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Resumo

Tamaki, F.K. Serina proteinases digestivas de insetos-modelo, 2011, 160 paginas. Tese
de doutorado — Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica).

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sio Paulo — SP, Brasil.

Tripsinas e quimotripsinas, enzimas pertencentes a classe das serina
proteinases, s&o as principais enzimas proteoliticas digestivas presentes no intestino
médio de insetos de diversas ordens. Entretanto, enzimas de diferentes insetos
possuem propriedades cinéticas distintas, sendo os motivos dessas diferencas
especulados. Precipitagdes por sulfato de aménio das tripsinas de Tenebrio molitor,
Diatraea saccharalis e Spodoptera frugiperda mostram que insetos Lepiddpteros
possuem serina proteinases mais hidrofébicas, que foi confirmado através de
cromatografias de interacdo hidrofébica e da andlise de acesso do solvente as
superficies protéicas em modelagens tridimensionais de sequéncias. Tal fato esta
relacionado a formagao de oligbmeros e resisténcia a defesas de plantas. Inativagdes
por TPCK mostram que quimotripsinas digestivas de S. frugiperda, inseto polifago,
reagem duas ordens de grandeza mais lentamente e possui um deslocamento do pH
6timo de modificagdo em mais de uma unidade quando comparada com dos outros dois
organismos, fato relacionado a resisténcia a cetonas presentes em diversas plantas. A
tripsina digestiva de Periplaneta americana foi purificada e microssequenciada,
resultando na sequéncia VSPAFSYGTG e associada a um alérgeno (denominado
PaTry), expresso nos cecos e na regiao anterior do ventriculo. O anticorpo anti-tripsina
de M. domestica reconheceu apenas uma banda no intestino de P. americana e foi
utilizado para imunocitolocalizar tripsinas nos tecidos epiteliais, demonstrando que esta
€ secretada por exocitose nos cecos e na regiao anterior do ventriculo, como esperado.
Por ultimo, a atividade majoritaria de quimotripsina se localiza surpreendentemente na
regido posterior do ventriculo de M. domestica. Apesar disso, apenas 28% dessa
atividade é perdida através das fezes, pois 31% da atividade enzimatica se encontra
firmemente aderida a membrana, e 41% na fracdo celular soluvel (associada ao

glicocalice), sendo a atividade soluvel luminal correspondente a apenas 12%, indicando
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a existéncia de pelo menos duas espécies moleculares distintas, uma soluvel e uma
aderida a membrana, comprovado inativagdes térmicas das duas atividades (soluvel e
aderida a membrana) na presenga e na auséncia de Triton X-100, sendo que a
atividade aderida a membrana apresentou uma maior meia vida com uma cinética de
primeira ordem nos dois casos. Ensaio em gel demonstrou que o homogeneizado
possui apenas uma banda de atividade quimotriptica de 30 kDa. A atividade soluvel
majoritaria foi purificada até a homogeneidade, apresentando uma banda de 30 kDa em
SDS-PAGE, pH 6timo de 7,4 e é 90% inativada por TPCK 0,1 mM em pH 8,5 em 15
min. Ela prefere substratos contendo Phe em P1, apesar clivar substratos contendo Tyr
e Leu. Uma sequéncia contigua similar a quimotripsina foi obtida a partir de uma
biblioteca de cDNA de intestino médio de M. domestica, formada por 71 ESTs (de 826
sequéncias obtidas ao acaso), indicando que esta deve corresponder a atividade
majoritaria. Essa sequéncia, denominada MdChy1, prediz uma proteina madura de
28.639,2 Da e foi clonada e expressa de maneira recombinante em E. coli BL21 (DE-3)
Star, sendo utilizada para producdo de anticorpos policlonais em coelhos, que
reconheceram uma banda de 30 kDa no ventriculo anterior e posterior, mas ndo no
médio. Esses anticorpos foram utilizados para imunomarcagdes e reconheceram
proteinas no lumem, nas microvilosidades € em pequenas vesiculas do epitélio,
demonstrando que a quimotripsina € secretada ao lumem por exocitose e indicando que
o MdChy1 corresponde a atividade majoritaria de quimotripsina. Analises de expressao
em M. domestica indicam a existéncia de dois conjuntos de serina proteinases
digestivas, um expresso na regido anterior e um segundo na regido posterior do
ventriculo. O MdChy1 é expresso na regidao posterior, local em que se encontra a
atividade majoritaria de quimotripsina. Uma reconstrugao filogenética dos genes
similares a quimotripsinas de Drosophila melanogaster e de M. domestica demonstram
que a MdChy1 se agrupa com genes expressos no intestino médio, portanto, com

funcdo digestiva.

Palavras-chave: Insetos, Digestdo, Tripsina, Quimotripsina, Digestdo de proteinas,

Intestino Médio.
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Abstract

Tamaki, F.K. Digestive serine proteinases of model insects, 2011, 160 pages. Ph.D.
Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo — SP, Brazil.

Trypsins and chymotrypsins, serine proteinases enzymes, are the major
proteolytic activities present in the midgut of insects. However, enzymes obtained from
different insects present different kinetic properties, and the reason for the differences
are speculated. Trypsin precipitation of Tenebrio molitor, Diatraea saccharalis and
Spodoptera frugiperda with ammonium sulfate showed that Lepidopteran insects
possess serine proteinases with a higher superficial hydrophobicity than insects
belonging to other orders, which may be associated to oligomerization of enzymes and
resistance to inhibitors present in the food. This was confirmed by hydrophobic
interaction chromatography and analysis of solvent access to serine proteinases
surface. Moreover, inactivations of chymotrypsins by TPCK showed that S. frugiperda
chymotrypsins react one order slower and has an optimum pH of modification more than
1 unit higher than chymotrypsins of D. saccharalis and T. molitor, which was related with
the resistance of the enzyme to the presence of plant ketones, since S. frugiperda is a
polyphagous organism. The digestive trypsin from Periplaneta americana midgut was
purified microssequenced, resulting in the sequence VSPAFSYGTG, coincident to the
MPAZ3 allergen (named PaTry), which is expressed in the caeca and anterior ventriculus.
Western blot using M. domestica trypsin antisera recognized a single band, and
immunohistochemical assays using this antisera showed that the P. americana trypsin is
secreted by exocitosys in caeca and anterior ventriculus, which is coincident to the
expression data. Although the major M. domestica chymotrypsin activity is present in the
posterior ventriculus, only 28% of the activity is lost in feces, because 31% of activity is
membrane-bound, and 41% is in the cellular soluble fraction (glycocalix-associated), and
only 12% of total activity is soluble in the lumen, indicating the existence of at least two
molecular species of chymotrypsins. Thermal inactivations of both activities (soluble and
membrane-bound) showed that they may represent two different molecular enzymes,

since the membrane-bound activity has a higher half-life than the soluble both in the
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presence and in the absence of Triton X-100. Both activities presented a linear first-
order inactivation kinetic. In gel assays showed the presence of only one activity band in
the midgut of 30 kDa. The major soluble activity was purified through one affinity-
chromatography, and active fractions presented a single 30 kDa band, a optimum pH of
7.4 and was 90% modified by TPCK 0.1 mM at pH 8.5 during 15 min. This enzyme
preferentially cleaves substrates containing Phe residues in P1, although it cleaves
substrates containing Tyr and Leu. A contig of a chymotrypsin-like sequence was
randomly obtained from a cDNA library of M. domestica midguts from 71 ESTs (a total of
826 sequences), indicating that this sequence corresponds to the major activity present
in the lumen. This sequence, named MdChy1, predicted a protein with 28639.2 Da
which was cloned, recombinantly expressed in E. coli BL21 (DE-3) Star, this
recombinant MdChy1 was used to raise polyclonal antibodies in rabbit. A western blot
using this antisera recognised a single band in the anterior and posterior ventriculus, but
not in the middle. Imunno-gold labeling of epithelium marked proteins in the lumen, at
the microvilli and inside small vesicles, demonstrating that chymotrypsin is secreted
through exocytosis in M. domestica and reinforcing that MdChy1 corresponds to the
major chymotryptic activity found in the midgut. A semi-quantitative RT-PCR of M.
domestica serine proteinase-like genes demonstrated that there are two set of genes,
one expressed in the anterior and another in the posterior ventriculus, as visualized in
western blot. MdChy1 is expressed in the posterior ventriculus, where the major
chymotryptic activity is found. A phylogenetic reconstruction of Drosophila melanogaster
chymotrypsin-like sequences and M. domestica chymotrypsins showed that MdChy1
branched with sequences expressed in midgut, thus coding proteins involved in

digestion.

Keywords: Insect, Digestion, Trypsin, Chymotrypsin, Protein digestion, Midgut.
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Abreviaturas

Asp: Acido Aspartico

B-Y-pNA: Benzoil-Tirosina p-nitroanilida

cDNA : acido desoxiribonucléico complementar

DMSO: Dimetilsulféxido, solvente orgéanico

DEPC: Dietil pirocarbonato

E.C.: Enzyme Classification

EST: Expressed Sequence Tag, Etiquetas de sequéncias expressas

FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography

G-F-MCA: Glutaril-Fenilalanina 7-amido-4-metil cumarina

His: Histidina

IP: Inibidor protéico

IPTG: Isopropil 3-D-1-tiogalactopiranosideo

kcat: constante de catalise da enzima

Km: Constante de afinidade de Michaelis-Menten

Kobs: Constante de modificagdo quimica de uma enzima por um modificador quimico
LB: Meio de cultura de Luria-Bertani

mRNA: RNA mensageiro

mU: miliunidades de atividade enzimatica (correspondente a formacé&o de 1 nanomol
por minuto de produto)

PAGE: polyacrilamide gel electrophoresis (eletroforese em gel de poliacrilamida)
pb: pares de base

PBA: Fenil-butilamina

PCR: reacdo da polimerase em cadeia

PDB: Arquivo em formato Protein Data Bank

pH: cologaritmo da concentragdo de H”

pl: Ponto isoelétrico

PITC: Fenilisotiocianato

pKa: Constante de ionizagao de um acido

PMSF: Fluoreto de fenilmetanosulfonila
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pNA: p-nitroanilina

RNA: Acido Ribonucléico

RPM: Rotagdes por minuto

RT-PCR: PCR precedido de reagdo com transcriptase reversa
S-AAPF-pNA: Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-Nitroanilida
S-AAPF-MCA: Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe 7-amido-4-metil cumarina
S-AAPL-pNA: Succinil-Ala-Ala-Pro-Leu p-Nitroanilida

S-F-MCA: Succinil-Phe 7-amido-4-metil cumarina

S-LLVT-MCA: Succinil-Leu-Leu-Val-Tyr 7-amido-4-metil cumarina
SBTI: Soybean trypsin inhibitor (Inibidores de tripsina extraidos da soja)
Ser: Serina

SDS: dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
S-AAPF-pNA: succinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilida

TBS: Tampao Tris-NaCl

TBS-T: Tampéao Tris-NaCl contendo Tween 20

TLCK: Tosil-Lisina-clorometil cetona

TPCK: Tosil-Fenilalanina-clorometil cetona

Tris: Tris-hidroximetil aminometano

Trp: Triptofano

UFC: Unidade formadora de colbnia

V: Volts

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactopiranosideo
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideragdes iniciais

O taxon Insecta € o mais bem-sucedido do planeta em numero, com 950.00
espécies descritas (Baillie et al.,, 2004), mas com estimativas de até 8 milhdes de
espécies (Groombridge & Jenkins 2002). Esse grande sucesso evolutivo reflete a
grande adaptagcdo dos organismos deste taxon aos mais variados habitos e habitats,
incluindo adaptagdes morfofisioldgicas do sistema digestivo a diversos tipos de habitos
alimentares que os permitiram ocupar desde os podlos até os trépicos e fazendo-os
grandes competidores do homem na Terra. Como consequéncia, eles provocam danos
econdmicos, como por exemplo: 1) insetos herbivoros que atacam tanto os cultivos
quanto as estocagens de alimentos; 2) os vetores de doengas do ser humano e de
animais de criagdo e; 3) pragas sociais e urbanas, como baratas, moscas, cupins e
formigas (Gillott, 1995). Assim, uma proporgao significativa do suprimento de alimento
mundial é perdida devido a atividade de insetos que sédo pragas agricolas (Bonning,
2003).

Em vista disso, o esfor¢co para controlar os insetos tem sido uma tarefa secular
do homem, tendo sido empregadas varias estratégias de controle. Em cultivos e
manejos o controle de insetos-praga tradicionalmente é feito pela aplicacdo de
praguicidas. Entretanto, sabe-se que esse tipo de pratica € prejudicial ao meio
ambiente, pois atinge inespecificamente todos os insetos presentes no ecossistema,
inclusive insetos polinizadores (benéficos as plantagbes) e ndo apenas os insetos
praga, além de contaminar lengois freaticos, podendo ser prejudiciais a saude do ser
humano. Assim, em resposta a uma maior consciéncia ecoldgica, os processos de
controle de insetos atualmente tém sido dirigidos principalmente para o fortalecimento
do préprio sistema de defesa das plantas contra os herbivoros, substituindo o uso de
praguicidas por meios de controle de pragas mais especificos e menos danosos ao
meio ambiente.

Um dos temas de estudo nos ultimos anos € o desenvolvimento de plantas

transgénicas que expressem substancias cujo alvo € o sistema digestivo dos insetos,
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isso porque o tubo digestivo dos insetos € uma importante interface entre o organismo e
o ambiente (Terra e Ferreira, 1994), sendo, portanto, um potencial alvo de controle
bioldgico.

O trato digestivo dos insetos (Figura 1) pode ser esquematicamente dividido em
intestino anterior, médio e posterior. O intestino anterior (dividido em boca, faringe,
esbfago, papo e proventriculo) geralmente é esclerotizada e nao-secretora, responsavel
pelo acumulo de alimento, sendo que muitos organismos possuem enzimas digestivas
presentes no papo. O intestino médio pode possuir cecos gastricos e uma regiao
tubular chamada ventriculo, que normalmente possui uma membrana acelular quitino-
protéica denominada membrana peritrofica recobrindo o bolo alimentar (ausente em
algumas classes de insetos, como os insetos da ordem Hemiptera Heteroptera) e
separando o intestino médio em dois compartimentos: o espag¢o endoperitrofico, interno
a membrana, e a regido entre a membrana e o epitélio, o espacgo ectoperitréfico. O
intestino médio € principal o local de secre¢ao de enzimas digestivas, digestdo dos
alimentos e absorgao dos nutrientes, sendo um possivel alvo de moléculas de controle
dos insetos. Por ultimo, o intestino posterior, subdividido em ileo, célon, reto e anus, é

responsavel pela reabsorgéo de agua e formagao das fezes (Terra e Ferreira, 1994).
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Figura 1. Esquema representativo do sistema digestivo dos insetos.
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A descoberta de que plantas podem expressar inibidores protéicos (IPs) que
inibem serina proteinases (Ryan, 1978) levou ao estudo das inter-rela¢des entre os IPs
e enzimas devido as implicagdes biotecnoldgicas. Esses estudos levaram a descoberta
de que a presenga de IPs na dieta dos insetos induz a expressao de diversas serina
proteinases, o que explicaria o desenvolvimento de resisténcia de insetos a IPs
presentes em plantas transgénicas que expressam esses inibidores (Gatehouse et al.,
1997).

Diversos insetos apresentam diferengas na intensidade e no tipo da resposta a
moléculas presentes em suas dietas artificiais ou naturais que sensibilizem suas
enzimas. Os mecanismos que evitam a inibicao de proteases por IPs sdo especulados.

Os IPs interagem com as serina proteinases através de seu sitio reativo como
substratos lentos das serina proteinases (Lopes et al., 2004). Assim, o conhecimento
detalhado das especificidades das serina proteinases e de suas estruturas terciarias
sdo necessarias para entender as suas relagbes com os IPs, os mecanismos de

inibicdo dessas enzimas ou de resisténcia frente essas moléculas.

1.2. Digestédo de proteinas em insetos

O grupo Insecta apresenta organismos adaptados as mais diferentes
alimentacbes, sendo que organismos desse grupo podem aproveitar quase qualquer
material organico encontrado na natureza como alimento (Wigglesworth, 1972; Hagens,
1984), desde graos secos estocados até a celulose presente em papel e madeira.
Muitos, como a barata americana, conseguem se alimentar até mesmo de
exoesqueleto de outros organismos.

Dentre os alimentos ingeridos, as proteinas tém grande importancia na
disponibilizagdo de aminoacidos essenciais aos organismos. Entretanto, para serem
aproveitadas, as proteinas devem ser hidrolisadas até aminoacidos, absorvidos pelo
epitélio do intestino médio. Caso a hidrdlise das proteinas seja interrompida, os
alimentos ingeridos podem se acumular no intestino dos insetos, diminuindo a ingestéao

de alimentos e a predagao de plantios e estoques por pragas. Em ultima instancia, a
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nao digestdo das proteinas alimentares pode levar os organismos a morte devido a
baixa disponibilidade de aminoacidos, atingindo niveis letais (Oliveira et al., 2005).

Portanto, a digestdo de proteinas é um processo vital aos organismos, sendo
que o entendimento de seu mecanismo se faz necessario. A interrupcdo deste
processo fisiologico em insetos criaria novas maneiras de controle de pragas.

A digestéo inicial de proteinas ocorre pela agao de proteases, classificadas em
endopeptidases (ou proteinases) (E.C. 3.4.21-24), com fung¢ao de digestao inicial ou
despolimerizagao de proteinas, e exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), cuja funcédo ¢é a
digestao final de proteinas (oligdbmeros ou dimeros) e disponibilizagdo de aminoacidos
livres. Entre as exopeptidases estdo incluidas as aminopeptidases (E.C. 3.4.11), as
carboxipeptidases (E.C. 3.4.16-18) e as dipeptidases (dipeptideo-hidrolases, E.C.
3.4.13). Ja as proteinases estdo subdivididas de acordo com seus mecanismos
cataliticos em quatro principais subclasses: serina proteinases, cisteina-proteinases,
aspartico-proteinases e metalo-proteinases. Esse trabalho tem como objeto de estudo

as enzimas da subclasse das serina proteinases de insetos, descritas a seguir.

1.3. Serina proteinases

Serina proteinases (EC 3.4.21) (Barrett et al., 2004) s&o enzimas que
apresentam em seu sitio catalitico a triade catalitica His57, Asp102 e Ser195 e clivam
ligacbes peptidicas em regides internas de cadeias polipeptidicas. A numeracédo dos
residuos nas cadeias polipeptidicas é referida a quimotripsina bovina. Faz parte dessa
classe de enzimas a familia de enzimas homoélogas a familia da quimotripsina, que
inclui tripsinas e elastases.

As serina proteinases apresentam uma estrutura terciaria composta por dois
dominios, cada um contendo um beta-barril, sendo que seu sitio ativo e os residuos
cataliticos se encontram entre esses dois dominios. Além disso, as serina proteinases
apresentam um sitio de ligacdo subdividido em subsitios (Schechter & Berger, 1967),
cada um ligando um unico aminoacido do substrato através de multiplas interagdes
(Figura 2). Os subsitios sdo denominados S no sentido do N-terminal do substrato, e S’

no sentido C-terminal do substrato; ja os residuos do substrato sdo denominados P no
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sentido N-terminal do substrato e P’ no sentido C-terminal. Assim, P1 é a posi¢ao do
aminoacido a ser clivado no substrato, e este aminoacido se liga ao subsitio S1 da
enzima. Como os subsitios da enzima sao constituidos por aminoacidos que interagem
com o substrato, a composi¢cdo de aminoacidos de cada subsitio (sequéncia primaria) e
as suas posi¢des espaciais (estrutura terciaria) determinam a sua especificidade, pois
subsitios diferentes apresentardo propriedades diferentes, resultando em enzimas com

diferentes especificidades e propriedades cinéticas.

P2 CiooH

Figura 2. Representacdo esquematica e nomenclatura dos subsitios de ligacdo de
Schechter & Berger (1967). Abaixo: divisdo dos subsitios de ligagdo das proteinases.
Acima: posicdo e nomenclatura dos aminoacidos do substrato. A seta indica o sitio de

clivagem da enzima no substrato.

As serina proteinases possuem mecanismo catalitico semelhante entre si: apés a
ligacdo do substrato ao sitio ativo ocorre o ataque nucleofilico da Ser195 sobre a
carbonila da ligacado peptidica a ser quebrada, formando um intermediario tetraédrico
ligado covalentemente a enzima, que recebe um proton do Nitrogénio 3 da His57,
sendo degradado em um intermediario acil-enzima e formando a nova regidao N-terminal
do substrato, que ¢é liberada e substituida por uma molécula de agua. Essa His57 forma
uma ponte de hidrogénio com o Asp102 e tem seu pKa alterado, tornando- se uma
potencial base nucleofilica. A agua passa a ser o nucledfilo da reagdo e ataca o
carboxilato ainda ligado a Ser195, liberando a nova regido C-terminal formada,
reconstituindo a enzima (Figura 3) (Voet & Voet, 2004). A quimotripsina digestiva de S.

invicta (Botos et al., 2000), unica serina proteinase de inseto com estrutura
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tridimensional resolvida, indica que o mecanismo catalitico proposto € valido para serina
proteinases de insetos.

A dificuldade em estudar estruturas tridimensionais de serina proteinases de
insetos decorre da dificuldade técnica em expressa-las de maneira recombinante:
algumas foram expressas de maneira recombinante utilizando como sistema de
expressao células de S. frugiperda, dentre as quais podemos citar uma quimotripsina
de Spodoptera exigua relacionada a ecdise (Herrero et al, 2005), expressa em células
de inseto Sf21 e uma serina proteinase de Pyrocoelia rufa (Li et al, 2005), expressa em
células de inseto Sf9. Além disso, serina proteinases de M. sexta envolvidas na
ativacao da profenoloxidase, um componente do sistema imune de insetos, foram
clonadas no vetor pFastBac1 e expressas com atividade em células de inseto Sf21(Ji et
al, 2003). Outro homdlogo de serina proteinase de Manduca sexta envolvido na
ativagao fenoloxidase também foram expresso em células de inseto Sf21 (Lu et al,
2008). Dunse et al. (2010) expressaram ativamente duas quimotripsinas de Helicoverpa
ssp, uma sensivel a IPs e outra resistente, em células Sf9, além de realizarem
mutagdes sitio-dirigidas nas mesmas. Ainda assim, nenhuma dessas proteinas teve a

sua estrutura tridimensional determinada.

1.3.1. Tripsinas de insetos

As tripsinas (EC 3.4.21.4) (Barrett et al., 2004) clivam preferencialmente cadeias
polipeptidicas no lado carboxila de aminoacidos de cadeia lateral basica, como Arg e
Lys, isso porque em seu subsitio P1 (Schechter & Berger, 1967) ha um residuo acido
conservado (Asp189) interagindo com o residuo S1 carregado positivamente.

A maioria das tripsinas de insetos tem pH 6timo basico, podendo variar de 7,5 a
10,5, e sua massa molecular observada em SDS-PAGE varia de 21 a 35 kDa, com
algumas excegdes, como a tripsina de Erinnyis ello (48 kDa). Além disso, o conteudo
luminal de H. virescens apresenta uma atividade de tripsina com massa molecular em
torno de 67 kDa. O pl de tripsinas € normalmente acido, variando de 3,5 a 6,0, tendo

como excegdes alguns insetos holometabolos das ordens Coleoptera (T. molitor, pl 8,0)
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Figura 3: Mecanismo catalitico de serina proteinases. A) ataque nucleofilico da Ser195
sobre a ligagdo peptidica do substrato; B) Formagdo de um intermediario tetraédrico; C)
quebra da ligagdo peptidica e formagédo da extremidade N-terminal; D) saida da nova
porcdo N-terminal formada e entrada de uma molécula de agua, que faz um ataque
nucleofilico sobre o carbono carbonila; E) formagdo na nova extremidade C-terminal; F)

liberagdo da nova extremidade C-terminal e regeneragdo da enzima. (Voet & Voet,

2004).
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(Terra e Ferreira, 1994). Essas enzimas ocorrem no intestino da maioria dos insetos,
com excecado dos Hemipteros e alguns grupos taxondmicos pertencentes a série
Cucujiformia dos Coleoptera como Curculionidae (Terra e Ferreira, 1994, 2005).
Contudo, alguns Hemiptera Heteroptera tém tripsinas nas glandulas salivares (Zeng et
al., 2002).

A distribuicdo das enzimas ao longo do intestino de insetos € bastante
heterogénea: enquanto insetos de ordens basais, como Periplaneta americana
(Dictyoptera) (Dias, 2004) e Grylodes sigillatus (Orthoptera) (Biagio et al., 2009),
possuem atividade de tripsina majoritariamente localizada no papo (intestino anterior),
insetos holometabolos como Musca domestica (Diptera), e S. frugiperda (Lepidoptera),
apresentam atividades de tripsina majoritariamente no intestino meédio, podendo ser
soluvel, aderida ao glicocélice e a membrana das células do epitélio. Cabe ressaltar que
enzimas presentes no papo dos insetos, regido esclerotizada e ndo secretora, devem
ser produzidas e secretadas pelas glandulas salivares ou pelo intestino médio.

As sequéncias similares a tripsinas conhecidas possuem alta similaridade entre
si, com dominios conservados contendo os residuos cataliticos His57 (TAAHC), Asp102
(DIAL) e Ser195 (GDSGGP), além do Asp189. Ainda assim, as propriedades cinéticas
das tripsinas de insetos de quatro ordens distintas de insetos (Dictyoptera: P.
americana; Coleptera: Tenebrio molitor; Diptera: M. domestica; Lepidoptera: Diatraea
saccharalis) (Lopes et al., 2006) sédo bastante diferentes. O estudo envolvendo
substratos de fluorescéncia apagada mostrou diferengas na especificidade primaria das
tripsinas de insetos Lepiddépteros, que preferem Lys a Arg em P1. Ainda, a
hidrofobicidade de cada subsitio foi calculada a partir da eficiéncia de hidrdlise de cada
peptideo com uma troca no referido subsitio. Os resultados sugerem que os subsitios
das tripsinas digestivas de insetos tornam-se progressivamente mais hidrofébicos ao
longo da evolugao. Isso aparentemente € uma adaptagao para resistir aos inibidores de
plantas, que possuem residuos polares nos seus sitios reativos.

Fica evidenciado que o sitio de ligagéo de tripsinas diverge entre insetos, e que,
portanto, apesar da alta similaridade das sequéncias, deve haver diferengas na

estrutura primaria refletindo essas diferengas cinéticas.
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Além disso, a partir da determinagdo da energia de ligacdo e ativagao
correspondente a cada subsitio e 0 uso da equacgado desenvolvida por Marana et al.
(2002), foi possivel inferir a participacdo de cada subsitio na catalise. Os resultados
indicam que, pelo menos nas tripsinas de Lepidoptera, S3, S2, S1° e S2’ ligam
significativamente o substrato no estado fundamental, enquanto que no estado de
transicdo apenas S1’ e S2’ o fazem, apoiando o mecanismo de catélise por tripsina
atualmente aceito.

Entretanto, apesar das evidéncias cinéticas, nenhuma estrutura de tripsina de
inseto foi resolvida até o momento devido a dificuldade técnica em expressa-las de
maneira recombinante e, portanto, ndo € possivel afirmar se seu mecanismo de catalise
€ idéntico ao proposto. Ha apenas um caso descrito de expressdo recombinante da
tripsina de Anopheles gambiae em bactérias (Muller et al, 1993). Entretanto, tentativas
de reprodugdo da mesma por nosso grupo nado foram bem-sucedidas (Terra,
comunicagao oral).

Além da estrutura tridimensional, os mecanismos de ativacdo dessa enzima
também sao especulados. A ativagdo de um tripsinogénio de Bombyx mori é causada
pela presenca de um fator desconhecido ndo protéico presente no intestino médio, e
nao pela presenca de enzimas ativadoras das serina proteases, como verificado em
mamiferos (Kaji et al., 2009).

Portanto, fica evidente que, apesar da dificuldade técnica, tentativas de
expressao dessas proteinas se tornam um objeto de estudo de grande interesse frente,
permitindo o entendimento de como as diferentes estruturas tridimensionais influenciam

nas diferentes propriedades cinéticas.

1.3.2. Quimotripsinas de insetos

Quimotripsina (EC 3.4.21.1) (Barrett et al., 2004) cliva preferencialmente as
cadeias polipeptidicas do lado carboxila de aminoacidos aromaticos, como Phe e Tyr.
As quimotripsinas de insetos tém usualmente massas moleculares de 20-30 kDa, pH
otimo de 8-11 e diferem das de vertebrados por sua instabilidade em pH acido, padrdes

de inibicdo com inibidores de tripsina de soja (SBTI) (Terra e Ferreira, 1994, 2005) e,
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finalmente, reatividade frente ao modificador de imidazol (da His57 catalitica) tosil-
fenilalanina clorometil cetona (TPCK). A distribuicdo da quimotripsina entre os grupos
de insetos é similar a descrita acima para tripsina. A dificuldade anterior de detectar
atividade de quimotripsina nos intestinos de insetos era uma consequéncia do uso de
substratos pequenos (p. ex. benzoil-tirosina p-nitroanilida, B-Y-pNA) nos ensaios, 0s
quais eram antigamente utilizados para quimotripsina de mamiferos. Entretanto, tanto
as quimotripsinas de insetos quanto a quimotripsina bovina preferem substratos mais
longos (Sato et al., 2008) como succinil-AAPF p-nitroanilida (suc-AAPF-pNA) (Lee e
Anstee, 1995), sendo a detecgdo da atividade de quimotripsinas de insetos utilizando
substratos curtos nem sempre possivel.

Os resultados de inativacdo de quimotripsinas de insetos por TPCK parecem
contraditérios. Nenhuma inativagcdo foi observada nas quimotripsinas de insetos
Lepidopteros como Spodoptera littoralis (Lee e Anstee, 1995), Helicoverpa zea e
Agrotis ipsilon (Mazumdar-Leighton & Broadway, 2001b) enquanto que as
quimotripsinas de Solenopsis invicta (Whitworth et al., 1998) e Locusta migratoria (Sakal
et al., 1988) sao inativadas. Nenhuma dessas inativagdes foi medida quantitativamente,
e em alguns casos as condi¢cdes de reacdo de TPCK foram inadequadas, como
verificado para a quimotripsina de M. sexta, que nao sofre modificagcdo por TPCK em
pH 8,0, mas apenas em pH 9,75 (Peterson et al., 1995).

Como a velocidade de reagcdo de TPCK com a His catalitica da quimotripsina
pode revelar diferengas no ambiente desse residuo, um estudo quantitativo foi realizado
com quimotripsinas purificadas do intestino de insetos de varias ordens, a saber: P.
americana, T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda. (Lopes et al., 2009). Os resultados
mostraram que a constante de 22 ordem de inativacdo das quimotripsinas com TPCK é
da mesma ordem de grandeza para as quimotripsinas de P. americana, T. molitor, D.
saccharalis e bovina, enquanto que para a quimotripsina de S. frugiperda a constante é
duas ordens de grandeza menor. Modelagem por homologia de uma sequéncia de
quimotripsina de S. frugiperda, usando a estrutura tridimensional da quimotripsina
bovina como modelo, mostrou que um residuo de Trp substitui 0 de uma Gly na frente
da His catalitica, sugerindo a sua baixa reatividade com TPCK por impedimento

estérico. Essa alteracao foi interpretada como uma adaptacéo do inseto para resistir a
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presenca de cetonas nas suas dietas. Entretanto, a referida sequéncia foi obtida ao
acaso e pode nao corresponder a quimotripsina digestiva estudada e, portanto, néo ter
as propriedades cinéticas descritas. Além disso, uma sequéncia de quimotripsina de D.
saccharalis também apresentou esse residuo de Trp, e como essa atividade triptica é
modificada por TPCK com a mesma ordem de grandeza da quimotripsina bovina, deve
haver outra explicacdo para a diminuigdo da ordem de grandeza na modificacdo da
quimotripsina digestiva de S. frugiperda.

A resolugao da estrutura das quimotripsinas digestivas resistentes a modificagao
por TPCK permitiria o entendimento do mecanismo de resisténcia, dado que a
quimotripsina de larvas de S. invicta € modificada por TPCK (Withworth et al., 1998) e
possui estrutura tridimensional determinada (Botos et al., 2000). A comparagao entre
uma estrutura sensivel a modificacdo e uma resistente daria evidéncias dos motivos da

diminui¢do da velocidade de reacgéo.

1.4. Serina Proteinases de insetos e resisténcia as defesas de plantas

As serina proteinases digestivas de insetos tém sido alvos frequentes nos
estudos de tentativa do controle de insetos-praga. Isso decorre porque essas
proteinases sdo as hidrolases majoritarias em diversos insetos economicamente
importantes, sendo responsaveis pela digestdo das proteinas ingeridas na dieta e
disponibilizacdo de nutrientes. As serina proteinases estdo presentes como familias
multigénicas nos insetos, sendo a segunda maior familia génica presente no genoma
de Drosophila melanogaster (Ross et al., 2003). Tentativas de utilizagdo IPs de serina
proteinases como método de controle de insetos-praga foram realizados in vitro
adicionando-se esses IPs as dietas artificiais dos insetos. Estudos mostram que a
presenca desses |IPs de proteinases na dieta in vitro de larvas de Leptinotarsa
decemlineata tem um efeito negativo sobre o crescimento e desenvolvimento (Wolfson
e Murdock, 1987), mostrando-se uma abordagem promissora. IPs vegetais também
inibem o desenvolvimento de larvas de D. saccharalis (Pompermayer et al., 2001).

Entretanto, a utilizagdo de IPs na dieta como modo de controle de pragas, apesar

de uma abordagem interessante, mostrou-se algumas vezes invalida em testes in vitro
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com insetos cultivados em dietas contendo IPs. Ha diversos relatos de resisténcia de
insetos aos IPs causado pela remodelagdo da expressdo génica das serina
proteinases, como verificado em Helicoverpa armigera, na qual ha superexpressao de
MRNA de quimotripsinas para compensar a supraexpressao de 3 tripsinas importantes
para a digestdo (Gatehouse et al., 1997), ou pela expressao de isoformas de enzimas
nao sensiveis aos IPs (Mazumdar-Leighton e Broadway 2000b; Broadway 1995, 1996;
Jongsma et al. 1997; Gatehouse et al., 1999). Além disso, Brioschi et al. (2007)
mostraram que larvas de S. frugiperda resistentes a IPs respondem a presenga destes
disparando a expressao tanto de serina proteinases constitutivamente expressas em
larvas quanto de serina proteinases antes ausentes, mostrando que a primeira resposta
a presenca de IPs na dieta € a superexpressao dos genes (resposta do tipo shotgun),
com aumento da expressao de enzimas sensiveis a IPs para suprir a inibicdo na
atividade proteolitica e de enzimas resistentes ou menos sensiveis aos IPs. A presenca
de IPs na dieta, portanto, regula a resposta da expressao génica, inclusive alterando
outros genes que nao relacionados a digestdo, como visto em D. melanogaster (Li et
al., 2007).

Os mecanismos que evitam a inibicdo de proteinases por |IPs sdo especulados.
Dunse et al. (2010) identificaram duas quimotripsinas digestivas de Helicoverpa sp,
sendo uma sensivel e a outra resistente a IPs. Essas duas quimotripsinas foram
expressas de maneira recombinante, e mutagdes sitio dirigidas foram realizadas no
residuo 192 (numeragcdo da quimotripsina bovina), mostrando que este ndo esta
envolvido na resisténcia de quimotripsinas a inibidores protéicos. Por outro lado,
mudancas na alca 35 demonstraram que esta deve ser a responsavel pela resisténcia
de quimotripsinas aos IPs. Modelagens dessa enzima complexada com um inibidor
protéico indicam que essa alga da enzima resistente nao faz pontes de hidrogénio com
os inibidores protéicos, ao contrario da enzima selvagem.

Tripsinas de larvas de Heliothis virescens cultivadas em dieta natural de folhas
(contendo IPs) sugerem a formagdo de oligbmeros de tripsinas como mecanismo de
evitar a inibicdo, pois ao oligomerizar, os sitios ativos das tripsinas se tornam
distorcidos (Brito et al., 2001). A formacgédo de oligbmeros deve ocorrer por interagdes

hidrofobicas intermoleculares, sugerido por cromatografias de interagao hidrofébica.
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Lopes et al. (2004) demonstraram um claro aumento de hidrofobicidade nos
subsitios de tripsinas de diferentes ordens de insetos, sendo que grupos mais derivados
de insetos, como Lepidopteros e Dipteros, apresentam tripsinas com subsitios mais
hidrofébicos que tripsinas de insetos das ordens Dictyoptera e Coleoptera, o que
diminuiria as interagcdes das tripsinas com IPs de plantas (que possuem residuos com
carga presentes nos sitios de ligagdo). O aumento de hidrofobicidade nos subsitios
também corrobora a idéia de um aumento na hidrofobicidade superficial nas serina
proteinases de insetos mais derivados, dado que os subsitios (ou sitios de ligagao)
encontram-se expostos na superficie das enzimas. Cabe ressaltar também que a
estrutura da quimotripsina purificada a partir de larvas de S. invicta (Hymenoptera)
apresentou uma estrutura de dimero, e a superficie de contato entre os dois
mondmeros representa menos de 10% da superficie total.

Assim, a interacdo intermolecular entre tripsinas formando oligbmeros pode
ocorrer devido a interagdo entre regides superficiais hidrofébicas. Entretanto, ndo ha
evidéncias fisico-quimicas de que serina proteinases digestivas de diferentes insetos
apresentem diferencas de hidrofobicidade superficial que explicariam tais fendbmenos.
Portanto, alguns simples experimentos poderiam evidenciar esse aumento de
hidrofobicidade superficial nas tripsinas de insetos ao longo da evolugéo.

A presenga de sulfato de aménio em uma solu¢do de proteinas diminui a sua
solvatagao, favorecendo a interagdo entre as regides hidrofébicas na superficie das
proteinas com outras regides hidrofébicas. Caso haja duas moléculas com superficies
hidrofébicas, elas tendem a interagir entre si na presenga do sulfato de amodnio,
podendo formar complexos que, quando centrifugados, tendem a precipitar, ou seja,
sair de solucao.

Além disso, cromatografias de interagao hidrofébica utilizam tampdes com alta
forca ibnica, normalmente na presenca de sulfato de aménio, diminuindo a solvatacao
das proteinas e aumentando a exposi¢cao de partes hidrofébicas e favorecendo as
interagdes hidrofébicas com matriz da coluna. Assim, quanto menor a forga ibnica
necessaria para a interacdo de proteinas com a matriz, maior a area hidrofébica
exposta da proteina. Interagées entre proteinas e colunas com diferentes matrizes

hidrofébicas na auséncia de sulfato de aménio indicariam uma superficie altamente
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hidrofébica, indicando que essas proteinas poderiam formar interacées intramoleculares
e, portanto, poderiam formar dimeros ou oligdmeros.

Por ultimo, a presencga de cetonas na dieta de insetos pode ser um mecanismo
de resisténcia de plantas contra herbivoria por insetos, dado que tripsinas e
quimotripsinas sdo modificadas por cetonas sintéticas, como TLCK e TPCK,
respectivamente. Entretanto, as quimotripsinas de S. littoralis (Lee e Anstee, 1995), H.
zea e A. ipsilon (Mazumdar-Leighton & Broadway, 2000b) ndo sao modificadas,
enquanto que as quimotripsinas de S. invicta (Whitworth et al., 1998) e L. migratoria
(Sakal et al., 1988) sao inativadas, como citado anteriormente.

Neste trabalho tentamos entender quais os motivos para uma menor velocidade
de modificacdo da quimotripsina de S. frugiperda por TPCK quando comparada com as
quimotripsinas bovina, de P. americana, T. molitor e D. saccharalis.

Schoellmann e Shaw (1963) verificaram que o pH tem efeito sobre a reacéo de
modificagdo quimica da quimotripsina bovina com o TPCK, resultando em uma curva
em forma de sino (Figura 4), isso porque o TPCK se comporta como um analogo de
substrato para a quimotripsina bovina (Kézdy et al., 1967), sendo a reacado de
modificagdo quimica dependente de um grupo basico de pKa 6,8 e um grupo acido de
pKa 8,9, e benzamida, um inibidor competitivo da quimotripsina bovina, impede a
modificagdo da His57 catalitica de maneira similar a um inibidor competitivo com uma
constante de inibicdo similar a do inibidor diminuindo a hidrélise do substrato por
inibicdo competitiva.

Assim, diferengcas em pKas dos residuos cataliticos de quimotripsinas poderiam
alterar a reatividade das quimotripsinas frente ao TPCK, visto que uma mudanca de 1
unidade no pKa de um residuo catalitico poderia corresponder a uma ordem de
grandeza na reagao quimica em determinado pH.

As serina proteinases de insetos formam uma ampla familia poligénica, e
ocorrem em diversos tecidos dos organismos desempenhando diversas fungdes
fisiologicas. Elas podem estar relacionadas: 1) a ativagdo da profenoxilase na defesa
humoral (Beckage, 2003), sendo, portanto, encontradas na hemolinfa; 2) a ecdise e

digestdo da cuticula antiga (Riddiford, 2003); 3) a digestdo inicial de proteinas
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encontradas no Ilumem intestinal a subunidades aproveitaveis pelo organismo,

desempenhando um papel central no processo digestivo (Terra, 2003).

IN ARBITRARY UNITS
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Figura 4. Efeito do pH sobre a modificagdo da quimotripsina bovina por TPCK (Shaw et
al., 1963).

As serina proteinases digestivas dos insetos sdo de fundamental importancia,
sendo responsaveis pela digestdo inicial de proteinas dos alimentos e pela
disponibilizacdo de aminoacidos aos organismos. Em algumas ordens de insetos, como
na ordem Lepidoptera, elas representam a maior atividade enzimatica no tubo digestivo
(Applebaum, 1985). Essas enzimas também desempenham um papel essencial na
relacdo inseto-planta, e sob este aspecto, vale ressaltar que além das isoformas
existentes em condigbes normais, existem algumas que s&o expressas sob estresse
ambiental, chamadas de resistentes. Algumas delas podem clivar inibidores protéicos
expressos por plantas, como, por exemplo, a tripsina presente no intestino médio da
larva do bruquideo Zabrotes subfasciatus, que cliva IPs da sua a-amilase digestiva
presentes em graos de feijao (Phaseolus vulgaris) (Silva et al., 2001), desempenhando

um papel importante na defesa do inseto frente a resisténcia desenvolvida pelas
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plantas. Assim, o estudo dessas enzimas pode levar ao desenvolvimento da transgenia
e a racionalizacao de esforgos destinados a produgao desses tipos de cultivos.

Portanto, se faz necessario identificar as serina proteinases (tripsinas e
quimotripsinas) digestivas majoritarias previamente caracterizadas de P. americana
(Dictyoptera), T. molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), M. domestica (Diptera: Muscidae),
D. saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) e S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e
entender as diferencas estruturais entre elas, pois essas diferencas refletem na
interacdo das enzimas com os substratos e inibidores. Pretende-se também encontrar
padrdes e mecanismos responsaveis pelas diferencas na forma de atuacéo das serina-
endopeptidases digestivas sobre os substratos e pela resisténcia ou nao a inibidores
naturais e sintéticos.

Para tal, as serina proteinases devem ser obtidas, purificadas e identificadas
diretamente do tubo digestivo dos insetos no intuito de clonar, a partir de bibliotecas de
cDNA de intestino de larvas como molde, serina proteinases majoritarias envolvidas em
digestao previamente estudadas pelo grupo e com parametros cinéticos determinados.

A quimotripsina digestiva majoritaria presente no intestino médio de larvas de T.
molitor foi purificada e microssequenciada por Elpidina et al. (2005), resultando na
sequéncia N-terminal IISGSAASKGQFPWQ, que corresponde ao N-terminal de uma
sequéncia nucleotidica de quimotripsinogénio obtida pelo mesmo grupo. A tripsina
digestiva também foi purificada e microssequenciada, resultando na sequéncia N-
terminal IVGGSSISISSVPXQIXLQY. Entretanto, nosso grupo ja havia obtido uma
sequéncia N-terminal da tripsina digestiva majoritaria, resultando na sequéncia N-
terminal IVGGSVINDQLVPQNXS (Cristofoletti, dados nao-publicados). Para resolver
essa contradicdo, este estudo tenta desfazer essas contradicdes, além de
microssequenciar outras serina proteinases digestivas previamente caracterizadas para,
inequivocamente, clonar genes correspondentes a proteinas digestivas e tentar

expressdes recombinantes das mesmas.
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1.5. Estudos datripsina digestiva de P. americana

A barata americana (P. americana), é uma das principais pragas urbanas,
podendo transmitir doengas a humanos, sendo que virus, bactérias, protozoarios,
helmintos e até outras espécies de insetos podem se associar a esses organismos.
Além disso, pode causar danos sociais € econOmicos, sendo virtualmente impossivel
contabilizar os prejuizos monetarios causados pela deterioragdo de alimentos e
destruicao de artigos. Sao animais de habito noturno altamente adaptados a todos os
nichos ocupados pelo homem.

Seu habito alimentar polifago decorre de adaptagbes morfofisioldgicas do trato
digestivo, permitindo com que se alimente de diversos tipos de materiais, como papel,
tecidos, frutas, graos, castanhas, carnes e até mesmo exoesqueleto de outros insetos
(Roth, 1981). Assim, evidencia-se a importancia dos estudos do seu sistema digestivo,
incluindo as enzimas digestivas responsaveis pela digestdo dos alimentos e,
consequentemente, a sua adaptagdo aos mais variados nichos ecologicos.

A digestdo de proteinas tem um papel fundamental na fisiologia digestiva e no
metabolismo, e dentro desse contexto as serina proteinases sao de extrema
importancia, dado que sao as proteases mais abundantes do intestino de P. americana,
apresentando diversas tripsinas e quimotripsinas digestivas. Sabe-se que baratas
coletadas em ambiente urbano possuem pelo menos 11 diferentes atividades de serina
proteinases presentes em seu intestino, entre tripsinas e quimotripsinas (Hivrale et al.,
2005), e a atividade triptica majoritaria de machos cultivados em laboratério foi
previamente purificada e extensivamente caracterizada bioquimicamente (Lopes et al.,
2003; Marana et al., 2002; Lopes et al., 2006).

Frente a grande quantidade de dados bioquimicos e parametros fisico-quimicos
desta tripsina, foram levantadas muitas perguntas sobre o mecanismo de catalise e da
correlacdo entre a estrutura e os parametros cinéticos. Entretanto, para responder
essas perguntas, seria de grande interesse a produgdo dessa tripsina pela sua
expressao recombinante, que possibilitaria mutagdes sitio-dirigidas de residuos do sitio
catalitico e produgdo em larga escala da enzima para tentativas de resolugdo da sua

estrutura terciaria.
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Ainda, apesar de extensivos estudos bioquimicos dessa tripsina digestiva, as
suas propriedades fisiologicas, tais como identificacdo do local de expresséo e
mecanismo de secrecdo, nao sdo bem caracterizadas. Distribuicdes de enzimas
mostraram que a atividade majoritaria de tripsina se encontra no papo (cerca de 60%
da atividade total), sendo que o restante da atividade triptica se distribui entre os cecos
digestivos e a regiao anterior do ventriculo (Dias, 2004, Figura 5). Nao se sabe o local
exato de sua expressado, isso porque O papo € uma regido esclerotizada e néo
secretora, especulando-se que possa ser expressa no intestino meédio ou nas glandulas
salivares. Dados bioquimicos (atividade especifica) apontam que a tripsina deve ser
expressa nos cecos digestivos. Além disso, ndo se sabe o mecanismo de secreg¢ao de
tripsinas em insetos basais, como em P. americana.

Assim, este trabalho também se dedica a estudar a tripsina digestiva majoritaria
de P. americana, melhorando o entendimento de seu papel fisiolégico no processo de

digestao.

1.6. A quimotripsina digestiva de M. domestica

A mosca domestica (M. domestica) é uma praga urbana de grande importancia
por ser vetor de virus, bactérias, ovos de helmintos e protozoarios. Tanto larvas quanto
adultos se alimentam de bactérias, sendo que adaptagdes morfofisiologicas se fazem
necessarias para esse habito de vida.

O trato digestivo da larva de M. domestica ¢ dividido em 3 regides: 1) o intestino
anterior; 2) o intestino médio, contendo 4 cecos digestivos na regido anterior e a parte

tubular (ventriculo); 3) o intestino posterior, contendo ileo, o reto e o anus.
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Distribuicao tripsina P. americana

Figura 5. Distribuigcdo da atividade de tripsina ao longo do intestino de P. americana
(Dias, 2004).

A parte tubular do intestino médio, o ventriculo, pode ser dividida em 3 partes
funcionais: a regido anterior do ventriculo, com cerca de um quarto do tamanho total do
ventriculo e com pH luminal 6,1; o ventriculo médio, também com cerca de um quarto
do tamanho total do ventriculo e com pH luminal em torno de 3,1; e o ventriculo
posterior, com cerca da metade do tamanho total do ventriculo e com pH luminal em
torno de 6,8 (Figura 6) (Espinoza-Fuentes e Terra, 1987).

No ventriculo médio, regido acida e responsavel pela lise bacteriana, encontram-
se dois tipos de enzimas digestivas acidas envolvidas na digestdo e lise bacteriana:
lisozimas digestivas, envolvidas na quebra da parede bacteriana, e catepsinas D
(analogas a pepsina), envolvidas na digestdo de proteinas bacterianas (Padilha et al.,

2009). Além disso, o local de absorgcéo de agua € o epitélio dessa regiéo.
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Figura 6. Esquema do intestino de M. domestica (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987). Os

valores indicados por setas representam os volumes absorvidos ou secretados.

O ventriculo posterior de M. domestica € o lugar responsavel pela digestédo
majoritaria das proteinas disponibilizadas apos a lise bacteriana e pela absor¢éo dos
nutrientes. Além disso, foi demonstrado que € nesse local em que ocorre recirculagao
endo-ectoperitréfica, pois o fluxo antero-posterior de alimento na regido endoperitréfica
€ contraposto pelo fluxo de agua criado na regiao ectoperitréfica pela sua absorgao no
ventriculo médio.

Como visto, a digestao de proteinas inicia-se na regido acida do ventriculo médio
da larva de M. domestica, local de lise bacteriana, pela acdo de catepsinas D. Apos
isso, o alimento passa para o ventriculo posterior, aonde passa a ser digerido por
tripsinas soluveis e ligadas a membrana. Assim, essas enzimas tém por fungcdo a
digestdo inicial de proteinas presentes no conteudo alimentar.

Sabe-se que ftripsinas clivam a porgdo C-terminal de residuos basicos, e,
portanto, as proteinas do bolo alimentar comegam a ser digeridas pela agdo das
tripsinas encontradas no ventriculo posterior. Entretanto, a regido central das proteinas
do bolo alimentar é rica em residuos hidrofébicos e, para que ocorra a disponibilizacao
de aminoacidos, a quebra dessas ligagdes peptidicas em M. domestica deve ser
realizada por quimotripsinas, cuja presenca ja foi descrita em larvas (Blahovec et al.,
2006), resultando em oligbmeros ou dimeros, que serdo clivados posteriormente por
enzimas de digestéo final.
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Quimotripsinas de insetos geralmente possuem pH 6timo entre 8-11; entretanto,
o valor do pH luminal do ventriculo de M. domestica € menor que os valores de pH
otimo de quimotripsinas, indicando que a quimotripsina digestiva de M. domestica deve
ter diferengas estruturais resultando em diferencas cinéticas e em um deslocamento do
pH 6timo, permitindo a enzima ser fisiologicamente funcional. Assim, estudos cinéticos
dessa quimotripsina sdo bastante interessantes, pois evidenciam diferengas no sitio
ativo comparado com outras quimotripsinas.

Nenhum estudo fisioldgico ou bioquimico foi realizado com a quimotripsina
digestiva de M. domestica, e nao existem dados de distribuicdo da atividade
quimotriptica ao longo do intestino médio. Ademais, ndo ha nenhum estudo
demonstrando o mecanismo de secrec¢ao de quimotripsinas em insetos.

Jiang et al (1996) descreveram uma quimotripsina de Aedes aegipty envolvida
com a digestdo de proteinas de fémeas adultas apds alimentacédo. Essa quimotripsina
foi expressa de maneira recombinante (sem atividade) e utilizada para produzir
anticorpos policlonais em coelhos, os quais foram utilizados para analisar a presenca
desta proteina antes e apods a alimentacdo. Assim, a producdo de quimotripsinas
recombinantes em larga escala € importante, pois permite também a producédo de
anticorpos homologos que podem ser usados para revelar sua localizagdo e 0 seu
mecanismo de secregao.

Por dltimo, uma consulta ao genoma de D. melanogaster (http:/flybase.org/),

organismo pertencente a mesma classe que a M. domestica (Dyptera: Cyclorrapha),
encontrou mais de duas centenas de sequéncias descritas como homodlogas a
quimotripsina. Entretanto, ndo se sabe ao certo se essas sequéncias correspondem a
quimotripsinas, se sao expressas em alguma fase da vida, se possuem alguma fungao
fisiologica e se suas historias evolutivas tém alguma relagédo com as quimotripsinas de
M. domestica, dado que ambos os organismos pertencem a mesma ordem.

Assim, também temos como objetivo estudar a quimotripsina digestiva de M.
domestica incluindo a sua distribuicdo da atividade enzimatica ao longo do intestino, a
purificagdo da atividade majoritaria e sua caracterizagéo bioquimica, além da obtengao
de sequéncias, a clonagem e a expressao recombinante de genes a partir de uma

biblioteca de cDNA de intestino médio de larvas, melhorando o entendimento do
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processo de digestdo de proteinas e do padrao de expressao por de diversos genes de
serina proteinases ao longo do intestino médio, correlacionando os locais de sua
transcricdo com de tradugdo e os mecanismos de secre¢cdo dessas enzimas para o
lumem pela producao de anticorpos policlonais. Por ultimo, entender a historia evolutiva
de genes similares a quimotripsina de D. melanogaster e sua relagdo com os genes de

M. domestica, comparando com genes de outros insetos.
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2. OBJETIVOS

Esse estudo foi dividido em quatro partes, descritas a seguir.

1) Tentativas de estudos estruturais das serina proteinases digestivas de diversos

insetos com o intuito de relacionar diferengas estruturais e propriedades das
enzimas previamente observadas por nosso grupo, como por exemplo o
aumento da hidrofobicidade ao longo da evolugdo observada em tripsinas
digestivas de insetos.

Estudos de resisténcia das serina proteinases digestivas, relacionando dados de
hidrofobicidade, inativagao por cetonas e modelagens de estrutura tridimensional
a partir de seqUéncias de serina proteinases de insetos a formas de resisténcias
a defesas de plantas.

Estudos sobre a tripsina digestiva majoritaria de P. americana, previamente
purificada e caracterizada, mostrando a sua identificagéo, correlagdo com uma
sequéncia nucleotidica e estudos fisiolégicos de localizagdo da expresséao
(transcrigcao e tradugao) e mecanismos de secregao.

Estudos bioquimicos e fisioldgicos da quimotripsina de M. domestica, que nao

possui nenhum estudo realizado até o presente momento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes quimicos

Os tampdes, sais e solventes utilizados neste estudo sao provenientes da Synth,
Sigma-Aldrich (USA) e Merck (Germany).

3.2. Preparacdo de materiais biolégicos

Os materiais utilizados como fonte de enzimas sao provenientes de tecidos
epiteliais ou conteudos luminais dos seguintes organismos: P. americana, T. molitor, D.
saccharalis, S. frugiperda e M. domestica. Apos dissec¢cao em solugao isosmatica, os
materiais foram armazenados a -20°C até sua utilizagdo, quando homogeneizados em
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem, e submetido a centrifugacéo a 22.500 x g por
30 minutos a 4°C em centrifuga (Sorvall RC-5B), sendo separada a fragao soluvel da
fracdo de membranas.

Machos adultos de P. americana foram adquiridos no setor de Nutricdo da
Fundagao Parque Zooldgico de Sao Paulo e adaptados por duas semanas a uma dieta
de aveia (Quacker) e agua, que era fornecida através de algodao umedecido, conforme
descrito por Lopes et al. (2003). Para disseccao, os animais foram imobilizados em
atmosfera de gas carbdnico, colocados em gelo e dissecados em solugédo isosmatica
NaCl 225 mM gelada preparada com agua bidestilada. Como fonte de proteinas foi
utilizada a porcéo soluvel dos intestinos anterior e médio homogeneizados em agua
bidestilada.

Larvas de ultimo estagio de T. molitor mantidas em cultura sob fotorregime
natural em farelo de trigo a 24-26°C e umidade relativa de 70-75% foram dissecadas
em solugcdo NaCl 342 mM gelada, sendo utilizado como fonte de enzimas a porgéo
soluvel do conteudo posterior do intestino médio.

As larvas de D. saccharalis foram criadas em dieta artificial como descrito por

Parra e Mihsfeld (1992). Para dissecg¢do, larvas foram imobilizadas em gelo e
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dissecadas em solugdo NaCl 125 mM gelada. Como fonte de enzimas foi utilizada a
porgao soluvel do conteudo luminal homogeneizado em agua bidestilada.

Larvas de S. frugiperda sao criadas em laboratério de acordo com Parra (1986)
em uma dieta baseada em feijao (P. vulgaris), germe de trigo, fermento biolégico e agar
sob fotorregime natural a 24-26°C. Apds sua imobilizagdo em gelo, larvas de quinto
instar sao dissecadas em solugdo NaCl 250 mM gelada, e como fonte de enzimas foi
utilizada a porgao soluvel do homogeneizado do conteudo epitelial.

Larvas de M. domestica foram criadas em uma mistura de racdo comercial para
porcos fermentada e palha de arroz (1:2, v/v). As larvas de terceiro instar se
alimentando ativamente eram dissecadas em solucdo isosmoética de NaCl 150 mM
gelada, sendo utilizado como fonte de enzimas diversas regides do intestino, descritas
posteriormente. Os materiais dissecados foram mantidos a —20°C até uso, sendo entao
homogeneizados. O intestino de M. domestica foi dividido em intestino anterior (IA),
ventriculo e intestino posterior (IP). O ventriculo foi dividido em 4 regides: ventriculo
anterior (VA), ventriculo médio (VM), e ventriculo posterior, que foi dividido em regiao
proximal do ventriculo posterior (VPP) e regidao distal do ventriculo posterior (VPD). A
fracao soluvel de cada regiao foi separada da fracado de membranas. Esta foi congelada
para liberar enzimas aderidas ao glicocdlice (Ferreira et al, 1989). Apdés o
congelamento, a fragdo de membranas foi novamente centrifugada, separando a fragéo
de membranas da fragédo celular soluvel. Todas as regides e fracbes foram ensaiadas
nas condigdes descritas. A taxa de excregao (%) de enzimas soluveis foi calculada
usando a equacao (atividade do intestino posterior/6,1) / (atividade soluvel mais
ventricular do ventriculo posterior), dado que o volume do intestino posterior € 6,1 vezes

menor que o volume do ventriculo posterior (Espinoza-Fuentes & Terra, 1987).

3.3. Ensaios enzimaticos e determinagado de proteinas

Os ensaios enzimaticos tanto de tripsina quanto de quimotripsina foram feitos
utilizando diferentes substratos de fluorescéncia direta, sendo os mais utilizados
rotineiramente os substratos de tripsina B-R-MCA (Benzoil-Arg-7-Amida-4-Metil-
cumarina; Sigma-Aldrich), Suc-APK-MCA (Succinill-Ala-Pro-Lys-7-Amida-4-Metil-
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cumarina; Sigma-Aldrich) e Z-GGR-MCA (Carbobenzoxi-Gly-Gly-Arg-7-Amida-4- Metil-
cumarina; Sigma-Aldrich) e de quimotripsina Suc-AAPF-MCA (succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-
7-Amida-4-Metil-cumarina; Calbiochem, Chymotrypsin substrate II).

Os substratos foram dissolvidos em DMSO 100% para a concentracéo final de
1mM e mantidos a 4°C. Os ensaios a 30° C foram feitos por quatro diferentes intervalos
de tempo em tubos de ensaio ou em microplacas brancas contendo tampao em pH
adequado (geralmente Tris-HCI 0,1 M pH 8,5) contendo 10 uM de substrato. A reagéo
foi interrompida pela adicdo de acido acético 30% (v/v). A quantificacdo da atividade
enzimatica foi feita pela detecgdo do produto formado (metilculmarina, MCA) em fungao
do tempo, sendo que para a deteccgéo utilizou-se um espectrofluorimetro (Hitachi, F-
2000) com excitagdo a 380 nm e emissao a 460 nm, ou um leitor de fluorescéncia em
placas Fluorocount (Packard) com filtros de excitagdo na faixa de 360nm-380nm e de
emisséo 460 nm - 480 nm.

A determinacao de proteinas foi realizada pela utilizagao do corante Coomassie
Blue-G como descrito por Bradford (1976), ou pelo método do acido bicinchoninico
(Smith et al.1985), modificado por Morton et al. (1992), utilizando ovoalbumina como
padrao.

Os parametros cinéticos pH 6timo, Km, kcat e eficiéncia catalitica (kcat/Km) para
a atividade de quimotripsina digestiva soluvel de M. domestica previamente purificada
foram determinados utilizando diversos substratos.

Para verificar o efeito do pH sobre a atividade dessa quimotripsina, ensaios
enzimaticos foram realizados com o substrato S-AAPF-MCA em: tampao citrato fosfato
100 mM (pH 6,0-7,0) contendo 200 mM de NaCl; Tris-HCI 100 mM (pH 7,0-9,0)
contendo 200 mM de NaCl; Gly-NaOH 100 mM (pH 9,0-10,0) contendo 200 mM de
NaCl. Controles de estabilidade da enzima em cada pH foi realizado.

Os parametros Km e kcat foram determinados através de ensaios enzimaticos
utilizando diferentes concentracdes de substrato, a saber: 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20
MM, 50 uM, 100 yM, 200 pM, 300 uM, 400 uM, 500 uM. Um controle de estabilidade da
enzima a presencga de DMSO foi realizado com a maior concentracao de solvente.

Para modificagdo da quimotripsina digestiva pura foi utilizado TPCK solubilizado
em DMSO 100%, sendo posteriormente diluido para 100 yM em tampéo Tris-Hcl 0,1M
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pH 8.0. A enzima purificada foi incubada com TPCK por diferentes periodos de tempo a
30°C. Apds a incubagao, a reacdo de modificagao foi interrompida por diluicdo com 100
volumes de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 10 yM de substrato de
quimotripsina S-AAPF-MCA. Assim, além de interromper a reagdo de modificagdo, o

ensaio enzimatico para quantificar a modificagdo era prontamente iniciado.

3.4. Inativacdo térmica e por TPCK das atividades de quimotripsina

Inativacdes térmicas a 46°C foram realizadas utilizando-se a fragao soluvel e a
fracdo precipitada do homogeneizado do ventriculo posterior de M. domestica na
presenga e na auséncia de 10 mM de Triton X-100. Para tal, a enzima foi incubada na
temperatura indicada, e aliquotas dessa enzima foram retiradas a determinados
periodos de tempo e mantidas em gelo, sendo determinada a atividade enzimatica de
cada uma delas. O controle utilizado foi enzima n&o incubada a 46°C (mantida em gelo
pelo mesmo periodo de tempo).

TPCK solubilizado em DMSO 100% foi previamente diluido em tampbes de
diferentes pHs para a concentragdo desejada. As modificagdes quimicas de
quimotripsina de T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda foram feitas incubando-se o
homogeneizado dos respectivos intestinos médios (descritos acima) com TPCK diluido
em diferentes tampdes (Tris-Hcl 0,1 M pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0; Gly-NaOH 0,1 M pH
9,0; 9,5 e 10,0; CAPS-NaOH 0,1 M pH 10,0; 10,5 e 11,0) por determinado periodo de
tempo a 30°C. Apds a incubacgéo, a reagao de modificagéo foi interrompida por diluicdo
com 100 volumes de tampéao Tris-HCI 0,1 M pH 8,5 contendo 10 uM de substrato de
quimotripsina S-AAPF-MCA. Assim, além de interromper a reacdo de modificagdo, o
ensaio enzimatico para quantificar a modificagao era prontamente iniciado.

As modificagbes da quimotripsina de T. molitor e D. saccharalis foram realizadas
com TPCK 10 uM em diferentes periodos de tempo por até 25 minutos. A quimotripsina
de S. frugiperda foi modificada por TPCK 1 mM em diferentes periodos de tempos até
200 minutos. Controles de homogeneizado em solugdo de DMSO diluido nos
respectivos tampdes foram feitos. A reacdo de modificagdo em cada pH foi realizada

até se atingir de maneira linear um plote do logaritmo da atividade remanescente em
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funcao do tempo de modificacéo, a partir do qual foram calculados os kqps de primeira e
segunda ordem.

Determinacdes de kos maximo e pKa dos grupos cataliticos a partir das
modificacbes em fungdo do pH foram determinados utilizando o programa EnzFitter
1.05 (R.J. Leatherbarrow, Elsevier-Biosoft, Cambridge, UK)

3.5. Purificacdo de serina proteinases

Tripsinas e quimotripsinas digestivas majoritarias do intestino médio de larvas D.
saccharalis foram purificadas até a homogeneidade através de um passo
cromatografico. A tripsina digestiva foi purificada utilizando uma coluna de afinidade
benzamidine-sepharose (Lopes et al., 2006). Apds a aplicagdo do homogeneizado a
coluna, esta foi lavada com Tris-HClI 20 mM pH 8,5 contendo NaCl 200 mM, e a
atividade foi eluida com 0.1 M de benzamidina. A quimotripsina digestiva foi purificada
utilizando a coluna de afinidade para PBA-agarose (Sato et al., 2008). Apds a aplicagao
do homogeneizado a matriz, a coluna foi lavada com 20 mL de tampao Tris-HCI 50 mM
pH 8,0 contendo NaCl 200 mM, e a atividade quimotriptica foi eluida utilizando 0.1 M de
PBA no tampado. Fracbes de 1 mL foram coletadas, sendo ensaiadas com os
respectivos substratos para deteccdo da atividade de tripsina e de quimotripsina. As
fragbes ativas de cada enzima foram reunidas, fervidas e dialisadas, sendo
posteriormente analisadas através de SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

A quimotripsina digestiva soluvel majoritaria do conteudo luminal do intestino
meédio de S. frugiperda foi parcialmente purificada através de uma cromatografia de
afinidade utilizando uma coluna PBA-agarose. Apds a aplicagao da fragao soluvel do
homogeneizado em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 100 mM, a coluna
foi lavada com 20 mL desse tampao, e a atividade quimotriptica foi eluida da coluna
com 20 mL de tampé&o Tris 20 mM contendo NaCl 100 mM e PBA 0,1 M.

A atividade soluvel majoritaria de tripsina do conteudo luminal de intestino médio
de larvas de S. frugiperda foi purificada aplicando-se o homogeneizado em tampéo Tris
20 mM pH 8,5 contendo NaCl 100 mM em uma coluna Hitrap Benzamidina (Pharmacia),

a qual foi lavada com 10 mL desse tampao. A atividade de quimotripsina foi eluida da
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coluna utilizando-se tampéao Tris 20 mM pH 8,5 contendo NaCl 100 mM contendo
Benzamidina 0,5 M.

A tripsina de T. molitor foi purificada como descrito por Cristofoletti et al. (2001)
através de 2 passos cromatograficos de troca catidbnica. A fracdo soluvel do
homogeneizado de 100 animais foi diluida 10 vezes em tamp&o Tris 20 mM pH 7,0 e
aplicada utilizando uma seringa a coluna Hitrap Q, na qual a atividade triptica n&o se
liga. A coluna foi lavada com 10 mL de tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,0, sendo coletadas
as fragdes lavadas (flow-through) contendo a atividade triptica. A coluna foi regenerada
pela aplicagcdo de 20 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM pH 7,0 contendo 1 M de NaCl. A
amostra coletada teve o pH acertado para 9,0 e foi entdo reaplicada a mesma coluna
Hitrap Q conectada a um sistema de baixa pressao AKTA prime e equilibrada em Tris-
HCI 20 mM pH 9,0, sendo a coluna lavada com Tris-HCI 20 mM pH 9,0 e um pico de
atividade triptica eluido durante um gradiente de NaCl 0-1 M.

A purificagédo da tripsina digestiva de P. americana foi realizada através de dois
passos de cromatografias anibnicas, como descrito por Lopes et al. (2003). A fragcédo
soluvel do homogeneizado de intestino anterior e médio foi diluida em piperazina 20
mM pH 5,0 e aplicada a uma coluna High Q (Pharmacia), sendo eluido um pico de
atividade ao longo de um gradiente de NaCl. As fragcdes ativas foram reunidas e
dialisadas contra piperazina 20 mM pH 10,0, sendo posteriormente aplicadas a uma
coluna Resource Q (Amershan), sendo um pico de atividade eluido ao longo de
gradiente de NaCl. As fragdes ativas foram reunidas e armazenadas a —20°C até serem
utilizadas.

A atividade majoritaria de quimotripsina presente no intestino médio de M.
domestica foi purificada até a homogeneidade através de uma cromatografia de
afinidade em coluna PBA-Agarose conectada a uma bomba peristaltica. Para tal,
homogeneizado do ventriculo posterior diluido em tampao Tris-HClI 20 mM pH 8,0
contendo NaCl 200 mM foi aplicado a coluna, a qual foi lavada com 20 mL de tampéao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 200 mM. A atividade de quimotripsina foi eluida
em 20 mL de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 200 mM e 0,1 M de PBA
em 2,5% de etanol. O material resultante desta marcha de purificagdo foi submetido a

um SDS-PAGE para analise de sua pureza, e este revelou apenas a presenca de uma



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 46

banda unica. O material purificado foi mantido a —20°C em tampao contendo PBA para
manter a estabilidade da atividade enzimatica, sendo antes dos ensaios enzimatios

submetido a uma cromatografia Hitrap desalting para a retirada do inibidor PBA.

3.6. Microssequenciamento N-terminal de enzimas digestivas

purificadas.

As amostras de enzimas digestivas purificadas, a saber: 1) tripsina de P.
americana; 2) tripsina de T. molitor; 3) quimotripsina de D. saccharalis; 4) tripsina de D.
saccharalis foram dialisadas para a retirada do sal e liofilizada por centrifugagao a
vacuo, sendo que 20 ug de proteina pura foram submetidos a microssequenciamento
posteriormente no Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo
(EPM-Unifesp). Essas proteinas foram microssequenciada por degradagdo de Edman,
pela reacédo de PITC com o residuo N-terminal, com posterior clivagem desse residuo e
analise da massa desse residuo, resultando em um cromatograma com picos contendo
os residuos de aminoacidos provaveis, trabalho realizado pela Dr? lzaura Yoshiko
Hirata do Depto de Biofisica da Unifesp-EPM.

3.7. Precipitacdo de serina proteinases sollveis por sulfato de aménio

Sulfato de aménio (0,17; 0,34; 0,51; 0,68; 0,85; 1,02; 1,19; 1,36; 1,53; 1,7; 2,0;
3,0 M) foi adicionado as fragdes soluveis do homogeneizado de T. molitor, D.
saccharalis e S. frugiperda. Apos a adigao de sulfato de aménio, a amostra permaneceu
a 4°C sob agitagdo branda por 15 minutos, sendo depois centrifugada 30 minutos a
12.000 x g. O sobrenadante entao foi coletado com seringa e agulha de insulina, sendo
o precipitado ressuspendido em agua gelada. Tanto as fragbes soluveis quanto
precipitadas eram ensaiadas e a atividade de ambas as fracbes comparadas a

atividade total da fracao soluvel do homogeneizado utilizado (controle).
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3.8. Cromatografias de interacdo hidrofobica de serina proteinases

Cromatografias de interagdo hidrofobica foram realizadas em sistema de alta
pressdo (FPLC) utilizando colunas Resource™ Phe (GE HealthCare). Para tal, o
homogeneizado de T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda diluidos em tampao Tris-
HCI 50 mM pH 8,0 foram aplicados na coluna previamente equiliborada com mesmo
tampao. As proteinas foram eluidas da coluna com tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e
com gradiente de SDS 0-2%. Amostras de 0,4 mL foram coletadas, e ensaios
enzimaticos de tripsina e quimotripsina foram realizados como descrito.

Além disso, cromatografias de interagdo hidrofdbica da quimotripsina de S.
frugiperda foram realizadas da mesma maneira em colunas Resource™ ISO (GE
HealthCare) e Resource™ ETH (GE HealthCare).

3.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-

PAGE) em condi¢fes desnaturantes e semi-desnaturantes

A andlise de pureza de proteinas foi realizada por separacao eletroforética em
gel de poliacrilamida 12% contendo 0,1% de SDS (Laemmli, 1970), combinando
amostras de proteinas com tampao de amostra: Tris-HCI 60 mM pH 6,8, SDS 2,5%, B-
mercaptoetanol 0,36 mM, glicerol 10% v/v e azul de bromo fenol 0,005% (p/v). As
amostras foram fervidas por 3 minutos a 95°C com tampao de amostra antes da
aplicagdo, e a corrida foi feita a uma voltagem constante de 200V. Os padrdes de
massa molecular (Bio-Rad) utilizados foram Lisozima (14400 Da), inibidor de tripsina de
soja (21500 Da), anidrase carbdénica (31000 Da), ovoalbumina (45000 Da), albumina
sérica (66200 Da) e fosforilase b (97400 Da).

Os géis foram corados com prata (Blum et al., 1987) ou com coomassie Blue-R
em metanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v) (Laemmli, 1970).

Ensaio de atividade no conteudo luminal de M. domestica apds separacao
eletroforética semi-desnaturante 4°C e 100V em SDS-PAGE 12% foi realizado
aplicando-se a amostra soluvel do intestino médio de M. domestica misturada a tampao

de amostra sem 3-mercaptoetanol e sem aquecimento.
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Apos a separacao eletroforética, o substrato fluorescente S-AAPF-MCA foi
adicionado sobre o gel de poliacrilamida, e a liberacdo do produto fluorescente foi
verificada em transluminador de luz UV. Padrdes de massa molecular pré-corados (Bio-

Rad) foram utilizados para determinar a massa molecular da enzima nativa.

3.10. Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) e clonagem de serina

proteinases

As reagdes em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas utilizando 0,5 pL
de cDNA molde, 0,5 puL de cada um dos iniciadores (direto e reverso) de concentragao
10 uM, 1,0 yL de uma mistura de dNTPs 10 mM, 5,0 yL de tampao de PCR (Tris-HCI
20 mM pH 8,0 contendo EDTA 0,1 mM, DTT 1,0 mM, glicerol 50% e estabilizantes), 1,0
ML de TAQ DNA Polimerase (2,5 Unidades), 1,5 yL de MgCl, (50 mM) ou 3,0 pL de
MgCl; (25 mM) e agua MilliQ estéril para um volume final de 50 yL de reagéo.

A reacao iniciava a 94°C por 7 minutos, sendo posteriormente feitos ciclos de
reagdo e um periodo de elongacao terminal de 7 minutos a 72°C, ficando por tempo
indeterminado a 4°C. Os ciclos iniciavam-se pela desnaturacao da fita dupla de DNA 1
min a 94°C, sendo seguido do anelamento dos iniciadores a fita de DNA por 1 min a
temperatura dependente do Tm dos iniciadores utilizados, e um ciclo de polimerizagéo
da DNA polimerase por 1 min a 72°C.

Para a clonagem do tripsinogénio digestivo de P. americana (PaTry) sem o
peptideo sinal no plasmideo pAE (Ramos et al., 2004) foram desenhados os 2
oligonucleotideos iniciadores especificos da tripsina para os plasmideos pAE (para
expressao em Escherichia coli): direto 5 CGG GAT CCG CTG TTC CTA AAG CCA
AGC G 3, contendo o sitio de restricdo para a enzima BamHlI, e o iniciador reverso 5’
GGA ATT CTT AGT TGA CTC CAG TCT GTT CTG TAA TG 3’, contendo o sitio de
restricdo para a enzima EcoRlI, e para tentativas de expressao desse tripsinogénio em
células de insetos, foram desenhados os iniciadores especificos para clonagem no
plasmideo pFastBac1 (Invitrogen) 5 CGG GAT CCA TGC ATC ACC ATC ACC ATC
ACC TCC GCT ACC TGG TAC TTG CTT CCC TC 3 e 5 GGA ATT CTT AGT TGA
CTC CAG TCT GTT CTG TAA TG 3, os quais adicionam os sitios de restricao das
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enzimas Bam H1 e Eco R1, respectivamente, as extremidades do fragmento de DNA
obtido. Esse fragmento de DNA amplificado corresponde ao gene que expressa a pré-
pré enzima, ou seja, aquela que contém o peptideo sinal e o pré-peptideo, para se
obter a enzima recombinante em células de insetos sendo produzida e secretada ao
meio de cultura.

O quimotripsinogénio digestivo de T. molitor foi amplificado por PCR utilizando os
iniciadores especificos direto para clonagem no plasmideo pAE 5 AAC TGC AGC CTG
CCA GCA GAA CTC CCA C 3, contendo o sitio de restricao para a enzima Pstl, e
reverso 5 GGA ATT CTT AAA CTC CGG CAT TCG AAC 3’, contendo o sitio de
restricdo para a enzima EcoRI. A amplificacdo do tripsinogénio digestivo de T. molitor
foi realizada utilizando os iniciadores especificos de tripsina para o plasmideo pAE:
direto 5 AAC TGC AGC GTC CCACCT TTC CTC CGC 3, contendo o sitio de restricao
para a enzima Pstl, e reverso 5 GGA ATT CTT ATA TTC CGG CGG TTT GTT G 3,
contendo o sitio de restrigdo para a enzima EcoRI.

O quimotripsinogénio de M. domestica (MdChy1) foi amplificado por PCR
utilizando iniciadores especificos 5 CG GGA TCC GCC AGC TTA GAC TCC ATT GTC
3e5 GGAATTC TTATTT GGA ATT GTT TTG AAT TG 3’, os quais adicionam os
sitios de restricado das enzimas Eco R1 e Bam H1, respectivamente, as extremidades do
fragmento de DNA obtido.

Tanto os fragmentos de DNA obtidos quanto os plasmideos de clonagem foram
digeridos com as enzimas de restricdo especificas para cada ponta de acordo com o
manual do fabricante (New England BioLab). Apds a dupla digestdo de fragmento e
plasmideo, ambos foram purificados em gel de agarose, sendo que os fragmentos de
DNA digeridos foram ligados aos plasmideos digeridos overnight a 16°C. A reagao de
ligacao (20 uL) utilizou 9 uL de fragmento digerido, 1 pL de plasmideo digerido, 1 pL de
T4 DNA Ligase e 4 yL de tampao que acompanha o kit da enzima ligase, sendo o

volume completado com agua Milli Q.
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3.11. Eletroforese em gel de agarose e purificacdo dos fragmentos de DNA

Agarose foi solubilizada completamente em tampao TAE (Tris-Acetato 40 mM
contendo EDTA 2,0 mM pH 8,5) por aquecimento em microondas para uma
concentragao final de 1,0% (p/v), e gelificada em cuba horizontal de eletroforese (Life-
Technologies). A analise das amostras foi feita pela mistura do produto de PCR com 2,0
ul de tampéao de amostra contendo azul de bromo fenol e xilenocianol. A eletroforese foi
realizada no mesmo tampao TAE a 100V por 20 minutos. As amostras sio visualizadas
em transluminador de UV (312 nm) apds coragdo em solugdao de brometo de etidio (5
ug/mL) por cerca de 5 minutos, apés lavagem em agua.

Os produtos de PCR foram purificados pela excisao da banda de peso molecular
correspondente a esperada em gel de agarose e eluigdo do DNA do gel apds sua
dissolugdo. Para tal, foi utilizado o Kit QlAquick Gel Extration Kit (250), QUIAGEN.

3.12. Ligacdo dos produtos de PCR ao vetor pGEM-T, transformacdo de

células XL1-Blue por choque térmico e plagueamento de células

Para sequenciar os produtos de PCR, estes foram ligados ao vetor pGEM-T
Easy Vector System | (Promega). A reacao de ligagao do produto de PCR ao vetor foi
feita incubando-se overnight a 4°C: 0,5 puL do plasmideo, 1,5 uL do material eluido da
purificacdo do DNA do gel, 2,5 uL de Tampao 2X (Tris-HCI 60 mM pH 7,8 contendo 20
mM de MgCly, 20 mM de DTT, 2 mM de ATP e 10% PEG) e 0,5 uL de T4 DNA Ligase.

Plasmideos contendo genes clonados foram misturados a células XL1-Blue
competentes e incubadas em gelo por 30 minutos. Um choque térmico de 90 segundos
a 42°C foi aplicado para a entrada do plasmideo nas células. Apés isso, as células
foram resfriadas novamente em gelo por 3 minutos, e 500 uyL de meio Liquido LB
adicionado as células, com uma incubagao posterior a 37°C para a recuperagado e
expressdo do gene de resisténcia a ampicilina presente no plasmideo pGEM-T Easy
Vector System | usado na transformacéo.

A suspensao de células transformadas por choque térmico foram espalhadas

com uma alga de Henle em meio sélido LB-Agar contendo maltose 0,2% (p/v), MgSO,
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10 mM, ampicilina (100 ug/mL), 100 yL de IPTG 100 mM (para indugéo do promotor da
B-galactosidase) e 100 pyL de X-Gal 50 mg/mL para indicar e selecionar Unidades
Formadoras de Col6nias (UFCs) contendo plasmideos ligados ao fragmento de DNA de
interesse (colbnias brancas). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas

para formagao de UFCs.

3.13. Crescimento de bactérias em meio liquido e preparacéo de plasmideos

UFCs brancas foram selecionadas com palitos de dente esterilizados e
colocadas para crescer em 3 mL de meio liquido LB contendo ampicilina (100 pug/mL)
durante 16 horas com agitagdo 250 RPM a 37°C. Apds crescerem, as bactérias foram
precipitadas por centrifugacéo (sendo descartado o meio de cultura) e ressuspendidas
em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 contendo EDTA 10 mM e Rnase a 100 pg/mL. As
células ressuspendidas foram ent&o lisadas com uma solugcdo de NaOH 0,2 M e SDS
1% (p/v), sendo posteriormente adicionada a solugao de neutralizagdo composta de
acetato de potassio 1,32 M pH 4,8. O lisado foi entao centrifugado a 10.000 X g por 5
minutos a temperatura ambiente, e 0 sobrenadante aplicado a uma mini-coluna que
interage com o plasmideo de acordo com a carga. A coluna foi lavada com tampao
acetato 80 mM contendo EDTA 40 pM e etanol 55% (v/v) para a retirada do material
contaminante, sendo que o plasmideo é eluido em pHs de neutro a levemente alcalino.
Para tal, foi utilizado Tris-HCI 10 mM pH 8,0 que além de eluir o plasmideo favorece a

sua estabilidade.

3.14. Sequenciamento de DNA

Para o sequenciamento de DNA foi utilizado o procedimento que se baseia no
método de interrupcdo da reacado de polimerizacdo do DNA através da utilizagao de
dideoxiribonucleotideos (Sanger et al., 1977). O sequenciamento foi realizado no
aparelho ABI PRISM™ (Applied Biosystems) conforme recomendacgdes do fabricante. A
reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se 2 yL da mistura da reagao Big
Dye terminator V3.0 (Applied Biosystems), 1 uL de DNA, 9,6 pmol de cada
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oligonucleotideo, Tris-HCI 200 mM pH 9,0 e MgCl, 5 mM em um volume final de 15 pL.
A reacao foi incubada por 2 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 45 segundos a
96°C, 30 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Terminada a reagéo, as amostras foram
precipitadas com etanol 100% e glicogénio, lavadas com etanol 70%, suspensas em

formamida, desnaturadas e aplicadas no sequenciador automatizado.

3.15. Extracdo de mRNA de M. domestica e P. americana e sintese de cDNA

para analise da expresséo de genes

Todos os reagentes e materiais utilizados para a extragdo de RNA total foram
tratados previamente com agua contendo 0,1% de DEPC para a inativacdo de RNAses
ou fornados a 160°C overnight.

Tecidos epiteliais de diferentes partes do intestino médio (ventriculos anterior,
meédio e posterior) de larvas de M. domestica e tecidos epiteliais dos cecos, ventriculo
anterior e ventriculo posterior, além de glandulas salivares de P. americana foram
individualmente macerados na presenga de Trizol (Invitrogen), e RNAm de cada regiao
foi extraido. Apés isso, cloroférmio foi adicionado, seguido de centrifugagéo a 12.000 x
g por 15 minutos, e separagdo de duas fases: uma organica e outra aquosa, que foi
coletada, pois € nesta que o RNA total permanece. A esta solugdo aquosa foi
adicionado Isopropanol para concentragao final de 33% para a precipitagdo do RNA
total, sendo novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O pellet formado foi
lavado com etanol 75% e centrifugado novamente. A solucéo etandlica foi descartada e
o material foi seco a temperatura ambiente, sendo posteriormente ressuspendido em 30
uL de agua DEPC.

Para a purificagcdo do RNA total foi utilizado o kit “RNAeasy Mini Kit” (Qiagen),
seguindo as instrugdes do fabricante. Esse material foi utilizado na Amplificagao de
RNAm utilizando-se iniciadores para anelarem na cauda de Poli-A Kit “SuperScrip First
strand synthesis system for RT” (Invitrogen). A integridade desse RNA total foi
verificada através da integridade do RNA ribossdmico visualizada em gel de agarose

apods separacgao eletroforética.
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Foi utilizado 100 ug do RNA total, e este foi misturado a 10 mM de dNTPs mix e
0,5 pg de oligo (dT). A seguir a amostra foi incubada a 75°C por 10 minutos e foi
adicionado a amostra 10X Rt buffer, 25 mM MgCl,;, 0,14 M DTT e 1 unidade de
RNAseOUT (inibidor recombinante de RNAse). A seguir a amostra foi incubada a 42°C
por 2 min, sendo adicionadas 50 unidades de Super Script II RT (transcriptase reversa)
e a amostra incubada novamente a 42°C por 90 minutos, para que a enzima
transcrevesse o RNA mensageiro a DNA. Para finalizar a reagao a amostra foi incubada
a 70°C por 15 minutos, e adicionando-se a seguir 1 unidade de RNAseH para
despolimerizar o RNA mensageiro, com incubagdo de 20 minutos a 37°C.

Essas amostra foram utilizadas para a verificagcdo da presenca de transcritos
primarios e analise da expresséo de alguns genes em diferentes regides dos intestinos
meédios de cada inseto através de RT-PCR, ou seja, PCR realizado utilizando como

molde a fita simples sintetizada como descrito acima.

3.16. Transformacdo de células competentes

Vetores de expresséao (0,5 pyL) contendo os genes clonados foram misturados a
100 uL de células termocompetentes e incubadas em gelo por 30 minutos. Um choque
térmico de 90 segundos a 42°C foi aplicado para a entrada do plasmideo nas células.
Apos isso, as células foram resfriadas novamente em gelo por 3 minutos, e 500 uL de
meio Liquido LB adicionado as células, com uma incubagao posterior a 37°C com

agitagcao para a recuperacgao.

3.17. Expresséo recombinante de serina proteinases

Apés as clonagens da tripsina de P. americana (PaTry) e das tripsina e
quimotripsina de T. molitor nos vetores de expressao serem inseridas as ceélulas
competentes, essas foram crescidas em 100 mL de meio liquido LB-Agar contendo
Ampicilina (100 pug/mL) até atingirem uma absorbancia a 600 nm de 0,500. Nesse
momento, 1 mL de células ndo induzidas foram aliquotadas como controle, e entdo

IPTG foi adicionado para uma concentragao final de 1 mM para a indugdo do promotor
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da B-galactosidase do operon Lac. Apds a indugao, 1 mL de células foram aliquotadas
para analise da expressao das proteinas de interesse.

O vetor de expressao (0,5 yL) pAE clonado com o PaTry foi incubado a 100 uL
de células competentes em gelo por 30 minutos, seguido de um choque térmico de 90
segundos a 42°C. Apds isso, as células foram resfriadas novamente em gelo por 3
minutos, e 500 pL de meio Liquido LB adicionado as células, com uma incubagao
posterior a 37°C. As linhagens de bactérias utilizadas foram BL21 (DE-3), Origami (DE-
3) e BL21 (DE-3) artic cells.

Essas bactérias foram plaqueadas em LB-Agar contendo ampicilina (100 pug/mL)
e crescidas overnight a 37°C. Col6nias foram entdo crescidas em LB contendo
ampicilina (100 pg/mL), e as bactérias foram induzidas por IPTG 1 mM.

O PaTry foi clonado no plasmideo pFastBac 1, que contém além de uma regido
para a inser¢ao do gene de interesse e um gene de resisténcia a ampicilina, um sitio de
transposicdo. O gene da pro-enzima (tripsina com o peptideo sinal) foi clonado nesse
vetor. Apds a clonagem do gene ao plasmideo, este transformou células XL1-Blue para
a sua propagacao, sendo purificado posteriormente por mini-preparagao de plasmideos.

Esse plasmideo contendo o PaTry foi utilizado para transformar por choque
térmico a linhagem de células E. coli DH10Bac (Invitrogen Life Technologies), que
conttm o genoma do baculovirus contendo um sitio de transposicdo e uma
transposase. Apds o choque térmico, 900 mL de meio SOC estéril foi adicionado e as
células permaneceram por 4 horas a 37°C com agitagcéo para recuperacgao.

Apos ser transformada pelo plasmideo pFastBac 1 contendo o gene de
interesse, essa linhagem ¢é plaqueada em LB-Agar contendo Kanamicina (50 ug/mL),
Gentamicina (7 pg/mL), tetraciclina (10 ug/mL), IPTG (40 ug/mL) e X-GAL (100 pg/mL)
para a selecdo de UFCs contendo os plasmideos e os bacmideos recombinantes
(selecéo de UFCs brancas).

Essas UFCs, apos serem crescidas em meio liquido LB contendo os antibi6ticos
previamente citados, tiveram os bacmideos recombinantes extraidos e purificados.
Reagdes de PCR utilizando iniciadores especificos do PaTry confirmaram a presenca

do gene clonado nos bacmideos recombinantes produzidos.
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Uma quantificacdo de DNA foi realizada com esses bacmideos utilizando um
espectrofotdmetro do tipo nanodrop, mostrando que havia uma concentracéo de 2,1
Mg/ul de DNA dos bacmideos.

O bacmideo recombinante produzido foi utilizado para infectar células Sf9. Para
tal, um estoque de células com viabilidade de 98% foi crescido em meio liquido Sf100
sob agitacdo constante e temperatura de 28°C até atingirem uma quantidade de 10".
Uma aliquota de 1 mL desse estoque entdo foi colocado em placa e permaneceu a
28°C em estufa de ambiente saturado de H,O por 1 hora sem agitagdo para que
ocorresse adesdo entre as células.

Apos a adesdo das células, bacmideo recombinante combinado com Cellfectina
ou combinado com Lipofectamina foi adicionado para ocorrer a infeccdo das células
pelo bacmideo recombinante.

Apés a infecgdo em placa, essas células infectadas foram lavadas com meio
Sf100 e crescidas em suspensdo nesse meio por 72 horas a 28°C com agitagéo
constante. A partir desse momento, células em suspensao eram contadas com a
utilizacdo de Tripan Blue misturado as culturas celulares infectadas e controle. Fotos de
laminas das culturas celulares foram tiradas para verificar a sua morfologia e indicios de
infeccado pela presenca de restos celulares resultantes de lise e presencga de cristais de
poliedrina dentro da célula.

As células aderidas, apds serem infectadas, foram lavadas com meio de cultura,
sendo posteriormente estocadas como fonte viral. Uma aliquota destas células foi
crescida em meio liquido a 28°C com agitagao constante. Essa cultura celular, apos 72
horas, foi centrifugada, sendo o sobrenadante (contendo baculovirus recombinantes
propagados) chamados de propagagao um (P1). Outros trés ciclos de crescimento de
células e infecgao foram realizados com os sobrenadantes aplicados a uma cultura de
células em suspensdo contendo 10° de células Sf9 das infeccdes anteriores, sendo
denominados P2, P3 e P4, respectivamente. P4, que teoricamente possui uma maior
carga viral, foi utilizada para a infeccdo de células Sf9 e producédo de proteinas
recombinantes (P95).

Apés essa infeccdo, as células foram centrifugadas e separadas do

sobrenadante, sendo a expressao da tripsina analisada no sobrenadante.
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O PaTry clonado no vetor de expressao pAE foi utilizado para transformar
linhagens de E. coli BL21 (DE-3), BL21 (DE-3) Artic Cells e Origami (DE-3). Essas
bactérias transformadas foram plaqueadas em LB-Agar contendo Ampicilina (100
Mg/mL), sendo que coldnias isoladas foram crescidas em meio liquido LB contendo
Ampicilina (100 pg/mL) até uma absorbancia a 600 nm de 0,500, quando IPTG 1 mM foi
adicionado para a indugao da expressao recombinante.

Testes de expressao foram realizados nessas linhagens primeiramente a 37°C
para verificar a sua expressdao, sendo posteriormente realizados testes em
temperaturas menores para tentar a sua expressao de maneira soluvel.

O quimotripsinogénio digestivo de T. molitor clonado no vetor de expressao pAE
transformou linhagens de E. coli BL21 (DE-3) e Origami (DE-3). Colbnias isoladas foram
crescidas em LB contendo Ampicilina (100 pg/mL) até atingirem absorbancia a 600 nm
0,500, sendo adicionado IPTG 1 mM. Testes de expressao primeiramente a 37°C foram
realizados para verificar a sua expressao recombinante.

O quimotripsinogénio de M. domestica (MdChy1) clonado no vetor de expresséo
pAE foi utilizado para transformar células competentes E. coli BL21 STAR (DE3). Essas
foram crescidas em 100 mL de meio liquido LB-Agar contendo Ampicilina (100 pug/mL) e
Cloranfenicol (70 pg/mL) a 37°C até atingirem uma absorbancia a 600 nm de 0,500.
Nesse momento IPTG foi adicionado para concentragcao final de 1 mM e a indugao
ocorreu por 2 horas a 37°C. Para analise da expressao da proteina de interesse células
nao induzidas e células induzidas por IPTG 1 mM foram comparadas através de SDS-
PAGE.

3.18. Lise de bactérias induzidas, anélise do sobrenadante e purificacdo de

proteinas recombinantes

Células induzidas (50 mL) por IPTG foram centrifugadas por 15 minutos a 3000g,
sendo o sobrenadante (correspondente ao meio de cultura) descartado e o
sedimentado de células congelado a -80°C, sendo posteriormente ressuspendido em 1
mL de tamp&o Tris-HCI 10 mM pH 7,0 contendo imidazol 10 mM, NaCl 100 mM e

glicerol 10%. Esse material ressuspendido foi sonicado por 3 vezes por 15 segundos
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em gelo, com intervalos de 1 minutos entre eles, e apds isso, o material foi centrifugado
por 15 minutos a 10.000 g. as proteinas soluveis estao presentes na fragdo soluvel,
enquanto que as proteinas insoluveis (corpusculos de inclusdo) se encontram na fragédo
precipitada.

A fracdo soluvel das proteinas recombinantes expressas foi submetida a
purificagdo em batching com a utilizagdo de resina Ni-NTA Agarose. Para tanto, 200 pL
de resina previamente equilibrada com tampao de lise foi adicionada a 1 mL obtido da
fracao soluvel das proteinas e submetido a incubacao por 15 minutos a 4°C. Apds esse
periodo, O material foi centrifugado por 1 minuto a 10.000 g, e esse primeiro
sobrenadante (ndo ligado) coletado para posterior analise. A matriz foi ressuspendida
em 1 mL de tampé&o de lise, incubada a 15 minutos sob agitacao a 4°C, centrifugada e o
sobrenadante (lavado) recolhido para posterior analise. Outros 4 passos de lavagem da
resina como este foram realizados. Apos isso, a resina foi ressuspendida em 1 mL de
tampao de lise contendo 300 mM de imidazol para eluicdo das proteinas ligadas a
matriz, ficando incubada por 15 minutos a 4°C sob agitagdo e sendo centrifugado
posteriormente. O sobrenadante resultante deste passo (eluido) foi coletado como fonte
de enzimas soluveis purificadas, o qual também foi utilizado posteriormente para

analisar a expressao das proteinas recombinantes.

3.19. Producéo de anticorpo policlonal anti-rMdChy1

Dois coelhos foram imunizados utilizando o quimotripsinogénio recombinante de
M. domestica purificado. Para tal, 1 mg de rMdChy1 foi aplicada a quatro SDS-PAGE, e
as bandas de proteina referentes a proteina recombinante expressa foram recortadas, o
gel macerado e misturado com coadjuvante de Freund completo (produto Sigma n°
F5881) para uma primeira aplicagao no coelho.

Uma segunda aplicacdo de 500 ug foi realizada 21 dias apds essa aplicagéo,
sendo feita da mesma maneira, mas utilizando o coadjuvante de Freund incompleto
(produto Sigma n° F5506).

O anti-corpo foi semi-purificado de acordo com o procedimento ja estabelecido

(Jordao et al., 1996). O sangue coletado (pré-imune e imune) foi incubado por 1 hora a
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37 °C, seguindo-se incubacédo a 4 °C por uma noite. Esse material foi submetido a
centrifugagao a 3000 x g por 10 minutos a 4 °C. Ao sobrenadante (soro) foi adicionada
uma solucao de sulfato de aménio saturada pH 6,8 numa proporcao 1:1. Essa etapa foi
seguida de incubagao por uma noite a temperatura ambiente, e centrifugado 5000 x g
por 15 minutos a 4 °C. O precipitado obtido foi ressuspendido em solugao 50% saturada
de sulfato de amoénio pH 6,8 e submetido a centrifugagdo nas mesmas condigdes
anteriores. O precipitado final foi ressuspendido em 2 mL de NaCl 0,1 M e dialisado por
20 horas contra 1000 volumes de 0,1 M de NaCl a 4 °C com uma troca da solucéo de

NaCl. Por fim, o material obtido foi aliquotado e mantido a —20 °C.

3.20. Western blot

Para o reconhecimento de proteinas por anticorpos, amostras resolvidas em
SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (western blot).
Padrées de massa molecular pré-corado (Low Range, BIO-RAD) foram utilizados para
verificacdo da massa molecular das bandas reconhecidas . a transferéncia foi realizada
através de eletroforese semi-seca para membrana de nitrocelulose em um aparelho de
transferéncia semi-seca (BIO-RAD) conectado a uma fonte. Para transferéncia, utilizou-
se tampao de transferéncia Tris 48 mM Gly 38 mM contendo metanol 20% e SDS
0,037%

Um pedaco de papel de 9,5 cm x 5,5 cm e 3 mm de altura foi colocado embaixo
da membrana de nitrocelulose de 9,0 cm x 5,0 cm previamente banhada em tampéao de
transferéncia. Acima da membrana o SDS-PAGE foi colocado e acima deste, outro
pedaco de papel de 9,5 cm x 5,5 cm e 3 mm de altura. Os pedacgos de papéis foram
umedecidos com o tampao de transferéncia.

A transferéncia ocorreu por 30 minutos a 15 V, quando é possivel visualizar que
0 padrdo de peso molecular pré-corado migrou do SDS-PAGE para a membrana de
nitrocelulose, indicando que as proteinas de interesse também foram transferidas.

Para evitar a interagao inespecifica do anticorpo a regides da membrana de

nitrocelulose sem proteinas, esta foi bloqueada utilizando leite em pd desnatado
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MOLICO 5% (p/v) diluido em tamp&o TBS (Tris 50 mM pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M)
com Tween 20 0,05% (TBS-T) por 12 horas a 4°C.

Apods isso, a membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos cada com TBS-T,
sendo posteriormente incubada por 4 horas com o anticorpo de interesse na diluicdo
apropriada em TBS-T. As membranas entdo foram novamente lavadas (3 vezes de 5
minutos com TBS-T), sendo incubadas por mais 1 hora com uma solugao de anti-IgG
de coelho ou anti-IgG de rato, acoplado a peroxidase, diluido 1:1000 em TBS-T. Apds
isso, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com TBS e entao
reveladas com uma solugao feita com 20 mg de 4-cloro-1-naftol dissolvido em 4 mL de
metanol, a qual foi adicionada a 20 mL de TBS previamente aquecido a 37°C contendo
15 pyL de Hy0, até que marcagbes pudessem ser visualizadas. Ainda, algumas
membranas foram reveladas utilizando um substrato de peroxidase quimioluminescente
(Immobilon Western, Millipore) e depois sensibilizando filmes fotograficos hipersensiveis
(Hyperfil-ECL, GE).

3.21. Imunolocalizacdo de quimotripsinogénio no intestino meédio de M.

domestica e de tripsina no intestino médio de P. americana

Larvas de M. domestica foram dissecadas na prépria hemolinfa, sendo
separadas a regiao anterior, média e posterior. Machos adultos de P. americana foram
dissecados na propria hemolinfa, sendo separados cecos digestivos, o ventriculo
anterior e o ventriculo posterior. Esses tecidos foram fixados em paraformaldeido 4%
contendo glutaraldeido 0,3% em tampao fosfato 100 mM pH 7,4 por 2 horas a 4°C.
Apos isso, o material foi desidratado em concentracbes crescentes de etanol a
temperatura ambiente, e embebida em resina de alto grau (Electron Microscopy
Sciences, Ft. Washington, USA).

Segbes ultrafinas foram cortadas com ultramicrétomo e coletado em grades. As
grades foram adicionados gotas de TBS em pH 7,2 contendo BSA 1% por 5 minutos e
colocados em NGS (Amersham, UK), diluidos 1:30, por 30 minutos. As se¢des foram

entdo incubadas overnight em anticorpo primario diluido 1:500 em TBS em pH 7,2
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contendo BSA 1% a 4°C. Controles com soros de coelhos n&o-imunizados foram
realizados.

Apés 4 lavagens de 5 minutos em TBS pH 7,2 contendo 0,2% BSA, 0,05% NaN3
and 0,1% Tween 20 as amostras foram colocadas em TBS pH 8,2 contendo 1% BSA e
0,05% NaN3 por 30 minutos a temperatura ambiente, e incubado com anti-rabbit IgG
acoplado a particulas de ouro de 15 nm diluido 1:20 em TBS pH 8,2 contendo 0,2%
BSA, 0,05% NaNs, e 0,1% de Tween 20. As grades foram entdo lavadas 4 vezes por 5
minutos com TBS pH 8,2 contendo 0,2% BSA, 0,05% NaNs, e 0,1% de Tween 20,
seguido por mais duas lavagens de 5 minutos em mesma solugdo sem BSA. Apos
fixagdo em glutaraldeido 2,5% em cacodilato de sédio 100 mM pH 7,4 a temperatura
ambiente as amostras foram finalmente lavadas com agua bidestilada, coradas com
acetato de uranila e citrato de chumbo, sendo posteriormente analisadas em um

microscopio eletrénico Zeiss EM 900.

3.22. Anélise bioinformética das quimotripsinas de D. melanogaster

Sequéncias similares a quimotripsinas depositadas no banco de dados FlyBase

(http://flybase.org/) buscando por “chymotrypsin” em “protein domains”, e no NCBI

(http://blst.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) usando o quimotripsinogénio de M. domestica

como alvo (query). As sequéncias foram manualmente inspecionadas e aceitas apenas
as que condificavam proteinas menores que 440 aminoacidos, possuindo ou ndo a
triade catalitica, mas n&o apresentando o Asp189, caracteristico de sequéncias
similares a tripsinas. Analise de expressao de cada sequéncia foi realizada utilizando os
dados de microarranjos de expressao presentes no FlyBase.

A identificacdo de hélices transmembrana e peptideo sinal foram realizadas
usando TMHMM e SignalP3, respectivamente, ambos presentes no ExPASy

(http://ca.expasy.org/).

O cladograma das sequéncias de quimotripsinas foi inferido usando o algoritmo
Neighbor-Joining (Saitou and Nei,1987) e a confidéncia estimada por bootstrap (10.000

replicatas) (Felsenstein, 1985; Hillis & Bull, 1993). A arvore consenso representa a
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histéria evolutiva das sequéncias analisadas. Ramos correspondendo a particoes
reproduzidas em menos de 70%das replicatas de bootstraps foram colapsadas.

A posicédo cromossdmica dos genes de D. melanogaster foi analisada de acordo
com Wang et al. (2003).

3.23.Modelagens automaticas de sequéncias de aminoacidos e acesso de

solvente a superficie

Modelagens automatizadas de proteinas (http:/swissmodel.expasy.org/) (Arnold

et al., 2006; Bordoli et al., 2009) foram realizadas utilizando sequéncias de proteinas de
T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda para a analise de residuos de aminoacidos
presentes na superficie dos modelos. Para tal, os PDBs gerados automaticamente a
partir das sequéncias foi submetido ao programa de analise de acesso do solvente para
proteinas NetSurfP-1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/) (Petersen et al.,
2009).

Foram modeladas, de T. molitor, a ftripsina digestiva (AY845177.1) e a
quimotripsina digestiva (DQ356031.1); de S. frugiperda, a quimotripsina (AY251276.1) e

a tripsina (FJ940726.1); de D. saccharalis, a quimotripsina e a tripsina.
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4. RESULTADOS

4.1. Purificagdo de serina proteinases digestivas

A quimotripsina digestiva de D. saccharalis foi purificada a partir do intestino
meédio de larvas até a homogeneidade (Figura 7), apresentando uma banda unica de
proteinas vizualizada em SDS-PAGE (Figura 8). Dessa amostra de proteina purificada,
20 uyg foram submetidas a microsseqienciamento N-terminal, e ndo apresentou uma
sequéncia polipeptidica confiavel. Uma segunda tentativa utilizando 40 pg da

quimotripsina digestiva foi feita, entretanto sem sucesso.

tripsina x quimotripsina D. saccharalis

—e—tripsina

0,1M PBA
—o— quimotripsina

em. fluoresc. 460nm.
()]
o
o
|

amostra

Figura 7. Purificagdo da quimotripsina de D. saccharalis através de uma cromatografia

de afinidade em coluna PBA-Agarose. Fragbes ativas: quimotripsina 32-36 (ensaio
sobre S-AAPF-MCA). Controle de atividade de tripsina: ensaio com S-APK-MCA.

A tripsina digestiva de D. saccharalis também foi purificada através de um passo
cromatografico (Figura 9), sendo as fragdes ativas recolhidas, dialisadas, liofilizadas e
submetidas a microssequenciamento N-terminal. Entretanto, nenhuma sequéncia

confiavel foi obtida a partir desse experimento.
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Figura 8. SDS-PAGE das amostras ativas de D. saccharalis coletadas da PBA-Agarose.

benzamidina sepharose D. saccharalis

10000 —
9000 +
8000 +
7000 +
6000 + 0,1M Benzamidina

5000 +
4000 -
3000 +
2000 +
1000 +

em. fluoresc. 460nm.

amostra

Figura 9. Purificagdo da tripsina de D. saccharalis em coluna de afinidade de tripsina

Benzamidina-Sepharose. Fragbes coletadas: 27-31. Ensaio sobre Z-GGR-MCA.

Assim, ndo se pbde estabelecer correlagbes entre as atividades majoritarias de

serina proteinases digestivas e os respectivos genes.

A tripsina de S. frugiperda foi purificada até a homogeneidade através de um

passo cromatografico em coluna Hitrap Benzamidine (Figura 10), revelando apenas
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uma banda de proteina vista em SDS-PAGE (Figura 11). Entretanto, ensaios
enzimaticos dessa amostra revelaram que além da atividade triptica, existia uma alta
atividade quimotriptica, indicando que, apesar de aparecer como uma banda unica, a

tripsina de S. frugiperda apresentava-se contaminada por quimotripsina.

Hitrap benzamidine S. frugiperda
4000

3000 +

2000

absorbancia

1000 -

amostra

Figura 10. Purificag&o da tripsina do homogeneizado de S. frugiperda em coluna Hitrap
benzamidine. Fragbes ativas: 11-13 (ensaio sobre S-AFK-MCA).

45 kDa

" *—— 31kDa

24kDa ——*>
21 kDa

-

’
A p +— 14 kDa

Figura 11. SDS-PAGE 12% do reunido ativo da Hitrap benzamidine de tripsina de S.

frugiperda. P: padrdo de massa molecular. A: amostra

Assim, foi realizado primeiramente uma cromatografia de afinidade para
quimotripsina PBA-Agarose, que além de separar as atividades de tripsina e

quimotripsina (Figura 12), permitia a purificagcdo parcial das quimotripsinas de S.
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frugiperda (Figura 13). As fragdes ativas de tripsina néo ligadas na PBA-Agarose foram
reaplicadas na Hitrap Benzamidine (Figura 14), sendo coletado um pico de atividade
eluido, o qual resultou em uma banda de proteina pura visualizada em SDS-PAGE

(Figura 15) e sem contaminacao de atividade quimotriptica.

tripsina X quimo

. 10000 —+
S
&S 8000 —
<
8‘ 6000 0,1M PBA —o—tripsina
g —e— quimotripsina
>
£
(<)

amostra

Figura 12. Cromatografia PBA-Agarose para separagdo das atividade de tripsina e
quimotripsina de S. frugiperda. Fragées ativas: tripsina (ensaio sobre S-AFK-MCA): 2-8;
quimotripsina (ensaio sobre S-AAPF-MCA): 29-32.

+«—— 45kDa

+«—— 31kDa

+—— 21kDa

+—— 14 kDa

Figura 13. SDS-PAGE das amostras ativas de quimotripsina de S. frugiperda (raias 1 e
2) coletadas da PBA-Agarose.
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hitrap benzamidine S. frugiperda

400 +
350

300 +
250 |+ 0,5M benzamidina
—e— quimotripsina

200 -
—o—tripsina

150
100 +

em. fluoresc. 460nm.

50

amostra

Figura 14. Cromatografia Hitrap benzamidine das amostras coletadas da PBA-Agarose
para purificar a tripsina de S. frugiperda. Fragdes ativas: tripsina (ensaio sobre S-AFK-
MCA): 12-13; quimotripsina (S-AAPF-MCA): 12-13.

45 kDa

4—
24 kDa $1kDa

21 kDa

+—— 14 kDa

Figura 15: SDS-PAGE do pool ativo de tripsina de S. frugiperda coletadas apos Hitrap

benzamidine.
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A tripsina digestiva majoritaria do intestino médio de larvas de T. molitor foi
purificada até a homogeneidade através de duas cromatografias de troca anidnica em
coluna Hitrap Q: a fragdo soluvel do homogeneizado foi aplicada primeiramente em
Tris-HCI pH 7,0 a coluna. O material n&o ligado teve seu pH ajustado para 9,0 e foi
reaplicado a coluna regenerada, sendo eluido durante um gradiente de NaCl (Figura
16). As fragbes ativas foram recolhidas e aplicadas a um SDS-PAGE, resultando em
uma banda unica (Figura 17). A tabela 1 resume a marcha de purificagdo da tripsina de

T. molitor, com a recuperagao e o enriquecimento de cada passo cromatografico.

Tabela 1. Purificacdo da tripsina de T. molitor: atividade total, atividade especifica,

recuperacgao total e fator de purificagdo em cada passo cromatografico.

Atividade Atividade especifica Recuperacao Fator de
(mU/mL) (mU/mg) total purificagao
homogeneizado 145600 13,15 - 1
Hitrap Q pH 7 7112,5 44 .47 49% 3,38
Hitrap Q pH 9 10192 315,54 7% 24
Hitrap Q pH 9,0

2500 T

2000

@

o

o

Il

T
% NaCl 1M

1000

em. fluoresc. 460nm.

0 10 20 30 40 50
amostra

Figura 16. Purificagdo da tripsina de T. molitor em coluna Hitrap Q, pH 9,0. Fragdes
ativas sobre B-R-MCA: 23-27.
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45kDa__

31kDa_,

<+— 24 kDa

21 kDa—> "=

14 kDa=—"
P 1
Figura 17. SDS-PAGE 12% das amostras de tripsina de I. molitor purificadas. P:
padrdo de peso molecular; 1 : amostras do reunido de fragbes ativas de tripsina.

Foram realizadas duas tentativas de determinacdo da sequéncia N-terminal da
tripsina de T. molitor por microssequenciamento: uma primeira tentativa através da
transferéncia eletroforética semi-seca de 20 ug de amostra de proteina pura apos
separacao por SDS-PAGE para uma membrana de nitrocelulose, a qual ndo resultou
em sequéncia polipeptidica confiavel, e uma segunda tentativa realizada com 20 ug de

proteina pura liofilizada, e também nao resultou em uma seqiéncia confiavel.

4.2. Sequenciamento, clonagem e tentativas de expressao recombinante

de serina proteinases digestivas

Duas sequéncias nucleotidicas parciais, uma similar a tripsina € uma a
quimotripsina, foram obtidas ao acaso a partir de uma biblioteca de cDNA de intestino
médio de larvas de D. saccharalis (Figura 18). As duas sequéncias apresentam a triade
catalitica His-Asp-Ser, sendo que a sequéncia similar a tripsina apresenta o motivo N-
terminal IVGG conservado e o Asp189 e a sequéncia similar a quimotripsina apresenta
o motivo N-terminal IVNG e Gly189.
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Os genes correspondentes ao tripsinogénio digestivo (Tsybina et al., 2005) e ao
quimotripsinogénio digestivo (Elpidina et al., 2006) de T. molitor identificados por
microssequenciamento N-terminal foram amplificados por PCR (Figuras 19 e 20,
respectivamente) e clonados sem o peptideo sinal no plasmideo pAE (Ramos et al.,
2004). Os plasmideos contendo as serina proteinases digestivas foram utilizados para
transformar linhagens de E. coli e testes de expressao, solubilidade e purificagdo das
proteinas recombinantes expressas foram realizados.

A analise da sequéncia do tripsinogénio clonado mostra que a proteina ativa
(sem o peptideo sinal nem pro-peptideo) possui um pl tedrico de 6,87, préximo ao pl
experimental (8,0), e massa molecular teérica de 22.715,17, condizente com a massa
molecular obtida para a proteina purificada a partir do intestino (24 kDa).

Testes de expressdo recombinante em E. coli mostraram que o
quimotripsinogénio digestivo de T. molitor ndo € induzido por IPTG. Ja o tripsinogénio
digestivo de T. molitor clonado no vetor de expressao pAE foi expresso de maneira
recombinante tanto nas linhagens de E. coli BL21 (DE-3) (Figura 21) e E. coli BL21 (DE-
3) Artic Cells, mas ndo em Origami (DE-3). Testes de solubilidade mostraram que E.
coli BL-21 (DE-3) expressa o tripsinogénio digestivo apenas em corpusculos de incluséo
(insoluvel), mas n&o na fragéo soluvel (Figura 22).

Por outro lado, quando o tripsinogénio digestivo de T. molitor foi expresso em E.
coli BL-21 (DE-3) Artic cells, uma banda de proteina de massa molecular
correspondente a esperada foi visualizada na frag&o soluvel (Figura 23). Essa fragao foi
submetida a uma purificacédo utilizando a resina Ni-NTA Agarose, mas nenhuma banda
de proteina interagiu com a matriz (Figura 24). Ainda, testes de ativagdo da fragéo
soluvel do tripsinogénio expresso utilizando tanto enteroquinase quanto tripsina bovina
nao resultaram em um aumento de atividade da fracdo soluvel quando comparado com

controles.
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Figura 18. Alinhamento entre a tripsina e a quimotripsina de D. saccharalis com o

quimotripsinogénio bovino.
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1000 pb _,
750 pb —> «—

500 pb —*

250 pb —

Figura 19. Amplificagéo da tripsina de T. molitor por PCR a partir da biblioteca de cDNA
utilizando-se iniciadores especiicos. Raia 1: padrées de peso molecular; raia 2: tripsina

amplificada a partir da biblioteca de cDNA de T. molitor.

1000 pb
750 nh
500 nh

250 pb

bt

Figura 20. Amplificagdo da quimotripsina de T. molitor por PCR utilizando biblioteca de
cDNA como molde. Raia 1: padrbes de peso molecular; raia 2: quimotripsina de T.

molitor clonada no vetor de expresséo pAE.
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31 kDa !
i
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Figura 21. Indugéo da expressédo por IPTG 1 mM do tripsinogénio de 1. molitor clonado
no vetor pAE em E. coli BL-21 a 37°C. MW: Padréo de peso molecular; BC: BL-21 (DE-
3) controle; Bl: BL-21 (DE-3) induzida; A flecha indica a banda correspondente ao

tripsinogénio recombinante expresso.

MW BP BS

Figura 22. Analise da solubilidade do tripsinogénio de 1. molitor expresso a 37°C em E.
coli BL-21 (DE-3) MW: padrdo de peso molecular; BP: precipitado da linhagem BL-21
(DE-3) induzida; BS: soluvel da linhagem BL-21(DE-3); As setas indicam a tripsina
recombinante expressa aparentemente nas fragbes precipitadas (corpusculos de

inclusdo) e soluvel.
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Figura 23. Analise da solubilidade do tripsinogénio de T. molitor expresso a 12°C em E.
coli artic cells (DE-3) MW: padrdo de peso molecular; AP: precipitado da artic cells (DE-
3) induzida; AS: soluvel da artic cells (DE-3); As setas indicam a tripsina recombinante

expressa aparentemente nas fragoes precipitadas (corpusculos de inclusdo) e soltuvel.

45kDa —*
31kbDa —* e R
21kDa —*
14kDa — >
MW S NL L E

Figura 24. Purificagdo do tripsinogénio de T. molitor recombinante expresso em E. coli
artic cells (DE-3) utilizando Ni-NTA Agarose por batching. MW: padrdo de peso
molecular; S: soluvel, resultante da analise de solubilidade; NL: N&o ligado a coluna; L:

lavado da coluna com tampé&o de lise; E: Eluido da coluna com 300 mM de imidazol.
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4.3. Modificacdo quimica de quimotripsinas de insetos por TPCK em funcéo
do pH

Modificagbes quimicas das quimotripsinas de T. molitor, D. saccharalis e S.
frugiperda por TPCK geraram plotes de kops (M'S™) versus pH com curvas em forma de
sino, como descrito por Schoellmann et al. (1963). O ensaio de modificagdo quimica da
atividade de quimotripsina digestiva de D. saccharalis (Figura 25) e de T. molitor (Figura
26) mostrou que elas possuem um pH 6timo de modificagdo em torno de 8,5, sendo
que a primeira possui pka1 (His57) de 7,2+0.2 e pKa2 (Ser195) de 9,51£0.2 e a segunda,
pKa1 (His57) de 7,2+0,2 e pKa2 (Ser195) de 9,310,1, enquanto que a atividade de
quimotripsina digestiva presente no lumem de S. frugiperda (Figura 27) possui um pH
o6timo de modificacédo quimica entre 9,5 e 10, com pKa1 (His57) de 8,3+0,3 e pKa2
(Ser195) de 10,7+0,3. Além disso, verificou-se que 0 kops Mmaximo de segunda ordem
(M'S™) das enzimas de T. molitor e de D. saccharalis sdo, respectivamente, 17+2 e

2043, cerca de duas ordens de grandeza maior que de S. frugiperda, 0,040+0,007.

Kobs 22 ordem
H
o
_I_

1.0 2.0 30 40 50 6.0 70 8.0 9.0 100
pH
Figura 25. Curva tedrica contendo pontos experimentais (+) da modificagdo quimica por
TPCK em funcéo do pH da quimotripsina de D. saccharalis. A unidade do Kobs de 22

ordem é M'S™.
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Figura 26. Curva tebrica contendo pontos experimentais (+) do efeito do pH na

modificagdo quimica por TPCK da quimotripsina de 1. molitor. A unidade do Kobs de 22

ordem é M'S™".
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Figura 27: Curva tebrica contendo pontos experimentais (+) do efeito do pH na
modificagdo quimica por TPCK da quimotripsina de S. frugiperda. A unidade do Kobs
de 22 ordem é M'S™.
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4.4. Estudos de hidrofobicidade de serina proteinases

4.4.1. Precipitacdes por sulfato de ambdnio e interagdes hidrofébicas de

serina proteinases

Precipitacbes das atividades luminais de serina proteinases por sulfato de
amonio foram realizadas com a fragdo soluvel dos homogeneizados intestinais de T.
molitor, D. saccharalis e S. frugiperda.

Como mostrado na figura 28, a atividade triptica soluvel do homogeneizado
intestinal de T. molitor praticamente nao precipita na presenca de 2 M de sulfato de
amonio e precipita apenas 20% na presenca de 3 M de sulfato de amdnio. Ja a
atividade triptica soluvel de D. saccharalis precipita 47% na presenca de 0,17 M de
sulfato de aménio e 75% com 0,85 M de sulfato de amodnio. A atividade triptica soluvel
de S. frugiperda precipita 77% com 0,17 M de sulfato de amdnio. Ainda, a arividade de
tripsina de Zabrotes subfasciatus nao precipita na presenca de até 2 M de sulfato de
amoénio (dado ndo mostrado), o que é compativel com os dados de precipitacédo da
atividade luminal de tripsina de T. molitor, dado que ambos 0s organismos pertencem a
mesma ordem (Coleoptera), apresentando uma maior proximidade filogenética, sendo
esperado que as enzimas de ambos tenham comportamento semelhante.

Cromatografias hidrofébicas utilizando a coluna Res Phe na auséncia de sulfato
de amobnio foram realizadas para ver se as serina proteinases soluveis digestivas
interagiam com a coluna, indicando uma alta hidrofobicidade superficial das serina
proteinases. Ainda, caso ocorresse interacdo entre proteinas e a matriz da coluna, a
eluicdo das proteinas utilizando um gradiente de detergente, como o SDS, poderia
indicar qual proteina é mais hidrofébica.

Desse modo, a atividade triptica soluvel de T. molitor interage fracamente com a
coluna de interagao hidrofébica Res Phe na auséncia de sulfato de amoénio, sendo
eluida da coluna em baixas concentragdes de SDS (Figura 29 A). Ja as atividades
tripticas soluveis de Erynnis ello (dado nao mostrado), D. saccharalis (Figura 29 B) e S.

frugiperda (Figura 29 C), organismos pertencentes a ordem Lepidoptera, interagem
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fortemente com a coluna de interagao hidrofébica na auséncia de sulfato de aménio,
sendo eluidas apenas com 0,7% de SDS.

A quimotripsina de T. molitor interage fortemente com a coluna, sendo eluidos
dois picos de atividade com mais de 0,9% de SDS (Figura 30 A). Ja as quimotripsinas
de Erynnis ello (dado ndo mostrado), D. saccharalis e S. frugiperda eluem na presenca
da mesma concentracdo de SDS que as respectivas tripsinas (0,7% de SDS) (Figuras
30 B e 30 C).

Precipitagao tripsina

100 m X X X X
90 -
80 - X
70 -
60 X Tenebrio
50 + O Diatraea

gg | °© o o @ Spodoptera

20 - e e 8,938 °%0

10 | o o
0 \ \ \ \ \ \

0 0.5 1 1.5 2 25 3

[sulfato de aménio] (M)

% atividade soltvel

Figura 28. Precipitagdo da atividade triptica soluvel de T. molitor (x), D. saccharalis (©)

e S. frugiperda (e) em diferentes concentragbes de sulfato de amdnio.

4.4.2. Modelagem de tripsinas e quimotripsinas de insetos

Modelos gerados automaticamente por similaridade (Swiss-model) a partir de
sequéncias de serina proteinases de T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda foram
analisados pelo programa NetSurfP para verificar 0 acesso superficial de solvente. A
partir dessa analise foi possivel observar que a superficie das serina proteinases de

insetos Lepidopteros tem uma maior quantidade de aminoacidos hidrofébicos, sejam
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isolados, sejam em conjuntos (“clusters”) de 2, 3 e 4 ou 5 residuos hidrofoébicos na
superficie dos modelos analisados.

A quimotripsina de D. saccharalis apresenta 2 clusters de 4 aminoacidos
hidrofébicos (IVFW) (LLFI) expostos a superficie e 3 clusters (VV) (IL) (VL) de 2
aminoacidos hidrofobicos expostos a superficie (Figura 31).

A quimotripsina de S. frugiperda contém 1 cluster de 3 aminoacidos hidrofébicos
(FFW) expostos a superficie e proximo ao sitio catalitico e 1 cluster de 2 aminoacidos
hidrofobicos (LI) expostos na superficie (Figura 32).

A quimotripsina de T. molitor ndo apresenta clusters de aminoacidos hidrofébicos
expostos ao solvente. Existem 2 valinas préximas expostas ao solvente, mas nao
proximas o suficiente para a formagao de clusters (Figura 33).

A tripsina de D. saccharalis possui 2 clusters de 2 aminoacidos hidrofébicos (V)
(F1) expostos na superficie (Figura 34).

A tripsina de S. frugiperda apresenta clusters de 2 aminoacidos hidrofébicos (VV)
(IF) expostos a superficie, embora exista uma grande quantidade de residuos
hidrofobicos expostos de maneira isolada, principalmente proximo ao cluster (VV), no
qual existe uma regiao que possui 2 Trp e 1 Leu (WLW) (Figura 35).

A tripsina de T. molitor ndo apresenta a formacado de clusters de aminoacidos

hidrofébicos expostos a superficie (Figura 36).
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Figura 29. Cromatografias de interagdo hidrofébica em coluna Res Phe na auséncia de

sulfato de amoénio. Atividades de tripsinas: A: T. molitor (x), B: D. saccharalis (o); C: S.

frugiperda (e) eluidas com gradiente de SDS.
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Figura 30. Cromatografias de interagdo hidrofébica em coluna Resource™ Phe na
auséncia de sulfato de amoénio. Atividades de quimotripsinas: A: T. molitor (x); B: D.

saccharalis (o); C: S. frugiperda (e) eluidas com gradiente de SDS.
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Figura 31. Modelagem de superficie da quimotripsina de D. saccharalis. Em vermelho:

residuos hidrofébicos expostos ao solvente. A: Visao frontal. B: Giro de 180°C da visdo

frontal.
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Figura 32. Modelagem de superficie da quimotripsina de S. frugiperda. Os residuos
hidrofébicos expostos ao solvente estdo marcados em vermelho. A: Visdo frontal. B:

Giro de 180° da viséao frontal.
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Figura 33. Modelagem de superficie da quimotripsina digestiva de 1. molitor. Em
vermelho estdo marcados os residuos hidrofobicos expostos ao solvente. A: Viséo

Frontal. B: Giro de 180° da visao frontal.
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Figura 34. Modelagem de superficie da tripsina parcial de D. saccharalis. Em vermelho,

estdo mostrados os residuos hidrofébicos expostos ao solvente. A: Viséo frontal. B: Giro

de 180° da visao frontal.
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Figura 35. Modelagem de superficie da tripsina digestiva de T. molitor, mostrando os
residuos hidrofébicos expostos ao solvente (em vermelho). A: Viséo frontal. B: giro de

180° da viséao frontal.
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Figura 36. Modelagem da superficie da tripsina de S. frugiperda, mostrando os residuos
hidrofobicos expostos em vermelho. A: Viséo frontal. B: Giro de 180° da vis&o frontal.
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4.5. Estudos datripsina digestiva de P. americana

4.5.1. Purificacdo e identificacdo N-terminal da tripsina digestiva de P.

americana

A tripsina digestiva majoritaria de P. americana foi purificada de acordo com
Lopes et al. (2003) através de 2 cromatografias de troca ibnica: uma troca ibnica High Q
em pH 5,0 (Figura 37), com eluicdo de um pico de atividade, e a aplicacdo dessas
fracOes ativas coletadas na coluna Res Q em pH 10,0 (Figura 38), sendo eluido um pico
de atividade dessa cromatografia, que foi coletado e apresentou uma banda unica de
proteina visualizada em SDS-PAGE (Figura 39). Essa amostra de proteina pura (20 ug)
foi liofilizada e enviada ao Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sao
Paulo (EPM-Unifesp) para o microssequenciamento do N-terminal. Como resultado, foi
obtida uma sequéncia de 10 residuos de aminoacidos: VSPAFSYGTG. Esta sequéncia,
quando comparada em banco de dados, coincide totalmente com um alérgeno (MPA3
allergen) de P. americana, o qual é predito como um homoélogo de serina proteinase
(Figura 40) e sera chamado de PaTry (P. americana trypsinogen). Assim, a atividade
majoritaria de tripsina presente no intestino de P. americana corresponde ao gene

PaTry.

High Q P. americana

4500 + X—————————————x 100
4000 + +90
g 3500 ¢ T80
£ 3000 T
< 2500 70 %
é 2000 ig %
,—E_ 1500 lag ©
5 1000 + 120
500 + 110
0 x-0=0-0-0-¢ | | 0
0 5 10 15 20 25

amostra

Figura 37. Cromatografia em Coluna High Q do homogeneizado de P. americana.
Fracgées ativas sobre B-R-MCA: 14-17.
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Res Q P.americana
8000 + xX—x 100

7000 +
6000 +
5000 +
4000 +

% NaCl 1M

3000 +

em. fluoresc. 460nm.

2000 +
1000 +

0 20 40 60 80
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Figura 38. Resource Q da tripsina de P. americana. Fragbes ativas sobre B-R-MCA: 54-
56.

45 kDa > -

—P  —
31 kDa <+ 30kDa

21 kDa —> —

14kDa —*

Figura 39. SDS-PAGE 12% das amostras de Tripsina pura de P. americana. P: padrdo
de peso molecular; 1: amostra das fragbes ativas coletadas da Resource Q.

4.5.2. Clonagem e expressao recombinante do PaTry
O PaTry identificado por microssequenciamento N-terminal foi amplificado por

PCR (Figura 41) a partir de uma biblioteca de cDNA de intestino médio e clonado no

vetor de expressdo em E. coli pAE (Figura 42). Ele foi expresso de maneira
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recombinante nas linhagens de E. coli BL21 (DE-3) e Origami (DE-3) por 3 horas a
37°C (Figura 43). As duas linhagens de E. coli induziram a expressao da proteina
recombinante (rPaTry); entretanto a maior parte da proteina expressa a essa
temperatura (se ndo a totalidade) estd presente em corpusculos de inclusdo (n&o
soluvel) (Figura 44). Entretanto, quando induzido a 20°C, o PaTry parece ser produzido
de maneira soluvel (Figura 45). Tentativas de purificacdo do PaTry a partir da fragéo
soluvel expressa nas duas linhagem em duas temperaturas foram realizadas sem
sucesso utilizando-se Ni-NTA Agarose (Figuras 46, 47 e 48).

Além disso, linhagens de E. coli artic cells (DE-3) transformadas com o vetor de
expressdao pAE clonado com o PaTry induziram a sua expressdo recombinante,
realizada overnight a 12°C, temperatura na qual a chaperona expressa por essa
linhagem de células é ativa. O teste de solubilidade do PaTry aparentemente demonstra
que uma parte da proteina expressa esta presente na fragcdo soluvel (Figura 49).
Entretanto, a purificacdo das proteinas da fragdo soluvel utilizando a matriz Ni-NTA
Agarose mostrou que nao houve ligagao de proteina soluvel (Figura 50).

O PaTry também foi amplificado por PCR utilizando iniciadores especificos e
clonado no plasmideo pFastBac 1 (Figuras 51 e 52), o qual possui um sitio de
transposigdo. Apds sua clonagem, esse plasmideo foi usado para transformar a
linhagem de E. coli DH10Bac, que possui o genoma de um baculovirus e transposases
responsaveis pela transposicdo do PaTry presente no plasmideo ao genoma do
baculovirus, produzindo particulas virais recombinantes, utilizadas para infectar células
Sf9 em suspensédo, como descrito a seguir.

Teste de expressao recombinante do PaTry foi realizado através da infecgao de
células em suspensdo pelo baculovirus recombinante. A producdo de baculovirus foi
inferida a partir da viabilidade de células infectadas pelo baculovirus recombinante
quando comparada com células controle ndo infectadas pelo baculovirus.

Apods 5 ciclos de infecgbes virais, a viabilidade da cultura celular infectada apos
72 horas de infeccéo diminuiu a 30%, ou seja, o numero de células da cultura infectada
(Figuras 53 C) foi reduzido significantemente quando comparado ao controle (figura 53
A). Por ultimo, era possivel observar em microscopio que as células infectadas

apresentavam em seu interior capsulas virais de poliedrina, além de caracteristicas pré-
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apoptoticas, como aumento do didametro celular (Figura 53 D), ausentes em células de
culturas nao infectadas pelo baculovirus (Figura 53 B).

A anadlise da expressdao no meio de cultura de células Sf9 infectadas pelo
baculovirus recombinante por western blot utilizando o anticorpo anti-tripsina de M.
domestica nao identificou nenhuma proteina expressa no meio de cultura (Figura 54),

mostrando que o PaTry ndo foi expresso nesse sistema heterdlogo.

atgcttcgctacctggtacttgcttccctcatcgcttgcagectgagecgetgttcctaaa

M L R Y L V L A S L1 A CSUL S AV PK
gccaagcgtccccgecttgatggecgtattgtaggtggtcgacctgecgacatcgecgat
A K R PRULDSGRI1T V G GR P AD 1 AD

tacccataccagctttcattcgaatactatggcagccacatgtgcggagcttcaatcate
Y P Y QL S F EYY G S HMZCGAIS'II
agcccgaactgggtggtaacagccgcacattgecgttgatggtgtatcagctagctctget
S P NWV VTAAMHT CVDSG GV S A S S A
acattccgagctggaggcagtatcagggagagcggaggctctgtacatcaagccacacaa
T FRAGG G STIURTETSG GG GSVHGOQATOQ
ctgattgcaaaccccaattatgactactacaccattgacttcgatgttgcagtcgcaagg
L 1 ANPNY DY Y T 1 DFDV AV AR
gtctcccctgecttcagctatggaaccggagttcaacctattcctctegettectcectgag
v S P A F SY GTGV QP I P L A S S E
ccttcagctggacaaattgcaacggtcagtggctggggaaccacatcagagggcggatct
P S A G QI ATV S GWGTT S E G G S
acactgccatctcaactgcaggttgtctctgtgcccattgtgtctcgttctgaatgtaat
T L P S QL Q VVSV P1 VS R S E CN
caggcttattctgattatggtggcatcacagacgacatgatctgcgctgctgagcaacaa
Q AY S DY G GG 1 T DUDMI1I CAAE Q Q
ggaggaaaagacgcttgccaaggagattcaggcggtcctctcgttgtcaacggacaactg
G 6 K bACOQGIDSGG®PULV VNG QL
gccggecattgtatcctggggtgtaggatgtgccgagcaaggctaccctggtgtctactct

AG I VS W GV 6 CAEQGY P G V Y S
aatgttgcttctctcaagggcttcattacagaacagactggagtcaactaa
NV A SLKGZF 1 TEIOQTGV N -

Figura 40. Seqliéncia nucleotidica e de aminoacidos (abaixo da seqliéncia de

nucleotideos) do alérgeno MPA3 de P. americana mostrando a seqliéncia de

aminoacidos obtida no microsseqiienciamento N-terminal da amostra correspondente a

tripsina de P. americana (PaTry).



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado o1

1000 pp —>
750 pb —>

500 pb —*

250 pb —
1 2

Figura 41. Amplificagdo de uma banda de tamanho esperado por PCR de uma

biblioteca de cDNA de intestino médio de P. americana. 1: padrbes de massa

molecular; 2: amostra.
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500 pb
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1 2

Figura 42. Amplificagdo do PaTry por PCR utilizando como molde clones ligados aos

plasmideos pAE. Raia 1: padrées de massa molecular; raia 2: amostra.
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Figura 43. Indugéo da expresséo por IPTG 1 mM a 37°C do PaTry clonado no vetor
PAE em duas linhagens de E. coli. MW: Padrdo de peso molecular; OC: Origami (DE-3)
controle; Ol: OC: Origami (DE-3) induzida; BC: BL-

— - d— ——
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Figura 44. Analise da solubilidade PaTry expresso a 37°C em duas linhagens de E. coli.
BL21 (DE-3) e Origami. MW: padrdo de peso molecular; OP: fragdo precipitada da
Origami (DE-3) induzida; OS: fragdo soluvel da Origami (DE-3); BP: fragdo precipitada
da BL-21 (DE-3) induzida; BS:fragdo soluvel da BL-21 (DE-3) induzida. As setas
indicam o tripsinogénio recombinante expresso presente nas fragbes precipitadas
(corpusculos de incluséo).
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Figura 45. Analise da solubilidade do PaTry expresso a 20°C em duas linhagens de E.
coli. MW: padrdo de peso molecular; OP: precipitado da Origami (DE-3) induzida; OS:
soluvel da Origami (DE-3); BP: precipitado da BL-21 (DE-3) induzida; BS: soluvel da BL-

21 (DE-3) induzida. As setas indicam a banda correspondente a tripsina recombinante.
—
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Figura 46. Purificagdo do PaTry recombinante expresso em E. coli BL-21 (DE-3) a 37°C
utilizando Ni-NTA Agarose por batching. MW: padrdo de peso molecular; S: soluvel,
resultante da analise de solubilidade; NL: N&o ligado a coluna; L: lavado da coluna com

tampéo de lise; E: Eluido da coluna com 300 mM de imidazol.
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Figura 47. Purificagdo do PaTry recombinante expresso em E. coli BL-21 (DE-3) a 20°C
utilizando Ni-NTA Agarose por batching. MW.: padrédo de peso molecular; S: soluvel,
resultante da analise de solubilidade; NL: N&o ligado a coluna; L: lavado da coluna com
tampéo de lise; E: Eluido da coluna com 300 mM de imidazol.
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Figura 48. Purificagdo do PaTry recombinante expresso em E. coli Origami (DE-3) a
20°C utilizando Ni-NTA Agarose por batching. MW: padrdo de peso molecular; S:
soluvel, resultante da analise de solubilidade; NL: N&o ligado a coluna; L: lavado da

coluna com tampéo de lise; E: Eluido da coluna com 300 mM de imidazol.
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Figura 49. Anélise da solubilidade do PaTry expresso a 12°C em E. coli artic cells (DE-

MW AP

3) MW: padréo de peso molecular; AP: precipitado da artic cells (DE-3) induzida; AS:
fracdo soluvel da artic cell (DE-3); As setas indicam a tripsina recombinante expressa

aparentemente nas fragbées precipitadas (corpusculos de incluséo) e soluvel.
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Figura 50. Purificagdo do PaTry recombinante expresso em E. coli artic cells (DE-3)
utilizando Ni-NTA Agarose por batching. MW. padrédo de peso molecular; S: soluvel,
resultante da analise de solubilidade; NL: N&o ligado a coluna; L: lavado da coluna com

tampé&o de lise; E: Eluido da coluna com 300 mM de imidazol.



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 96

1000 nb
750 pb

500 pb

Figura 51. PCR da clonagem do PaTry no plasmideo pFastbac 1 utilizando iniciadores
especificos. Raia 1: controle positivo do PCR utilizando a biblioteca de cDNA como
controle. Raias 2 a 4: PCR utilizando os plasmideos como molde. Sombra abaixo:

excesso de primer.
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500 nbh
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1 2
Figura 52. Dupla digestdo do plasmideo pFastBac 1 contendo o gene da pré-pro-

enzima do PaTry clonado. A seta indica o fragmento liberado por dupla digestéo.
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Figura 53 A, B, C e D. Expressédo do PaTry em células Sf9 vistas em dois campos

visuais com aumentos diferentes. A e B: culturas controle; C e D: infec¢do por

baculovirus recombinantes.

45kDa —>

31kDa—>

21kDa—»

Figura 54. Analise por Western blot da expresséo do PaTry utilizando o anticorpo anti-

tripsina de M. domestica. 1: Padrées de massa molecular; 2: Amostra.
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4.5.3. Estudos fisiolégicos do PaTry

A distribuicdo da atividade de tripsina no tubo digestivo de P. americana foi
previamente estudada por Dias (2004) (Figura 5), mostrando que a atividade majoritaria
de tripsina se encontra no papo, sendo também encontrada nos cecos e no ventriculo.
Entretanto, quando analisados apenas os tecidos, ha atividade apenas nos cecos,
indicando que essa seria a regiao de produgéo e secre¢cédo da enzima.

Para confirmar esses dados bioquimicos, um RT-PCR do gene PaTry foi
realizado, demonstrando que este € expresso nos cecos e na regiao anterior do
ventriculo, ndo sendo expressa em glandulas salivares e nem na regido posterior do

ventriculo (Figura 55).

B
1 2 3 4

Figura 565. RT-PCR do PaTry (A) e de actina (B), gene constitutivo (controle positivo). 1:

glandulas salivares; 2: Cecos; 3: Ventriculo anterior; 4: Ventriculo posterior.

Um Western blot utilizando o anticorpo anti-tripsina de M. domestica (Jordao et
al., 1996) contra o material total de intestino anterior e médio de P. americana mostra
que apenas uma banda de proteina de massa molecular correspondente a tripsinas &
reconhecida (Figura 56). Imunocitolocalizagdo do epitélio intestinal de P. americana
utilizando esse anticorpo mostrou que a tripsina € reconhecida em vesiculas de
secre¢ao nos cecos e nas microvilosidades dos cecos e do ventriculo anterior (Figura
57 A e 57 B). Além disso, ha reconhecimento de proteinas no conteudo luminal (dados

nao mostrados). Nao ha reconhecimento de proteinas no ventriculo posterior.
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Figura 56. Western Blot do material de tubo digestivo de P. americana utilizando o

anticorpo anti-tripsina de M. domestica. 1: Padrdo de massa molecular; 2: amostra.

Figura 57 A e 57 B. Imunocitolocalizagédo de tripsina nos cecos de P. americana. SV:

vesiculas de secreg¢do; Mv: microvilosidades.
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4.6. Estudos da quimotripsina de M. domestica

4.6.1. Distribuicdo, localizagcdo e inativacdo térmica das atividades de

guimotripsinas digestivas de M. domestica

A atividade da quimotripsina digestiva de M. domestica esta localizada
majoritariamente (70%) na porcao distal do ventriculo posterior (VP2) de larvas de M.
domestica (Figura 58), havendo também quantidades menores de atividade na regiao
proximal do ventriculo posterior (VP1, 16%) e no intestino posterior (IP, 9%). Uma
parcela majoritaria da atividade total (56%) se encontra na fracdo soluvel, a qual
corresponde ao conteudo luminal mais a fracdo celular soluvel, e outra parte da
atividade total (35%) esta presente na fracdo de membranas. Um ciclo de
congelamento e descongelamento por trés vezes dessa fragdo de membranas resultou
na liberacdo de outros 10% da atividade total (Figura 59), indicando que 25% da
atividade total estdo realmente aderidos a membrana.

Apesar de se localizar majoritariamente na regiao distal do ventriculo posterior, a
taxa de excrecdo calculada para a atividade soluvel dessa enzima mostra que apenas
28% desta é excretada e perdida nas fezes.

Uma inativagcéo térmica a 46°C das atividades quimotripticas soluvel e ligada a
membrana mostrou que elas possuem diferentes meia-vidas com uma cinética de
primeira ordem (Figura 60), sendo que a atividade quimotriptica ligada a membrana
possui uma meia vida maior (57 minutos) que a atividade quimotriptica soluvel (36
minutos). Entretanto, essa diferenga de meia-vidas entre as atividades poderia ser um
artefato devido a insercdo da quimotripsina presente na fragdo de membranas. Assim,
para anular uma possivel interferéncia da membrana sobre a atividade, uma inativagao
na presenca de 10 mM de Triton X-100 das fragdes soluvel e de membranas foi
realizada, mostrando que as duas atividades se comportam de maneira semelhante a
anteriormente demonstrada: a atividade ligada a membrana possui uma maior meia
vida (81 minutos) que a atividade soluvel (45 minutos) (Figura 61). Isso demonstra a
existéncia de pelo menos dois tipos de quimotripsina presentes no intestino médio de

M. domestica, sendo uma delas soluvel e outra aderida a fragdo de membranas.
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Regides

Figura 58. Distribuicdo da atividade de quimotripsina ao longo do intestino de M.
domestica. IA: intestino anterior; VVA: ventriculo anterior; VVM: ventriculo médio; VP1:
regido proximal do ventriculo posterior; VP2: regido distal do ventriculo posterior; IP;
intestino posterior. C: conteudo luminal;, M: fragdo de membranas; S: fragdo soluvel do
precipitado. Atividade total: 485 um/ animal.
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Figura 59. Distribuicdo da atividade enziméatica da fragdo de membranas apos 3 ciclos
de congelamento e descongelamento. VA: ventriculo anterior; VM: ventriculo médio;
VPP: regido proximal do ventriculo posterior; VPD: regido distal do ventriculo posterior.

S: solubilizado (liberado) apds os ciclos; P: precipitado (aderido a membrana).
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Figura 60. Inativagdo térmica das atividades de quimotripsinas presentes no intestino

médio de M. domestica. (e): atividade de quimotripsina presente na fragdo de

membranas. (x): atividade de quimotripsina presente na fragdo soltvel.
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Figura 61. Inativacdo térmica das atividades de quimotripsinas presentes no intestino

médio de M. domestica na presenga de 10 mM de triton X-100. (e): atividade de

quimotripsina presente na fragdo de membranas. (x): atividade de quimotripsina soluvel.
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4.6.2. Purificacdo e caracterizacdo da quimotripsina digestiva soltuvel de M.

domestica

A atividade maijoritaria de quimotripsina soluvel do ventriculo posterior de M.
domestica foi purificada até a homogeneidade através de uma cromatografia de
afinidade em coluna PBA-Agarose (figura 62). As fragcbes ativas eluidas da coluna
foram reunidas e submetidas a SDS-PAGE, revelando a presenca de uma banda Unica
de 30 kDa, mostrando que a quimotripsina foi purificada até a homogeneidade (Figura
73, raia 1). Nao foi detectada a presenca de atividade triptica nas amostras reunidas.

Ensaio enzimatico em SDS-PAGE semi-desnaturante da fragdo soluvel do
homogeneizado do ventriculo posterior de M. domestica demonstrou a presenca de
uma banda unica de atividade de quimotripsina, a qual possui a mesma massa

molecular da quimotripsina purificada (Figura 73, raia 2).
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Figura 62. Purificagdo da quimotripsina digestiva soltivel de M. domestica. Fracbes
ativas: 34-37.

Estudos cinéticos foram realizados com as fragcbes ativas da quimotripsina
digestiva soluvel purificada apés uma filtragdo em gel Hitrap desalting para separar a

enzima do inibidor PBA presente nas amostras ativas coletadas.



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 104

A quimotripsina digestiva soluvel purificada do intestino de larvas de M.
domestica apresenta um pH 6timo de 7,4 (Figura 63) e € modificada por TPCK 0,1 mM
em pH 8,5, perdendo 90% de sua atividade apds 15 min de reacéo.

A quimotripsina digestiva soluvel purificada hidrolisa eficientemente substratos
longos, como Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA, e se mostra inativa sobre substratos curtos,
como o Suc-Phe-MCA. A enzima purificada tem especificidade primaria por residuos
volumosos em P1, exemplificado por Phe e Tyr apesar de substratos contendo Leu em
P1 também serem hidrolizados (Tabela 2).
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Figura 63. Efeito do pH sobre a atividade da quimotripsina digestiva purificada de M.
domestica.

Tabela 2. Parédmetros cinéticos da quimotripsina digestiva soltvel purificada do intestino
médio de M. domestica utilizando diversos substratos.

kcat (ST)  Km (uM)  kcat/Km (S uM™?)

S-Phe-MCA n.d. n.d. n.d.

Glutaryl-Phe-MCA n.d. n.d. n.d.
S-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 3.77 112.1+1.7 0.033
S-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA 0.55 8.35+0.07 0.016
S-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA 41.89 12.3+1.5 3.40

S-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA  23.85 12.3+1.3 1.93
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4.6.3. Caracterizacdo e producdo recombinante do quimotripsinogénio

mais expresso

A partir de uma biblioteca de cDNA de intestino médio de M. domestica oito sequéncias
similares a serina proteinases (homélogos de quimotripsinas e tripsinas) foram obtidas
ao acaso, incluindo uma sequéncia completa homodloga a quimotripsogénio (Figura 64),
denominada MdChy1 (M. domestica Chymotrypsinogen 1), a qual contém desde a Met
inicial até a regido do codon de parada, apresentando um peptideo sinal de 17
aminoacidos e um pro peptideo de 15 aminoacidos. Esta seqtiéncia foi formada por 71
sequéncias contiguas, o que corresponde a quase 10% das sequenciais totais obtidas
(726) (Padilha, 2009). A analise computacional desta sequéncia prediz uma proteina
com massa molecular tedrica de 28.639,2 Da, condizente com a massa molecular de
quimotripsinas de insetos previamente descritas e préxima a da enzima purificada
purificada a partir do intestino médio, além de um pl tedrico de 5,83. Analises

bioinformaticas utilizando diversos programas (www.expasy.ch/) mostram que a

proteina predita ndo deve possuir regides transmembranas ou ancoras de GPI. Quando
alinhada com outras sequéncias similares a quimotripsinas (tanto de insetos quanto de
outros organismos), a MdChy1 apresentou a triade catalitica His57-Asp102-Ser195
(numeragdo da quimotripsina bovina), além de um dos residuo Ser/Tyr/Gly-189
especifico de quimotripsinas (no caso, uma glicina). Também apresenta um residuo de
Ala substituindo a Gly43 conservada nas quimotripsinas analisadas (Figura 65), que se
encontra a 2,71 A de distancia da Ser195 (Figura 66), e pode estar implicada na
modulacdo do pKa da Ser195 e, conseqlientemente, na alteracdo do pH 6timo da
quimotripsina.

A MdChy1 foi amplificada por PCR a partir de uma biblioteca de cDNA e clonado
em vetor de expressao em E. coli pAE.

Células E. coli STAR (DE-3) foram transformadas com o plasmideo contendo o
Mdchy1, e a indugédo da expressdo por IPTG produziu uma proteina (MdChy1
recombinante, rMdChy1) recombinante com massa molecular esperada (30 kDa)
(Figura 67).
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Figura 64. Sequiéncia completa do quimotripsinogénio de M. domestica. Sublinhado

com linha simples: peptideo sinal. Sublinhado linha dupla: propeptideo. Destacado em
negrito estdo os residuos cataliticos His57, Asp102 e Ser195, além da Gly189

caracteristica de quimotripsinas.

Andlises de indugao de expressao do rMdChy1 em diferentes periodos de tempo
mostram que ele € expresso em grande quantidade nas 2 primeiras horas de indugao
por IPTG 1 mM. Apds a quarta hora de indugao, percebe-se o aparecimento de uma
banda de menor peso molecular, provavelmente correspondente ao rMdChy1 clivada
por proteases enddgenas (Figura 68).

O rMdCy1 expressa em BL21 STAR (DE3) apresentou-se majoritariamente

insoluvel (corpusculos de inclusdo), como mostrado por SDS-PAGE (Figura 69), e este
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foi purificado até a homogeneidade através de uma cromatografia de afinidade da
cauda de Histidina por niquel, apresentando uma banda unica visualizada em SDS-
PAGE (Figura 70).

4.6.4. Western blot e imunocitolocalizagdo do MdChy1

O rMdChy1 expresso com cauda de histidina foi reconhecido por Western blot
pelo anticorpo anti-his tag, o qual reconheceu uma banda de peso molecular
correspondente a esperada para a quimotripsina de M. domestica recombinante (Figura
71). As amostras resultantes da cinética de indugdo também foram analisadas por
western blot, indicando que o rMdChy1 é melhor induzido nas duas primeiras horas,
sendo que uma banda de menor peso molecular € reconhecida apdés 4 horas de
indugcado por Western blot, corroborando a idéia de que o rMdChy1 é degradado por
proteases endogenas da bactéria apos esse tempo de indugédo (Figura 72).

O rMdChy1 foi utilizado para produzir anticorpos policlonais em coelhos. Western
Blot utilizando este anticorpo reconheceu uma banda nos materiais do ventriculo
anterior e posterior de M. domestica, os quais possuem a mesma massa molecular da
proteina purificada do intestino de M. domestica, da banda de atividade do ventriculo
posterior sobre o substrato fluorescente S-AAPF-MCA, da banda reconhecida pelo
anticorpo anti-His tag e do rMdChy1 reconhecido tanto pelo anticorpo anti-His tag
quanto pelo anticorpo anti-MdChy1, indicando que o anticorpo estaria reconhecendo

quimotripsinogénios presentes no epitélio intestinal de M. domestica (Figura 73).
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Figura 65. Alinhamento entre quimotripsinogénio bovino A, MdChy1, quimotripsinas de M. sexta, S. frugiperda, D.

saccharalis, D. melanogaster e quimotripsinas digestivas de A. aeqypti, T. molitor e S. invicta.*: Gly43.
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Figura 66. Modelagem da MdChy1, mostrando a triade catalitica Asp-His-Ser e a Ala

proxima a Ser195 (bovine numeragéo da quimotripsina bovina).
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Figura 67. SDS-PAGE da indugdo da expressdo do MdChy1 em BL21 (DE3) STAR.
Raia 1: padrdo de massa molecular; Raia 2: controle (ndo induzido); Raia 3: MdChy1

induzido a 37°C por 3 horas.
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Figura 68. Cinética de indugdo do MdChy1 por IPTG 1mM por diferentes periodos: raia

1: Zero horas; raia 2: uma hora; raia 3: duas horas; raia 4: 3 horas; raia 5: 4 horas.
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Figura 69. Analise da solubilidade do MdChy1 induzido por 1,5 horas 37°C. Raia 1:

pardao de massa molecular; Raia 2: corpusculos de inclusdo; Raia 3: fragdo soluvel.
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Figura 70: SDS-PAGE do MdChy1 purificado de corpusculos de inclusdo. Raia 1:
padrédo de massa molecular; Raia 2: lavado (flow-through) da histrap; Raia 3: eluido

com 300 mM de imidazol.
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Figura 71. Analise da indugdo do MdChy1 por Western blot utilizando o anticorpo anti-

His tag. Raia 1: padrdo de massa molecular; Raia 2: indugdo por 1,5 horas a 37°C.
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Figura 72. Cinética de indugdo do MdChy1 através de Western blot utilizando o
anticorpo anti-His tag. Mw: Pad&o de massa molecular; Raia 1: uma hora; Raia 2: duas

horas; Raia 3: trés horas; Raia 4: quatro horas; Raia 5: controle 4 horas sem IPTG.

Esse anticorpo diluido 500 vezes foi utilizado a realizagdo de imunolocalizagao
de quimotripsinogénio em tecidos epiteliais de intestino de larvas de M. domestica
(Figuras 74 A e 74 B) e marcou proteinas tanto no epitélio quanto na regidao do
conteudo (microvilosidades e proximo a membrana peritrofica) no ventriculo anterior e
na regiao proximal do intestino posterior. Nao houve reconhecimento ventriculo médio
(dados nao mostrados).

Na regido distal do ventriculo posterior ndo ha reconhecimento em vesiculas
intracelulares, mas ha reconhecimento na regido do conteudo, principalmente préximo

as microvilosidades.



60 kDa

45 kDa

31 kDa

21 kDa

14 kDa

|

|

Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 113

Figura 73. Correlagdo entre a quimotripsina soluvel purificada (1), a atividade de
quimotripsina soluvel apés uma separagéo eletroforética (2), Western blot do intestino
de M. domestica utilizando o anticorpo policlonal anti-MdChy1 (3, 4 e 5) e rMdChy1
utilizando os anticorpos anti-His-Tag e anti-MdChy1 (6 e 7).

1: Quimotripsina soluvel purificada do intestino médio;

2: Gel de atividade SDS-PAGE em condi¢cbes semi-desnaturantes;

3: Western blot do homogeneizado do ventriculo anterior (Diluigdo 1:500);

4: Western blot do homogeneizado do ventriculo médio (Diluigdo 1:500);

5: Western blot do homogeneizado do ventriculo posterior (Diluicdo 1:500).

6 e 7: Western blot do quimotripsinogénio recombinante utilizando o anticorpo

monoclonal anti-His-Tag (6) e utilizando o anticorpo anti-quimotripsinogénio.
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Figura 74. Imunolocalizagdo do MdChy1 em tecidos do ventriculo posterior de M.
domestica. A: reconhecimento do MdChy1 em microvilosidades e no lumem, proximo a
membrana peritrofica. B: reconhecimento em vesiculas de secreg¢do. Muv:

microvilosidades; SV: vesiculas de secre¢do; M: mitocbndrias; PM: membrana

peritrofica.
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4.6.5.
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Expresséo de serina proteinases ao longo do intestino médio de M.

domestica

Sete outras sequéncias similares a serina proteinases, sendo 5 sequéncias

similares a tripsinas e 2 similares a quimotripsinas, foram obtidas por sequenciamento

ao acaso dos transcritos do intestino médio (ventriculo) (Padilha, 2009). A sequéncia da

MdChy2 (Figura 75) e da MdChy3 (Figura 76) sdao mostradas em alinhamentos com o

quimotripsinogénio bovino. Ja as sequéncias de tripsinas (MdTry1-5) sdao mostradas

alinhadas entre si e com o quimotripsinogénio bovino (Figura 77).

Analise da expressao dessas sequéncias foram estudadas por RT-PCR, com o

intuito de mostrar o local de expressao de cada serina proteinase. Os resultados

mostram que MdTry1, MdTry3 e MdTry4, além das MdChy1 e MdChy3 sao expressas

no ventriculo posterior.

expressas no ventriculo anterior (Figura 78).

Bovine
MdChy2

Bovine
MdChy2

Bovine
MdChy2

Bovine
MdChy2

Bovine
MdChy2

Figura

61
36

121
95

178
155

236
213

10 20 4 6
Y [P [ [ e |
CGVPAIQPVLSEL SRIVNEEERVPGS PWQVSLQDKTGFHFCGGSLINEN WY TAAHCGV 60
---------- FeRGSFLEE sﬂLss RN - - | | &V T AAHCIDIR
o o
ffsn AGEFDQGS IQKLKIAKVFKN LST FSQTVS 120
G1QSYTYYLGATVR THTVAKSDI I 1HEG P-sVEYTSRIQN
30 1 180
- -1-
vc ASDDFA——A TTCVTT GLTRYTNANTPDR QQ SLPLLS KKY KO KD 178
NiMzA 1ASSYSTYXEDY A 1ASIeK 1 SDSASGVTNNESWARMOT | AATY Sfvt 154
210 240

WYic AGAS GDSGGPL CKKNGAWTL éVY ALV 235
ssN{IevVSTPEG NGDSGGPL LE--SSKVQ GL Y AAFTRVRISYL 212

....|....|.
NWVQQTLAAN— 245
DJIKSNTGIAY 223

Entretanto, a MdTry2 e MdTry5, além da MdChy2, séao

75. Alinhamento de aminoacidos da seqiéncia parcial do MdChy2 e o

quimotripsinogénio bovino.
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76. Alinhamento de aminoacidos da seqiéncia parcial do MdChy3 e

quimotripsinogénio bovino.

Como visto, o anticorpo anti-rMdChy1 reconhece proteinas no ventriculo anterior

e no posterior de M. domestica. Entretanto, tanto a atividade quimotriptica quanto seus

transcritos estdo majoritariamente presente no ventriculo posterior. Por outro lado,

vemos a presenca de transcritos e de uma atividade minoritaria no ventriculo anterior,

indicando que o anticorpo policlonal anti-rMdChy1 pode estar reconhecendo de maneira

cruzada outra quimotripsina expressa neste local.
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MdTry3 193 C|MAKSPSG----—--———- RAIVARYRG-—-—-- ERSESDR SD-—-—- 221
MdTry4 185 1VERDVEN-SQNAG INE[JANVILEAAVENGEKDARQ) --Ng- 230
MdTry5 70 IVGRTQEASSTYGYGSKIKASYICRY TV--EKDSSQDS NS --GE- 114
260 270 280
bovine chymotrypsinogen A 207 WTEV@ SSTCS.STWARNTAEVNWVQQTLAAN 245
MdTryl 160 - —-—————— 160
MdTry2 201 —PVDFYCGWTEKNLYEARWKLPQ ———————————————— 223
MdTry3 221 LQG P-TIRRIP ALPEQNV AHI ——————— 251
MdTry4 230 - 'VGCARADFS] IEANLA—— 266
MdTry5 114 - QGRAQIN VVSAASSV 152

Figura 77. Alinhamento de aminoacidos entre o quimotripsinogénio bovino e seqliéncias

de tripsinas de M. domestica.
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Figura 78. RT-PCR de genes de serina-proteinases presentes no intestino médio de M.
domestica. VA: Ventriculo anterior 1) proximal, 2) médio e 3) distal, VM: Ventriculo

médio 1) proximal, 2) média e 3) distal; VP: Ventriculo posterior 1) proximal e 2) distal.

4.6.6. Reconstrucéo filogenética de genes similares a quimotripsinas de

D. melanogaster e suas relagcbes com o MdChy1l

Uma reconstrugao filogenética foi feita utilizando genes (seqiéncias) similares a
quimotripsinas de D. melanogaster menores de 440 aminoacidos e que nao
apresentaram Asp189 (caracteristico de tripsinas) encontradas no banco de dados
FlyBase, além de seqUéncias similares a quimotripsina de M. domestica (MdChy1 e
MdChy2), o quimotripsinogénio bovino e algumas sequéncias similares a quimotripsina
de diversos insetos previamente estudadas, resultando em uma arvore que contém
nove ramos (A-l) apresentando bootstrap maior que 70% (Figura 79).

A andlise de expressao de cada gene de D. melanogaster mostrou que os genes
de D. melanogaster agrupados nos ramos principais sao expressos na mesma fase de
vida, suas localizagdes nos cromossomos sao fisicamente proximas e, portanto, cada

ramo possui 0 mesmo padrao de expressao. Isso deve ocorrer devido a origem comum



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 119

de genes clusterizados: um gene ancestral deve sofrer duplicagcdo e suas copias
permanecer no mesmo cromossomo, com fungao e padrao de expressao semelhantes.

O ramo A é constituido por genes conhecidos com Jonah, pois sao expressos
especificamente no intestino médio de larvas, como mostrado por hibridizagao in situ
(Akan & Carlson, 1985). Analise da expressao confirma esse padrao, mostrando que,
além de larvas, é expresso também no intestino médio de adultos, inferindo que estéo
envolvidos em digestado, desde que larvas e adultos se alimentam de bactérias. O ramo
A apresenta sequéncias presentes nos cromossomos 3R, 3L, 2R e 2L. Apenas duas
sequéncias (CG3088 e CG8329) néo sao expressas no intestino médio, mas na cabecga
de adultos.

Vale ressaltar que as duas sequéncias se encontram préximas no cromossomo
3L, e que, portanto, a analise filogenética reflete a localizagdo cromossémica e o
padrao de expressao dos genes.

O ramo B é constituido por genes presentes no cromossomo 3L expressos no
intestino médio, sendo que a maior parte deles é altamente expresso em larvas e em
adultos. Além disso, o gene MdChy2, presente na regidao anterior do intestino médio de
M. domestica, também esta presente neste ramo, indicando que esses genes devem
ser expressos no intestino e com fungéo digestiva. O gene CG1989 é o unico que se
encontra no cromossomo X € é expresso em baixas porgdes no corpo inteiro em
embrides e na pulpa, e portanto, ndo deve ter funcdo de digestdo de alimentos
ingeridos. Este gene possui todos os residuos cataliticos e, portanto, também deve
estar envolvido na digestao de proteinas de outros processos fisioldgicos.

O ramo C é composto por seqliéncias presentes no cromossomo X, e esta
dividido em 2 ramos menores: C1, que apesar de ser expresso no intestino médio, é
composto apenas por sequéncias que nao apresentam todos residuos cataliticos, e C2,
contendo sequUéncias cataliticas: CG2071, expressa no intestino meédio, e Cg4653, no
intestino médio e posterior; ja CG32523 é expressa na cabeca, e CG1304, no corpo
inteiro.

O ramo D apresenta genes presentes no cromossomo X, indicando que essas
sequéncias podem codificar proteinas envolvidas no desenvolvimento. De fato, todos os

genes sdo expressos nas espermatecas de fémeas adultas, e a maior parte dos genes
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codifica proteinas ndo-cataliticas. Além disso, (CG17012) um gene catalitico possui um
dominio transmembrana. Portanto, esses genes codificam proteinas ndo envolvidas em
digestao, mas em alguma outra fungao fisiolégica.

O ramo E também é constituido por genes nao cataliticos expressos em
testiculos de machos, principalmente em adultos, e que portanto devem estar
envolvidos em alguma funcéo relacionada ao desenvolvimento ou reproducéo. As
sequéncias estao distribuidas nos cromossomos 2R, 3L e 2R.

O ramo F, tal como o ramo A, possui genes expressos no intestino médio de
larvas e adultos, sendo que o ramo F’ possui genes presentes no cromossomo 2L, além
dos genes MdChy1 e MdChy3, presentes na regido posterior do intestino médio de M.
domestica e provavelmente envolvidos em digestdo, indicando que os genes presentes
neste ramo também estdo envolvidos em digestdo de proteinas, apesar da existéncia
de um gene néo catalitico. H4 uma sequéncia (CG32808) presente no cromossomo X e
expressa em todo o corpo de embrides e da pulpa. Os outros genes estao localizados
no cromossomo 3R e expressos no intestino médio somente durante a metamorfose,
indicando que as enzimas codificadas por eles devem estar envolvidas na degradagéao
de proteinas envolvida na remodelacédo tecidual desta fase. Vale ressaltar que o
quimotripsinogénio bovino, comprovadamente digestivo, estd presente neste ramo,
corroborando a idéia de esse ramo conter genes envolvidos em digest&o.

O ramo G é composto por sequéncias cataliticas presentes no cromossomo 3R
expressos em todo o corpo de pulpas, sendo que o gene CG12256 € expresso somente
no cérebro e no ganglio toraxico-abdominal. Assim, esses genes devem estar
envolvidos na degradagao de compostos neurotransmissores ou proteinas do sistema
Nervoso.

O ramo H é composto por genes presentes no cromossomo 3R expressos no
intestino médio principalmente de larvas. Dois genes (CG31266 e CG31267) nao
possuem os residuos cataliticos. Neste ramo esta presente um quimotripsinogénio de
A. aegypti, indicando que esses genes também devem produzir proteinas digestivas.

O ramo | é composto de sequéncias de D. melanogaster presentes em sua maioria no
cromossomo 2R, em geral expressos na fase pré-pupa, havendo genes expressos no
corpo inteiro (CG18420 e CG18636), no corpo gorduroso (CG3505, CG30289 e
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CG33459), na glandula salivar (CG30287), na cabega e no coragdo (CG33458) e no
testiculo (CG31220). Apesar disso, esses genes formam um ramo com alta
consisténcia, contendo genes codificando proteinas 1) ndo cataliticas e ancoradas a

membrana; 2) cataliticas e ancoradas a membrana e 3) cataliticas secretadas.
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Figura 79: Reconstrugdo filogenética dos genes similares a quimotripsinas de D.
melanogaster e M. domestica. MdChy1, MdChy2 e MdChy3: M. domestica
chymotrypsinogen 1, 2 e 3; SiChy: S. invicta chymotrypsin (Structure); AaChy JHA15:
A. aegypti chymotrypsinogen JHA15; AaChyll: A. aegypti chymotrypsinogen Il; TmChy1:
T. molitor chymotrypsin 1; MsChy: M. Sexta Chymotrypsinogen.
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5. DISCUSSAO

5.1. Serina proteinases digestivas de insetos

A tripsina majoritaria digestiva pura de T. molitor ja havia tido sua sequéncia N-
terminal determinada pelo nosso grupo (IVGGSVINDQLVPQNXS). Entretanto, essa
sequéncia ¢ diferente da obtida da tripsina purificada e sequienciada por Tsybina et al.,
(2005) (IVGGSSISISSVPXQIXLQY), a qual coincidiu com uma sequéncia nucleotidica
obtida por analise de transcritos do intestino médio (Tsybina et al., 2005). Nenhuma
sequéncia nucleotidica prediz uma proteina contendo a sequéncia N-terminal obtida por
NOSSO grupo.

Assim, a identificacdo de uma outra tripsina majoritaria seria de grande interesse,
dado que as larvas cultivadas pelo nosso grupo crescem em uma dieta diferente das
larvas cultivadas por Tsybina e colaboradores, e que mostraria que o tipo de dieta
poderia influenciar na expressao génica das enzimas digestivas em larvas. Portanto,
tentamos novamente microssequenciar esta tripsina majoritaria purificada a partir do
intestino médio, ndo obtendo sucesso.

O gene correspondente a tripsina microssequenciada por Tsybina et al. (2005) foi
clonado sem o peptideo sinal a partir de uma biblioteca de cDNA a partir de mRNA
extraido do intestino médio de larvas de T. molitor, suportando a idéia de esta tripsina
deve se referir a atividade majoritaria digestiva.

A analise do pl tedérico e de massa molecular tripsinogénio clonado estdo em
concordancia com dados de purificagdo da tripsina digestiva majoritaria presente no
intestino médio de larvas de T. molitor, assim como a massa molecular da proteina
recombinante induzida. Assim, a cromatografia em coluna anibénica realizada em pH 7,0
nao liga essa tripsina a matriz, pois a enzima deveria estar positivamente carregada (de
acordo com a determinagéo experimental do pl) ou praticamente sem carga (de acordo
com o pl tedrico), sendo eluido no “flow-through”; entretanto, quando a mesma enzima
€ aplicada na mesma coluna em pH 9,0 interage com a matriz, pois nesse pH ela se

encontra negativamente carregada e interage com a matriz, sendo eluida durante
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gradiente de NaCl, suportando que o gene clonado deve corresponder a tripsina
majoritaria.

Testes de expressdo recombinante em BL-21 (DE-3) produz a totalidade da
proteina recombinante expressa em corpos de inclusao, e em E. coli BL21 (DE-3) Artic
cells uma parte da proteina se encontra na fracdo soluvel. Testes de ativacdo desse
tripsinogénio foram realizados utilizando tanto enteroquinase quanto tripsina
pancreatica bovina comercial, e nenhuma das duas enzimas foi capaz de ativar o
tripsinogénio recombinante de T. molitor, indicando que este provavelmente é ativado
por alguma outra enzima ou fator presente no intestino médio, ou ainda que a proteina
foi expressa em conformacao inativa. Dado que esse tripsinogénio também nao é
ativado por pHs acidos e que um fator termorresistente ndo protéico desconhecido esta
presente no intestino médio e envolvido na ativacdo de uma atividade de tripsina B.
mori (Kaji et al., 2009), a ativacdo de tripsinogénios de insetos poderia estar
condicionada a presenca desse fator presente no intestino médio, e ndo a presenca de
enzimas ativadoras das serina proteases, como visto em mamiferos.

O quimotripsinogénio digestivo puro de T. molitor identificado por
microssequenciamento N-terminal (Elpidina et al., 2006) foi clonado no vetor de
expressao pAE, e testes de expressao recombinante em bactérias E. coli ndo induziram
a expressao de proteinas recombinantes.

A purificagdo das serina proteinases de insetos da ordem Lepidoptera é
usualmente realizada através da utilizacdo de colunas de afinidade (Peterson et al.,
1994; Peterson et al., 1995; Lopes et al, 2006; Valaitis, 1993). Entretanto, as atividades
de serina proteinases de insetos da ordem Lepidoptera sao dificeis de serem isoladas,
pois geralmente ha atividade contaminante de tripsina nas purificacbes de
quimotripsinas, sendo o contrario verificado também (Peterson et al, 1994, Peterson et
al., 1995).

Nesse trabalho conseguimos isolar a atividade de tripsina de S. frugiperda sem
atividade residual de quimotripsina, apresentando uma banda unica de proteina.
Entretanto a purificagdo da quimotripsina de S. frugiperda através de apenas um passo
cromatografico por afinidade ndo pareceu ser eficiente. Apesar de esse passo

cromatografico permitir a separagao das atividades triptica e quimotriptica, as fragdes
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ativas de quimotripsina submetidas a SDS-PAGE demonstraram algumas bandas de
proteinas, indicando que devem existir algumas espécies moleculares de quimotripsina
presentes no intestino médio de larvas de S. frugiperda, com variados pesos
moleculares. Isso tornou inviavel a tentativa de identificacdo do N-terminal a partir do
material liofilizado (unico método que gerou resultado positivo nos
microssequenciamento), pois o material liofilizado conteria diversas espécies
moleculares e ndo permitiria a identificacdo de uma sequiéncia confiavel.

Resultados semelhantes em relagcdo a purificagdo da quimotripsina de S.
frugiperda foram obtidos por Lopes et al. (2009), que também demonstraram que,
apesar de representarem diversas formas moleculares, a atividade quimotriptica se
apresenta como se fosse apenas uma forma catalitica, visto que dados cinéticos
obtidos com essa preparagao de quimotripsinas purificadas apresentam cinéticas de
primeira ordem para experimentos de modificagdo quimica.

Os estudos de Brioschi et al. (2007) demonstrando a existéncia de diversos
genes de tripsinas e quimotripsinas expressos constitutivamente no intestino médio de
larvas de S. frugiperda corroboram esses dados, reforcando a existéncia de diversas
quimotripsinas presentes no intestino médio de larvas de S. frugiperda. Além disso,
dados presentes no banco de dados SPODOBASE

(http://bioweb.ensam.inra.fr/spodobase/) mostram a presenca de diversas sequéncias

similares a quimotripsina obtidas a partir de bibliotecas de intestino médio.

Além disso, diversos insetos da ordem Lepidoptera sdo resistentes a inibidores
de serina proteinases presentes na dieta, e tal fato também é devido a expressao de
isoformas de enzimas n&o sensiveis aos inibidores de proteinase presentes na dieta
(Mazumdar-Leighton e Broadway 2000b; Broadway 1995, 1996; Jongsma et al 1995;
Jongsma & Bolter 1997; Gatehouse et al., 1999; Brito et al., 2001).

Assim, devido a presenca de mais de uma espécie molecular de quimotripsina
presente no intestino médio das larvas de S. frugiperda, ndo é surpreendente a
presenca de diversas bandas de proteina nas fragdes ativas purificadas através de um
passo de afinidade de quimotripsina.

Portanto, no caso de S. frugiperda fica evidente a existéncia de diversas

quimotripsinas envolvidas em digestdo, ndo havendo um gene majoritario expresso. A



Fabio K. Tamaki — Tese de Doutorado 125

atividade de quimotripsina presente no intestino médio corresponde a um conjunto de
espécies moleculares de enzimas expressas e ativas similares, e, portanto, qualquer
um desses genes seria interessante de ser estudado, pois todos devem estar
envolvidos na digestao de proteinas.

As serina proteinases digestivas majoritarias de D. saccharalis, por outro lado,
foram purificadas até a homogeneidade através de apenas um passo cromatografico de
afinidade. Tanto a tripsina quanto a quimotripsina purificadas foram submetidas a
microssequenciamento N-terminal, ndo resultando em nenhuma sequéncia e nao
permitindo estabelecer correlagdes entre as enzimas purificadas, previamente

caracterizadas, e seus correspondentes genes.

5.2. Mecanismos de resisténcia de serina proteinases a defesas naturais de
plantas

5.2.1. Diminuicdo da reatividade de quimotripsinas digestivas as cetonas

Lopes et al. (2009) mostraram que quimotripsinas de insetos sdo modificadas
diferencialmente por TPCK, sendo que a quimotripsina de D. saccharalis e de T.
molitor sdo rapidamente modificadas, enquanto que a quimotripsina de S. frugiperda é
modificada com uma velocidade duas ordens de grandeza menor. Foi proposto que a
quimotripsina de S. frugiperda poderia ser mais lentamente modificada devido a: 1) um
impedimento estérico devido a substituicdo de uma Gly por um Trp no sitio catalitico
que evitaria a entrada do modificador ao sitio ativo, impedindo a sua reacdo com a
His57; 2) uma mudancga de reatividade da His57 (Lopes et al., 2009).

Por outro lado sabe-se que o TPCK reage com a quimotripsina como um
analogo de substrato, sendo que quimotripsinas inativas nao reagem com ele. Foi visto
que quimotripsinas modificadas por DFP (diisopropil fluorofosfato), que modifica a
Ser195 da triade catalitica, tira a capacidade da quimotripsina bovina de reagir com o
TPCK (Glick, 1968); além disso, Kézdy et al. (1967) mostraram o comportamento do
TPCK como um analogo de substrato para a quimotripsina bovina, sendo a reagéo de

modificagdo quimica dependente de um grupo basico de pKa 6,8 e um grupo acido de
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pKa 8,9, e benzamida, um inibidor competitivo da quimotripsina bovina, bloqueou a
acao do TPCK competitivamente com uma constante de inibicdo igual aquela
observada quando diminuindo a hidrélise do substrato.

Assim, se o impedimento estérico causado pelo Trp ocorresse, deveria ser
observada uma menor atividade da quimotripsina de S. frugiperda quando comparada
com a quimotripsina de D. saccharalis ou de T. molitor frente substratos como o S-
AAPF-MCA, que possui o residuo de Phe em P1, sendo estruturalmente semelhante
ao TPCK, e outros residuos em P2-P4, portanto, maior e mais facilmente impedido
fisicamente. Como ndo se observa uma diminuicdo na atividade enzimatica devido a
impedimento estérico, € possivel que a explicacdo alternativa de uma reatividade
menor da His57 dessa quimotripsina frente a cetonas, como o TPCK, seja correta, e
que exista uma mudanga no pKa da His57 por efeitos de interagdo com residuos
vizinhos da His57, o que poderia levar a uma diminuicdo da reatividade da
quimotripsina de S. frugiperda ao TPCK.

A reacado de modificacdo da His57 pelo TPCK deve ser depende de seu pKa e
do pH do meio, o que indicaria mudangas em sua reatividade. Para tal, reacdes de
modificagdo quimica de quimotripsinas de T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda
foram realizadas em diferentes pHs de tal maneira a se verificar como a reacéo ocorria
em diferentes pHs. Através desse experimento, observou-se que as quimotripsinas de
T. molitor e de D. saccharalis possuem aproximadamente o mesmo pH 6timo de
modificacdo quimica (8,5), com valores de pKas da His57 muito proximos, em torno de
7,2, condizentes com os valores de pKa da His57 de quimotripsinas de mamiferos (em
torno de 6,8), além de valores de ks maximo da mesma ordem de grandeza. Ja a
quimotripsina de S. frugiperda possui um deslocamento no pH é6timo de modificagéo
quimica por TPCK em mais de uma unidade (entre 9,5 e 10,0), com o pKa da His57
bastante deslocado (8,3), além de um kqps de segunda ordem duas ordens de grandeza
menor, mostrando que esta reage muito mais lentamente com o TPCK que as duas
outras quimotripsinas citadas. Peterson et al. (1995) obteve resultados semelhantes
com a quimotripsina de M. sexta, a qual nao foi modificada em pH 8,0, sendo que a
reacao de modificagdo quimica foi observada apenas em pH 9,75. Ainda assim, houve

uma redugao de apenas 57% de atividade, dados condizentes com os nossos dados
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obtidos. Outros insetos lepidopteros da familia Noctuidae (S. littoralis, H. armigera e A.
ipsilon) parecem apresentar o mesmo fenémeno, corroborando a idéia de haver
mudancas na reatividade da His57 de quimotripsinas dos insetos apenas dessa familia,
pois insetos da mesma ordem, como D. saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae), ou de
ordens proximas, como S. invicta (Hymenoptera) reagem rapidamente com o TPCK.

Portanto, o TPCK reage com a His57 catalitica apenas quando esta se
apresenta em sua forma desprotonada, exatamente como um analogo de substrato. No
caso da quimotripsina de S. frugiperda, quando a His57 esta protonada (pH abaixo do
pKa), a reacdo de modificagdo ndao acontece efetivamente, como também observado
para a quimotripsina de M. sexta modificada em pH 8,0. Entretanto, quando
aumentamos o pH do meio de reagao e a His57 se torna desprotonada, o TPCK age
como um analogo de substrato e acontece a reacdo de modificagdo, mesmo que em
velocidades menores.

Além disso, o deslocamento do pKa da His57 (8,3) da quimotripsina de S.
frugiperda em mais de uma unidade quando comparada com a quimotripsina de
mamiferos (6,8) pode ser o motivo da menor reatividade da primeira frente ao TPCK.

Como resultado final, essa diferente velocidade de reacdo entre as
quimotripsinas resistentes e sensiveis pode ser interpretada como um mecanismo de
defesa de quimotripsinas de insetos polifagos a presenca de cetonas de plantas.

Na verdade a presengca de uma quimotripsina resistente a modificagcao por
cetonas pode ter sido um caracter sinapomoérfico de grande importancia para o
aparecimento da polifagia dentro da ordem Lepidoptera, sendo, portanto, um carater
basal dentro da ordem. Esse carater pode ter sido perdido em alguns organismos,
como D. saccharalis, que nao apresenta habito polifago e que, portanto, ndo sofre essa

pressao evolutiva e ndo necessita dessa defesa.
5.2.2. Diminuicéo da interagcdo com inibidores proteicos
As serina proteinases de insetos parecem ter sido selecionadas através da

evolugao tendendo a um aumento da sua hidrofobicidade superficial. Lopes et al. (2004)

demonstrou que os subsitios de tripsinas de insetos tendem a ficar mais hidrofébicos
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em insetos mais derivados, como os da ordem Lepidoptera e Diptera, o que levaria a
uma diminuicdo da interagdo entre serina proteinases digestivas e inibidores protéicos
de serina proteinases, que apresentam residuos polares no sitio de ligagdo a enzima
(alca hidrofilica). Portanto, o aumento na hidrofobicidade dos subsitios de tripsinas de
insetos lepidopteros parece ser uma resposta a presenca de inibidores protéicos na
dieta, que interagiria pior com enzimas contendo regides hidrofébicas do que com
aquelas com regides hidrofilicas. Assim, um aumento da hidrofobicidade na superficie
de serina proteinases parece estar relacionado a protecdo dessas enzimas contra a
inibicdo dessas enzimas por IPs expressos por plantas.

Brito et al. (2001) demonstrou que as serina proteinases de H. virescens formam
dimeros ou oligbmeros, e que essas formas oligoméricas s&o mais frequentes em
animais alimentados com folhas de plantas (ou seja, na presenca de inibidores
protéicos de serina proteinases presentes na dieta) do que em animais alimentados em
dieta artificial. Ainda, foi visto que a formagéo desses oligbmeros aumenta os Kis dessa
enzima relativo a inibidores protéicos de serina proteinases expressos em plantas,
como SBTI, o que indicaria que os oligdmeros de enzimas possuem uma menor regiao
exposta ao inibidor, dificultando a sua ligacao ao sitio catalitico. Por ultimo, imagina-se
que a interagao entre as serina proteinases formando oligdmeros ocorra por interagdes
entre regides hidrofébicas da superficie das enzimas.

Dada a importancia de verificar a hidrofobicidade superficial das serina
proteinases de insetos, alguns experimentos foram realizados para verificar se ha
diferengas em parémetros fisico-quimicos relativos a hidrofobicidade superficial das
serina proteinases ou se esse fendbmeno acima citado deve ser explicado de alguma
outra maneira.

Primeiramente, foram realizados experimentos de precipitacdo de enzimas com
sulfato de aménio, isso porque a presencga do sal diminui a solvatagcao das proteinas,
favorecendo a interacéo de regides hidrofébicas. Assim, ao adicionar sulfato de amdnio,
as interagdes entre regides hidrofébicas de proteinas séo favorecidas, facilitando
também a formacao de oligbmeros e complexos protéicos que tendem a se precipitar.
Quanto menor a concentragédo de sulfato de aménio utilizada para precipitar a proteina,

mais hidrofébica esta é.
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Esses experimentos de precipitacdo na presenca de sulfato de aménio
demonstraram que as tripsinas de insetos da ordem Coleoptera (T. molitor e Z.
Subfasciatus) sdo pouco hidrofébicas, pois ndo precipitam na presenca de altas
concentragdes (2 M) de sulfato de amdnio. Por outro lado, precipitagcdes de tripsinas de
insetos da ordem Lepidoptera (D. saccharalis e S. frugiperda) demonstraram que essas
enzimas precipitam muito mais facilmente, sendo que as tripsinas de D. saccharalis
precipitam cerca de 47% na presenca de apenas 0,17M de sulfato de aménio, e as
tripsinas de S. frugiperda, cerca de 77% na presenga de apenas 0,17M de sulfato de
amonio, um indicio de que tripsinas de insetos da ordem Lepidoptera realmente séo
mais hidrofébicas.

Para confirmar essa hipotese, cromatografias de interagdo hidrofébica foram
realizadas na auséncia de sulfato de amdnio. Assim, a interacdo entre serina
proteinases e a coluna indicaria a presenga de regides hidrofobicas expostas na
superficie, sendo a enzima mais hidrofobica eluida com maior concentragédo de SDS,
pois quanto mais detergente necessario a eluicao da enzima, mais forte sdo as suas
interacdes hidrofébicas na superficie.

A tripsina de T. molitor interage fracamente com a coluna de interagao
hidrofobica Res Phe, sendo eluidas com menos de 0,1% de SDS. Ja as tripsinas de D.
saccharalis e de S. frugiperda necessitam de altas concentracbes de SDS para serem
eluidas da coluna (cerca de 0,7%), corroborando os dados de precipitagcao por sulfato
de amoénio e confirmando que as tripsinas de insetos da ordem Lepidoptera sdo mais
hidrofébicas que de insetos de outros grupos.

Cromatografias hidrofébicas em coluna Res Phe das quimotripsinas de T.
molitor, D. saccharalis e S. frugiperda também foram realizadas, mostrando que nos 3
casos as quimotripsinas interagem fortemente com a matriz, sendo que as
quimotripsinas de T. molitor surpreendentemente interagem muito bem com a coluna,
sendo eluidas com cerca e 0,9% de SDS, ao contrario das tripsinas de T. molitor, que
interagem fracamente com a coluna e sdo eluidas com baixas concentragdes de SDS
(menos de 0,1%). Esse fato foi interpretado como sendo uma ligacdo das

quimotripsinas de T. molitor a matriz por afinidade, dado que se ligam bem a substratos
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contendo residuos aromaticos, como o grupo fenil, em P1, o qual esta presente como
grupo ligante na matriz da Res Phe.

As quimotripsinas digestivas de insetos preferem Tyr a Phe em P1; entretanto, a
especificidade é trocada em substratos menores, apresentando atividade sobre Suc-
Phe-pNA, mas nio sobre B-Y-pNa (Sato et al., 2008).

Por outro lado, as quimotripsinas tanto de D. saccharalis quanto de S. frugiperda
interagem exatamente da mesma maneira que as respectivas tripsinas, sendo eluidas
nas mesmas fragdes (0,7% de SDS), indicando que essas sao tdo hidrofébicas quanto
as respectivas tripsinas.

Nem sempre é possivel separar a atividade de tripsina e quimotripsina de insetos
lepidépteros (Peterson et al., 1995), mesmo utilizando cromatografias de afinidade.
Esse fato de atividades de tripsina e quimotripsina de insetos lepidépteros serem
eluidas conjuntamente talvez se deva a interagdo entre essas enzimas através de suas
regides hidrofébicas e formagao de oligbmeros entre essas enzimas.

Assim, fica evidente também que as quimotripsinas de insetos lepidépteros sao
bastante hidrofobicas. Entretanto, pelos perfis cromatograficos das quimotripsinas tanto
de D. saccharalis quanto de S.frugiperda fica a duvida se suas quimotripsinas e
tripsinas isoladamente estdo interagindo com a matriz, ou se sao oligdmeros formados
entre tripsinas e quimotripsinas que estdo interagindo, sendo assim, as duas acabam
sendo eluidas exatamente nas mesmas fragoes.

E possivel imaginar que tanto S. frugiperda quanto D. saccharalis possuem
tripsinas menos hidrofobicas em quantidades minoritarias, pois nos experimentos de
precipitacdo com sulfato de amobnio de ambas permanece uma atividade residual nao
precipitada (cerca de 20%). Além disso, é possivel ver durante as cromatografias de
interacdo hidrofébica que ambas possuem uma pequena fragdo nao ligada a coluna,
sugerindo que essas podem ser um tipo de serina proteinases menos hidrofobicas que
a maioria presente no intestino médio de S frugiperda.

Dentro da ordem Lepidoptera, parece haver grandes diferengas de
hidrofobicidades entre tripsinas de diferentes insetos, visto que dados de precipitagao
mostraram que as tripsinas de S. frugiperda parecem ser mais hidrofébicas que as de

D. saccharalis. Esse fato ajuda a explicar as diferengas nos habitos de vida das duas
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espécies: enquanto D. saccharalis € um inseto que se alimenta apenas de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), S. frugiperda € um inseto polifago que pode se
alimentar de diversas culturas e plantas encontradas na natureza. Essa diferenca de
habitos pode ter sido resultado evolutivo da diferenga entre enzimas desses insetos.
Assim, insetos que possuiam enzimas mais hidrofobicas e que formam oligdbmeros em
maior quantidade ou mais estaveis poderiam se alimentar de varios tipos de plantas,
pois seriam mais resistentes a diferentes tipos de inibidores protéicos expressos por
plantas do que insetos que possuiam enzimas menos hidrofébicas, sendo que esses
que possuem tripsinas menos hidrofobicas poderiam se alimentar de apenas alguns
tipos de plantas, ou seja, na presenga de uma variedade muito menor de inibidores de
proteases expressos por plantas, portanto, evoluindo com habitos mais especialistas.
Dados de interacdo de quimotripsinas desses organismos com a matriz
hidrofobica Res Phe sugerem que a quimotripsina luminal de T. molitor ¢ mais
hidrofébica que as duas outras citadas, pois ela é eluida com maiores concentragoes de
SDS. Entretanto, esse dado pode refletir apenas a ligagdo da enzima pela matriz
contendo um grupo fenil e que ligaria no bolsdo do subsitio P1 ou P1’. Assim, essa
aparente interacado seria apenas um artificio da afinidade da enzima por residuos de
Phe, e ndo um reflexo da hidrofobicidade superficial da enzima de T. molitor.
Modelagens automatizadas por homologia de sequéncias de serina proteinases
de T. molitor, D. saccharalis e S. frugiperda (tripsinas e quimotripsinas) seguidas de
andlise de acesso de solvente a superficie protéica indica a existéncia de uma maior
propor¢cao de residuos hidrofébicos expostos na superficie das tripsinas dos insetos
lepidépteros, e que as serina proteinases de insetos lepidépteros possuem clusters de
pelo menos 2 residuos hidrofobicos expostos na superficie, podendo esses clusters
chegar a ter 5 aminoacidos hidrofdbicos, ao contrario das serina proteinases digestivas
majoritarias T. molitor, que nao possuem clusters de aminoacidos hidrofébicos expostos
na superficie. Os clusters hidrofobicos devem favorecer interagées hidrofobicas
intermoleculares, explicando os dados obtidos por Brito et al. (2001) e nesse trabalho,
além de explicar um possivel mecanismo de oligomerizacdo das serina proteinases

digestivas de insetos.
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Assim, a presenca de serina proteinases mais resistentes tanto a presenca de
inibidores protéicos expressos em plantas quanto a presenca de cetonas reativas
podem ser uma condigdo sine qua non para o surgimento da polifagia entre insetos
herbivoros. Como discutido, os mecanismos para que essas resisténcias ocorram
comegam a ficar mais esclarecidos.

Dunse et al. (2010) demonstraram que em Helicoverpa ssp a resisténcia das
quimotripsinas a um inibidor tipo |l de batata se deve a uma modificacdo na alga 35 das
enzimas, a qual interage com o inibidor nas enzimas sensiveis, mas n&o interage nas
enzimas resistentes. Assim, fica descrito um segundo mecanismo que envolve uma

menor interacido entre enzima e inibidor.

5.3. Estudos fisioldgicos e moleculares da tripsina de P. americana

Estudos de distribuicdo de enzimas em P. americana foram previamente
realizados por Dias (2004), demonstrando que atividade de tripsina se encontra
majoritariamente (cerca de 60%) no papo, havendo também uma menor atividade de
tripsina nos cecos e no ventriculo. Entretanto, como o papo € uma regido esclerotizada,
ela n&o deve ser a regido que expressa e secreta a tripsina digestiva em P. americana.
Assim, a enzima presente nessa regido deveria originar-se ou no intestino médio ou nas
glandulas salivares.

Hivrale et al. (2005) demonstraram que ha pelo menos 11 atividades de serina
proteinases presentes no intestino de P. americana, sendo que 7 dessas atividades sao
similares a tripsina, enquanto Lopes et al. (2003) purificou e caracterizou a atividade
triptica majoritaria presente no intestino de P. americana.

Essa atividade triptica majoritaria presente no intestino anterior (papo) e na
regido anterior do intestino médio (cecos e ventriculo anterior) de P. americana foi
purificada até a homogeneidade, e seu microssequenciamento N-terminal resultou em
uma sequéncia de aminoacidos que possibilitou correlacionar a atividade triptica
majoritaria a um gene previamente conhecido como um alérgeno de barata (MPA3
allergen), cuja sequéncia nucleotidica prediz uma proteina homodloga a um

tripsinogénio, denominado PaTry, corroborando os dados obtidos.
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O mesmo PaTry foi identificado por microsseqiienciamento do extrato total de P.
americana e demonstrada como um alérgeno (Per a 10) (Sudha et al., 2008).
Entretanto, como a proteina foi purificada de um extrato total, nenhum papel fisiolégico
pdde ser relacionado a essa proteina. Assim, fica demonstrado também que esse
alérgeno é proveniente do intestino de P. americana, e corresponde a atividade
majoritaria de tripsina presente em seu intestino.

A analise da expressdo do PaTry demonstrou que ele é expresso apenas nos
cecos e no ventriculo anterior, ndo sendo expresso nem em glandulas salivares nem na
regido posterior do ventriculo, como esperado pela distribuicdo de atividade enzimatica
ao longo do tubo digestivo. Assim, o PaTry é produzido pelos cecos e pelo ventriculo
anterior, secretado ao lumem e ativado por algum fator. Apds ser ativado, a tripsina
deve ser levada ao papo, local de maior concentracéo de atividade enzimatica.

Um Western Blot do material de tubo digestivo de P. americana utilizando o
anticorpo anti-tripsina de M. domestica mostrou que esse anticorpo reconhece apenas
uma proteina. Assim, experimentos de imunocitolocalizacdo foram realizados utilizando
esse anticorpo. Esses experimentos mostraram que a tripsina de P. americana é
reconhecida em vesiculas de secrecédo e no complexo de Golgi dos cecos e do
ventriculo anterior, como previsto pelos dados de expressao obtidos através de RT-
PCR, além de ser visualizada nas microvilosidades e nas proximidade da membrana
peritréfica dessas regides.

Pela distribuicdo de enzimas verifica-se que ha maior quantidade de atividade de
tripsina no papo do que no resto do ventriculo. Caso o tubo se portasse apenas como
um vaso conectado, seria esperado que a enzima produzida nos cecos e no ventriculo
anterior seguisse o fluxo antero-posterior junto com o bolo alimentar, o que parece nao
ocorrer. Ao contrario, a tripsina digestiva é produzida nos cecos e ventriculo anterior,
como demonstrado por RT-PCR e nas imunolocalizagdes, mas se dirige ao papo,
provavelmente através de retro-peristaltismo.

Os dados de distribuicdo de outras enzimas soluveis (dados ndo mostrados)
(Dias, 2004) mostram uma manuteng¢ao da proporcionalidade entre enzimas do papo e
o intestino, como acontece com maltase, que também estd presente em maior

quantidade no papo e com mesma proporg¢ao da tripsina (cerca de 60% da atividade).
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Portanto, em P. americana as enzimas produzidas na regido anterior do intestino médio
devem ser langadas para o papo por retro-peristaltismo, ou seja, todo o conteudo de
enzimas secretadas presente nessa regido, incluindo a tripsina digestiva, € lancada
para o papo.

Assim, em insetos pertencentes a ordens basais parece haver um refluxo de
enzimas, incluindo tripsinas, do intestino médio para o intestino posterior, como visto em
insetos da ordem Dictyoptera (P. americana) e Orthoptera (Abracris flavolineata,
Grilodes sigillatus) (Biagio et al., 2009), dado que a tripsina ndo € produzida em
glandulas salivares. Ainda, demonstramos que nessas ordens a tripsina é secretada por
exocitose, similar ao visto em M. domestica (inclusive com marcagdo nas membranas
da vesicula de secrecdo), mas diferente do que é visto com tripsina em insetos de
outras ordens, como verificado em T. molitor (Coleoptera), com secregao apocrina, e S.
frugiperda (Lepidoptera), com secrecao microapocrina.

A clonagem do PaTry foi bem sucedida nos vetores pAE e pFastBac; entretanto,
tentativas de clonagens no vetor de expressdo em Picchia pastoris pPIC9 ndo deram
certo. Assim, as primeiras tentativas de expressao do PaTry foram realizadas em
diferentes linhagens de E. coli, em diferentes temperaturas; entretanto, se as
expressdes produziram proteinas soluveis, estas ndo foram passiveis de serem
purificadas, o que tornou a continuagao do projeto tecnicamente inviavel. Este foi um
resultado esperado, ja que ha apenas um relato de expresséao de tripsina de inseto (A.
gambiae) bem sucedida em E. coli M15 (QiaGen), ndo havendo outros relatos de
expressao de serina proteinases de insetos em bactérias (Muller et al., 1993).

Serina proteinases humanas (tripsina e trombina) sdo expressas em P. pastoris
em quantidade suficiente para estudos de mutagao sitio-dirigida e estrutural (Bobofchak
et al, 2005). Entretanto, pelo fato de ndo conseguirmos clonar o PaTry no plasmideo
pPIC9, essas tentativas ndo foram realizadas.

O sistema de expressao mais promissor utilizado ultimamente €& aquele que
utiliza cultura de células de insetos (S. frugiperda) Sf9 ou Sf21 infectadas por
baculovirus para a expressao de proteinas recombinantes. Alguns relatos de serina
proteinases expressas ativamente com sucesso nesses sistemas foram descritos nos

ultimos anos; além disso, outras enzimas de insetos ndo expressas em sistemas
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heterélogos foram expressas nesse sistema, como por exemplo a amilase de
Anopheles merus (Chimoy Effio et al, 2003).

Assim, partimos para essa outra abordagem, tentando a expressao do
recombinante do PaTry utilizando células de inseto Sf9. Para tal, a pré-pré-enzima (ou
seja, o gene da enzima contendo o peptideo sinal e o pré-peptideo) foi clonada no
plasmideo pFastBac 1 para a producdo de um bacmideo recombinante contendo o
gene da tripsina de interesse. O bacmideo, apds ser produzido, foi utilizado para
infectar células Sf9, gerando baculovirus recombinantes. As células infectadas tiveram
sua viabilidade celular diminuida em 70% quando comparadas a células controle,
apresentando restos de lise celular presente no meio de cultura, demonstrando que a
producgao viral ocorreu com sucesso. Apos 5 ciclos de propagacéo viral, foi verificado na
fracdo soluvel a expressao PaTry recombinante por Western blot, utilizando o anticorpo
anti-tripsina de M. domestica, ndo sendo identificada nenhuma proteina recombinante.
SDS-PAGE dessa fragao soluvel n&o indicou a existéncia de bandas de peso molecular
esperado (dado nao mostrado). Isso pode ter ocorrido por trés diferentes motivos: 1) a
tripsina recombinante ndo foi expressa; 2) a enzima estd sendo produzida e é
degradada, seja por outras proteases, seja por auto-ativagdo, ou seja, a enzima
produzida é ativada e ocorre a autdlise, ndo sendo detectada a sua presenca.

Testes de ativagdo do PaTry recombinante expresso em bactérias foram
realizados utilizando a enzima enteroquinase com as fragbes soluveis, tanto dos
expressos em bactérias como em células de inseto. Assim, possiveis tracos de enzima
recombinante soluvel poderiam ser detectados pelos ensaios enzimaticos utilizando
substratos fluorescentes. Entretanto, os testes de ativacdo nao resultaram em
observacao de atividade contra substrato especifico para tripsina B-R-MCA, indicando
que provavelmente essas enzimas estariam sendo produzidas apenas na forma inativa,
0 que as torna inadequadas para testes de cristalizagdo, sendo também inviavel

considerar a realizacdo de mutagdes sitio-dirigidas.

5.4. Propriedades da quimotripsina intestinal majoritaria de M. domestica
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O estudo da quimotripsina de M. domestica teve inicio no intuito de entender a
sua funcéo fisioldgica na digestéo e tentar verificar se ha diferengas entre esta enzima
e outras previamente estudadas, dado que ela se encontra em uma regiao do intestino
médio (ventriculo posterior) de larvas de M. domestica de pH ligeiramente acido, que
poderia levar a mudangas no sitio catalitico modulando o pKa dos residuos cataliticos.
Uma substituicdo importante vista por alinhamentos parece ser a troca de uma Gly-43
(numeragdo da quimotripsina bovina) de quimotripsinas por uma Ala presente na
quimotripsina de M. domestica, a qual esta a 2,71 A de distancia da Ser195 catalitica.
Essa Ala, por ser mais hidrofébica que a Gly presente em outras quimotripsinas, deve
criar um ambiente mais hidrofébico, podendo diminuir o pKa da Ser195. Assim, uma
diminuicdo no pKa da Ser195 catalitica levaria a diminuicdo do pH otimo da
quimotripsina de M. domestica. A mesma mudanca € vista em uma quimotripsina de D.
melanogaster (CG11912), similar a quimotripsina de M. domestica e filogeneticamente
préxima. Como os dois organismos também sdo filogeneticamente proximos e
fisiologicamente muito parecidos, esta troca nas quimotripsinas sugere que a Ala pode
modular o pKa da serina catalitica nas quimotripsinas.

Uma distribuicdo de enzimas mostrou que a atividade de quimotripsina de M.
domestica se localiza majoritariamente em tecidos da regido distal do ventriculo
posterior de larvas, sendo que cerca de 30% da atividade enzimatica total esta na
fracdo soluvel dos tecidos, e outros 25% da atividade enzimatica total estdo na fragao
de membranas precipitada. Entretanto, quando essa fracdo de membranas é
congelada e descongelada, cerca de 60% da atividade presente nesta regidao é
liberada para a fracédo soluvel, indicando que uma parte da atividade enzimatica nao é
firmemente aderida a membrana, fato que pode estar ocorrendo pela adesao da
enzima ao glicocalice (Ferreira e Terra, 1989). Entretanto, quando a fragcdo de
membranas € congelada e descongelada pela segunda vez, nenhuma atividade
quimotriptica foi liberada (dados n&o mostrados), indicando a existéncia de um
segundo tipo de quimotripsina, inserida na membrana.

Essa adesao da enzima aos tecidos deve ser um mecanismo que evita a perda
da enzima por excregao: as enzimas aderidas ndo entram na corrente antero-posterior

luminal, evitando a sua perda nas fezes. A taxa de excrecdo da atividade de
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quimotripsina soluvel indica que 28% desta atividade € excretada. Isso provavelmente
se deve a localizagao posterior da atividade enzimatica, o que impede que haja tempo
habil para que a totalidade da atividade enzimatica seja recuperada por recirculagcao
endo-ectoperitrofica.

Um SDS-PAGE nativo da fragao soluvel revelou a presenga de uma banda unica
de atividade sobre o substrato sintético S-AAPF-MCA. Esta atividade quimotriptica
soluvel maijoritaria do ventriculo posterior foi purificada pela utilizagdo de uma
cromatografia de afinidade de quimotripsina pelo inibidor PBA utilizando a resina PBA-
agarose, mostrando uma banda unica visualisada em SDS-PAGE com a mesma
massa molecular da banda de atividade.

A quimotripsina purificada do ventriculo posterior apresentou um pH 6timo de
7,4, mais acido que quimotripsinas de outros insetos (Sato et al., 2008), evidenciando
que esta quimotripsina deve ter mudangas na vizinhanga de seu sitio catalitico que
modulam esse pH 6timo abaixo do normal. Essas mudangas podem ter evoluido
devido a presenca do ventriculo médio acido que acidifica o bolo alimentar, que é
alcalinizado no ventriculo posterior, porém atingindo apenas pH 6,8. Assim, as enzimas
presentes neste compartimento devem possuir um pH 6timo em torno de neutro para
serem ativas sobre o alimento.

A atividade da quimotripsina pura €& reduzida em 90% apés 15 min de
modificagdo com TPCK 0,1 mM em pH 8,5, mostrando que as quimotripsinas de
insetos do clado Cyclorrapha devem ser sensiveis a cetonas. Isso demonstra que, até
0 presente momento, apenas as quimotripsinas de alguns insetos da ordem
Lepidoptera, como as de S. frugiperda (Lopes et al., 2009), S. litorallis (Lee and
Anstee, 1995), H. zea e Agrothis ipsilon (Mazumdar-Leighton and Broadway, 2000a)
sao modificadas lentamente por TPCK.

A quimotripsina purificada hidrolisa eficientemente substratos longos, como o S-
AAPF-MCA, mas nao substratos curtos, como o S-F-MCA, que estd em concordancia
com dados da quimotripsina de S. littoralis (Lee & Anstee, 1995), apesar de outras
quimotripsinas de insetos hidrolizarem substratos curtos (Sato et al, 2008). Isso
demostra que a presenga de aminoacidos no substrato ocupando os subsitios S1, S2 e

S3 (Schechter & Berger, 1963) da enzima sdo fundamentais para aumentar a eficiéncia
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catalitica da enzima (Sato et al., 2008, Whitworth et al., 1998), claramente preferindo
residuos de Phe em P1 a Leu, com uma eficiéncia catalitica (kcat/Km) duas vezes
maior para o substrato S-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA frente ao S-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA, visto
que os dois substratos possuem os mesmos aminodacidos, exceto o residuo a ser
clivado em P1. Entretanto, tal fato ainda se mostra surpreendente, pois como descrito
por Sato et al. (2008), as quimotripsinas de P. americana e D. saccharalis nao clivam
ligacbes quando ha um residuo de Leu em P1. Além disso, a enzima também parece
preferir residuos de Phe em P1 a Tyr, pois a enzima cliva o substrato S-Ala-Ala-Pro-
Phe-MCA quase duas vezes mais eficientemente (kcat/Km) que o substrato S-Leu-Leu-
Val-Tyr-MCA. Entretanto, essa diferenga pode também ser reflexo de interferéncia dos
subsitios S2, S3 e S4 sobre o subsitio S1, dado que os aminoacidos presentes nas
posicoes P2, P3 e P4 diferem entre os dois substratos.

Assim, esses indicios evidenciam a preferéncia da quimotripsina digestiva de M.
domestica por residuos aromaticos, como Phe e Tyr, em relagdo a residuos alifaticos,
como Leu.

O sequenciamento ao acaso dos transcritos do epitélio de intestino médio de M.
domestica a partir de uma biblioteca de cDNA n&o normalizada revelou a presencga de
apenas uma sequéncia contigua de quimotripsinogénio (precursor de quimotripsina)
em larvas de M. domestica formada pelo sequenciamento de 71 ESTs dos 826 totais
(9.4% dos transcritos), indicando que este gene altamente expresso deve corresponder
a atividade de quimotripsina majoritaria presente no ventriculo de M. domestica.

Esse quimotripsinogénio, denominado MdChy1, foi totalmente sequenciado
desde a Met inicial até o cédon de parada, mostrando a presenca da triade catalitica
(Asp57-His102-Ser195) e do residuo de especificidade de quimotripsinas (Gly189), e a
presenca de um peptideo sinal na regido N-terminal, indicando que a proteina
codificada por essa sequéncia deve ser secretada pelas células epiteliais,
corroborando os dados obtidos de existéncia de uma atividade de quimotripsina
soluvel. Esse quimotripsinogénio ndo possui regides transmembranas nem ancoras de
GPI (anélise da sequéncia com os programas big-Pl Predictor e GPI-SOM), levando a
acreditar na existéncia de uma segunda enzima ancorada a membrana. Lemos e Terra

(1991) descreveram a presenga de duas formas de tripsina em larvas de M. domestica,
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sendo uma soluvel e uma segunda ligada a membrana. Assim, a existéncia de duas
formas moleculares de quimotripsinas, sendo uma soluvel e uma segunda ligada a
membrana, parece condizente; entretanto, nenhuma seqiéncia que poderia
representar a atividade aderida a membrana foi descrita até o momento. A massa
molecular predita da proteina MdChy1 & de 28.639,2 Da, muito préxima a massa
molecular encontrada para a quimotripsina digestiva purificada do intestino médio de
M. domestica, de 29 kDa, indicando que o MdChy1 pode corresponder a enzima
purificada e estudada. O pl tedrico da proteina predita pelo MdChy1 & 5,83.

A anadlise da expressao do MdChy1 mostrou que este € expresso na regiao
proximal do ventriculo posterior de M. domestica, ou seja, o0 MdChy1 é transcrito na
regido proximal do ventriculo posterior. Entretanto, a atividade enzimatica se concentra
na regiao distal do ventriculo posterior, mostrando que esse gene deve ser expresso na
forma de zimogénio na regido proximal do ventriculo posterior e secretado ao lumen,
onde deve ocorrer o processamento por clivagem do pro-peptideo por uma tripsina
presente nessa regiao (visto que ha um sitio de clivagem de tripsina entre o pré-
peptideo e a enzima madura do MdChy1). Assim, apds ser expressa e secretada ao
lumen, a proteina é clivada e se torna ativa, sendo sua atividade encontrada na regiao
distal do ventriculo posterior. Ainda, o fato de ocorrer uma co-localizacdo entre o local
de expressao do MdChy1 e o local aonde ha atividade de quimotripsina sugere que o
gene previamente clonado se refere a atividade de quimotripsina digestiva.

Testes de expressao recombinante revelaram que apenas a linhagem de E. coli
BL21 STAR (DE3) induziu a expressao desta enzima em até 2 horas de indugao por
IPTG 1 mM a 37°C. Com 4 horas de indugdo nestas condicbes, observa-se a
diminuicdo de intensidade da banda induzida e o aparecimento de uma banda de
menor peso molecular, indicando que o MdChy1 recombinante deve estar sendo
degradado por proteases enddgenas da bactéria.

Analises de solubilidade de proteinas expressas nestas condigdes mostram que
o MdChy1 recombinante € expresso insoluvel, ou seja, em corpusculos de incluséo.
Western blot dessas amostras mostrou que a proteina foi expressa com a cauda de
seis histidinas na regido N-terminal, a qual foi reconhecida pelo anticorpo anti-His tag.

A purificagao desta enzima recombinante através de uma cromatografia de afinidade
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desta cauda de histidina por niquel confirmou a presenca desta cauda de histidina e se
mostrou eficiente para a purificagado desta proteina recombinante.

A proteina recombinante foi utilizada para a produgcdo de anticorpos policlonais
em coelhos. Western blots utilizando o anticorpo policlonal contra o0 MdChy1 expresso
de maneira recombinante se mostrou especifico para a quimotripsina digestiva,
reconhecendo apenas uma banda de proteina no ventriculo posterior, que coincide com
a banda de proteina purificada (visualizada por SDS-PAGE) e com a banda de
atividade de quimotripsina (visualizada apds o ensaio de uma separagao eletroforética
do ventriculo posterior em SDS-PAGE sob condigdes semi-desnaturantes),
corroborando a idéia de que esse gene corresponde a quimotripsina digestiva
majoritaria.

Entretanto, esse mesmo anticorpo reconhece uma banda de proteina no
ventriculo anterior, local em que n&do ha atividade significante de quimotripsina. Esse
dado poderia ser explicado pela reagédo cruzada do anticorpo na presenga de outras
serina proteinases expressas nessa regiao do intestino médio de M. domestica. Como
visto, o gene MdChy2 é expresso no ventriculo anterior, e por apresentar os residuos
cataliticos, deve ser o responsavel pela atividade quimotriptica nesta regido.

Akan & Carlson (1985) demonstraram por hibridizagdes in situ que genes
chamados de Jonah sao especificamente expressos no ventriculo anterior e na regido
proximal do ventriculo posterior de larvas de D. melanogaster, exatamente como visto
por western blot utilizando o anticorpo anti-MdChy1. Os autores citam esse fato como
sendo uma “reagao cruzada”, dado que a distribuicdo da atividade de quimotripsina em
D. melanogaster € similar a descrita para M. domestica. Foi verificado posteriormente
que esse gene Jonah é homdlogo a quimotripsina, corroborando os nossos dados de
western blot e suportando a produgdo de um anticorpo para a quimotripsina digestiva
de M. domestica. Portanto, o anticorpo anti-MdChy1 deve reconhecer o produto do
gene MdChy2 no ventriculo anterior e o produto do gene MdChy1 no ventriculo
posterior. Além disso, Jordao et al. (1996) também comentam um reconhecimento de
uma banda no intestino anterior de M. domestica utilizando o anticorpo anti-tripsina,

corroborando a nossa idéia de reconhecimento cruzado entre os anticorpos de serina
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proteinases especificos para enzimas do ventriculo posterior e enzimas presentes no
ventriculo anterior.

Assim, o anticorpo anti-MdChy1 foi utilizado para a realizagdo de
imunocitolocalizagbes de quimotripsinogénio em tecidos de M. domestica.

Dados de distribuicdo da atividade de quimotripsina mostra que uma grande
parcela da atividade se encontra na fracdo soluvel, sendo em menor quantidade
encontrada no conteudo e uma maior parte aderida ao glicocalice (fragao soluvel
celular). Assim, através de experimentos de imunocitolocalizagdes dessa enzima, seria
esperado observar marcagdes dessa enzima na regido proximal (em vesiculas de
secrec¢ao), mas nao em vesiculas de secregado da regido distal do ventriculo posterior.
Além disso, deveriamos ver a presenca da enzima em grande quantidade no lumen
tanto na regido proximal quanto na regido distal, sendo que uma grande parte dessa
enzima deveria estar ancorada ao glicocalice, como mostrado nos dados de distribuicao
de atividade.

De fato, as imunocitolocalizagdes reconheceram proteinas nas vesiculas e no
[lumen nas microvilosidades e no glicocalice do ventriculo anterior e da regido proximal
do ventriculo posterior, ndo havendo reconhecimento no ventriculo médio. Na regido
distal do ventriculo posterior ndo ha reconhecimento em vesiculas de secre¢ao, apenas
nas microvilosidades e na regidao do glicocalice, até proximo a membrana peritréfica,
como previsto anteriormente. Esse dado corrobora nossa hipotese da localizagao da
expressdao da enzima, como previsto anteriormente pelos dados de distribuicdo de
atividade enzimatica e de RT-PCR.

Para verificar se ha expressao de outras serina proteinases nessa regidao do
ventriculo anterior de M. domestica, iniciadores especificos foram desenhados a partir
de sequéncias previamente obtidas em nosso laboratério pelo sequenciamento ao
acaso de uma biblioteca de cDNA de intestino inteiro de larvas de M. domestica. A
analise da expressdo de 7 genes de serina proteinases, além do MdChy1, foram
analisados através de RT-PCR, demonstrando que parece existir dois grupos de serina
proteinases expressas no intestino médio de M. domestica: um grupo de serina
proteinases (sendo 3 tripsinas e 1 quimotripsina) expresso na regido anterior do

intestino médio, e um segundo grupo (2 tripsinas e 1 quimotripsina, além do MdChy1)
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expresso na regido posterior. Assim, realmente deve estar acontecendo um
reconhecimento cruzado do anticorpo com uma das serina proteinases expressas no
ventriculo anterior de M. domestica, que nao corresponderia ao gene de interesse, tal
como deve ter ocorrido em hibridizagbes in situ (Akan & Carlson, 1985) e com o
anticorpo anti-tripsina de M. domestica (Jordao et al., 1996).

Assim, parecem existir dois conjuntos de serina proteinases expressos no
intestino de larvas de M. domestica: um conjunto expresso no ventriculo anterior,
representando apenas uma atividade residual tanto de tripsina quanto de quimotripsina,
e outro expresso no ventriculo posterior, onde se localiza as atividades majoritarias de
tripsina e quimotripsina presentes no intestino de larvas. Esses dois conjuntos poderiam
ter funcdes diferentes, sendo que o conjunto expresso anteriormente ndo deve ter
funcado digestiva, mas a protegao do inseto contra invasdes e infecgdes, dado que ha
muitas serina proteinases envolvidas no sistema imune, como visto em B. mori (Dohke,
1973; Ashida & Dohke, 1980) e em D. melanogaster (Chosa et al., 1997), além de M.
domestica se alimentar de bactérias. Ainda, foi demonstrada em M. sexta a inducéo da
expressao de serina proteinases pela presenca de bactérias (Jiang et al., 1998). Ja o
conjunto de genes expressos posteriormente deve ter fungdo digestiva, clivando
proteinas liberadas apdés a lise bacteriana na regido acida mediana do intestino médio.

Sabe-se que as quimotripsinas formam uma vasta familia multigénica em
insetos. Assim, o reconhecimento cruzado entre o anticorpo policlonal anti-MdChy1 e
diversas proteinas similares a quimotripsinas seria possivel. No genoma de D.
melanogaster foram identificados mais de 1 centena de genes contendo um dominio de
serina proteinases, sendo que a histéria evolutiva de 87 desses genes contendo menos
de 440 aminoacidos e nao apresentando Asp189 (tripsinas) foi reconstruida
filogeneticamente, resultando em uma arvore contendo 9 grandes ramos agrupados por
bootstraps acima de 70%, sendo que o0s genes agrupados parecem ter fungdes
fisiologicas semelhantes, como descrito a seguir. Além disso, 0s ramos possuem genes
que estao fisicamente proximos, geralmente localizados nos mesmos cromossomos.

Trés grandes ramos, A, B e F, possuem genes de proteinas cataliticas e que séo
expressos especificamente no intestino médio de larvas e adultos, sendo portanto os

genes envolvidos na digestdo de proteinas do bolo alimentar; além disso, ja foi
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verificado que o MdChy1 estudado agrupa-se no ramo F, enquanto que o MdChy2 se
encontra no ramo B, genes de M. domestica expressos no intestino médio, o que
suporta a idéia de as sequéncias desses ramos serem envolvidas em digestdo no
intestino médio. Ainda, o ramo H, apesar de possuir sequéncias ndo cataliticas, sao
expressas especificamente no intestino médio, podendo estar envolvidos em alguma
outra fungdo durante a digestdo, como por exemplo a ligagao de inibidores de serina
proteinases presentes na dieta. Ainda, como o intestino médio € uma grande area de
interface com o meio ambiente, deve haver mecanismos de ativacdo do sistema imune,
sendo que alguns deles passam pela ativacdo da cascata da profenoloxidase, que
necessitam de SPHs (homodlogos de serina proteinases ndo-cataliticas) para a sua
ativacao (Ross et al., 2003).

Surpreendentemente, dois grandes ramos de genes similares a quimotripsinas
se encontram no cromossomo X: o ramo D, constituido por genes expressos somente
em espermatecas de fémeas, e o ramo E, contendo genes expressos apenas em
testiculos de machos. Tal fato reinfor¢ca a importancia das serina proteinases em outras
fungdes fisiologicas que ndo a digestdo. De fato, Kelleher & Pennington (2009)
descreveram a atividade de serina proteinases (tripsina e elastase) presentes no tecido
reprodutivo de Drosophila arizonae, inclusive relacionando alguns genes de D.
melanogaster aqui descritos, como os genes CG17012 e Cg17234, que sao descritos
como genes nao conhecidos (nem tripsina ou elastase). Além disso, citam que o trato
reprodutivo feminino de D. arizonae é significantemente enriquecido por serina
proteinases recentemente duplicadas, o que esta de acordo com os dados obtidos.
Entretanto, o trato reprodutivo de D. melanogaster nao possui nenhuma atividade de
tripsina ou elastase, o que esta de acordo com a presenga de genes nao-cataliticos
expressos nas espermatecas e nos testiculos. Assim, esses genes devem desenvolver
alguma funcéo fisiolégica que nao necessite da clivagem de proteina, podendo estar
envolvido na sinalizagao ou ligagéo a substratos sinalizadores, similar aos SPHSs.

Ha ramos contendo sequéncias sem funcgdes claras, como os ramos C1 e C2,
constituidos por genes que nao tém um padrao especifico de expressao, indicando que
estes podem desempenhar fungdes “constitutivas”, como por exemplo genes

relacionados ao sistema imune e as cascatas de ativagdo da profenoloxidase (Ross et
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al., 2003). Por ultimo, os ramos G e | possuem genes expressos em diversas fases do
ciclo de vida, em diferentes tecidos e que, portanto, podem estar relacionados com
alguma outra fungdo, como a fixagdo de musculos somaticos em embrides de D.
melanogaster (Murugasu-Oei et al., 1995), ou a remodelacdo dos tecidos que acontece
ao longo do desenvolvimento e que requerem a degradacgao de proteinas dos tecidos
antigos para a formagé&o dos novos tecidos.

Assim, essa reconstrugao filogenética fornece informagdes Uteis sobre possiveis
informacdes sobre localizagdo cromossémica, local e fase da vida de expressdo dos
genes e correlagdo com a sua fungao fisiolégica. O MdChy1 estudado provavelmente é
0 gene relacionado a expressao da principal atividade de quimotripsina digestiva
encontrada na regido posterior do intestino médio, relacionados com a digestdo de
proteinas provenientes da alimentacdo (bactérias) e disponibilizacdo de nutrientes,
demonstrado pelos dados de expressédo (RT-PCR e a quantidade de ESTs
sequenciados a partir da biblioteca), a sua imunocitolocalizagdo em tecidos e o seu
agrupamento juntamente de genes de D. melanogaster expressos no intestino médio de
larvas e adultos. O gene MdChy2 deve codificar a atividade de quimotripsina minoritaria
presente na regido anterior do intestino médio (demonstrado por RT-PCR e pela
biblioteca de células oxinticas presentes na porcao anterior do intestino médio, local
onde a sequéncia foi obtida ao acaso), e que deve sofrer reconhecimento cruzado pelo

anticorpo anti-rMdChy1.
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6. CONCLUSOES

A partir deste trabalho conclui-se que:

¢ As serina proteinases digestivas de insetos ndo sao eficientemente expressas de
maneira recombinante em bactérias. Mesmo quando expressas soluveis, elas
nao sao eficientemente purificadas e mostraram-se inativas.

e As serina proteinases digestivas de insetos mais derivados apresentam maior
hidrofobicidade superficial, que pode ser interpretado como um mecanismo de
defesa dos organismos a presenga de inibidores protéicos na dieta com a
oligomerizagao das enzimas, o que dificultaria a ligagao dos inibidores ao sitio de
ligac&o das enzimas;

¢ Insetos polifagos da ordem Lepidoptera possuem quimotripsinas que reagem
lentamente com cetonas, como o TPCK, quando comparados com
quimotripsinas de insetos de outras ordens ou de mamiferos, fato relacionado a
presencga de cetonas como defesa de plantas a herbivoria;

e A tripsina de P. americana foi identificada e seu gene, denominado PaTry,
inteiramentente clonado, sendo também demonstrado que ele é expresso nos
cecos e na regido anterior do ventriculo, e que a sua secregdo se da por
exocitose nos epitélios dos cecos e da regido anterior do ventriculo;

e Tentativas de expressédo recombinante do gene PaTry em bactérias e em células
de inseto Sf9 ndo resultaram em proteinas ativas;

e As enzimas digestivas de P. americana presentes no papo sao produzidas ou
nas glandulas salivares ou nos cecos e regido anterior do ventriculo. Quando
produzidas nos cecos e no ventriculo anterior, as enzimas parecem ser levadas
ao papo por retro-peristaltismo, dado que a proporgédo de diferentes enzimas se
mantém constante e que, portanto, as diversas regides do intestino se portam

Como vasos comunicantes;
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e A quimotripsina digestiva de M. domestica foi purificada até a homogeneidade, e
seus parametros cinéticos foram determinados, demonstrando que esta possui
especificidade similar a quimotripsinas de insetos e de mamiferos;

e O gene MdChy1, inteiramente clonado, deve corresponder a atividade
quimotriptica majoritaria presente no ventriculo posterior e caracterizada
cineticamente, pois suas caracteristicas moleculares, o local de sua expressao o
numero de ESTs obtidos a partir do sequenciamento ao acaso e a
imunocitolocalizagdo de tecidos utilizando o anticorpo anti-MdChy1 corroboram
essa idéia;

e Pela primeira vez foi realizada uma imunocitolozalizagdo de quimotripsinas em
tecidos epiteliais de insetos, demonstrando que em M. domestica elas sao
secretadas em pequenas vesiculas por exocitose;

e A reconstrugdo filogenética das sequéncias similares a quimotripsinas de D.
melanogaster e M. domestica mostra que elas se agrupam de acordo com o seu
padrao de expressdao ao longo do ciclo de vida e posicdo fisica nos
cromossomos, mostrando que esta familia multigénica apresenta genes similares

provavelmente com a mesma funcgao fisiolégica.
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