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Consideragdes iniciais

O estudo da digestdo em insetos tem progredido
nos UGltimos 15 anos gracas a determinacdo da
distribuig¢do de enzimas nos varios compartimentos do
tubo digestivo, a determinacédo da localizacéo
intracelular de enzimas digestivas e ao estudo das
propriedades dessas enzimas (revis®es em Vonk &
Western, 1984, Applebaum, 1985, Terra, 1990 e Terra &
Ferreira, 1994).

A determinacdo da distribuic8o de enzimas nos
vdrios compartimentos do canal alimentar permite
esclarecer os passos pelos quais o alimento é
hidrolisado nos diferentes sitios e auxilia a
compreensdo da atuagdo fisioldgica de uma enzima.

A determinacdo da 1localizag¢do subcelular das
enzimas digestivas também auxilia na compreensdo das
etapas pelas quais o alimento é hidrolisado. H&, por
exemplo, enzimas digestivas que sd8o encontradas
somente adsorvidas ao glicocalix do epitélio
intestinal e desse modo seu substrato provavelmente
serd clivado antes de ser absorvido pela célula. Além
disso, o conhecimento da distribuicdo intracelular de
enzimas digestivas auxilia na formulag¢do de hipdteses
sobre o© mecanismo pelo qual uma determinada enzima
estd sendo secretada. Assim, uma enzima encontrada
somente no citossol pode estar indo para o lUmen por
secrecdo apdcrina ou holdécrina. J& se a enzima é
encontrada em um sedimento onde ocorrem peguenas

vesiculas e torna-se solavel poer ciclos de



congelamento, © mals provavel é que ela saia da
célula por secregdo do tipo merécrina.

O estudo das propriedades das enzimas digestivas
permite-nos conhecer, por exemplo, em que regido do
tubo digestivo essas enzimas atuam e qual seu papel
fisioldgico, pois podemos determinar gquais sdo seus
substratos naturais, e se ela é responsavel pela
hidrélise de um composto ou de varios compostos
relacionados entre si.

Esta dissertagdo é composta basicamente de duas
partes. Uma delas val tratar da distribuigédo
subcelular de uma série de enzimas nas células do
ceco anterior de A. flavolineata, tentando determinar
possiveis marcadores enzimdticos para os granulos de
secrecdo deste inseto. A outra parte tratara da
separagao e caracterizagdo das B-glicosidases

digestivas.
1 - INTRODUGAO

1.1 Secregdo de enzimas digestivas em insetos

Um aspecto bastante polémico na digestdo dos
insetos é o processo pelo qual as enzimas séao
secretadas pelo intestino médio (Chapman, 1985).

De um modo geral, os principais tipos de secrecdo
sdo a merdcrina (exocitose), apdcrina e holdcrina. Na
secrecdo holécrina e apdcrina, os produtos de
secregdo sdo armazenados no citoplasma da célula até
serem liberados, guando entdo a célula

inteira (secregdo holdécrina) ou parcialmente (secrecdo



apbébcrina) é 1liberada para o lUmen. Na secregdo
merdcrina (exocitose), os produtos de secregdo estdo
compartimentados no interior de vesiculas, as quais
fundem-se com a membrana plasmatica para liberar seu
conteldo.Exocitose pode ser regulada ou constitutiva.
Na exocitose regulada o produto a ser secretado é
concentrado em vesiculas de secrec¢do (gré@nulos de
armazenamento) , as quais fundem-se a membrana
plasmdtica somente quando a célula recebe um sinal
apropriado (Palade, 1975). A exocitose constitutiva é
observada em células responsaveis pela producédo
continua de proteinas e ndo ocorre acumulo de
grdnulos no citoplasma (Willingham & Pastan, 1984;
Kelly, 1985).

A secrec¢do holdcrina em insetos € apenas descrita
em niveis histoldgicos e ocorre naqueles animais que
normalmente apresentam um grande nimero de células
regenerativas em seu intestino médio. Esses insetos
tem um periodo de vida relativamente grande e &
provdvel que a renovagdo celular esteja sendo
interpretada como secreg¢do holdcrina ( Terra &
Ferreira, 1994).

Extrusdes celulares foram observadas no intestino
médio de varios insetos e interpretadas muitas vezes
como secrecdo apdcrina (ver Terra & Ferreira, 1994).
Entretanto, Day & Powning (1949) ndo conseguiram
correlacionar a ocorréncia dessas extrusdes com um
aumento das enzimas digestivas no ldmen. Além disso,
Khan & Ford (1962) observaram que as extrusdes

citoplasmaticas que aparecem em Dysdercus fasciatus




(Hemiptera) aumentam quando o animal €& submetido a
jejum. Até o presente os resultados indicam que
secrecdo apdcrina ndo tem grande importdncia nos

insetos. Apenas em Stomoxys calcitrans (Diptera),

onde a maioria da secregdo se da& por via merdcrina
regulada (ver a seguir) parece haver extrusdo apical
de cerca de 30% dos grédnulos de secregdo (Wood &
Lehane, 1991; Jorddo, Ferreira,Lehane, manuscrito em
preparagdo) .

Um modelo microapécrino para secre¢do de amilase
e tripsina foi proposto no Lepidoptera Erinnyis ello
(Santos et al, 1984, 1986). Segundo esse modelo, as
enzimas estariam inicialmente ligadas & membrana de
pequenas vesiculas citoplasmdticas. Essas vesiculas
migrariam para as microvilosidades onde fundir-se-iam
lateralmente brotando com dupla membrana.
Alternativamente as vesiculas podem fundir-se entre
si e com o topo da microvilosidade destacando-se para
o lumen. No trajeto parte delas sdo solubilizadas e
parte permanece ligada a membranas.

A maioria dos insetos ndo apresentam grandes
quantidades de grédnulos de secregdo. Uma excecdo é
Stomoxys calcitrans (Diptera) cujos grdnulos contém
tripsina e talvez outras enzimas digestivas (Moffatt
& Lehane, 1990; Jord3o, Ferreira, Lehane, manuscrito
em preparagao) .

Como na maioria dos insetos é dificil observar
granulos de secre¢do nas células do intestino médio,
eles devem secretar as enzimas digestivas de modo

constitutivo.



Apesar da pequena quantidade de grénulos de
secregdo que é observada no tubo digestivo da maioria
dos 1insetos, alguns procedimentos biogquimicos tem
evidenciado a secregdo merdcrina de algumas enzimas.
Observando a distribuig¢do das hidrolases apobs
fracionamentos sub-celulares, Ferreira & Terra (1989)
e Ferreira et al. (1990) sugeriram gque amilase,

aminopeptidase e celobiase de Pheropsophus

aegquinoctialis e amilase, carboxipeptidase e tripsina

de Tenebrio molitor estdo presentes em granulos de

secrecgdo.
Espinoza-Fuentes et al. (1987) trabalhando com
Musca domestica e utilizando centrifugacdo

diferencial obtiveram uma fragdo rica em algumas
enzimas, que foi a seguir submetida a centrifugacdo
isopicnica em gradiente de sacarose. Neste gradiente,
amilase e 1lisozima eram recuperadas em uma posicgdo
intermedidria. Quando a amostra a ser aplicada no
gradiente era congelada e descongelada previamente
essas atividades enzimdticas eram recuperadas no topo
do gradiente, indicando que estavam acondicionadas em
uma estrutura gque rompeu-se com O congelamento,
provavelmente uma vesicula de secregdo.

Técnicas de imunocitolocalizacéo também tem
auxiliado os pesquisadores a desvendar os mecanismos
de secrecdo apresentados pelos insetos. Assim, Lemos
et al. (1993) comprovaram que a lisozima de Musca
domestica (Diptera) ocorre em vesiculas de secrecdo.
Jorddo, Terra, Ribeiro, Lehane e Ferreira (manuscrito

em preparagdo), utilizando anti-corpo contra tripsina



solavel de M. domestica, mostraram gque essa enzima

ocorre inicialmente ligada a membrana dos grdanulos de
secrecdo e somente prdéximo a fase exocitica ela é
solubiiizada. Uma vez que essa enzima ndo apresenta
zimbébgeno, os autores postulam gue esse mecanismo

daria wuma proteg¢do para as células em caso de

rompimento acidental. Ja Stomoxys calcitrans
(Diptera), que possui zimégeno para tripsina (Moffat
& Lehane, 1990), secreta essa enzima principalmente

por via merdcrina (mas as moléculas encontram-se
sempre solGveis dentro do grdnuloc de secregdo)
(Jordao, Ferreira & Lehane, manuscrito em
preparagdo) .

Atualmente h& um nimero razodvel de evidéncias da
secrecdo merdcrina de enzimas digestivas em insetos
gque apresentam secreg¢do constitutiva. Entretanto,
nunca obteve-se uma preparagdo de grénulos de
secregdo a partir do intestino desses animais. Nosso
projeto inicial era isolar os granulos de secrecdo

presentes em Abracris flavolineata (Orthoptera), uma

vez que uma inspeg¢do preliminar por microscopia
eletrébnica mostrou uma quantidade razodvel dessas
estruturas nas células de seu intestino médio.

J& eram conhecidas gquais as regides do intestino
responsdveis pela secregdo de enzimas digestivas
nesse animal (Ferreira et al, 1990b). Decidimos entédo
determinar a distribuicéo subcelular dessas
hidrolases na tentativa de definir os melhores
marcadores enzimaticos para 0os grédnulos de secrecdo,

e obter fragdes ricas nessas organelas gque seriam



purificados posteriormente. Antes da realizagdo do
fracionamento subcelular, foi necessdrio verificar
qual o melhor periodo para dissecar o animal. Isso
porque sabe-se que gafanhotos sofrem variacdes
fisioldgicas em fungdo de varios parémetros, tais

como luz e hora de alimentag¢do (Chapman, 1990)

1.2 Bglicosidases

Bglicosidases catalizam a hidrélise de ligagdes P
1-4 de residuos de monossacarideos do terminal né&o
redutor de glicosideos.

Em inglés temos os termos "B-glucosidase" e "[B-
glycosidase". Estes 2 nomes permitem diferenciar
entre enzimas que <clivam 1liga¢des glicosidicas
quaisquer (B-glycosidase) daquelas enzimas que
hidrolisam ligag¢des glicosidicas onde o)
monossacarideo presente na extremidade ndo redutora é
a glicose (B-glucosidase). Grupos brasileiros que
trabalham com carboidratos tem proposto que adote-se,
em portugués, os termos ligag¢do P-glicosidica ( e dai
B-glicosidase) e 1ligagdo B-glucosidica ( e dai B-
glucosidase) em analogia a 1lingua inglesa. NO&s
utilizaremos esses termos ao longo do texto para
maior clareza.

As B-glicosidases podem receber diferentes
denominagdes dependendo do monossacarideo que é
removido. Por exemplo: B-glucosidase (moncssacarideo
= glicose), B-galactosidase (monossacarideo =
galactose), P-xilosidase ( monossacarideo = xilose) e

assim por diante. Frequentemente, a mesma P-



glicosidase & capaz de hidrolisar varios residuos de
monossacarideos diferentes, sendo nomeada de acordo
com o substrato que ela hidrolisa com maior

eficiéncia.

1.2.1 B-glucosidases de mamiferos

Trés atividades de B-glucosidase tem sido
descritas em mamiferos. Uma delas faz parte do
complexo lactase-florizina hidrolase, ligada a
membrana das microvilosidades intestinais. Essas duas
atividades enzimdticas estdo associadas a sitios
ativos e dominios diferentes. Os dois sitios clivam B
-glucosideos e P-galactosideos. O sitio da "lactase"
prefere aglicones hidrofilicos, hidrolisando lactose
e celobiose e o sitio da "florizina" ©prefere
aglicones hidrofébicos, hidrolisando florizina (um
aril-glicosideo) e também glucosil e galactosil
ceramidas (Ver WacKer et. al., 1992; Semenza, 1986).
Leese e Semenza (1973) comentam que esse complexo é
eficiente na digestdo do leite, uma vez que glucosil
e galactosil ceramidas estdo presentes nas membranas
dos gldébulos de gordura do leite. Entretanto, néo
explica porque a florizina hidrolase (e ndo a
lactase) ocorre, além de mamiferos, em todos os
outros vertebrados (Semenza, 1986).

Freund et al. (1991) verificaram que a florizina
hidrolase de rato é capaz de hidrolisar também
laminaribiose e gentobiose. Esses dissacarideos sé&do
derivados de [P-glucanas de plantas, entre eles

laminarina, o principal polissacarideo de reserva de

10



algas e importante constituinte da parede celular de
fungos. Como lactose é restrita a8 dieta de mamiferos
e glicosil-ceramidas estdo presentes na dieta de
todos os vertebrados, tem-se proposto que o gen para
lactase-florizina hidrolase evoluiu de um gen que
codificaria uma proteina com atividade de glicosil-
ceramidase. Freund et al. (1991) propuseram que
filogeneticamente a lactase-florizina hidrolase de
mamiferos estaria relacionada & [f-glucanase de
invertebrados, sugerindo que o gen ancestral da
lactase-florizina hidrolase codificaria uma enzima
envolvida na hidrélise de paredes celulares de
fungos e plantas.

VArios orgdos de mamiferos (principalmente figado
e rim) e inclusive o intestino, possuem uma f3-
glicosidase solivel (Trumbo et al., 1990; Pocsi &
Kiss, 1989; Gopalan et al., 1992). Essa [PB-glicosidase
apresenta ampla especificidade, podendo utilizar f-
glucosideos, B-xilosideos, B-galactosideos e PB-
arabinosideos como substrato (La Marco & Glew, 1986) .
Gopalan et al. (1989), estudando essa enzima presente
em figado de porco, verificaram que alcoois primarios
em baixas concentracdes sdo ativadores nao
essenciais, aumentando o Vmdx e ndo alterando o Km
dessa enzima. Em concentracdes mais elevadas, a mesma
substdncia age como inibidor competitivo. A enzima
possul dois sitios distintos para ligac¢do desses
dlcoois. Um sitio ativador com alta afinidade e um
sitio com baixa afinidade, que provavelmente faz

parte do subsitio hidrofébico do sitio ativo.

1



A funcdo fisioldgica dessa enzima ainda permanece
obscura. Mellor & Layne (1971 e 1974) verificaram que
essa enzima, origindria de vAarios tecidos de
mamiferos (inclusive intestino delgado), é capaz de
hidrolisar glicosideos esteroidicos e propuseram que
uma de suas fung¢des seria hidrolisar esses compostos
produzidos endogenamente. Trumbo e colaboradores
(1990) sugeriram que ela poderia estar envolvida na
hidrélise de piridoxina 5'B-glucosideo, que é uma
forma da vitamina B6 normalmente encontrada em
plantas. Mais recentemente, Gopalan e colaboradores
(1992) mostraram que a glicosidase citossdlica de
figado de cobaia & capaz de hidrolisar véarios
glicosideos fenbélicos e cianogénicos presentes em
vegetais. Mostraram também que essas substdncias séao
absorvidas intactas pelo intestino e sugerem que a
enzima poderia ser considerada como uma enzima
envolvida em desintoxicac¢do.

Tecidos de mamiferos possuem também uma f-
glucosidase ligada a membrana dos lisossomos. Ela é
altamente especifica para substratos contendo glicose
e hidrolisa glucocerebrosideos e o glucolipideo 2,3
ditetradecil B glucosil glicerol (Glew et al, 1991).
Além destes substratos, esta enzima também é ativa
sobre aril P-glucosideos e octil P-glucosideo
(Grabowski & Dagan, 1984) Esta enzima é ativada por
lipideos carregados negativamente como taurocolato e
fosfatidilserina, possuindo um sitio para 1ligacéo
destes compostos distinto do sitio ativo (Grabowski

et al., 1984). Osiecki-Newman (1987) propuseram um

12



modelo para o sitio ativo desta enzima, composto por
um subsitio para ligacdo do glicone e um subsitio
hidrofébico para ligagdo do aglicone. Aparentemente,
a enzima citossdlica comentada anteriormente possui
no seu sitio ativo um subsitio muito mais
hidrofébico do que o subsitio presente no sitio ativo
da glucocerebrosidase 1lisossbmica, pois Gopalan et
al. (1987) trabalhando com a B-glicosidase
citossdlica de figado humano e a glucocerebrosidase
lisossdbmica de placenta humana determinaram a
constante de inibig¢do (Ki) dessas enzimas por uma
série de alquil PB-glucosideos. As constantes de
inibicdo obtidas com a enzima citossdélica sdo muito
menores (cerca de 100 a 250 vezes) Qque aquelas
obtidas com a enzima lisossomal, o que os levou a
concluir que em relagdo a glucocerebrosidase
lisossomal, a P-glicosidase citossdlica possuia um
subsitio mais hidrofdbico em seu sitio ativo.

Mais recentemente uma glucocerebrosidase né&o
lisossbmica foi demonstrada em varios tecidos
humanos. Através da analise de fracionamentos
subcelulares verificou-se que ela ocorre em um
compartimento celular de Dbaixa densidade. Esta
enzima, ao contrario da glucocerebrosidase
lisossdOmica, & fortemente associada a membrana. Esta
glucocerebrosidase ndo 1lisossomal mostrou-se menos
sensivel a inibigdo por castanospermina e
deoxinojirimicina, porém mais sensivel a inibigdo por
glucono d-lactona que | a glucocerebrosidase

lisossomal. Além disso taurocolato, um ativador da
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glucocerebrosidase 1lisossbmica, é um bom inibidor

para a enzima ndo lisossomal (van Weely et al, 1993).

1.2.2 B-glicosidases de insetos

Em insetos h& poucos trabalhos sobre -
glicosidases. Além disso, em muitos deles ndo podemos
inferir a especificidade das enzimas porgue oS
ensaios foram feitos somente com um substrato (por
exemplo:Mc Even et al., 1980; Groover et al., 1988)
ou varios substratos foram usados alternadamente (por
exemplo:Ito & Tanaka, 1959) . Outras vezes, os
trabalhos apresentam uma lista de substratos que sé&o
hidrolisados pelo tubo digestivo do animal, mas néo
fica claro quantas enzimas estd8o envolvidas (por
exemplo: Yu, 1989).

Devido a pouca disponibilidade de dados na
literatura e as dividas que ainda pairam a respeito
do numero e especificidade das B-glicosidases
encontradas num determinado inseto a funcdo dessas
enzimas ainda ndo & totalmente clara.

A funcdo das enzimas muito ativas sobre celobiocse
foi obscura por muito tempo, uma vez gque VAarios
insetos que possuiam alta atividade dessa enzima né&o
eram capazes de hidrolisar celulose. Apds verificar-
se a ampla especificidade dessas enzimas em

Rhynchosciara americana (Diptera) (Ferreira & Terra,

1983) e em Erynnyis ello (Lepidoptera) (Santos &

Terra, 1985) e a capacidade que os insetos tem de

digerir hemiceluloses (Terra et al., 1987), sua funcgdo
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ficou mais <clara. Provavelmente elas auxiliam a
digestdo final de celulose.e hemiceluloses.

B-glicosidases que sé hidrolisam substratos
sintéticos ainda ndo tiveram sua fung¢do comprovada,
embora Terra & Ferreira (1994) tenham formulado a
hipétese de que elas podem agir sobre glico e/ou
galactolipideos de membrana (ver a seguir).

Baseando-se nas informagdes disponiveis na
literatura, Terra & Ferreira (1994) propuseram um
sistema de classificacdo para as P-glicosidases de
insetos com base na especificidade das mesmas pelo
substrato.

A classe 1 corresponderia as enzimas gue possuem
atividade de glicosil P-glicosidase e aril B-
glicosidase, isto é, enzimas ativas sobre
dissacarideos naturais, tais como celobiose e lactose
e p-nitrofenilglicosideos, como pN¢Bglu, pNéfgal e pN
¢Bfuc. Na classe 2 encontrariamos enzimas com funcdo
exclusiva de glicosil PB-glicosidase, hidrolisando com
eficiéncia somente substratos como celobiose e
lactose, enquanto na classe 3 teriamos enzimas com
atividade de aril e/ou alquil PB-glicosidases, que séo
as que s exibem atividade significativa sobre pN¢p
glu e substratos similares.

Dentro da classe 1 (enzimas com atividade aril e
glicosil B-glicosidasica) encontramos 2 B-
glicosidases bem caracterizadas. Sdo a P-glicosidase

de Rhynchoschiara americana (Ferreira & Terra, 1983)

e a de Erinnvis ello (Santos & Terra, 1985).
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A Pglicosidase de R. americana é uma enzima
ligada a membrana plasmatica das células do intestino
médio das larvas desse 1inseto. A enzima pode ser
solubilizada através de tratamento com Triton X-100
ou com papaina. A forma solubilizada com detergente
apresenta um Mr maior (106.000) que a forma
solubilizada proteoliticamente (Mr = 65.000), o que
sugere a existéncia de um segmento hidrofdébico para
insercdo na membrana. Esta p-glicosidase hidrolisa
uma série de p-nitrofenilglicosideos (B-glucosideos,
B-galactosideo e P-fucosideo), além de celobiose,
sendo que a hidrdlise ocorre sem inversdo da
configuracdo da glicose e é fortemente inibida por
glicono d-lactona (Ki = 0,5 uM). Estes dados sugerem
gque a hidrélise envolve a formagdo de um ion
carbonium como intermedidrio (Ferreira & Terra,
1983) .

A Bglicosidase de E. ello é uma enzima soldvel do
intestino médio das larvas desse inseto. Esta enzima
hidrolisa celobiose e p-nitrofenilglicosideos (B-
glucosideos, P-galactosideo e P-fucosideos) no mesmo
sitio ativo (inferido a partir de experimentos de
inativagdo térmica e competicdo entre substratos).
Esta P-glicosidase é fortemente inibida por glicono &
-lactona (Ki = 0,85 uM) e a hidrdlise ocorre sem
inversao da configuragdo da glicose liberada,
sugerindo o mesmo mecanismo que da P-glicosidase de
R. americana (Diptera) (Santos & Terra, 1985).

Outros exemplos de PB-glicosidase da classe 1 sdo

encontrados nas larvas dos Coleoptera Rhagium
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inguisitor (Chipoulet & Chararas, 1985) e Phoracantha

semipunctata (Chararas & Chipoulet, 1982). As JB-

glicosidases encontradas nestes insetos hidrolisam
celobiose, fenil p-D-glucosideo, p-nitrofenil B-
glucosideo e salicina. Entretanto, ndo foi verificado
se estes substratos sdo hidrolisados no mesmo sitio

ativo. Tanto R. inguisitor como P. semipunctata s&o

insetos gque no estdgio larval vivem em madeira em
decomposicdo, portanto devem ter em sua dieta B-
glicosideos derivados da digestdo de celulose e
hemicelulose. Assim é possivel que o papel
fisiolégico destas P-glicosidases seja realizar a

digestdo final destes P-glicosideos. R. americana

(Diptera) também alimenta-se em seu estdgio larval de
material vegetal em decomposigdo, estando presente em
sua dieta celulose e hemicelulose. Deve-se ressaltar

que R. americana apresenta atividade celuldsica em

seu intestino médio (Terra et. al , 1979), tornando
provdvel que a P-glicosidase também atue na digest&o

final de celulcse. J&a E. ello (Lepidoptera) alimenta-

se de folhas de Euphorbiaceae (mandioca, por
exemplo), sendo capaz de utilizar as hemiceluloses
presentes nesta dieta (Terra et al., 1987), e sua -

glicosidase deve atuar na digestdo final desses
compostos.
Quanto as P-glicosidases da classe 2, ou seja,

enzimas que apresentam apenas atividade de glicosil 3

-glicosidase, podemos encontra-las em Locusta

migratoria (Orthoptera) (Morgan, 1975) e Sitophilus

oryzae (Coleoptera) (Baker & Woo, 1992).
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A fP-glicosidase de classe 2 encontrada em S.

oryzae hidrolisa preferencialmente celobiose, e
embora também hidrolise pNoBglu, amigdalina e

helicina, a relacdo Vmax/Km é cerca de oito vezes
maior para a celobiose (Baker & Woo, 1992). Em L.
migratoria, Morgan (1975) demonstrou que no intestino
médio deste gafanhoto ocorre uma P-glicosidase que
hidrolisa exclusivamente celobiose e lactose. Esta
enzima é inibida de modo competitivo por glicono o
lactona, sendo que obtém-se o mesmo valor de Ki com
ambos substratos, indicando gque tanto celobiose como
lactose sdo hidrolisados no mesmo sitio ativo.

B-glicosidase de classe 3 (atividade de aril e/ou

alquil B-glicosidase) ocorre, por exemplo, em
Sitophilus oryzae (Coleoptera) (Baker & Woo, 1992),
Locusta migratoria (Orthoptera) (Morgan, 1975),
Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera) (Pratviel-Sosa
et. al., 1987), Calliphora erythrocephala (Evan,

1956) e Diathraea saccharalis (Diptera) (Ferreira,

Torres & Terra, resultados ndo publicados). No caso

de L. migratoria (Morgan, 1975) a P-glicosidase de

classe 3 hidrolisa pN¢pBglu, sendo uma atividade
enzimdtica distinta da atividade sobre pN¢PBgal,
celobiose e lactose. Em S. oryzae (Baker & Woo, 1992)
a Pglicosidase classe 3 hidrolisa preferencialmente
helicina, amigdalina e pN¢Bglu, sendo que a relacdo
Vmax/Km é& cerca de 10 vezes maior para helicina em

relacdo a celobiose. Ja em T. pityocampa encontramos

uma B-glicosidase muito ativa sobre pNéBglu,

coniferina, betulosideo, salicina, arbutina e
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laminaribiose, porém pouco ativa sobre celobiose. A
atividade sobre aril P-glicosideo é cerca de 40 vezes
maior que sobre celobiose (Pratviel-Sosa et.al.,
1987) .

Por muito tempo a fungdo das enzimas pertencentes
a classe 3 permaneceu inexplicada e nenhuma hipdtese
foi aventada sobre seu possivel papel fisioldégico,
uma vez gue, na malioria dos casos sb era detectada
atividade dessas enzimas sobre substratos sintéticos.
As primeiras hipdteses sobre a funcdo dessas enzimas
foram levantadas por Terra & Ferreira (1994). Esses
autores postularam que uma vez que as PB-glicosidases
pertencentes a classe 3 hidrolisam monossacarideos
ligados a aglicones hidrofdébicos & provavel gue seus
substratos naturais sejam glicolipideos, tais como
glucosilceramidas. Uma evidéncia nessa direcdo é o

fato da P-glicosidase de Thaumetopopoea pityocampa

hidrolisar, além de outros glicosideos, laminaribiose
(Pratviel-Sosa et.al., 1987) . Conforme comentado

anteriocrmente, esse mesmo comportamento foi observado

para a glucosilceramidase de mamiferos (Freund
et.al., 1991). Essa classe de enzimas poderia também
hidrolisar monoglucosildiglicerideos, que sdo

glucolipideos de muitas plantas (Quinn & Williams,
1983) . Para hidrolisar os aril e alquil-glicosideocs,
que sdo substratos conhecidos dessas enzimas, e as
glucosilceramidas e monoglucosilglicerideos que sé&o
seus hipotéticos substratos naturais, essas enzimas
devem ter um sitio ativo com uma regido hidrofdbica.

Essa caracteristica possibilitaria a elas também
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hidrolisar glicosideos dque naturalmente ocorrem em
plantas e cujo aglicone & hidrofdébico e muitas vezes
téxico (ver abaixo).

A especificidade ao substrato das P-glicosidases
da classe 1 €& uma combinag¢do daquela apresentada
pelas enzimas da classe 2 e 3. Insetos gque nao
possuem [-glicosidases da classe 1 aparentemente
apresentam 2 enzimas diferentes, uma pertencente a
classe 2 e outra a classe 3. Isso & observado em

Locusta migratoria (Morgan, 1975) e Sitophilus oryzae

(Baker & Woo, 1992). Essa condigdo de possuir uma ou
duas P-glicosidases foi interpretada por Terra &
Ferreira (1994) como uma adaptagdo dos ancestrais de
diferentes grupos a certas dietas vegetais. Algumas
plantas contém glicosideos potencialmente tdxicos.
Nesses glicosideos o aglicone é hidrofébico e ligado
por uma ligacdo P-glicosidica a um monossacarideo.
Assim, podem ser hidrolisados por PB-glucosidases que
possuem sitios ativos hidrofdébicos. Como os aglicones
sdo mais todéxicos que os glicosideos (Yu, 1989), a
intoxicacdo pode ser evitada diminuindo a gquantidade
da P-glicosidase adequada. Se o inseto possuil os 2
tipos de atividade em enzimas diferentes, é possivel
diminuir a sintese da glicosilceramidase sem
prejudicar a digestdao terminal de celulose e
hemiceluloses.

Os experimentos de Lindroth (1988) favorecem esta
hipétese. Lindroth (1988) demonstrou que Papilio

glaucus canadensis (Lepidoptera), o qual é adaptado a

dieta com glicosideos fendlicos, apresenta a
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atividade de P-glicosidase reduzida a cerca de 1/3 da

atividade de PB-glicosidase de Papilio glaucus glaucus
(Lepidoptera), o qual ndo é adaptado a presenca de f3
glicosideos fendlicos. Além disso a 1ingestdo de

glicosideos fendlicos por 2 dias antes da disseccgédo

suprimiu a atividade de B-glicosidase em
P.g.canadensis, mas em P.g.glaucus a atividade foi
induzida.

Estes resultados indicam um possivel mecanismo de
defesa do inseto contra glicosideos tdéxicos baseado
na supressdo da atividade de PB-glicosidases. Porém
ndo foi verificado se as duas subespécies de
P.glaucus apresentavam diferen¢as quanto ao nimero e
especificidade das PB-glicosidases.

Para elucidar o papel fisiolébgico das f-
glicosidases digestivas em insetos, assim como
aumentar o conhecimento sobre sua enzimologia, seria
interessante separar e caracterizar essas enzimas a
partir de varios 1insetos com habitos alimentares
diferentes.

Resultados preliminares mostraram que Abracris

flavolineata (Orthoptera) possuia 2 ou 3 B-

glicosidases. A. flavolineata & um gafanhoto polifago

(Chapman, 1990) e pode encontrar glicosideos téxicos
em sua dieta. Ferreira et al (1992) verificaram que

A. flavolineata digere celulose e talvez

hemicelulose. Esse 1inseto possui em seu intestino
médio uma série de enzimas sollveis responsaveis pela
digestdo destes polissacarideos (sistema celuléasico

completo, laminarinase, Xxilanase, mananase e
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pectinase - resultados ndo publicados). Estas enzimas
provavelmente sdo responsiveis pela formacdo de uma
série de PB-glicosideos que sdo potenciais substratos

para P-glicosidases da classe 1 e 2. Sendo herbivoro

na dieta de A. flavolineata também ocorrem
glicolipideos de membranas vegetais (Quinn &
Willians, 1983), potenciais substratos da B-

glicosidase de classe 3. Abracris flavolineata foi

escolhido para iniciar o estudo das PB-glicosidases em
insetos principalmente pela indicagdo de possuir

varias dessas enzimas.
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2-Materiais e Métodos

2.1 Materiais biolégico
Para dissecg¢do foram utilizados machos adultos

de A. flavolineata (Orthoptera - Acrididae) em idade

de acasalamento. Os animais foram criados em nosso
laboratdério em gaiolas mantidas em condigdes
controladas de temperatura (25°C) e luminosidade
natural. A estes gafanhotos eram fornecidas & vontade

folhas de couve (Brassica olearacea acephala)

frescas, lavadas e origindrias de <cultivo sem
agrotdxicos. Foram escolhidos os machos, pois apesar
de menores, ndo sofriam a influéncia do ciclo
reprodutivo na alimentacg8o. Em fémeas, o padrdo de
alimentagdo é alterado em func¢do do ciclo reprodutor
(Simpson, 1990). Além disso, as fémeas ficariam
preservadas para a postura de ovos. Para a coleta de

regurgitado utilizou-se machos e fémeas.

2.2 Coleta de regurgitado

Abracris flavolineata sob pressdo abdominal

regurgita um liquido denso e rico em enzimas
digestivas. Este material €& coletado com auxilio de
micropipetador ( 5 Ml) e armazenado em tubos de
ensaio a -15 °C. Em cada coleta que, pode ser
repetida com um intervalo de 7 dias, obtém-se

aproximadamente 5 pl de material/inseto.

2.3 Dissecgdo de adultos de A. flavolineata
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Para obtengdo de amostras de tubo digestivo para
sua utilizacdo como fonte de enzimas, gafanhotos
imobilizados em gelo eram dissecados sob lupa em
solugdo gelada de NaCl 250 mM. O tubo digestivo
completo era retirado, sendo separado da maioria dos
tibulos de Malpighi e das grandes traquéias.

Os cecos anteriores eram separados do restante do
tubo digestivo, seu conteldo retirado através de
puncdo com capilar de vidro e tecido lavado com
solugdo gelada de NaCl 250 mM. Os cecos anterios
foram escolhidos pois o tubo digestivo de A.

flavolineata apresenta, segundo Ferreira et al.

(1990), 3 regides que sdo capazes de secretar enzimas
digestivas: os cecos anteriores, Os cecos posteriores
e o) ventriculo. Estas 3 regides apresentam
praticamente a mesma atividade especifica para varias
enzimas digestivas. De acordo com eletroferogramas,
as enzimas gque ocorrem nestes 3 compartimentos sdo
idénticas. Assim, como o0s cecos anteriores sdo a
maior das regides referidas, ao menos
quantitativamente eles seriam os principais

responsaveis pela secregdo de enzimas digestivas.

2.4 Homogeneizagdo dos cecos anteriores de A.

flavolineata

O epitélio dos cecos anteriores foi homogeneizado
em homogeneizadores do tipo Potter-Elvehjem com um
total de 10 movimentos do pistilo em meio contendo
manitol 471 mM e fosfato dibdsico de sédio 2 mM com

pH acertado para 7,0. 0 homogeneizado era
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posteriormente filtrado em tela de nylon de 45 um e o
volume acertado em proveta de modo a conter cecos

anteriores de 1,0 animal/ml.

2.5 Obtengdo de fragdes com enzimas soldveis e
particuladas a partir dos cecos anteriores de A.

flavolineata em diferentes tempos apdés a refeigdo.

Adultos de A. flavolineata receberam apenas &agua

por 24 horas. Terminado esse periodo faziam uma
refeigcdo 1iniciada as 12 horas, com duragdo de 20
minutos, durante a gqual comiam a vontade. O periodo
de refeicdo era contado a partir do inicio da
ingestdo e eventuails intervalos ndo eram descontados.
Apbs essa refeigdo eram novamente privados de comida
por intervalos de tempo diferentes (0, 1, 3 e 5
horas), quando eram dissecados e 0s cecos anteriores
coletados e homogeneizados. Para cada intervalo de
tempo apds a refeigdo, eram preparados 2 grupos com 2
individuos cada.

O homogeneizado dos cecos anteriores era a seguir
centrifugado a 100.000 xg por 60 minutos. 0
sobrenadante foi denominado S e guardado ©para
determina¢des posteriores. O precipitado resultante
foi ressuspenso no meio de homogeneizacgdo, congelado
e descongelado 3 vezes e recentrifugado a 100.000 xg
por 60 minutos, originando outro sobrenadante (SM) e
um precipitado (PM). As atividades enziméticas
obtidas nas 3 fracdes subcelulares (S, SM e PM) sé&o
somadas e a porcentagem de atividade presente em cada

fragdo é calculada em rela¢do a soma. O mesmo foi
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feito para massa de proteinas. Os dados s&o
apresentados em figuras construidas plotando-se a
atividade especifica relativa (%de atividade/% de
proteina) versus a porcentagem de proteina . Cada
fracdo é representada por um paralelogramo cuja &area
é proporcional & atividade recuperada naquela fragio

e a altura corresponde a purificagdo obtida (De Duve

et al., 1955).

2.6 Centrifugagdo diferencial do homogeneizado dos

cecos anteriores de A.flavolineata

Homogeneizados dos cecos anteriores obtidos como
descrito anteriormente foram centrifugados & 4°C e as
fragdes seguintes foram coletadas: Pl, sedimento 600
Xxg 10 minutos; P2, sedimento 3.000 xg 10 minutos; P3,
sedimento 17.000 xg 10 minutos; P4, sedimento 100.000
Xg 60 minutos e SF, sobrenadante 100.000 xg 60
minutos. As frag¢des sedimentadas (P1, P2, P3 e P4)
foram ressuspensas e homogeneizadas em Potter-
Elvejhen no meio de homogeneizagdo inicial. Apéds
serem congeladas e descongeladas 3 vezes foram
centrifugadas a 100.000 xg por 60 minutos. Os
sobrenadantes e os sedimentos correspondentes a cada
fracdo foram utilizados para ensaios enzimadticos e
determinagdo de proteinas. A figura 1 apresenta este
procedimento resumidamente.

Em outra série de experimentos, as centrifugac¢des
a 100.000 xg foram realizadas por 3 horas ao invés de

1 hora como citado anteriormente.
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Figura 1 - Fluxograma da centrifugagdo diferencial do

homogeneizado dos cecos anteriores de A. flavolineata para

obtengdo das fragdes subcelulares.



Os resultados obtidos foram apresentados na forma
de figuras construidas segundo De Duve et. al. (1955),

de forma andloga ao descrito em 2.5.

2.7 Ensaios enzimdticos e determinagdo de proteinas

A deteccdo da atividade enzimdtica foi realizada
incubando-se a mistura de reacdo em banho-maria
termostatizado (30°C) por diferentes periodos de
tempo. Controles sem enzima (brancos de substrato) e
sem substrato (branco de enzima) foram incubados do
mesmo modo Qque Os experimentais. A atividade
observada foi expressa em nmoles de substrato ou
ligacdo hidrolisado por minuto (mU, miliUnidades)

A tabela 1 resume os substratos, tampdes usados e
os produtos determinados para cada tipo de ensaio
enzimatico.

A massa de proteinas foi determinada utilizando-

se Comassie blue G segundo Bradford (1976), no caso
dos fracionamentos subcelulares e com dcido
bicinchoninico segundo Morton & Evans (1992), no caso

da purificacdo das P-glicosidases. Em ambos casos foi
usada albumina de ovo como padrdo. Para Comassie blue
G, albumina sérica bovina ndo & bom padrdo, pois é
capaz de 1ligar mals corante que a maioria das

proteinas (Read & Northcote, 1984).

2.8 Cromatografia em coluna de Superose 12 usando

sistema de FPLC

Amostras de 200 ul de regurgitado de A.

flavolineata diluidas 5x em &agua bi-destilada e
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Tabela 1 -

na determinacdo de atividades enzimaticas *.

29

Condigdes de ensaio padrdo e métodos usados

Enzima Substrato pH Concen Substéncia Referéncia
tragéo ou grupo
determinado
amilase amido** 6,5 0,5 % grupos Noelting &
redutores Bernfeld (1948]
aminopeptidase Lpna 8,0 1 mM p- Erlanger et.al.
nitroanilida (1961)
dipeptidase Gly-Leu 8,0 5 mM Leucina Nicholson & Kim
(1975)
Bglicosidase celobiose 6,0 7 mM glicose Dahlgvist (1968)
Bglicosidase pNoBglu 6,0 1 mM p- Terra et.al.
nitrofenolato (1979)
Bglicosidase alquilBglu 6,0 0,5 mM glicose Dahlgvist (1968)
(1 e 6 all C)
Bglicosidase salicina 6,0 5 mM glicose Dahlgvist (1968)
Bglicosidase arbutina 6,0 5 mM glicose Dahlgvist (1968)
Bglicosidase laminaribiose 6,0 7 mM glicose Dahlgvist (1968)
yglutamil glutami; p- 8,8 1 mM p- Erlanger et. al.
transferase nitroanilida e e nitroanilida (1961)
glicil-glicina 50 mM
LDH lactato de 7,4 50 mM formazan Bergmeyer &
sbédio Bernt (1974)
maltase maltose 6,0 7 mM glicose Dahlgvist (1968)
SDH succinato de 7,5 20 mM formazan Santos & Terra
sédio (1984)
tripsina BAPA 7,5 0,8 mM pP- Erlanger et.al.
nitroanilida (1961)
*Os tampdes wutilizados na concentragdo final de 50 mM. Foram
usados: citrato fosfato (pH 6,0 e 6,5), fosfato (pH 7,5 e 8,0 no
caso da aminopeptidase), Tris ( pH 8,0 no caso da dipeptidase), Tris

(pH 8,8 no caso da ¥y glutamil transferase).

enzimdtico serd indicado.

Diferengas no ensaio

**No substrato foi acrescentado NaCl para concentracdo final 0,01 M.




contendo aproximadamente 6,0 mg de proteina foram
aplicadas em uma coluna de Superose 12 em sistema
FPLC (Pharmacia - LKB Biotechnology, Suécia) e eluida
com um fluxo de 0,4 ml/min de um tampdo citrato
fosfato 100 mM pH 6,0 preparado em &gua milliQ e
desaerado. O eluido foi coletado em fragdes de 200 ul
gue serviram como fonte de material para ensaios
enzimdticos. Também foram realizadas eluig¢des na
presenca de Triton X-100 e para isto o detergente foi
adicionado ao tampdo para concentragdo final de 0,3%

ou 0,0135% (p/v), respectivamente 20 e 0,9 CMC.

2.9 Passagem do material coletado de Superose 12 em
coluna de Fast Desalting

Um volume de 2 ml do conjunto de frag¢des que
apresentavam atividade sobre pNéBglu e celobiose
coletadas da coluna de Superose 12 contendo 1,6 mg de
proteina foi aplicado a uma coluna de Fast Desalting
(sistema FPLC). Conforme o tipo de coluna em gue a
amostra seria aplicada a seguir a eluic¢do (3 ml/min)
foi feita com um dos tampdes: trietanolamina 10 mM pH
8,0, pH 8,5 e pH 7,5, imidazol 20 mM pH 6,2 e citrato
fosfato 20 mM pH 5,5. Todos foram preparados com agua
milliQ e desaerados.

O eluido foi coletado em frages de 400 ul e

serviu como fonte de material para ensaio enzimatico.

2.10 Cromatografia em coluna de troca idnica Mono Q

usando sistema de FPLC.
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As frag¢des coletadas da coluna de Fast Desalting
que apresentavam atividade sobre pN¢Bglu e celobiose
foram reunidas e 2 ml desta amostra foram aplicados a
uma coluna de Mono Q HR 5/5 equilibrada com o mesmo
tampdo em gue se encontrava a amostra (ver a seguir).
Apbs lavagem da coluna com 5 ml desse tampdo para
retirar o material ndo ligado a coluna, passou-se um
gradiente de 20 ml de NaCl dissolvido no mesmo
tampdo. Os tampdes empregados foram trietanolamina 10
mM pH 8,0, pH 8,5 e pH 7,5 e imidazol 20 mM pH 6,2.
Os tipos de tampdo e o perfil do gradiente de NacCl
encontram-se indicados nas figuras. Os tampdes foram
preparados em HyO milliQ e desaerados. Foram
coletadas fragdes de 400 pl que serviram como

material para ensaios enzimaticos.

2.11 Cromatografia em coluna de troca idnica Mono S
usando sistema de FPLC.

As fragdes coletadas da coluna Fast Desalting com
tampdo citrato fosfato 20 mM pH 5,5, Que apresentavam
atividade sobre pN¢Bglu e celobiose foram reunidas e
aplicadas em uma coluna Mono S HR 5/5 equilibrada com
tampdo citrato fosfato 20 mM pH 5,5. Apds lavagem da
coluna com 5 ml desse tampdo para retirar o material
ndo ligado a coluna, passou-se um gradiente linear de
NaCl em tampao com volume de 20 ml e com concentracdo
inicial de 0,1 M e final de 1 M. Coletou-se fracdes
de 400 Ml que foram utilizadas como material para

ensaios enzimaticos.
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2.12 Cromatografia hidrofébica em coluna de Alquil-
Superose usando sistema de FPLC.

As fracdes coletadas da coluna Fast Desalting com
tampdo citrato fosfato 20 mM pH 5,5, que apresentavam
atividade sobre pN¢Bglu e celobiose foram reunidas e
aplicadas em uma coluna Alquil-Superose. Apébs
aplicagdo da amostra, aguardava-se 20 minutos para
entdo lavar-se a coluna com 5 ml do mesmo tampdo
descrito acima e eluiu-se com um gradiente linear de
etilenoglicol de 0 a 25% (v/v) no tampdo inicial.

O material eluido foil coletado em fragdes de 400

ul e utilizado para ensaios enzimdticos.

2.13 Cromatografia hidrofébica em coluna de Octil-
Sepharose

As frag¢des eluidas da coluna de Superose 12 com
tampdo citrato fosfato 20 mM pH 6,0 que apresentavam
atividade sobre pN¢fglu foram reunidas e aplicadas em
coluna de octil-Sepharose. Apbs a aplicagdo da
amostra aguardava-se 45 minutos para entdo lavar-se a
coluna com 40 ml do tampdo citrato fosfato 20 mM pH
6,0. Em seguida a coluna era eluida com uma solucgdo
de etilenoglicol 80% (v/v) no tampdo inicial. O
material eluido foi coletado em fragdes de 400 upl e

utilizado para ensaios enzimdticos.

2.14 Eletroforese em cilindros de poliacrilamida
Apbs eluigdo da coluna de Mono Q com tampdo
trietanolamina pH 8,0, obtem-se 2 picos de atividade

enzimdtica sobre pN¢pfglu. A partir do eluido de Mono
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Q, as seguintes frag¢des foram reunidas: fragdes 18 a
21 (formando o material Ql) e fracdes 30 a 234
(formando o material Q2). O material Q1 é também
ativo sobre celobiose e o material Q2 é ativo sobre
octil B-glucosideo. Esses materiais (Q1 e Q2) foram a
seguir aplicados separadamente em cilindros de
eletroforese de gel de poliacrilamida preparados
segundo Hedrick & Smith (1968). No caso do material
Q2 os cilindros eram formados por um segmento inicial
de 2 cm com acrilamida 7% e um segmento final de 6 cm
com acrilamida 8%. No caso do material ativo sobre
celobiose e pN¢Bglu (Q1), utilizou-se um cilindro de
gel de poliacrilamida 8%. A eletroforese era
desenvolvida a 4°C com uma corrente de 2,5 mA por
cilindro. Terminada a corrida, os géis eram lavados a
4°C com tampdo citrato fosfato 10 mM pH 6,0 por um
periodo de 1 hora, com trocas de tampdoc a cada 15
minutos. para remogdo do Tris.

Apds esse procedimento, os géis eram fracionados
em um fracionador de géis de poliacrilamida com o
mesmo tampdo da lavagem na concentracdo de 100 mM.
Foram coletadas fragcdes de 400 pnl no caso dos
cilindros onde aplicou-se o material ativo sobre pNo¢f
glu e octil B-glucosideo (Q2) e de 300 ul dos
cilindros onde aplicou-se o material ativo sobre
celobiose e pN¢Bglu (Q1l). Estas frac¢des permaneceram
na geladeira a 4°C por 3 horas antes de serem

utilizadas como fonte de enzimas para oOs ensaios.

2.15 Inativagd@o térmica
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As fragcdes eluidas da ccoluna Mono 0 que
apresentavam atividade sobre celobiose e pN¢Bglu
foram reunidas. O mesmo foi feito com as fragdes
ativas somente sobre pNé¢fglu.

Estes 2 materiais foram submetidos a inativacéo
térmica a 60°C por diferentes intervalos de tempo em
tampdo citrato fosfato 100 mM pH 6,0. A atividade
enzimdtica obtida em cada um dos tempos foi expressa
como porcentagem da atividade inicial ( % de
atividade remanescente) .

Em outra série de experimentos, o material ativo
sobre celobiose e pN¢Bglu foi submetido a uma pré-
inativagdo a 60°C por 40 minutos e em seguida
inativado a 65°C por diferentes intervalos de tempo.
Tanto a pré-inativagdo como a 1inativacdo foram
realizados em meio com tampdo citrato-fosfato 100 mM

pH 6,0.

2.16 Determinagdo do efeito da concentragdo de
substratos na atividade de P-glucosidases.

Essa determinacédo foi feita inicialmente
utilizando-se como fonte de enzima o conjunto das
fracdes ativas sobre octilBglu e pN¢Bglu (Q2) obtidas
apbds cromatografia em Mono Q (ver item 2.10 e 2.14).
As determinacgdes foram realizadas na auséncia ou na
presenga de Triton X-100 2,4mM (10 CMC). Utilizou-se
como substrato uma série de alquil P-glucosideos (6 a
11 carbonos no radical alquil) e metil P-glucosideo.

O efeito da concentragdo de pN¢fglu na atividade

enzimdtica foi determinado usando como fonte de
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enzimas as frac¢des ativas sobre octil PB-glucosideo e
pN¢pBglu obtidas apds eletroforese do material Q2 (ver
item 2.14)

O material ativo sobre celobiose e pN¢fglu eluido
de cromatografia em Mono Q (Q1l) (ver item 2.10 e
2.14) foi wutilizado para este tipo de experimento
sendo usado como substrato celobiose, pN¢Bglu,
laminaribiose e salicina. As determinacdes foram
realizadas com este material antes e apds uma
incubacdo do mesmo a 60°C por 40 minutos.

Em todos oS experimentos, pelo menos 10
concentracdes de substrato foram utilizadas.

0 programa Enzfitter (Leatherbarrow R.J.,

Elsevier - Biosoft,1987) foi usado para determinar o

Km € Vpax. -

2.17 Inibig¢&o da hidrélise de celobiose por pNépfglu e
inibic8o da hidrélise de pN¢f3glu por celobiose na [3-
glucosidase termoestavel.

O material eluido de Mono Q ativo sobre celobiose
e pNofglu (Q1l) (item 2.14) foil incubado a 60°C por 40
minutos. A atividade sobre celobiose ndo é afetada
por essa incubac¢do, enquanto parte da atividade sobre
pNoBglu é perdida. Essa atividade remanescente foi
denominada de B-glucosidase termoestdvel e utilizada
no experimento abaixo.

Afim de se determinar a atividade sobre pN¢pfglu e
sobre celobiose quando os substratos encontravam-se

presentes simultaneamente nos meios de incubac¢do, uma
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aliquota era retirada de cada amostra para determinar
p-nitrofenolato, e dail eétimar a hidrélise de pN¢B
glu, e outra aliguota era utilizada para medida de
glicose. A determinagdo de glicose nesse experimento
era feita adicionando-se HSO4 ao final da incubagédo
com o reagente de glicose-oxidase-peroxidase
(Dahlgvist, 1968) . Nessas condicdes, o) p-
nitrofenolato encontra-se protonado e ndo interfere
na leitura da absorbéncia. Apds descontar-se (a
partir das medidas de p-nitrofenolato) as moléculas
de glicose ©produzidas na hidrdélise de pN¢PBglu,
obtinha-se uma medida da atividade sobre celobiocse.
Assim, calculada a velocidade de hidrélise dos
substratos em cada um dos casos, & possivel através e
do replote das inclina¢des do plote de Lineweaver-
Burk versus a concentragdao de um dos substratos
determinar a constante de dissociagdo do outro

substrato (Segel, 1975).

2.18 Inibig@o da hidrélise de octil PB-glucosideo por
pNoéBglu e inibig8o da hidrélise de pN¢fglu por octil
B-glucosideo.

Nestes experimentos foi wutilizado o material
eluido de Mono Q ativo sobre pN¢Bfglu e octilPglu (Q2)
(ver item 2.12).

A determinacdo dos produtos e o célculo de Ki
foram realizados do modo descrito no item anterior

(2.17) .
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2.19 1Inibigdo da atividade de f-glucosidase por
glucono d-lactona e y galactona lactona.

Neste experimento foi utilizado o material eluido
da coluna de Mono Q e ativo sobre celobiose e pN¢fglu
(Q1) incubado a 60°C por 40 minutos e o material

eluido de Mono Q ativo sobre octil P-glucosideo (Q2).

Os substratos usados para o material Q1 foram

celobiose e pN¢Bglu. Para o material Q2 foi utilizado
como substrato octil B-glucosideo. No caso do
material Q1 os inibidores usados foram a glucono o-
lactona e a y galactona lactona, enquanto gue para o
material Q2 empregou-se somente a glucono 06-lactona.
Utilizou-se pelo menos 5 concentrag¢gdes de inibidor em
cada uma das 5 concentracgdes de substrato.

Tomou-se o cuidado de determinar-se qual era a
taxa de hidrélise espontdnea de glucono d-lactona nas
condig¢des de ensaio. Essa foi levada em conta para
calcular a concentracdo média dessa substéncia
durante os ensaios.

Os Kis foram calculados a partir dos replotes da
inclinac¢do obtida nos plotes de Lineweaver-Burk

versus a concentracdo de inibidor.

2.20 Determinagdo do pH o6timo de hidrdélise da
celobiose e octil P-glucosideo.

Para determinacdo do pH 6timo de hidrélise da
celobiose utilizou-se o material Q1 (ver item 2.8 e
2.12) eluido de Mono Q incubado a 60°C e quando o

substrato era octilfglu empregou-se o material eluido
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de Mono Q e ativo exclusivamente sobre este substrato
(material Q2 - ver item 2.8 e 2.12).

Os tampdes, a celobiose e o octil PB-glucosideo
foram preparados, respectivamente para concentragdes
finais de 50 mM, 14 mM e 4 mM. O pH foi medido numa
mistura contendo substrato-tampdo nas condig¢des de
concentracdo e temperatura utilizadas para cada
ensalio. Esse cuidado deve ser tomado, uma vez Qque OS
tampdes contém grupos cuja ionizagdo pode ser afetada

pela temperatura.

2.21 Determinag@o da configuragd@o anomérica da D-
glicose liberada pela f-glucosidase ativa sobre octil
B-glucosideo.

A configuracdo da glicose liberada pela @-
glucosidase ativa sobre octil p-glucosideo foi
determinada incubando-se o substrato (octilPBglu)
preparado em tampdo acetato 10 mM pH 6,0 com a enzima
em um banho a 30°C por 2 horas . O tampdo acetato foi
utilizado porque o fosfato acelera o processo de
anomerizacdo (Schray & Benkovic, 1978). Ao término
deste tempo de incubacdo, a reacgcdao era inibida com a
adicdo de glicono d-lactona 1 mM. Uma aliquota de 0,1
ml era retirada antes e apds fervura da mistura da
reacdo. As aliquotas adicionava-se 1 ml do reagente
de glicose oxidase-peroxidase (Dahlgvist, 1968) e a
absorbdncia era lida continuamente a 420 nm.

Os controles foram preparados como as amostras
experimentais, substituindo o substrato por uma

solugcdo de oa-D-glicose recém preparada ou por uma
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solucdo de a-D-glicose previamente fervida. Ambas as
solu¢des continham glicose com concentragdo igual a
das amostras experimentais. Os controles foram
incubados por 30 minutos antes da adig¢do de glicono
lactona e o reagente de glicose oxidase - peroxidase.

A auséncia de mutarrotase em nossas preparacgdes
foi assegurada pelos resultados idénticos obtidos na
incubac¢do de a-D-glicose com o reagente de glicose
oxidase-peroxidase na presenga e auséncia da fonte de

enzimas.
3- RESULTADOS

3.1- Distribuigd@o intracelular de enzimas digestivas
em diferentes periodos apés uma refeigdo.

Uma vez que o estado alimentar poderia
influenciar na secrecdo de enzimas digestivas,
animais foram dissecados em diferentes periodos apds
uma refei¢cdo e o0s cecos anteriores coletados como
descrito em Materiais e Métodos.

Os animais foram inicialmente submetidos a 24
horas de Jjejum para que tivéssemos uma grande
probabilidade de que eles iriam alimentar-se quando
colocados em contato com a comida. A refeigdo era
sempre fornecida as 12 horas, porgue no campo, esse &
o0 hordario em que eles se mostram mais ativos (Dr.
Alejo Mesa, comunicagdo pessoal) .

E conhecido gque Schistocerca gregaria, outro

Orthoptera, esvazia o conteGdo dos cecos para o

ventriculo apdés uma refeigdo e entdo gradualmente ele
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vai sendo novamente preenchido. Trés horas apds a
refeicdo, esse volume é minimo (Dow, 1981). Desse
modo, 3 horas deve assinalar algum evento no ciclo
digestivo. Com base nesse dado, escolhemos o tempo de
3 horas e outros dois tempos ao redor desse (1 e 5
horas) para determinarmos a distribuigdo intracelular
das enzimas digestivas. Como o numero de animais e
determinag¢des enzimdticas envolvidas nesse
experimento era grande, decidimos realizar um
fracionamento subcelular simplificado.

Conforme descrito em Materiais e Métodos,
obtivemos trés frag¢des subcelulares a partir dos
cecos anteriores. A fracdo solivel (denominada S), a
fracao de membranas obtida apobs o material
precipitado ser submetido a congelamentos sucessivos
(denominada PM) e a fragdo solubilizada apdés o
material precipitado ser submetido a congelamentos
sucessivos (denominada SM) .

Algumas das enzimas digestivas que sdo
detectadas no 1ldimen do intestino foram ensaiadas
nessas frac¢des e os resultados estdo apresentados na
figura 2.

Observando a atividade especifica relativa dessas
varias enzimas nas fragdes subcelulares notamos que
quando se usa amido, celobiose e maltose como
substrato obtem-se um padrdo de distribuicdo da
atividade enzimadtica semelhante. Nos tempos 0, 1 e 5
horas a atividade especifica relativa na fracdo SP &
menor que na fragdo SF. Excegdo feita a fragdo SP no

tempo 0 e 5 horas da amilase, pols se levarmos em
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Figura 2 - Distribuig¢do subcelular de enzimas digestivas em

diferentes periodos apds a refeig¢do (continua na préxima
padgina) . Os resultados sdo apresentados segundo De Duve et al.
(1955). Da esquerda para a direita estdo apresentadas as
fragcdes na ordem em que foram obtidas. PM, SM (respectivamente
precipitado e sobrenadante da centrifugagdo a 100.000 xg por 1
hora de um sedimento 100.000 xg por 1 hora congelado e
descongelado 3 vezes) e S (sobrenadante da centrifuga¢do do
hombgeneizado inicial a 100.000 xg por 1h). Os dados sdo média
e desvio padrdo da média de determinac¢des realizadas em 3

preparacdes feitas com 2 animais cada
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consideracdo os desvios as fracgcdes SP e SF se
igualam. Para estas 3 enzimas no tempo 3 horas a
fracdo SP é a que apresenta maior atividade
especifica, sendo a atividade especifica relativa
maior que 1, indicando enrigquecimento das referidas
enzimas nesta fragdo. Observa-se que a amilase
apresenta uma forma ligada a membrana recuperada na
fracdo PP Qque, embora apresente pequena atividade
especifica relativa, é aproximadamente constante ao
longo dos tempos estudados.

No caso do pN¢fglu nd3oc observamos o padrido de
aumento de atividade no tempo de 3 horas. Ao longo
dos diferentes tempos a propor¢do de atividade
especifica relativa entre as frag¢des subcelulares
permaneceu aproximadamente constante. A fracdo SF
sempre apresenta a maior atividade especifica
relativa.

Uma vez que enzimas presentes em grédnulos de
secregdo seriam recuperadas na frag¢do SP, optamos por

dissecar os animais 3h apds a alimentacéo.

3.2- Distribuigdo subcelular de enzimas digestivas
presentes nos cecos anteriores.

Fracionamentos subcelulares dos cecos anteriores
foram realizados como descrito em Materiais e
Métodos. Foram utilizados somente machos gque tinham
jejuado por 24 horas, alimentado-se por 20 minutos a
partir das 12 horas e dissecados 3 horas apds a
alimentagdo. Os resultados obtidos para 9 enzimas

estdo apresentdos na figura 3.
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Figura 3 - Centrifugagdo diferencial de homogeneizados dos

cecos anteriores de A. flavolineata adultos. Meio de

homogeneizagdc: manitol 471 mM, fosfato bibasico de sédio 2
mM, pH 7,0. Paralelogramos claros correspondem aos
sobrenadantes e hachurados aos precipitados. Os dados sé&o
média e desvios da média baseados em 3 preparag¢des obtidas com
2 individuocas cada. Da esquerda para direita estdo dispostos
PPL1, SP1, PP2, SP2, PP3, SP3, PP4, SP4 e SF. Areas em branco
significam auséncia de atividade enzimdtica naquela fra¢do.
Maiores detalhes ver Materiais e Métodos e figura 1. A, SOH;
B, y glutamil transferase; C, LDH; D, Tripsina; E,
Dipeptidase; F, Aminopeptidase; G, Amilase; H, Maltase; I, pN¢

Bglu hidrolase.



A LDH foi wutilizada como enzima marcadora da
fragdo soluavel celular (citossol) e SDH como
marcadora de mitocbndrias. y glutamil transferase foi
ensaiada no intuito de encontrarmos uma enzima
marcadora de membrana plasmdtica, uma vez gque essa
enzima ¢é detectada ligada a membranas microvilares
intestinais em alguns insetos, entre eles Musca
domestica (Espinoza - Fuentes et al, 1987) e Erinnyis
ello (Santos & Terra, 1986).

Uma inspe¢do na figura 3 mostra que LDH &
recuperada quase totalmente no sobrenadante final. A
atividade de SDH é mais enriquecida (%U/%P > 1) nas
fracdes particuladas (PP1, PP2, PP3 e PP4) .
Entretanto, é estranhamente alta a atividade dessa
enzima nas fracgdes soluveis.

Y glutamil transferase é recuperada tanto nas
fragcdes particuladas como nas fragdes soluveis. O
enriquecimento alcangado & similar em ambos Os casos.
Este resultado sugere a existéncia de uma forma
solivel e outra associada a membrana para esta
enzima.

A tripsina apresenta uma distribuig¢do subcelular
semelhante a da LDH. Com atividade recuperada quase
totalmente no sobrenadante final (SF).

A aminopeptidase e a dipeptidase apresentam uma
distribui¢do muito semelhante. Ambas estdo presentes
nas fra¢des particuladas e soldveis, sendo que a
maior atividade é recuperada no sobrenadante final.
Esta fragcdo é 1ligeiramente enriquecida das duas

enzimas. A aminopeptidase tem a maior atividade

45



especifica no sobrenadante da fragdo P3. O resultado
sugere a existéncia de uma forma particulada e outra
soltivel para estas 2 enzimas.

A amilase, a maltase e a hidrolase de pN¢glu
apresentam distribuic¢des semelhantes, com
praticamente toda atividade solavel e grande

gquantidade de enzima presente no sobrenadante final.

Enriquecimento somente é observado nas fracgdes

solaveis derivadas das fragdes particuladas.

Como comentado anteriormente, a atividade de SDH
é recuperada tanto nas fra¢des particuladas como nas
fracBes sollveis. Uma possivel explicagdo para esse
resultado seria a ressuspensdo de parte do sedimento
na hora de coletar-se o sobrenadante. Entretanto,
devido a alta atividade recuperada nas fracdes
soltveis, essa ndo deve ser, pelo menos isoladamente,
a causa desse resultado. Outra explicac¢do plausivel &
a de gque o manitol presente no meio de homogeneizacdo
torna esse meio viscoso ndo permitindo a sedimentacgéo
total dos pegquenos fragmentos de membrana
mitocbndrial.

A viscosidade do manitol poderia também ndo
permitir a sedimentagdo de grénulos de secregdo que
seriam recuperados na fragdo P4. As enzimas presentes
nesses gréanulos seriam recuperadas na fracdo solivel
celular.

Para verificar se a sedimentacdo de membranas
estava sendo prejudicada nas condig¢des empregadas,
novos fracionamentos subcelulares foram realizados em

condi¢des semelhantes aqueles cujos resultados estéo
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apresentados na figura 3. Porém, em toda fase onde o
material fosse centrifugado a 100.000 xg, o tempo de
centrifugagdo utilizado foi de 3 horas ao invés de 1
hora. Os resultados obtidos para SDH, Yy glutamil
transferase, hidrdlise de pNoéBglu e amilase estdo
apresentados na figura 4.

Aparentemente, a centrifugagdo por 3 horas leva a
uma sedimentacdo maior do material. A quantidade de
proteina presente na fracdo solavel celular obtida
por lhora de centrifugag¢do (figura 3) & cerca de 60%
da proteina total, enquanto a mesma fragdo, apds ser

centrifugada 3 horas apresenta menos de 40% de toda

proteina (figura 4).

Grosso modo, a distribuigdo de SDH e y glutamil
transferase & a mesma quando as centrifugac¢des sdo
feitas a 100.000 xg por 1 hora ou por 3 horas. Isto
é, continuamos encontrando uma forma soltvel e uma
ligada a membrana. O mesmo pode ser dito da amilase e
da hidrolase de pN¢Bglu, no sentido gque temos somente
atividade solivel para essas duas enzimas.

Como nenhuma enzima foi detectada somente na
membrana plasmatica das c¢élulas dos ventriculos

anteriores de A. flavolineata e seria 1interessante

termos um marcador enzimatico para essa estrutura,
tentamos ensaiar fosfatase alcalina. Para 1isso
homogeneizados das células do ceco anterior foram
feitos em agua. Esses homogeneizados foram
centrifugados a 100.000 xg por 1 hora. Apenas 30% da
atividade total de fosfatase alcalina foi recuperada

na fragdo de membrana, indicando gque esta enzima
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Figura 4 - Centrifuga¢do diferencial de homogeneizados dos

cecos anteriores de A. flavolineata adultos. As fragdes foram

obtidas como descrito na legenda da figura 3, porém os tempos
de centrifugacdo a 100.000 xg sdc de 3 horas. Maiores detalhes
em Materiailis e Métodos. Dados sdo médias e desvio padrdo da
média de determinacdes realizadas em 3 preparag¢des feitas com
2 animais cada. A, y glutamil transferase; B, SDH, C, pN¢Bglu

hidrolase D, Amilase.



também ndo & um marcador de membrana plasmatica nesse
inseto.
3.3 Purificacdo de PB-glicosidases

O liquido viscoso coletado da cavidade oral de A.

flavolineata apresenta enzimas origindrias do lumen

do 1intestino médio, exceto por uma amilase que &
salivar (Ferreira et al., 1990b). Parte dos objetivos
desta dissertacdo consiste na determinac¢do do numero
e propriedades das P-glicosidases digestivas desse
inseto. Assim, uma vez que ndo foi detectada
atividade  P-glicosidasica ligada a membrana,
decidimos usar como fonte de material o© regurgitado,
que permite coletar as enzimas sem dissecar os
animais. Como primeira tentativa de separar as f-
glicosidases presentes no regurgitado, este material
(aproximadamente 16 mg de proteina) foi aplicado em
uma coluna de filtragdo em gel (Superose 12) no FPLC.

O perfil de eluigdo das atividades enzimaticas
sobre pPN¢Bglu, celobiose e octilBglu estédo
apresentados na figura 5. A atividade enzimédtica
sobre os 3 substratos & recuperada em um Unico pico
praticamente coincidente. Através de uma curva de
calibracdo com os seguintes padrdes: citocromo C (Mr
12.400), ovalbumina (Mr 45.000), aldolase (Mr
65.000), L-aminodcido oxidase (Mr 89.000), A&lcool
desidrogenase (150.000) e P-amilase (Mr 200.000) foi
possivel descobrir que os picos de atividade
enzimatica coeluiam na regido de Mr 82.000.
Observando a figura 5 notamos que os picos de

atividade sobre celobiose e octil [-glucosideo
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Figura 5 - Filtraci3o em gel das B-glicosidases intestinais de

A. flavolineata em coluna de Superose 12 HR 10/30 (em FPLC) . A

amostra aplicada foi o material regurgitado. A coluna fo:
equilibrada e eluida com tampdo citrato-fosfato PH 6,0. C
fluxo foi de 0,4 ml/min e foram coletadas fracGes de 0,4 ml.

Atividade sobre celobiose (Q), octilfglu (®), pNéBglu (A) .



apresentam uma morfologia diferente. Além disso as
recuperacdes também diferem ( celobiose = 54%, octil

B-glucosideo = 85%) (tabela 2). Estes dados sugerem a
existéncia de mais que uma B-glucosidase no

regurgitado de A. flavolineata. Embora as enzimas néo

se separem, este passo de purificag¢do possibilitou um
enriquecimento de 3,9 vezes no caso da enzima ativa
sobre octilPfglu e 4,8 vezes da enzima ativa sobre
celobiose. Deste modo, a filtrag¢do em gel em Superose
12 passou a ser o primeiro passo na marcha para
purificacdo das B-glicosidases de A. flavolineata.
Para tentar resolver as P-glicosidases, foram

tentados diversos tipos de colunas em diferentes

condicdes. Foram wutilizadas as colunas de troca
iédnica: Mono Q (trocadora de é&nions) e Mono S
(trocadora de cations), sendo que a coluna Mono Q foi

usada em 4 pHs diferentes (6,2; 7,5; 8,0; 8,5). Foi
também usada a coluna de Alquil-Superose, que separa
proteinas com base em sua hidrofobicidade e coluna
Mono P, que baseia-se em diferengas de ponto
iscelétrico. Todas essas colunas foram wutilizadas
usando-se o sistema de FPLC.

Para serem aplicadas nas colunas Mono Q e Mono P
as proteinas devem estar em um tampdo com pH superior
ao seu pl, sendo o inverso para a coluna Mono S. Para
aplicagdo na coluna Alquil-Superose recomenda-se um
tampdo com pH 5,5. Como a eluigdo das enzimas a
partir da coluna de Superose 12 é feita com tampédo
citrato-fosfato pH 6,0, é necessario trocar este

tampdo por outro que seja adequadc a prdéxima coluna a



Tabela 2 -
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Recuperagdes e enriquecimentos obtidos na

purificacdo de B-glucosidases a partir do regurgitado

de A. flavolineata
Octilfglu Celobiose
Fragao At.esp. R(%) FE (x) At. esp R (%) FE (x)
(mU/mg) (mU/mg)

Regurgitado 263 100 1 1103 100 1
Superose 12 1021 85 3,9 5323 54 4,8

Mono Q 1277 18 4,9 5341 18 4,8
At. esp. = Atividade especifica
R = Recuperacdo da atividade -enzimatica em relacdo ao

regurgitado inicial

FE =

Fator de enriquecimento da atividade especifica




ser usada. A coluna de Fast Desalting permitiu a
realizagdo dessa tarefa em curto espago de tempo com
boa recuperagdo. Obteve-se uma recuperagdo de 95% da
atividade enzimdtica aplicada a coluna com uma
diluigcdo de 1,2 vezes, no caso da troca de tampdo
citrato-fosfato 20 mM pH 6,0 para trietanolamina 20
mM pH 8,0.

Apdés filtragdo em gel (Superose 12), as fragdes
contendo atividade de B-glucosidase (figura 5) foram
reunidas. Apds a troca de tampdo na coluna de Fast
Desalting, esse material foi submetido  a uma
cromatografia de troca idnica em coluna de Mono S no
FPLC. Foi utilizado na cromatografia tampdo fosfato
10 mM pH 5,5. Embora o pH do tampdo utilizado
estivesse mais de uma unidade abaixo do valor do pI
determinado para as P-glicosidases, as enzimas ndo se
ligaram a coluna, sendo recuperadas inteiramente
quando foi passado o tampdo para retirar o material
ndo ligado.

Tentamos também usar uma coluna de alqguil-
Superose. A eluigdo fol feita <com concentracdes
crescentes de etilenoglicol. Novamente a atividade de
B-glicosidase foi inteiramente recuperada no material
que ndo ligou-se a coluna.

Uma vez que as P-glicosidases possuem plIs muito
préximos, pensamos na possibilidade de separd-las por
cromatofocalizacdo, utilizando a coluna Mono P no
sistema FPLC. Embora a diferen¢a entre os pls seja
pequena, ela & suficiente para gue as enzimas

pudessem ser separadas pela cromatofocalizacgdo. Apds



realizacgado do experimento, nenhuma atividade
enzimdtica foi detectada utilizando celobicse ou pN¢B
glu como substrato. Provavelmente houve inativacgdo
total das enzimas, pois na eletrofocalizacdo em gel
de poliacrilamida a recuperagcao era peguena
(resultados ndao mostrados), demonstrando gque estas
enzimas parecem serem denaturadas em gradientes de
pH.

Quando as PB-glicosidases foram cromatografadas em
Mono Q com tampdo trietanolamina pH 8,0, observamos
dois picos de atividade sobre pN¢fglu (fig. 6). Um
destes picos coincide com um pico de atividade sobre
celobiose e o outro com um pico de atividade sobre
octilBgli. Este resultado obtido indica que ocorrem
pelo menos 2 P-glicosidases no regurgitado de A.

flavolineata. As recuperagdes em relagao ao

regurgitado inicial apdés a filtragcdo em gel (Superose
12) e troca idnica (Mono Q) foram de 18% tanto para
celobiose como para octilPfglu e o enriquecimento foi
de 4,9 vezes para celobiose e 4,8 vezes para o octilf}
glu.

Uma vez que utilizando trietanolamina foi
possivel verificar dois picos de atividade
enzimatica, embora nao totalmente separados,
decidimos realizar a cromatografia em Mono Q em
outros pHs na tentativa de se obter uma melhoria na
resolugdo da atividades P-glicosiddsicas. Entretanto,
nas cromatografias realizada nos pHs 8,5 e 7,5, a

resolucdo ndao aumentou.
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Figura 6 - Cromatografia de troca idnica das B-glicosidases

intestinais de A. flavolineata eluidas da coluna Superose 12.

A coluna Mono Q HR 5/5 (FPLC) foi equilibrada com
trietanoclamina - HCl 10 mM pH 8,0. A coluna foi lavada com 5§
ml desse tampdo e entdo eluida com um gradiente de 0,4 - 0,6 M
de NaCl. Foram coletadas fracdes de 0,4 ml em um fluxo de
eluigdo de 0,5 ml/min. Atividade sobre celobiose (Q), octilp
glu (®) e pN¢Bglu (A). As fracBes 18 a 21 e 30 a 34 foram
reunidas formando os materiais denominados Q1 e Q2,

respectivamente.



Aparentemente, a melhor resolugdo possivel dessas
B-glicosidases utilizando coluna de Mono Q é aquela
obtida com tampdo trietanolamina pH 8,0. Novas
cromatografias andlogas aquela apresentada na figura
6 foram repetidas e as fragdes 18 a 21 (ativas sobre
celobiose e pN¢Bglu) foram reunidas (material Q1), o
mesmo sendo feito com as fra¢gdes 30 a 34 (ativas
sobre pN¢Bglu e octilPglu - material Q2). Estes dois
materiais (Ql e Q2) foram separadamente submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida.

A figura 7 apresenta o resultado obtido apébs
eletroforese do material Q2. Quando utilizamos pN¢fS
glu como substrato obtemos 2 picos de atividade. Um
deles com méximo de atividade na fragdo 33 e outro
pico com maximo de atividade na fracdo 28. Quando foi
usada celobiose como substrato para ensaio neste
mesmo gel, obteve-se um UGnico pico de atividade
enzimdtica coincidente com o pico minoritdrio de
atividade sobre pN¢Bfglu. E provavel que a enzima
presente nesta regifdo e que apresenta atividade sobre
os dois substratos corresponda aquela PB-glicosidase
presente na fragdes 18 a 21 da cromatografia em Mono
Q (figura 6) e que foi parcialmente coletada junto
com a enzima majoritariamente presente nas frag¢des 30
a 34. O ensaio deste mesmo material utilizando octilf’
glucosideo como substrato mostra que esse substrato
s6 é clivado em quantidades significativas pela
enzima que cliva pN¢Bglu, mas ndo celobiose (figura
7C). A enzima que cliva celobiose aparentemente ndo é

capaz de hidrolisar octilfglu. Se utilizamos salicina
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Figura 7 - Eletroforese das B-glicosidases presentes em Q2
(ver figura 6) .Apds a eletroforese, o gel de poliacrilamida 7
- 8% fol fracionado e ensaiado com diferentes substratos.
Atividade sobre celobiose (A), pN¢Bglu (B), octilfglu (C),
salicina (D) e laminaribiose (E). As frac¢des 33 a 35 foram
reunidas e wusadas como alquil B-glucosidase purificada

eletroforeticamente .



como substrato, dois picos de atividade enzimatica
sdo detectados coincidentes com os de atividade sobre
pNoBglu.

Apds separagdo do material Q2 por eletroforese,
observa-se também, que a enzima capaz de clivar octil
Bglu atua sobre uma série de alquil PB-glucosideos com
diferente numero de carbonos no radical alquil (6 a
11) (figura 8).

Os resultados obtidos apds eletroforese em gel de
poliacrilamida das fra¢des 18 a 21 (Q1l) da figura 6
estdo apresentados na figura 9. Com esse material
obtivemos apenas um pico de atividade sobre pN¢Bglu e
celobiose. Embora as atividades estejam todas na
mesma regido, a morfologia dos picos ndo é simetrica
e é diferente quando se utiliza cada um dos
substratos, deixando a suspeita da ocorréncia de pelo
menos duas enzimas diferentes nesse material (Q1).
Nenhuma dessas supostas enzimas corresponderia a
enzima majoritdria que ocorre ns frag¢des 30 a 34 (Q2)
analisada acima, uma vez que ndo houve atividade
sobre octilPglu neste gel.

Para testar a hipdtese de haver mais de uma -
glicosidase presente no material Q1 eluido de
cromatografia em Mono Q, este material (Q1) foi
submetido a uma inativacgdo térmica a 60 °C. Como pode
ser visto na figura 10A, no caso da atividade sobre
celobiose, temos um plote linear onde a atividade
remanescente é constante e igual a 100% até 70
minutos. Este resultado sugere indica que existe uma

tnica forma enzimdtica ativa sobre celobiose e que
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Figura 8 - Eletrofcrese das fB-glicosidases presentes em Q2
(ver figura 6) em cilindro de poliacrilamida 7 - 8%. Atividade
sobre undecilfiglu (A), decilBglu (B), nonilflglu (C), octilfBglu

(D), heptilBglu (E), hexilPglu (F), pN¢Bglu (G).
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Figura 9 - Eletroforese das B-glicosidases presentes em Q1 {ver
figura 6). Apds a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% o

cilindro de gel foi fracionado e as fragdes ensaladas com
diferentes substratos. Atividade sobre pN¢Bglu (A), celobiose

{B) e laminaribiose (C).



(%)

Remaining actiyity

5 8 83

61

20

(o]
10- A A A i A —
20 40 60 80 100 120
Time, min
Figura 10 - Inativacdo térmica das P-glicosidases presentes em

Q1 (ver figura 6). (A) inativagdo a 60C. (B) inativaclo a 65°C

das amostras previamente aquecidas a 60°C por 30 minutos.

Atividade sobre celobiose (QO) e pN¢Bglu (@) .



essa enzima & completamente estavel a 60 °C no tempo
utilizado nesse ensaio. Quanto ao plote da atividade
sobre pN¢pfglu, temos uma curva que tende a um patamar
em torno de 60% a partir de 40 minutos. Este
resultado indica a presenc¢a de 2 formas enzimadticas.
Uma delas inativa-se rapidamente perdendo toda
atividade em torno de 40 minutos, enquanto a segunda
enzima parece ser estavel durante todo o tempo do
experimento, sendo responsavel pelo patamar apds 40
minutos.

Em outro experimento de inativagdo térmica o
material Q1 foi pré-incubado a 60 °C por 40 minutos e
entdo inativado a 65 °C. Os resultados estéo
apresentados na figura 10B. O plote da atividade
remanescente sobre celobiose e pN¢pfglu & 1linear e
coincidente até 3 meias-vidas, sendo 34 minutos o
valor de meia-vida. Este resultado indica que ocorre
em Q1 uma forma enzimatica ativa sobre celobiose e pN
¢Bglu estdvel a 60 °C por pelo menos 40 minutos.

O material Q2 também foi submetido a inativacédo
térmica a 60 °C para certificarmo-nos que a atividade
sobre octilBglu é devida a uma sé enzima. No plote do
log da atividade remanescente versus tempo de
inativagdo obteve-se uma reta com meia-vida de
inativa¢do de 70 min (figura 11), indicando que temos
realmente uma sé enzima neste material.

3.4 Caracterizagdo das p-glicosidases de Abracris

flavolineata

3.4.1 Propriedades da celobiose-arilP-glucosidase
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presentes em Q2 (ver figura 6). Atividade sobre octilfglu.



As propriedades da enzima eluida de Mono Q e
ativa sobre celobiose e pN¢pglu (figura 6) foram
estudadas com o material Q1 incubado por 40 minutos a
60 °C. Assim sabiamos estar trabalhando com apenas
uma forma enzimdtica (ver resultados anteriores e
item 3.3) que identificamos como celobiase-aril -
glucosidase.

O pH o6timo para esta enzima foi determinado com
celobiose como substrato e obteve-se um valor de 5,5
(figura 12).

O efeito da concentracdo de diferentes substratos
sobre a atividade enzimatica também foi determinado.
Os substratos usados foram celobiose, laminaribiose,
pN¢pBglu, salicina e arbutina. Sobre arbutina ndo foi
encontrada atividade enzimdtica. A tabela 3 apresenta
0os Vmdx, Km e relagdo Vmax/Km calculados para os
diferentes substratos.

A enzima termoestdvel presente em Q1 é ativa
sobre celobiose e pNoBglu. Celobiose inibe
competitivamente a hidrélise de pNoPBglu e vice versa
(figura 13 e 14, respectivamente). Os valores de Ki
obtidos foram 4,98 * 0,04 mM para o pN¢ffiglu e 41 * 5
mM para a celobiose(tabela 4).

Também foi usado como inibidor glicono &-lactona
com celobiose e pN¢fglu como substratos. Quando este
inibidor foi usado com celobiose, obteve-se um padréo
de inibigdo competitivo linear simples (figura 15) e
Ki & igual a 5,0 = 0,9 uM (tabela 4). Ja quando o

substrato utilizado era o pN¢fglu o padrdo de
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Tabela 3 - Especificidade da celobiase-aril [-glucosidase

intestinal de A. flavolineata para diferentes substratos

Substrato Km (mM) Vm (mU) Vm/Km ' Vm/Km
(mU/mM) Relativo
Celobiose 2,1 0,2 2,52 * 0,01 1,2 £ 0,1 100
Laminaribiose 3,6 * 0,4 0,32 * 0,02 0,08 * 0,01 6,6
pNoBglu 0,4+ 0,1 0,04 * 0,005 0,1 + 0,03 8,3
Salicina 2,9 0,1 0,0274%*0,0007 0,0094 £ 0,0004 0,7
Arbutina - < 0,003 - -

Foi utilizado o material Q1 previamente aquecido a 60°C por 30
minutos. Dados obtidos a partir da incubag¢do deste material com
10 diferentes concentrac¢des de cada substrato listado acima
preparados em tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 6,0. Os pardmetros
cinéticos foram determinados (média e desvio padrd3o da média)

com utilizag¢do do software Enzfitter.
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Figura 13 - Competicdo de substratos da p-glicosidase

termoestavel presente em Q1. Inibicdo da hidrdlise de pNoBglu
por celobiose. Os plotes de Lineweaver-Burk forma feitos para
diferentes concentra¢cdes de substrato em cada concentracéo
fixa do substrato-inibidor. Insercio: replote das inclinac&es
calculadas dos plotes de Lineaweaver-Burk versus a

concentragao do substrato-inibidor.
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Figura 14 - Competi¢do de substratos da P-glicosidase presente
em Ql. Inibicdo da hidrdlise de celobiose por pN¢Bglu. OCs
plotes de Lineweaver-Burk foram feitos para diferentes
concentracdes de substrato em cada concentracido do substratc-
inibidor. 1Inserg¢do: vreplote das inclina¢des calculadas dcs

plotes de Lineaweaver-Burk versus a concentragcdo do substratc

inibidor.
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Tabela 4 - Inibicdo da celobiase-aril B-glucosidase intestinal

de A.flavolineata

Substrato Inibidor Ki (mM)
Celobiose pN¢Bglu 4,98 * 0,07
pNoBglu celobiose 41 = 9
Celobiose glucono &-lactona 0,005 * 00,0003
pNoBglu glucono &-lactona 0,042 * 0,007
pNoBglu Y galactona lactona ndo inibe

O material enzimadtico usado foi Q1 previamente aquecido a 60°C
por 30 min. Este material foi incubado com 5 diferentes
.concentracdes de inbidor para cada uma das 5 concentracdes dos
substratos preparados em tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 6,0.

As 1inibic¢des ( exceto glucono O-lactona versus pN¢Bglu)
apresentam um padrdo competitivo linear simples. Glucono 8-

lactona &€ um inibidor ndo competitivo linear simples.
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Figura 15 - 1Inibic3o da hidrélise de celobiose pela f-
glucosidase termoestdvel presente em Q1 por glucono 06-lactona
.Plotes de Lineweaver-Burk foram feitos para diferentes
concentracgdes de inibidores. Insergdo: replote das inclinac¢des

calculadas dos plotes de Lineaweaver-Burk versus concentracdo

do inibidor.



inibicdo era ndo-competitivo linear simples (figura
16) com um Ki de 42 = 7 uM.
3.4.2 Propriedades da alquil P-glucosidase

Para estudo das propriedades da enzima ativa
sobre pN¢pglu e octilPfglu foi usado o material Q2
eluido de Mono Q (figura 6), quando o substrato era
octilBglu. Quando pN¢pfglu era usado como substrato o
material Q2 era submetido a eletroforese e as fragdes
33 a 35 eram reunidas (figura 7), pois, como
mencionado anteriormente a fracdo Q2 estd contaminada
pela fragdo Q1.

Unm pH &6timo de 4,8 foi determinado utilizando-se
octilPBglu como substrato (figura 17).

Estudando o efeito da concentrag¢do de substrato
(octilfglu) na atividade enzimdtica foi observado que
o plote de VvV X [S] resultava numa curva
aproximadamente sigmoidal (figura 18A e B) e ndo em
uma hipérbole, caracteristica de enzimas
Michaelianas. O mesmo resultado foi obtido utilizando
hexil, heptil, nonil, decil e wundecilfglu. Este
resultado poderia ser explicado se a P-glucosidase em
questdo fosse uma enzima de miltiplos sitios entre os
quais houvesse cooperatividade. Outra possibilidade
seria o substrato agir também como um ativador,
ligando-se a um sitio distinto do sitio ativo. O
resultado também ficaria explicado se as moléculas de
substrato, gque sadao anfipaticas, estivessem formando
micelas e somente estas fossem o substrato da enzima
e ndo o mondmero. Entretanto, esta Ultima hipdtese

pode ser descartada, ja& que todas as concentracgdes de

(4
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Figura 16 - 1Inibicdo da hidrdélise de pNoBfglu pela f-

glucosidase presente em Q1 por glicono od-lactona. Plotes de
Lineawever-Burk foram feito para diferentes concentracdes de
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dos plotes de Lineweaver-Burk versus concentracao de inibidor,
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substrato usadas sdo menores que a CMC dos
respectivos alquilfglu.

Na tentativa de esclarecer esse resultado, o
efeito da concentracdo de octilPBglu na velocidade da
reacdo enzimdtica foi estudado na presenga de Triton
X-100 2,4 mM (10 CMC). Nestas condigdes o plote V x
[S] resultou em uma hipérbole (figura 18A), indicando
que a enzima é Michaelina e n8o possui midltiplos
sitios para o substrato. Isto & confirmado pelo plote
linear dos duplos reciprocos (figura 18C).

Utilizando a enzima eletroforeticamente
purificada a partir de Q2 foi também determinado o
efeito da concentragcdo de pN¢fglu (substrato) na
atividade enzimatica (figura 194). Como pode ser
visto, o plote V x [S] resulta em uma hipérbole. Isto
indica que este substrato ndo atua como ativador,
talvez por ndo possuir uma porgdo suficientemente
hidrofébica. A partir destes resultados foi
determinado o Vmdx e Km para este substrato (tabela
5) .

Assumindo que a sigmdéide apresentada na figura
18A resulta da ativagdo da enzima pelo préprio
substrato (octilfglu), esta curva pode ser descrita
pela equacgdo (Segel, 1975):

Vméx.S. (1+3.A/aKa)

v =
Km. (1+4A/Ka)+S. (1+A/aKa)

Onde v = velocidade inicial (mU) , Vmax =

velocidade médxima (mU), S = concentracdo de substrato

(~M), B = fator pelo qual a ligacgdo do ativador afeta
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Tabela 5 - Pardmetros cinéticos da alquil p-glucosidase

intestinal de A. flavolineata na auséncia de Triton X-100.

Substrato Vm (mU) Km (mM) Ka (mM) a B

OctilBglu 1.5 4 1.0 0,6 1,3

pNoBglu 0,728 * 0,003 1,7 + 0,2 - - -

Os parémetros cinéticos com octilfglu e pN¢fglu foram calculados
a partir dos dados apresentados nas figuras 18A e 19A,

respectivamente.



a constante catalitica, A = concentracdo do ativador
(mM), Km = constante de Michaelis (mM), o = fator
pelo qual a ligagdo do ativador afeta o Km e Ka =
constante de dissociagdo do complexo enzima-ativador
(mM) .

Utilizando esta equacdo e os dados experimentais
apresentados na figura 18A foi possivel calcular uma
curva tedérica de V x [S] para a reagdo da alquil B-
glucosidase (figura 18A e B) e o0s respectivos
pardmetros cinéticos (tabela 5). Para simulagdo da
sigmbide tedrica era necessario determinar o Km e
Vmdx. Deste modo o namero de incdgnitas na equacgédo
ficava reduzido, o gque possibilita a obtencdo de
valores mais confidveis. Os valores de BVmdx e oKm
foram conseguidos através da linearizacg¢do do segmento
final (concentra¢gdes de S de 2 a 20 mM) da sigmdide
experimentalmente obtida. Nestes cédlculos foi
utilizado o software Enzfitter (Enzfitter,
Leatherbarrow R.J., Elsevier, Biosoft, 1987).

Para verificar se a diferente <cinética de
hidrbélise de octilffglu e pNoBglu pela alguil BPB-
glucosidase, seria devido a existéncia de dois sitios
ativos diferentes, foram realizados experimentos de
competigdo entre os substratos utilizando octilffglu e
pNopBglu (figura 20A e B). Os resultados indicam que
essas substdncias sdo hidrolisadas no mesmo sitio,
pois os valores de Ki e Km sdo semelhantes entre si
para cada um deles (comparar tabela 5 e 6) .

Na tentativa de melhor caracterizar a ativacdo da

alquil P-glucosidase por Triton X-100, estudou-se o
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Tabela 6 - Inibicdo da alquil P-glucosidase intestinal de A.
flavolineata
Substrato Inibidor Ki (mM)
OctilPBglu pNéBglu 3,6 £ 0,2
pNoBglu OctilPBglu 4,7 + 0,2
Octilfglu Glucono o0-lactona 0,05 = 0,004
Foi utilizada a alquil B-glucosidase purificada

eletroforeticamente a partir de Q2. Este material foi incubado
com 5 diferentes concentracdes de inibidor em cada uma das &5
diferentes concentra¢des dos substratos usados. Os substratos
foram preparados em tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 6,0 contendo
Triton X-100 2,4 mM. Todas as inibi¢des apresentam um padrio

competitivo linear simples.



efeito de diferentes concentracdes do ativador sobre
a atividade enzimética (figura 19B). Observa-se que a
enzima é totalmente ativada por Triton X-100 em
concentracdes submicelares (CMC = 0,24 mM). Assim
aparentemente a alquil P-glucosidase 1liga-se a
monémeros do detergente. Investigou-se se a enzima
também seria capaz de ligar-se a micelas de Triton X-
100 realizando-se filtragdo em gel do material Q2 em
coluna de Superose 12 na presenga e auséncia de
Triton X-100 0,21 mM (0,9 CMC) e 4,8 mM (20 CMC). Nas
trés situacdes a atividade enzimdtica sobre octilfglu
foi eluida no mesmo volume, indicando gque a enzima
ndo havia se ligado as micelas. A ligag¢do da enzima a
uma micela de Triton X-100 teria alterado o valor do
Mr de 82.000 para cerca de 170.000.

O efeito do numero de carbonos no radical alquil
do substrato sobre a atividade enzimatica foi
estudado através da determinacdo do Vmadx, Km e a
relacao Vméx/Km para alquil B-glucosideos que
apresentavam de 6 a 11 <carbonos no aglicone
hidrofébico. Os resultados estdo apresentados na
tabela 7. Também foi wutilizado metilBglu como
substrato, embora nenhuma atividade enzimdtica tenha
sido detectada sobre o mesmo.

A alquil P-gluccsidase é fortemente inibida de
modo competitivo (figura 21) por glicono 6-lactona
(K1 = 0,05 = 0,04 mM) (tabela 6) .

Finalmente, determinou-se qual a configuracéo
anomérica da glicose liberada a partir do octilPglu

pela acdo da alquil B-glucosidase. O resultado
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Tabela 7 - Especificidade por diferentes substratos da alquil B-

glicosidase intestinal de A. flavolineata.

82

Substrato Km (mM) Vm (mU) Vmn/Km Vm/Km
(mU/ mM) Relativo
MetilPBglu - < 0,05 - -
HexilfBglu 4,1 £ 0,1 2.9 0,1 0,7 £ 0.03 70
HeptilBglu 3,0 0,2 2,66 = 0,02 0,88 = 0,05 88
OctilBglu 2,9 0,1 2,64 £ 0,08 0,91 * 0,05 91
NonilPBglu 2,2 0,2 2,3 £ 0,1 1,0 £ 0,1 100
DecilBglu 2,0 0,1 1,71 * 0,02 0,85 % 0,05 85

+
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Undecilfglu 3,3 21

Foi wutilizado como fonte enzimdtica o material Q2. Este foi
incubado com 10 diferentes concentracgdes de cada substrato acima
listado. Os substratos foram preparados em tampdo citrato-

fosfato 50 mM pH 6,0 contendo 2,4 mM de Triton X-100.
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Figura 21 - Inibi¢3o por glicono &-lactona da alquil pB-
glucosidase. Plotes de Lineweaver-Burk foram feitos para

diferentes concentrac¢des de substrato para cada concentracio

fixa do inibidor. Insergdo: replote das inclina¢des calculadas

dos plotes de Lineweaver-Burk versus a concentracdo do

inibidor.



apresentado na figura 22 indica que a reacdo
enzimatica ocorre com retengdo de configuracio, ou

seja, €& liberada P-D-glicose.
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Figura 22 - Identificag¢do enzimdtica da configurag¢doc anomérica

da D-glicose liberada pela alquil Pglucosidase. A) D-glicose
liberada pela alquil p-glucosidase. B) controle com «-C-
glicose . Apds a anomerizagdao (fervura), as curvas
experimentais e controle tornam-se coincidentes com a curva Z.
A concentracgdo de glicose e outras condig¢gdes experimentais sdo
idénticas para as curvas A e B. Detalhes em Materiais e

métodos.



4 - DISCUSSAO
4.1 Determinagdo da distribuigdo subcelular de
enzimas digestivas e seus mecanismos de secregdo

Como os gafanhotos apresentam um comportamento
alimentar influenciado por varios fatores, & possivel
que alteracgdes neste comportamento levasse a
alteracdes na secregdo das enzimas digestivas.

Para verificar se o tempo decorrido apds uma
refeicdo influenciava na producdo de gréanulos de
secrecd3o com enzimas digestivas, um experimento foi
realizado no qual os animais permaneceram em jejum
por 24 horas, em seguida foram alimentados por 20
minutos e entdo dissecados apds diferentes intervalos
de tempo (0,1,3 e 5 horas) e os cecos anteriores
submetidos a fracionamento celular. Os resultados
mostram que o tempo decorrido apds a refeigdo altera
a distribuig¢do subcelular das enzimas digestivas
(figura 2). Cerca de 3 horas apds a refeicdo ha um
maior enriquecimento de varias enzimas digestivas na
fragdo onde devem ser recuperados os grdnulos de
secrecdo. E possivel que a refeigdo tenha atuado como
um estimulo para produgdo de enzimas digestivas que
estdo sendo secretadas por meio de exocitose.

Observando ainda a figura 2 notamos que gquando é
utilizado pN¢pfglu como substrato, a distribuicdo
subcelular da atividade enzimatica é aproximadamente
constante ao longo do tempo apds a refeicdo. Isto
talvez signifique que a enzima responsdvel pela
hidrdélise desse substrato seja secretada

constitutivamente, ou seja, a refeicdo ndo estimula
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sua producdo. Ou ainda, a indug¢do da produgdo da
enzima digestiva responsdvel pela hidrdélise do pN¢B
glu ocorreria em tempos muito curtos ou muito longos
apbés a refeig¢do ndo sendo, por 1isso, detectada em
nosso experimento.

Uma vez que nosso objetivo principal era
encontrar uma fracdo subcelular rica em grénulos de
secrecgdo, animais tratados como descrito
anteriormente tiveram seus cecos anteriores removidos
e submetidos a um fracionamento celular 3 horas apds
a refeigdo.

Observando os resultados da distribuicédo
subcelular de tripsina, notamos que ela acompanha a
distribuig¢do da LDH, que é uma enzima citossdlica
(figura 3). A presencga gquase exclusiva de atividade
no sobrenadante final indicaria que a tripsina estéa
soltvel no citoplasma celular. Desse modo, sua
secrecdo deveria ocorrer por um mecanismo do tipo
holdécrino ou apdcrino. Porém uma inspec¢dao na
ultraestrutura das células do intestino médio de A.

flavolineata ndo indica nenhum desses tipos de

secrecdo (resultados ndo publicados). Uma vez que
tripsina é encontrada predominantemente nos espagos
luminais do inseto (Ferreira et al, 1990), o mails
provavel é que a enzima presente na fracdo soltvel
celular corresponda ao material presente no fluido
dos cecos que ndo foil removido nas lavagens ou a
enzimas adsorvidas ao glicocalix celular. Durante a
homogeneizagdao, o glicocdlix seria fragmentado e

essas enzimas seriam liberadas para a solucgédo.
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Situac8o semelhante parece ocorrer em Tenebrio
molitor (Coleoptera) (Ferreira et al, 1990). Neste
Coleoptera, Ferreira et al. (1990) demonstraram gque
alimentando-se o) animal com um corante nao
absorvivel, o mesmo era recuperado na frac¢do .solivel
celular. Como o corante ndo era absorvido pelas
células, foi proposto que esse material deveria
corresponder ao corante preso ao glicocdlix. Deve-se
ressaltar que a adsor¢do de enzimas ao glicocdlix de
enterdcitos ja foi comprovada em mamiferos (Ugolev et
al, 1986). Além disso, h& uma série de enzimas em
insetos que parecem ocorrer ligadas ao glicocdlix
(ver Terra & Ferreira, 1994).

A amilase, maltase, pN¢fglu hidrolase sé&o
recuperadas enriquecidas nas fragdes sollGveis dos
precipitados. Este resultado pode indicar gue estas
enzimas ocorram soliveils no interior de grénulos de
secregao.

Tanto aminopeptidase como dipeptidase sao
recuperadas nos sobrenadantes e nos precipitados,
indicando que podem apresentar uma forma solivel e
uma ligada a membrana. Isso realmente deve ocorrer
porgue homogeneizados realizados em agua e
centrifugados a 100.000 xg por 1lh mostraram atividade
de aminopeptidase (Ferreira et al, 1990b) e
dipeptidase (resultados ndo publicados) no sedimento.

A atividade de aminopeptidase, amilase, maltase
e da hidrolase de pN¢pfglu recuperadas na fracdo
soldvel celular também devem corresponder a enzimas

frouxamente adsorvidas ao glicocalix. Apdia essa
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hipétese o fato dessas enzimas serem encontradas nos

espacos luminais de A. flavolineata e que ndo tem,

aparentemente, uma fung¢do intracelular. Somente a
dipeptidase poderia ter uma fung¢do intracelular, uma
vez que é possivel que ocorra absorgdao de pegquenos
peptideos de modo anadlogo ao que ocorre em mamiferos
(Ugolev et al, 1990).

Observando a figura 3 nota-se gque a atividade
de SDH é estranhamente alta nas fracdes soluveis de
precipitados, resultado semelhante foi observado em
fracionamentos subcelulares do epitélio ventricular

da larva de Tenebrio molitor (Ferreira et al, 1990b).

Ferreira et al. (1990) mostraram que, a
viscosidade do meio pode alterar a distribuicéo
subcelular de enzimas digestivas. Assim, aumentando o
tempo de centrifugagdo a 100.000 xg de 1 para 3
horas, a quantidade de material particulado que se

sedimentava era maior. Como T. molitor apresenta

hemolinfa mais concentrada que a de A. flavolineata,

o meio de homogeneizac¢do para o fracionamento celular
nesse 1inseto é mailis concentrado e, portanto, mais
viscoso, exacerbando esse efeito.

Em A. flavolineata, conforme comentado

anteriormente, centrifuga¢des a 100.000 xg por tempos
maiores aumentaram a gquantidade de proteina obtida
nas frag¢des derivadas das fragdes particuladas.
Embora a distribuicdo de modo geral néo tenha sido
alterada, o enriquecimento de LDH e vy glutamil
transferase em todas as fracdes sollveis é menor

quando se centrifuga por 3 horas. Embora o}
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enrigquecimento nas fra¢des particuladas tenha ficado
o mesmo ou até decrescido, a quantidade de atividade
obtida nessas fracdes aumentou (area do
paralelogramo). Talvez a atividade especifica tenha
diminuido em alguns casos porque outras membranas,
que ndo aquelas que contém SDH e y glutamil
transferase se sedimentaram em maior quantidade.

A y glutamil transferase fol ensaiada na

tentativa de encontrarmos um marcador de membrana

plasmatica. Embora em Trichosia pubescens
(Diptera) (Espinoza-Fuentes et al., 1987), Erinnyis
ello (Lepidoptera) (Santos et al., 1986) e Blabera
gigantea (Dictyoptera) (Parenti et al., 1986) essa

enzima ocorra exclusivamente 1ligada a membrana
plasmatica das microvilosidades intestinas, em A.

flavolineata (Orthoptera)essa enzima ocorre apenas

parcialmente ligada a membranas. Situagdo semelhante

ocorre em Pieris brassicae (Lepidoptera) onde a vy

glutamil transferase ocorre também ©parcialmente
ligada a membrana das microvilosidades intestinais
(Wolfersberger et al., 1987). De acordo com Terra
(1988), as enzimas digestivas que sdo 1ligadas a
membrana plasmdtica das microvilosidades intestinais
variam entre os insetos de diferentes ordens. O mesmo
parece ocorrer para uma série de wmarcadores de
estruturas subcelulares.

Nos experimentos de centrifugacdo prolongada, a
distribuicado subcelular de amilase ficou mais
semelhante a que se espera para uma enzima armazenada

em granulos de secrec¢do e seu enriquecimento no SP3
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aumentou. Provavelmente isso ocorreu devido a
sedimentacdo mais adequada e mais reproduzivel das
vdrias organelas nessas condigdes.

A distribuicdao da atividade hidrolitica sobre
pNoBglu merece ser comentada. Os resultados
apresentados nas figuras 2 e 4 estd@o coerentes entre
si, mostrando que nao h& enriquecimento dessa
atividade em nenhuma fragdo particulada. Somente na
figura 3 1isso ocorre. Atualmente sabemos que mais de
uma enzima & responsavel pela hidrdlise desse

substrato em A. flavolineata e que elas estdo

presentes nas células dos cecos anteriores. E
possivel que a proporgao em gque elas ocorram nessas
células seja variavel, que sua distribuicédo
intracelular seja diferente e isso esteja levando a
obtencdo de resultados ndao coerentes.

Os resultados indicam que conseguimos obter uma
fragdo rica em grénulos de secregdo a partir dos

cecos anteriores de A. flavolineata através de

centrifugagdo diferencial e para isso as
centrifugagdes a 100.000 xg devem ser de 3 horas.
Provavelmente amilase, maltase e aminopeptidase estdo
em parte Dpresentes dentro destes grénulos de
secregdo, sendo assim a secregcdo dessas enzimas

digestivas seria por exocitose

4.2 Purificagdo das P-glucosidases de A. flavolineata

A. flavolineata possui 3 P-glucosidases sollveis

em seu 1intestino médio, estas enzimas podem ser



obtidas a partir do material regurgitado pelo
gafanhoto.

Submetendo o regurgitado a uma filtragdo em gel
em coluna de Superose 12 em um FPLC ndo €& possivel
resolver as atividades enzimaticas ensaiadas (figura
5). Todos os picos de atividade s&o coeluidos na
faixa de Mr 82.000, porém este procedimento leva a um
aumento de cerca de 4 vezes nas atividades
especificas (tabela 2).

Aplicando o material com atividade B-
glucosidéasica eluido da Superose 12 em uma coluna de
troca idnica MonoQ é possivel resolver 2 picos de
atividade (figura 6). Um deles (Ql1) ativo sobre
celobiose e outro (Q2) ativo sobre octilfglu. Ambos
os picos apresentam atividade sobre pN¢ffglu. Os picos
estdo parcialmente sobrepostos, porém é possivel
coletar Q1 sem contaminagdo de Q2, conforme &
atestado pela auséncia de atividade sobre octilffglu
no material reunido. Embora seja possivel resolver
parcialmente as atividades de Q1 e Q2 por
eletroforese (figura 7) e deste modo obtem-se a -
glicosidase presente em Q2 isenta da B-glicosidase
presente em Q1. Através de eletroforese em cilindros
de poliacrilamida do material Q2 é possivel
determinar que a P-glicosidase ativa sobre octilfglu
também cliva outros alquil p-glucosideos ( hexil,
heptil, nonil, decil e undecilPglu) (figura 8).

Submetendo-se o material Q1 a inativacédo
térmica a 60°C observa-se que a atividade sobre

celobiose permanece constante, enguanto que a
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atividade sobre pN¢PBglu decresce cerca de 40% (figura
10A). Repetindo o mesmo procedimento de inativacédo
agora com o material Q1 pré-incubado a 60°C por 40
minutos em uma temperatura de 65°C temos um perfil de
inativag¢do coincidente quando usamos tanto celobiose
como pNoBglu como substratos. A inativacdo segue uma
cinética de primeira-ordem aparente até 3 meia-vidas
(figura 10B) .

Assim, aparentemente, temos no material Q1 duas 3
-glicosidases coeluidas. Uma delas é instdavel a 60°C
e seria ativa apenas sobre pN¢fglu (figura 10A). A
segunda enzima seria termoestdvel a 60°C e ativa
sobre celobiose e pN¢pBglu, Deste modo a curva
observada na figura 10A, quando utiliza-se pN¢Bglu,
como substrato seria devido a acdo de 2 enzimas, uma
delas instavel e outra estavel. A existéncia de uma
s6 enzima ativa sobre celobiose e PpNoBfglu é
confirmada pelo perfil 1linear e coincidente de
inativagdo na temperatura de 65°C, quando usados os 2
substratos supracitados.

A existéncia de apenas uma forma enzimatica ativa
sobre octilfglu no material Q2 foi demonstrada também
através de inativacdo térmica a 60°C. Nessas
condi¢des obtem-se um perfil de inativacdo linear até
2 meia-vidas (figura 11), sugerindo a existéncia
neste material de apenas uma forma enzimdtica ativa
sobre octilfglu, com uma cinética de inativacdo de
primeira ordem.

Desse modo parece que A. flavolineata possui pelo

menos 3 P-glucosidases. Uma delas é ativa sobre



alquilB-glucosideos, pN¢fglu e salicina (figura 7), a
segunda é ativa sobre pN¢Bfglu e celobiose (figura 9),
sendo estavel a 60°C (figura 10A) e a terceira &
ativa apenas sobre pN¢pfglu, sendo instavel a 60°C
(figura 10A) . Esta Ultima enzima nao foi
caracterizada.

4.2.1 Propriedades e fungdo da celobiase-aril J3-

glucosidase

A enzima presente em Ql ativa sobre celobiose e
pNoBglu e estavel a 60°C hidrolisa estes 2 substratos
em sitios ativos diferentes. Isto pode ser inferido a
partir dos experimentos de competigao entre
substratos (figuras 13 e 14) e inibig¢do com glucono o
-lactona (figuras 15 e 16).

Nos experimentos de competicdo entre os
substratos foram usados celobiose e pN¢pglu e os
padrdes de competic¢do encontrados foram do tipo
competitivo linear simples, indicando que os 2
substratos ligam-se no mesmo sitio (figura 13 e 14).
Quando comparamos os Ki e Km obtidos para cada um dos
substratos {(comparar tabelas 3 e 4) notamos gque os Ki
sdo muito maiores que os Kms. No caso da celobiose
temos um Ki cerca de 20 vezes maior que o Km e no
caso do pN¢Bglu temos um Ki cerca de 10 vezes maior
que o Km obtido (tabela 3 e 4).

Desse modo, ou os substratos sdo hidrolisados em
sitios diferentes ou a enzima ndo atua segundo uma
cinética de equilibrio rédpido e o Km ndo é uma

constante de dissociag¢do do complexo ES.
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A hipdtese da existéncia de 2 sitios ativos fica
reforcada quando verificamos que o Ki para glucono 6-
lactona é diferente quando utilizamos celobiose ou pN
¢Bglu como substratos (tabela 4).

E importante salientar também, que Yy galactona
lactona ndo inibe a hidrdélise de pN¢Pglu na faixa de
concentracdo de inibidor utilizada (0 a 60 uM) (tabela
4) . Talvez este resultado signifique que pelo menos o
sitio ativo responsdvel pela hidrdlise de pNé¢Bglu
tenha preferéncia por substratos onde o glicone & uma
glicose.

A forte inibigcdo competitiva linear simples da
hidrélise celobiose por glucono d-lactona (tabela 4)
pode significar que o mecanismo de reagdo do sitio
ativo onde é hidrolisada celobiose inclui a
protonacdo do oxigénio da 1ligagdo glucosidica do
substrato seguido pela saida de uma molécula de
glicose (a qual pertence o carbono 4 da ligacgdo
glucosidica) e ataque do ion carbonium resultante por
uma molécula de agua.

Os dados reunidos né8o permitem inferir se os
sitios ativos da celobiose-aril B-glucosidase
localizam-se em dominios diferentes da mesma cadeia
polipeptidica, como é o caso da lactase-florizina-
hidrolase (Leese & Semenza, 1973; Wacker et al,
1992), .ou em diferentes subunidades da mesma enzima

Essa P-glicosidase poderia ser chamada de
celobiase-aril PB-glucosidase e seria uma enzima
pertencente a classe 2, segundo a classificag¢do de

Terra & Ferreira (1994) e, além de agir sobre
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celobiose e pN¢fglu também cliva laminaribiose e
salicina (tabela 3 e figuras 18 e 20,
respectivamente) . Porém essa enzima prefere
nitidamente celobiose, pois a relagdo Vm/Km no caso
deste dissacarideo é muito maior que para os demais
substratos (tabela 3).

Em E. ello (Lepidoptera) (Santos & Terra, 1985) e

R. americana (Dipeptera) (Ferreira & Terra, 1983)

também sd3o encontradas P-glicosidases ativas sobre
celobiose e aril PB-glicosideos, porém nestes 2
insetos existem evidéncias (experimentos de
inativacdc térmica e competic¢do entre substratos) de
que todos os substratos sdo hidrolisados no mesmo
sitio ativo, diferentemente do que parece ocorrer na

celobiase aril PB-glucosidase de A. flavolineata.

A celobiase-aril P-glucosidase de A. flavolineata

€ comparavel a lactase-florizina hidrolase (Leese &
Semenza, 1973) pelo fato de possuir um sitio para
substratos com aglicones hidrofilicos (sitio onde &
clivado celobiose) e outro para substratos com
aglicones hidrofdébicos (sitio onde é clivado pN¢B
glu). No caso da enzima de mamiferos estes 2 sitios
sdo localizados em dominios diferentes da mesma
enzima (Leese & Semenza, 1973; Wacker et al., 1992). O
sitio hidrofilico hidrolisa 1lactose melhor que
celobiose e o sitio hidrofdébico hidrolisa aril f-
glicosideos, glucosilceramidas, galactosilceramidas e
laminaribiose (Skovbjerg et al., 1982; Freund et al.,

1991) .
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A celobiase-aril B-glucosidase de A. flavolineata

também hidrolisa laminaribiose, porém ndo é certo em
qual dos seus sitios ativos. E possivel que a
hidrdlise ocorra em seu sitio hidrofdébico, a exemplo
da enzima de mamiferos que também hidrolisa nesse
sitio glucosil e galactosilceramidas (Freund et al.,
1991). Glucosilceramidas e galactosilceramidas nédo

foram utilizados como substrato para A. flavolineata.

A hidrélise de laminaribiose, um substrato
hidrofilico, no sitio hidrofébico da enzima pode ser
explicada pela proposta de Freund et al. (1991).
Segundo essa hipbétese as glicosilceramidases teriam
evoluido de PB-glucanases (ativas sobre P-glucanas de
plantas, incluindo B-1,3 glucanas), assim explicar-
se-ia sua presente ag¢do sobre laminaribiose. Quanto a
hidrélise de 1lactose, €& incerto se este substrato
seria clivado pela celobiose-aril PB-glucosidase de A.

flavolineata.

Os possiveis substratos naturais para celobiose-
aril P-glucosidase sdo a celobiose ( e talvez também
cadeias curtas de P-1,4 glucanas) em seu sitio
hidrofilico e laminaribiose ( e talvez também cadeias
curtas de PB-1,3 glucanas) no outro sitio. Ambos
substratos provavelmente sdao encontrados no intestino

de A. flavolineata como 7resultado da acdo de

celulase, laminarinase e liquenase (enzimas que

ocorrem no intestino de A. flavolineata segundo

Marana, Terra e Ferreira, resultados ndo publicados)
sobre B 1-4 glucanas, PB-1,3 glucanas e p-1,3, 1,4

glucanas presentes na dieta dos gafanhotos.
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4.2.2 Propriedades e fungdo da alquil P-glucosidase

de A. flavolineata

A B-glucosidase presente no material Q2 ativa
sobre alquil P-glucosideos e pN¢Bglu demonstrou em
experimentos de competigdo entre substratos que
possue apenas um sitio ativo onde sdo clivados todos
os seus substratos (figura 20A e B). Isso parece
verdadeiro, uma vez que oS Kis obtidos sdo
semelhantes aos Kms para oOsS mesmos compostos
(comparar tabelas 5 e 6).

Esta P-glucosidase se mostrou ativa sobre uma
série de alquil PB-glucosideos, onde o namero de
carbonos do aglicone variava de 6 até 11 (figura 8 e
tabela 7). Metil P-glucosideo foi utilizado como
substrato, mas ndo se detectou atividade sobre ele.
Nota-se na tabela 4 que o substrato clivado com maior
eficiéncia é o nonilPfglu e a4 medida qgue se aumenta ou
diminui o ndimero de carbonos no aglicone do substrato
temos uma queda na eficiéncia de hidrdlise do mesmo
(ver relacdo Vmé&x/Km na tabela 7). Este resultado
sugere fortemente a exiténcia de um subsitio
hidrofébico de posicionamento do aglicone no sitio
ativo desta alquil PB-glucosidase. O encaixe do
substrato neste subsitio seria influenciado pela
hidrofobicidade e tamanho do aglicone.

A alquil P-glucosidase de A. flavolineata

hidrolisa octilPBglu liberando B-D-glicose (figura

22), sugerindo que a reagdo catalisada pela enzima
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ocorre com retencdo da configuragdo. Este fato aliado
a forte inibic3o competitiva linear simples causada
pela glucono &-lactona (figura 21 e tabela 6), sugere
que o mecanismo de reagdo desta enzima inclui
protonagdo do substrato no oxigénio da ligagdo
glucosidica, seguido pela saida do aglicone e ataque
frontal do ion carbonium. Este mecanismo de reacdo é
similar ao de outras P-glicosidases. Em E. ello
(Lepidoptera) (Santos & Terra, 1985) e em R.
americana (Diptera) (Ferreira & Terra, 1985) também
encontramos uma P-glicosidase que atua com retengdo
da configuragdo e deve apresentar um 3ion carbonium
como intermedidrio no ciclo catalitico (Ferreira &
Terra, 1983)( Uma revisdo mais completa sobre
mecanismo de reacdo em glicosidases pode ser
encontrada em Sinnot,1990).

Como pode ser visto na figura 18A e 19A o perfil
da curva de atividade versus concentracéao de
substrato é sigmoidal ou hiperbdélico dependendo se o
substrato é octilBglu ou pN¢Bglu, respectivamente.
Este perfil sigmoidal foi observado com varios alquil
Bglu gque possuiam 7 a 10 carbonos no aglicone.

O perfil sigmoidal parece ser devido a uma
ativagao da alquil B-glucosidase pelo proéprio
substrato, uma vez que a adi¢do de Triton X-100 ao
meio de reacgdo converte a sigmdide em uma hipérbole
linearizdvel pelo plote dos duplos reciprocos (figura
18A e C). Foli descartada assim a possibilidade da
existéncia de multiplos sitios com cooperatividade.

Na enzima deve existir provavelmente um sitio de
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ligacdo para um ativador, espacialmente distinto do
sitio ativo. Utilizando a equacgdo de ativacdo néo
essencial (Segel, 1975) foi possivel simular uma
sigmdbide tedrica para as condigdes por noés
utilizadas, que se ajustou perfeitamente aos dados
experimentais obtidos.

A tabela 5 apresenta os pardmetros tedricos para
a ativacdo da alquil B-glucosidase pelo octilPglu. A
ligagdo deste substrato ao sitio de ativacdo leva a
uma mudanc¢a no Km de 4 para 2,4 mM e causa um aumento
de 1,3 vezes na Vmax, resultando na curva sigmdide
quando plota-se a atividade em fung¢do da concentracgdo
de substrato.

Somente moléculas anfipaticas parecem ligar-se ao
sitio ativador. Esta hipdtese baseia-se no fato que
Triton X-100 ativa a hidrdélise de pN¢Bglu (figura 19
B) e muda o perfil sigmdéide com octilfglu para uma
hipérbole (figura 19Aa).

A ativacdo por Triton X-100 é completa em
concentra¢des abaixo da CMC deste detergente (figura
19B), resultado que sugere que somente mondmeros do
detergente ligam-se ao sitio ativador. Esta hipdtese
é confirmada pelo fato que a auséncia ou presenca de
Triton X-100 0,21 mM (0,9 CMC) ou 4,8 mM (20 CMC) ndo
influencia o volume de eluig¢do da alquil -
glucosidase em filtragdo em gel.

A alquil B-glucosidase hidrolisa
preferencialmente glicose ligada a um aglicone
hidrofébico, assim sendo seus provaveis substratos

naturais sdo glucolipideocs, tais como
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glucosilceramidas. Esta hipdtese é suportada pelo
fato desta enzima ser ativada por moléculas
semelhantes a detergentes e hidrolisar octilfglu como
descrito para glucosilceramidase (EC 3.4.1.45)
(Grabowski e Dagan, 1984).

A ativacdo da alquil B-glucosidase por moléculas
anfipdticas pode ser um mecanismo para manter a
enzima altamente ativa somente na vizinhanga das
membranas onde encontra-se seu substrato natural e as
suas moléculas ativadoras. Longe das membranas, a
enzima estaria pouco ativa e assim hidrolisaria com
pouca eficiéncia os glicosideos vegetails que podem
ser ingeridos pelo inseto. Como os aglicones sdo em
geral mais toéxicos que o préprio glicosideo (Yu,
1989), um mecanismo para evitar a intoxicag¢do pode
resultar de uma menor atividade da alquil B-
glucosidase. Cabe lembrar que a celobiase-aril f-
glucosidase, que também poderia clivar glicosideos
vegetais (possuem aglicones hidrofébicos) em seu
sitio hidrofébico, apresenta uma atividade muito
pequena sobre salicina e nenhuma sobre arbutina.
Desse modo praticamente ndo deve hidrolisar os

glicosideos vegetails ingeridos pelo gafanhoto.
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Resumo

Nas células do ceco anterior de A.flavolineata, a

secrecdo de enzimas digestivas parece ser mediada por
vesiculas de secregcdo e é 1influenciada pelo tempo
decorrido apbs a refeigdo. Fracionamentos
subcelulares das células do ceco anterior realizados
3h apdés a refeigdo indicaram que a amilase, maltase,
pNéBglu hidrolase e aminopeptidase estdo enriquecidas
nas fracdes que contém os grdnulos de secregdo. Yy
glutamil transferase, aminopeptidase e dipeptidase
apresentaram uma forma solGvel e outra 1ligada a
membrana.

No contelGdo do intestino de A.flavolineata foi

possivel detectar a presenca de 3 P-glucosidases: 1,
uma celobiase-aril P-glucosidase termoestdvel; 2, uma
aril P-glucosidase termoinstéavel ativa sobre pNo¢figlu;
3, uma alquil PB-glucosidase. A celobiase-aril JB-
glucosidase hidrolisa celobiose e aril B-glucosideos
em sitios diferentes e é mais ativa sobre celobiose e
laminaribiose que sobre aril PB-glucosideos sintéticos
ou naturais. Moléculas anfipéticas ativam a alquil B-
glucosidase, tornando esta enzima efetivamente ativa
apenas na digestdo de membranas. Esta enzima
hidrolisa alquil B-glucosideos com 6 a 11 carbonos no
radical alquil. A celobiase-aril p-glucosidase e a
alquil B—glucosidase sdo provavelmente responsaveis
pela digestdo "in vivo" de PB-1,4; PB-1,3; pB-1,3-1,4

glucanas e glucosilceramidas, respectivamente.
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Abstract
The secretion of digestive enzymes in the

anterior caecal cells of A. flavolineata seems to be

mediated by secretory vesicles and influenced by the
period of time after a meal. Subcellular fractions of
anterior caecal cells were obtained by differential
centrifugation of homogenates prepared 3 hours after
a meal. Amylase, maltase, pN¢Bfglu hidrolase and
aminopeptidase are found with high activities in
fractions that correspond to the contents of
secretory vesicles. Y glutamil transferase,
aminopeptidase and dipeptidase presented soluble and
membrane-bound forms.

In A. flavolineata midgut contents we found 3 -
glucosidases: 1, a heat-stable cellobiase-aryl @B-
glucosidase; 2, a heat-unstable activity against pN¢B
glu (aryl PB-glucosidase); 3, a alkyl PB-glucosidase.
The cellobiase-aryl B-glucosidase hydrolyzes
cellobiose and aryl P-glucosides at different active
sites and 1s more active on cellobiose and
laminaribiose than on aryl B-glucosides. Amphipatic
molecules activate the alkyl f-glucosidase, making
the enzyme very active only during membrane
digestion. This enzyme hydrolyzes alkyl P-glucosides
with 6 to 11 carbons in alkyl moiety. The cellobiase-
aryl B-glucosidase and alkyl B-glucosidase are
probably responsible for in vivo digestion of B-1,4;
B-1,3; B-1,3-1,4 glucans and glucosylceramides,

respectively.
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