteína e

submetida ao programa BLAST (NCBI) para ser comparada com outras

seqüências de trealases depositadas nessa base de dados e o resultado obtido

nos permitiu inferir que tínhamos conseguido a seqüência madura. Finalmente,
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o cONA completo foi obtido por PCR utilizando iniciadores específicos

correspondentes as porções 3' e 5' do gene denominados TREX3C e TREX5N

respectivamente, obtendo-se um fragmento de 1900 pb (figura 28 O). Este

fragmento de cONA correspondeu a seqüência que codifica a trealase madura

(A estratégia de clonagem e sequenciamento estão apresentadas na figura 3

em materiais e métodos).

A seqüência de cONA obtida contém 1991 pb que codificam um

polipeptídeo de 536 aminoácidos (figura 29). Esta proteína apresenta massa

molecular prevista de 61 kOa e não possui sítios de ligação de âncoras do tipo

GPI para inserção da proteína na membrana, nem tem seqüências

transmembranas, indicando que se trata de uma proteína solúvel. Esta análise

foi realizada no "Expasy Molecular Biology Server".

Com base na seqüência de aminoácidos esta enzima foi classificada na

família 37 das glicosídeo hidrolases e faz parte do clã G, onde não se conhece

os grupos envolvidos em catálise e nem a estrutura tridimensional

(http://amfb.cnrs-mrs.fr/-pedro/CAZY). Para selecionar as proteínas na família

37 com base na similaridade de seqüências de aminoácidos, têm sido

padronizadas duas regiões consenso altamente conservadas. A primeira região

é localizada no centro das proteínas (P-G-G-R-F-x-E-x-Y-x-W-O-x-Y) e a

segunda localiza-se na região C-terminal Q-W-O-x-P-x-[GAV]-W-[PAS]-P.

(http://au.expasy.org/cgiin/nicedoc.p1?POOC00717).

A seqüência obtida foi submetida ao programa BLAST (NCBI), para ser

comparada com outras seqüências depositadas nessa base de dados e

também foi comparada com duas seqüências de trealases presentes no tubo

digestivo do Lepidoptero Spodoptera frugiperda obtidas em nosso laboratório.
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Obtivemos a maior identidade e similaridade com a seqüência de trealase da

glândula sexual do macho de T. mo/itor. A seguir, verifica-se maior identidade

com trealases dos Hymenoptera Apis me/lifera e Pimp/a hypochondriaca. As

trealases digestivas dos lepidópteros Bombyx mori e Spodoptera frugiperda

aparecem com similaridades um pouco menores que as enzimas de

Hymenoptera. Entre essas seqüências apresentadas na tabela 7, somente as 3

de lepidópteros são sabidamente presentes no tubo digestivo. A de Pimp/a

hypochondriaca é da glândula de veneno e a de Apis me/lifera foi obtida em

seqüênciamento de genoma.

Essas mesmas seqüências foram utilizadas para um alinhamento

realizado utilizando o programa Clustal disponível no "Expasy Molecular

Biology Server". Todas essas enzimas são aparentemente solúveis.

Conforme comentado anteriormente, parece haver no sítio ativo da

trealase intestinal de T. mo/itor um grupo guanidino, uma carboxila e um grupo

imidazol. Geralmente as regiões dos sítios catalíticos são altamente

conservadas. As seqüências comparadas na figura 30 apresentaram várias

regiões conservadas e em algumas destas regiões há um resíduo de arginina,

de glutamato ou aspartato, mas não encontramos nenhum resíduo de histidina.
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Origem da
Identidade Similaridade

Nome do inseto
trealase (%) (%)

Glândula

Tenebrio molitor sexual do 71 84

macho

Apis me/lifera
Projeto

51 68
Genoma

Pimp/a Glândula de
48 69

hypochondriaca veneno

Bombyx mori Digestiva 47 66

Spodoptera
Digestiva 2 44 64

frugiperda
--

Spodoptera
Digestiva 1 43 57

frugiperda

Tabela 7. Identidade e similaridade dos resíduos de aminoácidos
presentes na trealase de Tenebrio molitor com outras trealases
de insetos. Número de acesso: T. molitor, NA: P32359; A.
me/lifera, NA: XM393963.2; P. hypochondriaca, NA: CAD31109.1;
B. mori, NA: P32358; S. frugiperda, dados obtidos no laboratório.
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Figura 28. Eletroforese em agarose 1 % de plasmídeos p-GEM-T contendo diferentes insertos
após digestão EcoRI. (A) plasmídeos contendo os produtos de PCR realizados com os
iniciadores TREGSMFW e TREGSMRV. (B) plasmídeos contendo os produtos de PCR
realizados com os iniciadores Q+T e TREGSMFW (C) plasmídeos contendo os produtos de
PCR realizados com os iniciadores NTER24RV2 e oligo T (O). plasmídeos contendo os
produtos de PCR realizados com os iniciadores TREX3C e TREX5N. Em todas as eletroforeses
cada raia representa plasmídeo extraído de colônia. Os fragmentos marcados com o quadro
indicam aqueles com a seqüência de trealase. (M) marcador de peso molecular
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Figura 29. Seqüência de nucleotídeos e seqüência de aminoácidos derivados do
cDNA que codifica a trealase intestinal de Tenebrio molitor. As seqüências de
nucleotídeos coloridas indicam as regiões utilizadas para o desenho dos
iniciadores utilizados nos diversos PCR: a cor Vermelha corresponde a os
iniciadores TREGSMFW e TREGSMRV; a cor rocha corresponde ao iniciador
NTER24RV1; a cor rosa corresponde ao iniciador NTER24RV2 e a cor azul
corresponde a os iniciadores TREX3C e TREX5N
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4.6 Clonagem e expressão do cONA que codifica a trealase intestinal de

Tenebrio molitor

Tentamos efetuar a expressão da trealase madura em bactérias

BL21DE3 utilizando o plamídeo PT7. Para isto, foram desenhados os

iniciadores TREXP3C e TREXP5N e o PCR foi realizado utilizando como

molde o plasmídeo pGEM-T contendo o inserto de interese. O plasmídeo PT7

e o fragmento purificado foram digeridos com as enzimas NdeI e XbaI e os

produtos de digestão foram purificados e ligados utilizando a enzima T4 DNA

ligase. Com o plasmídeo PT7 que continha como inserto o fragmento de DNA

que codifica a trealase madura (pT7 TRE), foram transformadas as bactérias

BL21DE3. Uma das colônias transformadas foi crescida em meio liquído LB

carbenicilina e monitorou-se o crescimento celular através da absorbância a

600nm e quando se conseguiu o valor de 0,8 iniciou-se a indução com IPTG.

Alíquotas foram retiradas em diferentes tempos durante 6 horas, para

acompanhar a expressão da enzima (figura 31). O resultado mostrou que a

trealase não foi expressa, pois não houve diferença entre as proteínas

produzidas pelas bactérias induzidas e não induzidas. Para assegurar que

realmente a proteína não foi expressa, medimos a atividade de trealase no

lisado das bactérias, e essa era igual a do material proveniente de bactérias

não induzidas.
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Figura 31. SOS-PAGE 12 % do lisado de bactérias transformadas com o plasmídeo
contendo o fragmento de cONA que codifica a trealase intestinal madura de T.
mafitar. Raia 1, marcador de peso molecular. Raia 2, material de bactérias não
inducidas. Raia 3 a 8, tempos crescentes após a indução com IPTG.
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5 Discussão

5.1 Características físicas da trealase

A massa molecular da trealase de T molitor determinada por SDS

PAGE foi de 49 kDa, enquanto a obtida por filtração em coluna de Superdex 75

foi de 97 kDa e por o plote de Ferguson 58 kDa. A massa estimada a partir da

seqüência de aminoácidos foi de 61 kDa e seu ponto isoelétrico teórico de

4.67.

Diferenças nas massas determinadas por métodos diversos já foram

observadas em várias enzimas digestivas de insetos (Ferreira et. a/. , 1994). O

valor obtido utilizando-se várias concentrações de gel (58 kDa) é bastante

semelhante ao valor estimado pela seqüência de aminoácidos (61 kDa) e deve

ser o mais correto. Aquele determinado em uma concentração só de gel e na

presença de SDS (49 kDa) pode estar afetado por uma migração anômala da

enzima nesse sistema e aquele determinado por filtração em gel pode resultar

do fato da trealase poder interagir com a resina.

5.2 Efeito do pH e da concentração de substrato na trealase

O valor de pH ótimo (5,3) e da constante de Michaelis para

trealose (0,43 mM) são semelhantes aos observados em outras trealases

digestivas de insetos, que possuem pH ótimo entre 4,8 e 6 e Km entre 0,4 e 1,1

mM (Terra e Ferreira, 1994).

Poucas trealases tiveram o pK dos grupos envolvidos em catálise

determinados. A larva do Diptera R. americana tem em seu sítio ativo grupos

prototrópicos com pHs iguais a 5,0 e 8,3 (Terra et. a/., 1978). Números muito

semelhantes foram determinados na trealase de A. me/lifera: 5,3 e 8,5 (Lee et.
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ai., 2001) e de S. frugiperda: 4,5 e 8,5 (Silva et. ai., 2004). A trealase de T.

molitor é a que apresentou menor pH ótimo, com valores de pKs dos grupos

envolvidos em catálise igual a 3,8 e 7,4.

5.3 Efeito de diferentes substâncias na atividade da trealase

Tris é um inibidor conhecido para glicosídases em geral, entre elas a

trealase. No que se refere a trealases intestinais de insetos, já verificou-se

inibição por essa substância em Apis mellifera (Hymenoptera), Rhynchosciara

americana (Diptera) e Bombyx mori (Lepidoptera). Nos lepidópteros Lymantria

díspar e Spodoptera frugiperda, Tris em concentrações de até 100 mM não

inibem a enzima quando o ensaio é feito no pH ótimo (Terra e Ferreira 2005).

Em S. frugiperda Tris é um bom inibidor competitivo (Ki = 0,55 mM) em pH 9,0,

sugerindo que no local de ligação do Tris deve haver uma carga positiva (Silva

et. ai., 2004).

Glucono-õ-Iactona possui uma conformação em meia cadeira que

assemelha-se ao oxicarbonium formado durante a reação de glicosídases. Por

ser um análogo do estado de transição, espera-se que a enzima ligue melhor

esse composto que o próprio substrato. Esse é o resultado normalmente

encontrado quando se estuda a- ou ~-glicosídases. Estranhamente, trealases

não são muito inibidas por glucono-õ-Iactona, e o Kj para esse composto é da

mesma ordem de magnitude do Km. Isso foi observado na trealase de R.

americana (Kj =0,8 mM e Km =0,67 mM) e de T. mo/itor (Kj =1,4 mM e Km =

0,4 mM).

A trealase intestinal de T. molitor não é inibida por metil-a-glicosídeo em

concentrações de até 200 mM. Metil-a-manosídeo inibe a enzima embora não

92



seja um bom inibidor (Kj = 43 mM). Essa enzima é bem menos inibida por

esses dois compostos que a presente no tubo digestivo de S. frugiperda, que

apresenta Kis de 6,2 e 89 mM para metil-a-manosídeo e metil-a-glicosídeo,

respectivamente. Nos dois casos metil-a-manosídeo liga-se melhor a enzima

que metil-a-glicosídeo. Talvez a relação entre a afinidade da enzima pelos dois

compostos seja semelhante, e por isso não é possível detectar a inibição da

enzima de T. molitor por metil-a-glicosídeo. Estes resultados indicam que a

região aonde liga-se a hidroxila dois do monossacarídeo é importante para a

interação com a enzima, já que a única diferença entra a manose e a glicose é

o grupo hidroxila localizado no carbono dois das moléculas; encontrando-se na

configuração equatorial na glicose e na configuração axial na manose. Na

trealase de rim de porco Asano e colaboradores (1996) mostraram que metil-a

manosídeo inibe a enzima (Ki = 77 mM) melhor que metil-~-glicosídeo (Ki = 210

mM), enquanto metil-a-glicosídeo também não causa inibição.

Conforme comentado anteriormente, foi mostrado que glicosídeos

naturais e seus aglicones podem inibir trealases de mamíferos (Nakano e

Sacktor, 1984) e de insetos (Silva et. aI., 2004, 2005). Nesse estudo nós

utilizamos glicosídeos e aglicones que já tinham inibido outras trealases.

O pior inibidor para a trealase de T. molitor foi salicina (Ki = 186 mM).

Esse glicosídeo também inibe competitivamente a trealase de S. frugiperda

porém com uma eficiência muito maior (Kj = 19 mM).

Os glicosídeos amigdalina (glucose~-1-6,glicose-~-mandelonitrila) e

prunasina (glicose-~-mandelonitrila) inibem de modo muito semelhante a

trealase de T. molitor e S. frugiperda (Kj para amigdalina respectivamente 0,21

e 0,22 e para prunasina 0,43 e 0,92 mM). Nos dois casos a glicose adicional
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presente na amigdalina permite uma maior interação com o sítio ativo da

enzima. Nessas duas enzimas o dissacarídeo gentibiose (glicosel3-1-6-glicose)

não atua como inibidor. Talvez a ligação da mandelonitrila numa região

próxima ao sítio ativo cause uma mudança conformacional na enzima que

permita expor o sítio ativo e ligar na enzima as duas glicoses unidas por ligação

131-6. A mandelonitrila isolada é um inibidor não competitivo do tipo misto. Isso

significa que sua ligação dificulta um pouco a ligação do substrato na enzima (o

= 1,5). Isso pode ocorrer por ela estar ligando numa região próxima ao sítio

ativo ou por causar uma modificação conformacional na região do sítio ativo.

O aglicone floretina é um inibidor excelente da enzima de T. molitor (Kj =

8 IJM). Ele liga-se cerca de 1000 vezes mais que o glicosídeo do qual ele é

resultante, a florizina, para a qual a enzima apresenta um Kj = 0,5 mM. Esse

resultado é inesperado e pode indicar que a floretina isolada liga-se em um

local ou em uma porção diferente no sítio ativo daquela ocupada pela floretina

quando componente do glicosídeo fIorizina. Provavelmente este sítio é formado

por uma porção hidrofóbica, pela qual a fIoretina apresenta grande afinidade.

Os resultados de inibição múltipla mostraram que metil-o-manosídeo e

glucono-õ-Iactona ligam-se a mesma região do sítio ativo, enquanto floretina

liga-se em outro local. Desses experimentos pode-se também concluir que a

presença de mandelonitrila afeta mais a ligação de floretina (13 = 2,27) que a

ligação de metil-o-manosídeo (13 =1,21).
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.4 Aminoácidos importantes para a catálise na da trealase intestinal de

Tenebrio molitor

A trealase de T. moJitor aparentemente apresenta em seu sítio ativo um

resíduo de histidina, um de arginina e um grupo carboxila que pode estar em

um resíduo de glutâmico ou aspartico. Esses resíduos devem estar no sítio

ativo porque sua modificação por agentes químicos é, nos três casos,

completamente protegida pela presença de substrato.

A enzima perde completamente sua atividade quando a arginina ou o

grupo carboxila é modificado, mostrando que eles são essenciais para a

catálise. Os pKs calculados para o grupo guanidino e o carboxilo tomando

como base os experimentos de modificação foram de, respectivamente, 7,5 ±

0,2 e 3,5 ± 0,3. Esses valores estão muito próximos daqueles determinados a

partir dos valores de Vmáx e Km em diferentes pHs (7,4 ± 0,2 e 3,8 ± 0,2,

respectivamente). Essa coincidência entre os pKs determinados pelas duas

maneiras indicam fortemente que esses são os grupos responsáveis pela

catálise.

A alteração do resíduo de histidina usando dietilpirocarbonato resulta

numa queda, mas não na abolição da atividade enzimática (figura 22). A

alteração observada na enzima modificada por DEPC foi no valor de pKe1, que

subiu cerca de uma unidade (pKe1 antes da modificação é de 3,8 ± 0,2 e passa

para 4,8 ± 0,2). Isso significa que o resíduo de histidina tem como papel

disminuir o pK do carboxilato nucleófilo. É estranho que, na trealase de

Spodoptera frugiperda, um resíduo de histina tem como papel alterar o pKe do

resíduo de arginina (Silva et ai., 2005).
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5.5 Arquitetura do sítio ativo da trealase de Tenebrio molitor

Juntando-se os resultados obtidos, podemos fazer o seguinte modelo

para o sítio ativo da trealase (figura 32): O sítio da enzima teria dois sub-sítios

para a ligação de glicose. Esses sub-sítios são assimétricos, uma vez que a

enzima liga uma só molécula de inibidores de tamanho pequeno, semelhante

ao tamanho de glicose.

Pelos resultados de inibição múltipla pode-se verificar que metil-a

manosídeo e glucono-ó-Iactona ligam-se ao mesmo sub-sítio (denominado aqui

de I), enquanto floretina liga-se ao outro (denominado 11).

O resíduo de histidina encontra-se no sub-sítio I, uma vez que sua

modificação é protegida por metil-a-manosídeo, glucono-ó-Iactona e

mandelonitrila mas não é protegida por floretina. Uma vez que a modificação

do resíduo de arginina é parcialmente protegida na presença de metil-a

manosídeo ou floretina e é completamente protegida pela mistura dos dois

inibidores, esse resíduo possivelmente encontra-se em uma região

intermediaria entre os dois sub-sítios. O grupo carboxila é protegido

completamente por trealose mas sua inativação é só parcialmente diminuída na

presença de metil-a-manosídeo, floretina ou uma mistura dos dois inibidores.

Isso talvez seja possível se o referido resíduo estiver uma região intermediaria

entre os dois sub-sítios, a semelhança do resíduo de arginina, mas numa

região mais superficial. Alternativamente, os dois resíduos podem estar

próximos da região entre os dois sub-sítios de ligação de glicose e o de

arginina ser completamente protegido porque o fenilglioxal usado como

modificador possui uma molécula mais volumosa que carbodimida e não

conseguiria atingir o resíduo a ser modificado no sítio ativo da enzima.

96



A mandelonitrila, sendo um inibidor não competitivo misto não se liga no

sítio ativo, mas sua presença causa certa interferência na ligação do substrato

(a = 1,5) o que pode indicar ligação em uma região próxima ao sítio ativo.

Quando se verifica a interferência causada pela mandelonitrila na ligação de

metil-a-manosídeo ou de f1oretina, observa-se que a ligação do metil-a

manosídeo quase não é afetada (~ = 1,21), enquanto a da floretina é mais

dificultada (~ = 2,27). A partir desses resultados poderíamos supor que a

mandelonitrila liga-se em uma região mais próxima aquela que liga floretina do

que a que liga metil-a-manosídeo. Entretanto, essa suposição não é reforçada

pelo fato de que mandelonitrila protege completamente a inativação do resíduo

de histidina, que se encontra no mesmo sub-sítio aonde liga-se metil-a

manisídeo, novos experimentos são necessários se quisermos delimitar a

região de ligação de mandelonitrila.
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Figura 32 Representação esquemática do sítio ativo da trealase intestinal de

T. molitor, indicando os dois sub-sítios de ligação de glicose, e nesses,

aonde ligar-se-iam os inibidores e onde estariam os grupos importantes

para catálise.
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6 considerações finais

Nesse trabalho foi possível realizar a caracterização cinética de trealase

presente no intestino médio de T. molitor, elaborando um modelo para seu

sítio-ativo. Além disso, o cDNA correspondente a essa enzima foi clonado.

Tentativas iniciais de expressar a enzima não foram bem sucedidas, mas

certamente a enzima poderá ser expressa. Com a trealase recombinante,

modificações sítio dirigidas poderão ser feitas para a comprovação das

hipóteses aqui levantadas.
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