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REsumMo

Oliveira, E. M., Purificacdo e caracterizacdo de uma carboxipeptidase e de
uma dipeptidase da larva de Tenebrio molitor (Coleoptera). Ano: 2008. 47
paginas. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em

Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Devido aos problemas, ambientais ¢ a populacdo humana, causados pelos inseticidas
quimicos, novas investigagdes para o controle de insetos tornaram-se necessarias. Para
isto, um maior conhecimento sobre a fisiologia digestiva dos insetos torna-se
essencial, visto que o intestino ¢ uma interface, grande e relativamente desprotegida,
entre o inseto e o seu ambiente. Neste contexto, nosso trabalho envolve a purificagdo e
caracterizagao de uma dipeptidase e de uma carboxipeptidase digestivas de 7. molitor.
Estas enzimas, compreendem as classes de enzimas digestivas de insetos menos
estudadas. O estudo de distribuicao das atividades de dipeptidase e carboxipeptidase
nas diferentes regides do intestino médio de larvas de 7. molitor mostrou que essas
enzimas encontram-se majoritariamente no contedo luminal. Para a purificagcdo da
dipeptidase e carboxipeptidase foram utilizadas cromatografias de troca idnica e
filtracdo em gel. A carboxipeptidase purificada era muito instavel para estudos mais
detalhados. O estudo dos pardmetros cinéticos mostrou que a dipeptidase digestiva de
T. molitor possui massa molecular de 38,6 kDa, pH 6timo 7,4, baixa solubilidade a
fenantrolina e parece preferir dipeptideos com cadeia lateral volumosa na posicao P1.
Devido a essas propriedades, mesmo sendo soluvel, assemelha-se a dipeptidase de

membrana (EC 3.4.13.19).

Palavras-chave: Tenebrio molitor, carboxipeptidase, dipeptidase, caracterizagdo

cinética, digestao terminal.



ABSTRACT

Oliveira, E. M., Purification and characterization of a carboxypeptidase and a
dipeptidase from Tenebrio molitor (Coleoptera) larvae. Ano: 2008. 47 paginas.
Master Thesis. Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sao Paulo.

Because of adverse effects caused by insecticides in environment and in
animals and humans, new methods for insect control are necessary.
Knowledge on insect digestive physiology may be instrumental in this
direction, as the gut is the major interface between insect and its environment.
Our work involves the purification and characterization of a digestive
carboxypeptidase and a digestive dipeptidase from Tenebrio molitor. Those
enzymes comprise the class of insect digestive enzymes less studied.
Distribution studies showed that T. molitor dipeptidase and carboxypeptidase
are more active in the midgut content. The purification of T. molitor dipeptidase
and carboxypeptidase was attained using a combination of anion-exchange
chromatographies and gel filtration. The optimum pH of dipeptidase is 7.6 and
the carboxypeptidase is 7.4. The kinetic parameters showed that the T. molitor
digestive dipeptidase prefers as substrates dipeptides having a large lateral

chain in P1 position.

Keywords: Tenebrio molitor, carboxypeptidase, dipeptidase, kinetic characterization,

terminal digestion.
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1 —INTRODUCAO

3.1— CONSIDERACOES INICIAIS

Embora o estudo sobre a digestdo em insetos tenha comec¢ado a mais de um século,
nosso entendimento sobre tal assunto esta longe de ser completado. Com o surgimento
e a utilizacdo de inseticidas quimicos na década de 40, o que resultou em uma crenca
inicial de que se havia chegado a uma solugdo definitiva para o problema das pragas
agricolas, o estudo sobre a digestio em inseto passou por um periodo de lentidao

(Terra e Ferreira, 2005).

Devido aos problemas, ambientais e a populacio humana, causados pelos
inseticidas quimicos, novas investigagdes para o controle de insetos tornaram-se
necessarias. Ao longo do tempo, diversas abordagens para o controle de pragas como o
controle bioldgico (o qual faz uso de inimigos naturais dos insetos praga, para o
controle destes) ou a utiliza¢do de plantas transgénicas (teoricamente menos danosas
ao meio ambiente que os inseticidas) foram colocadas a disposicdo dos sistemas
agricolas. Contudo, a necessidade de investimentos nesta area tornou-se evidente com
a verificacdo da existéncia de diferentes tipos de resisténcias tanto aos controles
bioldgicos como aos inseticidas e as plantas transgénicas (Hilder e Boulter, 1999;

Bobrowski et al., 2003), reforcando a idéia de que técnicas diversificadas de ataque as
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pragas devem ser utilizadas. O consenso atual prega a utilizagdo da maior variedade
possivel de formas de controle, evitando uma pressao seletiva especifica exagerada
(McGaughey e Whalon, 1992).

Um maior conhecimento sobre a fisiologia digestiva dos insetos tornou-se, entao,
essencial para o desenvolvimento de novos métodos de controle de insetos praga, visto
que o intestino ¢ uma interface, grande e relativamente desprotegida, entre o inseto e o
seu ambiente (Terra e Ferreira, 2005). Tal conhecimento inclui os estudos sobre os
compartimentos intestinais onde as diferentes fases da digestdo ocorrem e as
propriedades das enzimas participantes.

A determinagdo da distribuicdo das enzimas nos varios compartimentos do canal
alimentar permite esclarecer os passos pelos quais o alimento ¢ hidrolisado nos
diferentes sitios e auxilia na compreensao da atuacao fisiologica de uma enzima.

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

A fim de contribuir para o maior nimero de dados possiveis sobre a digestdo em
insetos, Terra (1988, 1990) propds que o estudo fosse realizado a partir de insetos
representativos que permitiriam estabelecer hipoteses sobre a organizagdo da digestao
em insetos. A ordem Coleoptera ¢ a maior ordem dentre os insetos, sendo que os

besouros constituem cerca de 40% dos insetos ¢ 30% dos animais (Richards ¢ Davis,
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1977). Tendo em vista esses aspectos, este trabalho contemplara o estudo de uma
dipeptidase e de uma carboxipeptidase envolvidas na digestdo de proteinas em T.
molitor, uma importante praga cosmopolita de alimentos estocados. Esse inseto tem
sido o objeto de numerosos estudos sobre fisiologia digestiva, constituindo assim, um
bom modelo para o estudo de digestdo em Coleoptera. pH luminal, localizagdo das
peptidases no intestino médio e algumas das propriedades destas enzimas digestivas
foram estudados por Terra et al.; Terra et al.; Ferreira et al., (1990); Levinsky et al.,
(1977). Porém, existem numerosas questdes ainda a serem resolvidas a respeito da

fisiologia e bioquimica da digestdo nesse inseto.

1.2 — ESTRUTURA DO TUBO DIGESTIVO DOS INSETOS

Um diagrama generalizado do intestino de insetos ¢ apresentado na figura 1

(Chapman, 1985).

Intestino : Intestino :
: anterior : Intestino médio :  posterior
:Ceco gastrico

Tubulo de
Malpighi :

Ventriculo

lleo ' Reto

Faringe

Anus

Boca

Membrana peritrofica

1 P16 - ventriculo Espago ectoperitrofico

Espago endoperitrofico
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Figura 1 — Esquema geral do tubo digestivo dos insetos. Copiado de Terra e
Ferreira, (1994).

O intestino anterior comega na boca, inclui a cavidade bucal (dentro da qual as
glandulas salivares despejam suas secre¢des), a faringe, o es6fago, o papo e o pro-
ventriculo. O papo ¢ um 6rgdo de armazenamento para muitos insetos € para outros
serve também como um sitio para digestdo. No entanto, as enzimas encontradas no
papo sdo originadas do refluxo de enzimas secretadas pelo intestino médio. O intestino
anterior ¢ envolto por uma cuticula e em alguns insetos ¢ reduzido a um pequeno tubo.
Em alguns insetos, o pro-ventriculo representa um 6rgao triturador. Porém, na maioria
das espécies ele desempenha a fun¢do de uma valvula controlando a entrada de
alimento no intestino médio, o principal sitio de digestdo e absor¢ao dos nutrientes.

O intestino médio consiste de um tubo simples (ventriculo) do qual podem
partir extensdes em forma de sacos com fundo cego, encontrado normalmente no
inicio do intestino médio, denominado cecos gastricos. Na maioria dos insetos, o
intestino médio ¢ coberto por uma membrana, quitino-protéica, denominada
membrana peritrofica, a qual separa o contetido luminal em dois compartimentos: o
espaco endoperitrofico (dentro da membrana) e o espago ectoperitrofico (entre a
membrana e o epitélio do intestino médio). Na regido do piloro, o esfincter que separa
o intestino médio do intestino posterior, estdo os tubulos de Malpighi que sdo os
orgaos responsaveis pela excre¢do nesses animais.

O intestino posterior esta envolvido na absor¢do de agua e ions e termina no

anus.
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1.3 — DIGESTAO DE PROTEINAS

A digestdao inicial de proteinas ¢ caracterizada pela hidrélise do substrato
protéico ingerido a oligopeptideos de tamanho menor. Esta fase da digestao ¢ realizada
por proteinases (endopeptidases), que sdo enzimas que clivam ligagdes peptidicas
internas das proteinas. Essas endopeptidases estdo divididas em cinco classes de
acordo com os grupos envolvidos em catalise (serina, cisteina, aspartico, metalo e
treonina proteinases) e apresentam diferentes especificidades. Desta forma, diferentes
proteinases sdo necessarias para digestdo de proteinas para que haja hidrélise das
ligacdes peptidicas formadas pelos diferentes residuos de aminoacidos ap longo da
cadeia peptidica.

Os oligopeptideos resultantes da acdo das proteinases sdo atacados pelas
exopeptidases, caracterizando a digestdo intermedidria. As exopeptidases removem
aminoacidos a partir da por¢do N-terminal (aminopeptidase) e da por¢ao C-terminal
(carboxipeptidase) de peptideos, sendo que estas duas classes de enzimas liberam um
residuo de aminodcido em cada passo catalitico. Finalmente, os dipeptideos gerados
sdo hidrolisados pelas dipeptidases. As diferentes fases da digestdo de proteinas sdo
igualmente importantes dado que apenas aminoacidos livres sdo absorvidos pelas
células intestinais.

No entanto, o estudo sobre digestdo de proteinas em insetos tem se concentrado

no estudo de proteinases e aminopeptidases (Terra e Ferreira, 2004), incluindo a
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purificagdo e caracterizacao da tripsina (serina proteinases) (Cristofoletti et al., 2001) e
da catepsina-L de 7. molitor (cisteina-proteinase) (Cristofoletti et al., 2005) que sdo as
enzimas envolvidas na digestdo inicial no inseto modelo deste projeto e também da
aminopeptidase de 7. molitor (Cristofoletti e Terra, 1999). Entretanto, existem poucos
estudos a respeito das carboxipeptidases e, principalmente, sobre as dipeptidases de

insetos.

1.4 — CARBOXIPEPTIDASES DIGESTIVAS DE INSETOS

Carboxipeptidases sdo exopeptidases que catalisam a hidrolise de ligagdes
peptidicas a partir da regido C-terminal de peptideos e proteinas. Esta acdo enzimatica
pode ser realizada por enzimas de dois diferentes mecanismos cataliticos: metalo-
carboxipeptidases, as quais possuem um atomo de Zn>" diretamente envolvido em
catalise e as serino-carboxipeptidases, as quais contém um residuo de serina no sitio
ativo pertencente a triade Ser/His/Asp caracteristica das serino proteinases (Avilés et
al., 1993).

Entre as metalo-carboxipeptidases, o grupo de enzimas melhor estudado ¢ o da
familia M14 segundo a classificagdo de Barrett e colaboradores (2004). As
carboxipeptidases pertencentes a familia M14 podem ser classificadas com base na sua
especificidade pelo substrato (Vendrell ef al., 2000). Neste contexto, duas formas de
carboxipeptidases digestivas t€ém sido propostas em insetos em analogia as enzimas de

mamiferos: carboxipeptidase A, que tem preferéncia por residuos C-terminais
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hidrofobicos (posi¢ao P1°), alifaticos (Al) e aromaticos (A2) e carboxipeptidase B,
que ¢ especifica para residuos basicos como Lys e Arg C-terminais (posi¢cao P1’)
(Bown et al., 1998; Gardell et al., 1988).

Dependendo do critério usado, as carboxipeptidases podem ser classificadas de
diferentes maneiras. Uma das subdivisoes ¢ baseada no envolvimento das enzimas em
processos fisioldgicos especificos e classifica estas enzimas em digestivas que inclui
as carboxipeptidases pancreaticas Al, A2 e B as quais possuem fungdes, tipicamente
digestivas. E regulatorias, onde estdo as outras carboxipeptidases de mamiferos que
agem em varios processos fisiologicos, principalmente em tecidos e fluidos nao-
digestivos. (Vendrell et al., 2000). As carboxipeptidases regulatorias e pancreaticas
exibem similaridades entre os sitios ativos, sendo o dominio de ligagdo a zinco do tipo
HXXE...H, onde os trés ligantes de zinco sdo uma histidina, um glutamato localizado
dois residuos depois e uma segunda histidina localizada 108 — 135 residuos de
aminoacidos depois da primeira histidina a partir do C-terminal.

A partir de estudos cristalograficos, ¢ possivel identificar os residuos
envolvidos em ligagdo ao substrato e na catalise: Asn-144, Arg-145, Tyr-248 em S1’;
Arg-127 e Glu-270 em S1; Arg-71, Ser-197, Tyr-198 e Ser-199 em S2; Phe-279 em S3
e Glu-122, Arg-124 e Lys-128 em S4. A carboxila terminal do substrato peptidico
interage com os residuos de aminoéacidos que constituem o S1° (Asn-144, Arg-145 ¢
Tyr-248), enquanto a carbonila da ligagdo peptidica a ser hidrolisada ¢ posicionada
perto do Glu-270, Arg-270 e do ion zinco. Todos estes residuos sdo conservados entre

as carboxipeptidases digestivas e muitos deles entre as carboxipeptidases regulatorias,
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as diferengas mais importantes estdo restritas aos aminodcidos que definem a
especificidade pelo substrato ou aos aminoacidos localizados nas regides superficiais
(Vendrell et al., 2000).

Enzimas digestivas similares a carboxipeptidase A s@o comuns em insetos € a
maioria tem pH 6timo entre 7,5 — 9,0 e pesos moleculares entre 20 — 50 kDa (Terra e
Ferreira, 1994). As carboxipeptidases A digestivas foram clonadas e seqiienciadas a
partir dos Diptera Similium vitatum (Ramos et al, 1993), Anopheles gambiae
(Edwards et al., 1997) e Aedes aegypti (Edwards et al., 2000) e dos Lepidoptera
Helicoverpa armigera (Bown et al., 1998) e Trichoplusia ni (Wang et al., 2004). Em
T. ni a atividade de carboxipeptidase B também foi medida, porém, a atividade de
carboxipeptidase A mostrou-se majoritaria sendo oito vezes maior, exibindo ambas
atividade maxima em pH 8,0 — 8,5 (Wang et al., 2004). A enzima da mariposa H.
armigera foi expressa (Bown et al., 1998) e submetida a estudos cristalograficos
(Estébanez-Perpina et al. 2001). As seqiiéncias possuem peptideo sinal e de ativagao e
caracteristicas tipicas de carboxipeptidases A, incluindo os residuos His 69, Glu 72 e
His 196, que ligam o ion zinco catalitico, e Arg 71, Asn 144, Arg 145 e Tyr 248,
responsaveis pela ligacdo ao substrato e Arg 127 e Glu 270 para catélise. A despeito da
semelhanca geral da procarboxipeptidase de H. armigera com a procarboxipeptidase A
humana, ha diferencas nas alcas entre as estruturas secundarias conservadas, incluindo
a al¢ca onde o processo de ativagdo ocorre. Outra diferenga importante ¢ o residuo 255
(fundo da bolsa S1’) que define a especificidade da enzima. Nas seqiiéncias das

enzimas de mamiferos, sdo encontrados residuos de Ile e Asp nas carboxipeptidases A
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e B, respectivamente. No entanto, na carboxipeptidase A de H. armigera é verificado
um residuo de serina nesta posicao. Esta substitui¢do leva a um aumento no tamanho
do subsitio S1° influenciando a especificidade da enzima (Estebanez-Perpina et al.,
2001)

Uma carboxipeptidase digestiva presente no inseto H. armigera foi caracterizada
e mostrou nova especificidade (Bown e Gatehouse, 2004). O cDNA HaCA42 do
intestino da larva deste inseto codifica uma carboxipeptidase na qual a seqiiéncia ¢
similar as enzimas pertencentes a familia M14, mas com uma especificidade para
residuos acidos C-terminais. Essa carboxipeptidase hidrolisa substratos sintéticos para
glutamato carboxipeptidases (FAEE, furilacriloil-Glu-Glu com Glu C-terminal), mas
nao hidrolisa substratos sintéticos para carboxipeptidases A e B (FAPP, furilacriloil-
Phe-Phe ou FAAK, furilacriloil-Ala-Lys com Phe e Lys C-terminais respectivamente).
A enzima mostrou ser altamente especifica para glutamato C-terminal em substratos
peptidicos sendo que foi observada pouca hidrdlise de substratos contendo aspartato
C-terminal.

As diferencas comentadas entre as carboxipeptidase A de insetos e de
mamiferos levam as previsdes de diferengas no comportamento cinético frente a
inibidores. Entretanto, ndo existem estudos desse tipo, nem dados detalhados de
nenhuma espécie com carboxipeptidase A de Coleoptera.

Enzimas semelhantes a carboxipeptidases B foram detectadas em intestinos de

insetos (Terra e Ferreira, 1994), mas estas sdo menos ativas do que as
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carboxipeptidases A. A despeito disso, uma carboxipeptidase B foi clonada e
seqiienciada a partir da mariposa 7. ni (Wang et al., 2004).

1.5 — DIPEPTIDASES DIGESTIVAS DE INSETOS

Dipeptidases hidrolisam dipeptideos e sdo classificadas de acordo com a
especificidade pelos seus substratos. Essas enzimas sdo, principalmente, conhecidas
em vertebrados. Nesses animais as dipeptidases sdo, usualmente, descritas como:
carnosinases, as quais agem sobre dipeptideos do tipo aminoacil-L-histidina; prolil
dipeptidases, que hidrolisam dipeptideos do tipo Pro-X; prolina dipeptidases, ativa
contra dipeptideos X-Pro e dipeptidases hidrolases, as quais possuem uma variedade
de especificidade, embora clivando, preferencialmente, dipeptideos hidrofébicos
(Nomenclature Committee, 1992).

As dipeptidases compreendem as peptideo-hidrolases menos conhecidas de
insetos. Existem poucos trabalhos nos quais ensaios para dipeptidases foram realizados
e pouca atencao tem sido dada a caracterizacdao dessas enzimas.

Atividade para dipeptidase contra Ala-Gly foi detectada no conteudo luminal e
nas células intestinais de Locusta migratoria (Orthoptera: Acrididae) e Dysdercus
fasciatus (Hemiptera: Pyrrhocoridae) (Khan, 1962). Ferreira e Terra (1989)
observaram atividade sobre Gly-Leu no intestino médio de Pheropsophus
aequinoctialis (Coleoptera: Carabidae), cerca de 40% da atividade foi encontrada na
forma soluvel e 60% como uma enzima ligada a membrana. Homogeneizados de

intestino médio de Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) mostraram
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atividade contra Leu-Pro e Phe-Leu (Hall, 1988). Embora os resultados sugiram a
ocorréncia de dipeptidases nessas espécies, € possivel que parte da atividade observada
resulte de uma aminopeptidase residual.

A ocorréncia de uma dipeptidase verdadeira foi mostrada, a partir de dados
cromatograficos, no intestino médio de Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae),
embora a especificidade pelo substrato nao tenha sido estudada (Garcia e Guimaraes,
1979). A demonstragdo de uma dipeptidase verdadeira como uma enzima distinta de
aminopeptidase foi seguida por estudos em outros insetos. Usando Gly-Leu como
substrato, uma dipeptidase foi encontrada no intestino médio de larvas de Musca
domestica presente somente nas membranas microvilares das células e tem pH 6timo
8,0, um peso molecular de 111 kDa e Km de 3,7 mM (Jordao e Terra, 1989). As larvas
de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) possuem duas dipeptidases
(ensaiadas com Gly-Leu) restritas as células do intestino médio. Uma delas ¢ soluvel e
associada ao glicocalix, possui pH 6timo 8,0 e peso molecular de 95 kDa, a outra ¢
ligada a membrana e possui pH 6timo 8,2 e peso molecular 130 kDa (Ferreira et al.,
1994).

As dipeptidases melhor estudadas at¢ o momento foram as encontradas no tubo
digestivo das larvas de Rhynchosciara americana (Diptera). Essas enzimas sdo
encontradas, principalmente, nos cecos gastricos, onde se da a maior parte da digestdo
terminal nesse inseto (Klinkowstrom et al., 1995). A atividade de dipeptidase
(substrato Gly-Leu) nos cecos ¢ parcialmente soluvel e parcialmente ligada a

membrana. A atividade soluvel ¢é resolvida por filtragao em gel em duas enzimas (peso
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molecular 63 e 73 kDa) que hidrolisam tanto Gly-Leu quanto Pro-Gly, porém com
eficiéncias diferentes. As duas enzimas também diferem quanto a sua estabilidade na
presenca de EDTA e no grau de inibi¢ao por 1,10-fenantrolina e por hidroxamatos de
aminoacidos. A dipeptidase ligada & membrana foi solubilizada por Triton X-100 e por
papaina. Cromatografia em coluna de filtragdo em gel sugere que hd uma forma de
enzima com um peso molecular de 86 kDa. Nenhuma atividade sobre Gly-Pro foi
detectada no tubo digestivo de R. americana. Ja a atividade sobre carnosinase ([3-
alanil-histidina) foi encontrada tanto na fra¢ao solivel quanto ligada @ membrana e ¢
independente daquelas que hidrolisam Gly-Leu e Pro-Gly. As dipeptidases de R.
americana que sao capazes de clivar Gly-Leu e Pro-Gly sao semelhantes a dipeptidase
de mamiferos (EC 3.4.13.18), embora, em contraste com essa, elas sdo muito ativas
sobre Pro-Gly (Klinkowstrom et al., 1995). Em mamiferos, dipeptideos do tipo Pro-X
sdo hidrolisados principalmente por outra enzima, a prolil dipeptidase, que em varios
tecidos de mamiferos ¢ idéntica a carnosinase. Os resultados obtidos para R.
americana indicam que suas dipeptidases apresentam uma especificidade mais ampla
que as de mamiferos, de modo andlogo ao que ocorre com as aminopeptidases
(Cristofoletti e Terra, 1999).

Uma prolil dipeptidase humana foi purificada e caracterizada a partir da
expressdo desta proteina em células de insetos infectados por baculovirus. Estudos
cinéticos mostraram que a enzima recombinante tem valores de k., similares as outras
prolil dipeptidases, quando ensaiadas com H-Gly-Pro-pNA. A prolil dipeptidase

humana mostrou possuir especificidade por diferentes substratos, sendo os melhores:
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H-Ala-Pro-pNA e H-Gly-Pro-pNA, os quais possuem aminoacidos de cadeia lateral

curta (Ala e Gly) na posi¢do P2 e Pro na posi¢ao P1 (Chen et al., 2004).

4 - OBJETIVOS

Esse projeto tem por objetivo verificar a localizacdo de uma carboxipeptidase e
de uma dipeptidase digestivas presentes em 7. molitor (Coleoptera). As enzimas mais
abundantes serdo isoladas, purificadas e os seus parametros cinéticos serao

determinados.

3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — ANIMAIS

Culturas estoque de 7. molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) foram mantidas em

farelo de trigo a temperatura de 24-26°C e uma umidade relativa de 70-75%. Larvas

completamente desenvolvidas (cada uma pesando cerca de 0,12g) de ambos os sexos

foram utilizadas nas preparagdes.
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3.2 — PREPARACAO DOS ANIMAIS DISSECADOS

As larvas de T. molitor foram imobilizadas no gelo sendo em seguida dissecadas
em solucdo de NaCl 342 mM. O tubo digestivo foi removido e o intestino médio
isolado separando-se o epitélio ventricular (EV) do contetido luminal delimitado pela
membrana peritréfica (MP). Para os estudos de distribuicdo das atividades
enzimaticas, os intestinos médios foram divididos em porcao anterior (EVA; MPA),
média (EVM; MPM) e posterior (EVP; MPP). Este material era, entdo, congelado a -
20°C até o uso. As amostras eram descongeladas e homogeneizadas em agua
bidestilada, com o auxilio de um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem. Em
seguida, EVA, EVM e EVP foram centrifugados a 20.000 g por 30 minutos a 4°C
obtendo-se assim sobrenadante de EVA (SEVA), sobrenadante de EVM (SEVM),
sobrenadante de EVP (SEVP), sedimento de EVA (PEVA), sedimento de EVM
(PEVM), sedimento de EVP (PEVP). O conteudo luminal do intestino médio foi
separado em MPA, MPM e MPP. Estas amostras foram utilizadas em ensaios de
distribuicdo da atividade ao longo do tubo digestivo deste inseto.

Para o isolamento das enzimas por cromatografia, o tubo digestivo das larvas de
T. molitor era retirado o intestino médio separado e dividido em conteido luminal e
epitélio, sendo que a membrana peritréfica e o conteudo luminal foram utilizados
como fonte de atividade enzimdtica. A membrana peritrofica e seu conteido foram
homogeneizados em agua bidestilada gelada com o auxilio de um homogeneizador do

tipo Potter-Elvehjem. Em seguida, este material foi centrifugado a 20.000g por 30
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minutos a 4°C, o sedimento foi descartado € o sobrenadante recolhido. Esse material
era, entdo, congelado a 20°C até o uso e usado como fonte de enzimas para purificagdo

da dipeptidase e carboxipeptidase.

3.3 — DETERMINACAO DE PROTEINA

A determinagdo da quantidade de proteina na amostra foi realizada utilizando o
método descrito por Smith et al. (1985) e modificado por Morton e Evans (1992),

usando-se uma curva padrao de albumina sérica bovina.

3.4 - DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Nos ensaios para deteccao de todas as atividades enzimaticas a mistura de rea¢ao
foi incubada em banho-maria termostatizado (30°C) por quatro diferentes periodos de
tempo. Foram utilizados brancos de enzima e brancos de substrato como controle. A
atividade de aminopeptidase foi determinada utilizando-se como substrato LpNA 1
mM em tampao Tris-HC1 0,1 M pH 7,8 (Erlanger, 1961). O substrato utilizado na
determinacdo de atividade de carboxipeptidase foi ZGly-Phe 20 mM em tampao Tris
HC1 0,1 M pH 8,0. A atividade de dipeptidase foi determinada utilizando-se Gly-Leu
20 mM em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,8 como substrato. A atividade de
carboxipeptidase e dipeptidase foi verificada através da medida da liberacdo de

fenilalanina e leucina segundo Nicholson e Kim (1975).
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Todos os ensaios foram realizados nas condicdes em que a atividade era
proporcional a concentragdo de proteina e ao tempo. 1U de enzima ¢ definida como a

quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de substrato (ou ligagdo) por minuto.

3.5 - CROMATOGRAFIAS

3.5.1 — CROMATOGRAFIA PARA DESSALINIZACAO DE AMOSTRA EM COLUNA
HITRAP DESALTING

Foi usada a coluna HiTrap Desalting, Amersham Biosciences. Esta cromatografia
foi realizada manualmente, com utilizacdo de seringa, a temperatura ambiente. A
coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna com tampao Tris-HCI 20
mM pH&8,4 ou tampao piperazina 20 mM pH 9,5. 1,5 mL de amostra foram aplicados e
a elui¢ao foi feita com 2,0 mL de tampao.

As amostras foram ensaiadas, antes e apos a dessalinizagcdo, com os substratos:
LpNA, Gly-Leu, e ZGly-Phe para a determinagdo de atividade das enzimas

aminopeptidase, dipeptidase e carboxipeptidase, respectivamente.

3.5.2 —m CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Foi usada a coluna HiTrap Q XL (Amersham Biosciences) de 5,0 mL. A coluna

foi acoplada ao sistema AKTA (Amersham Pharmacia Biotech), sendo a

cromatografia realizada a temperatura ambiente. A elui¢do de proteina foi monitorada
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pela leitura a 280 nm e as fracdes obtidas foram analisadas quanto a sua atividade
sobre os substratos LpNA , Gly-Leu e ZGly-Phe.O fluxo utilizado foi de 5,0 mL/min e
as fracdes coletadas de 0,5 mL. A coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes
de coluna com tampao piperazina 20 mM pH 9,5. A amostra foi eluida com um
gradiente de NaCl de 0,2 a 0,6 M, no mesmo tampao.

As fragdes ativas apds a eluicdo da coluna HiTrap Q foram aplicadas em uma
coluna Resource Q (1,0 mL), (Pharmacia Biotech). A coluna foi acoplada ao sistema
AKTA (Amersham Pharmacia Biotech), sendo a cromatografia realizada a temperatura
ambiente. A elui¢do de proteina foi monitorada pela leitura a 280 nm e as fragdes
obtidas foram analisadas quanto a sua atividade sobre os substratos LpNA , Gly-Leu e
ZGly-Phe. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min e as fragdes coletadas de 0,4 mL. A
coluna foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna de tampao piperazina 20
mM pH 9,5. A amostra foi eluida com um gradiente de NaCl de 0,25 a 0,50 M na
primeira Resource Q (1,0 mL), (Pharmacia Biotech) e com um gradiente de NaCl de
0,25 a 0,35 M na segunda Resource Q (1,0 mL), (Pharmacia Biotech), ambos

gradientes no mesmo tampao piperazina 20 mM pH 9,5.

3.5.3 — CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO

Foi usada a coluna Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia). A coluna foi acoplada ao

sistema AKTA (Amersham Pharmacia Biotech), sendo a cromatografia realizada a

temperatura ambiente. A elui¢do de proteina foi monitorada pela leitura a 280 nm e as
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fragdes obtidas foram analisadas quanto a sua atividade sobre os substratos, Gly-Leu e
ZGly-Phe.O fluxo utilizado foi de 1 mL/min e as fra¢des coletadas de 0,4 mL. A
coluna foi previamente equilibrada com 2 volumes de coluna com tampao piperazina

20 mM pH 9,5.

3.6 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDICOES

DESNATURANTES

As amostras a serem submetidas a eletroforese tiveram o sal retirado através de
dialise e, posteriormente, aquecidas durante 5 minutos a 95°C em tampao de amostra
(Tris-HCI 60 mM, pH 6,8, contendo SDS 2% (p/v), glicerol 10%, [-mercaptoetanol
0,36 mM e azul de bromofenol 0,0025%) e em seguida submetidas a uma separagdo
eletroforética utilizando um equipamento Mini-Protean II (Bio-Rad, EUA) em gel de
poliacrilamida 12% com 1,0 mm de espessura (Laemmli, 1970). As eletroforeses
foram realizadas a 200 V e temperatura ambiente, até que o azul de bromofenol
(utilizado como indicador da mobilidade eletroforética) estivesse a 0,5 cm da borda
inferior da placa. O gel foi corado para visualizagdo de proteinas com prata (Blum et
al., 1987). O marcador de massa molecular utilizado foi o Low Range Prestained SDS-
PAGE Standards (Bio-Rad) contendo as seguintes proteinas: lisozima (14,4 kDa),
inibidor de tripsina de soja (21,5 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), ovalbumina (45

kDa), albumina sérica bovina (66,2 kDa), e fosforilase B (97,4 kDa).
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3.7 — DIALISE

A didlise foi feita para eliminar o sal presente nas amostras antes de submeté-las
a eletroforese. Essa foi feita contra 100 volumes de dgua milli-Q®, sendo realizadas

trés trocas. A membrana utilizada tinha o limite de exclusao de 12.000 Da.

3.8 — DETERMINACAO DO EFEITO DO PH SOBRE A ATIVIDADE DAS DIPEPTIDASE E

CARBOXIPEPTIDASE

Essa determinagdo foi realizada usando preparagdes purificadas de dipeptidase
e preparagdes do homogeneizado do contetido luminal de intestino médio das larvas de
T. molitor para carboxipeptidase. Foi utilizada uma série de tampdes: tampao Mes 0,2
M (pH 5,0; 6,0 e 7,0), tampao Tris-HC1 0,2 M (pH 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8; 8,0; 8,5 ¢
9,0) e tampdo piperazina 0,2 M (pH 10,0). Gly-Leu 40 mM feito em 4gua milli-Q® foi
utilizado como substrato para dipeptidase ¢ ZGly-Phe 4 mM feito em agua milli-Q®
foi utilizado como substrato para carboxipeptidase. Tanto os ensaios quanto a

determinacdo de pH das misturas de substrato e tampao foram realizadas a 30°C.
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3.9 — DETERMINACAO DO K, E DA V,;.x DA DIPEPTIDASE

Esses experimentos foram realizados usando preparagdes purificadas de
dipeptidase de Tenebrio molitor. Os substratos utilizados foram: Gly-Leu (1,0 a 35,0
mM), Gly-Phe (1,0 a 30,0 mM) e Leu-Gly (0,1 a 5,0 mM). O efeito da concentragdo de
substrato sobre a atividade de dipeptidase foi determinado em tampao Tris-HC1 0,1 M
pH 7,8 a 30 °C usando doze concentragdes diferentes de substrato. As velocidades de
hidrolise do substrato foram determinadas e os dados obtidos aplicados ao programa
Enzifitter (Elsevier Biosoft) para obtencdo dos valores da constante de Mchaelis-

Menten e da velocidade maxima.

3.10 — ENSAIO DE INIBICAO ENZIMATICA

Os ensaios de inibi¢dao enzimatica foram feitos determinando-se a velocidade de
hidrolise de 9 concentragdes de substrato na presenca de 4 concentragdes de inibidor.
O inibidor utilizado foi o 1,10-fenantrolina. O Ki foi calculado a partir das inclinagdes
dos plotes de Lineweaver-Burk versus concentragdo de inibidor (Segel, 1993)

utilizando o programa Microsoft Excel.
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4 — RESULTADOS

4.1 — DISTRIBUICAO DA ATIVIDADE DE DIPEPTIDASE E CARBOXIPEPTIDASE NAS

DIFERENTES REGIOES DO INTESTINO MEDIO DE 7. MOLITOR

Com o intuito de se verificar o papel fisiologico das principais enzimas
envolvidas na digestdo final de peptideos, o epitélio ventricular e a membrana
peritrofica e o seu conteudo foram divididos em trés porgdes, nas quais foram
determinadas as atividades de dipeptidase e carboxipeptidase (Tabela 1). Os resultados
mostram que a dipeptidase encontra-se ao longo de todo ventriculo, principalmente,
como uma enzima solivel no conteudo ventricular (88% da atividade total) ¢ 13% da
atividade total encontram-se no EV. Carboxipeptidase ocorre também como uma
enzima soluvel, sendo encontrada principalmente na por¢cdo média e posterior do
conteudo da MP (87% da atividade total) e 5% da atividade total sendo encontrada no

EV.

4.2 — PURIFICACAO DA DIPEPTIDASE E DA CARBOXIPEPTIDASE PRESENTES NO

CONTEUDO LUMINAL DO INTESTINO MEDIO DAS LARVAS DE 7. MOLITOR

A purificagdo da dipeptidase da carboxipeptidase a partir de homogeneizados
do tubo digestivo deste inseto foi realizada com a utilizacdo de cromaografias de troca

ionica e de gel filtragdo. Como primeiro passo apds a homogeneizagao e centrifugagao
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(Materiais e Métodos) foi realizada uma cromatografia de troca catidonica em sistema
de alta pressao (AKTA - Amersham Pharmacia Biotech), utilizando uma coluna
HiTrap Q XL (5,0 mL), Amersham Biosciences. O perfil de atividade apds esta
cromatografia ¢ apresentado na figura 2. A recuperacdo de atividade neste
procedimento ¢ de 77% para dipeptidase e de 67% para carboxipeptidase. O
enriquecimento ¢ de 6 vezes para dipeptidase e de 5 vezes para carboxipeptidase em
relacdo a preparacdo inicial. O eluido ativo ¢ reunido e submetido a outra
cromatografia de troca catidnica em sistema de alta pressdo (AKTA - Amersham
Pharmacia Biotech), utilizando uma coluna Resource Q (1,0 mL), Pharmacia Biotech.
O perfil de atividade eluida desta cromatografia estd representado na figura 3, que
mostra a resolucdo da aminopeptidase da mistura de carboxipeptidase e dipeptidase. A
recuperacdo neste procedimento ¢ de 9% para dipeptidase e de 16% para
carboxipeptidase e ha um enriquecimento de 9 e 16 vezes, respectivamente. O eluido
ativo € reunido e submetido a outra cromatografia de troca cationica em sistema de alta
pressao (AKTA - Amersham Pharmacia Biotech), utilizando uma coluna Resource Q
(1,0 mL), Pharmacia Biotech. O perfil de atividade eluida desta cromatografia esta
representado na figura 4, que mostra que a dipeptidase e aminopeptidase continuam
juntas, apesar da remocdo de muitas outras proteinas. A recuperagdo nete
procedimento ¢ de 3% para dipeptidase e carboxipeptidase e hd um enriquecimento de
13 e 12 vezes, respectivamente. O eluido ativo deste passo ¢ reunido e submetido a
uma cromatografia de gel filtragdo em sistema de alta pressdo (AKTA - Amersham

Pharmacia Biotech), utilizando uma coluna Superdex 75 HR 10/30, Pharmacia. O
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perfil de atividade eluida desta cromatografia estd representado na figura 5, que mostra
a resolugdo da carboxipeptidase e da dipeptidase. A recuperagdo neste procedimento €
de 0,4% para dipeptidase e de 0,3% para carboxipeptidase e ha um enriquecimento de
21 e 5 vezes, respectivamente. As recuperacdes e enriquecimentos desta marcha de
purificacdo estdo listados na tabela 2. As fragdes 16 a 24 da Superdex 75 (figura 5)
foram dialisadas, secas por centrifugacdo a vacuo e submetidas a eletroforese em
condicdes desnaturantes, para verificar o quio puras estavam a dipeptidase e a
carboxipeptidase. O gel demonstra que essas enzimas estavam parcialmente
purificadas (figura 6). Com o intuito de verificar quais eram as bandas de dipeptidase e
carboxipeptidase, fizemos uma relagao dos picos de atividades mostrados na Superdex
75 com intensidade das bandas mostradas no gel. Desse modo, a fracdo 19 que contém
maior atividade sobre Gly-Leu, deveria corresponder a banda de maior intensidade na
raia correspondente do gel, que interpretamos como sendo a banda de dipeptidase.
Essa banda estd marcada com um circulo vermelho na figura 5 do gel e o mesmo foi
feito para localizar a banda de carboxipeptidase. Nesse caso € a fracdo 22 que contém
a maior atividade sobre ZGly-Phe. A banda de maior intensidade na raia
correspondente foi interpretada como sendo a banda de carboxipeptidase. O resultado
confirma a resolucdo da dipeptidase e da carboxipeptidase, além de indicar a
ocorréncia de apenas uma dipeptidase e uma carboxipeptidase, com massas

moleculares, respectivamente de 38,6 kDa e 31,6 kDa.
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4.3 — EFEITO DO PH SOBRE A ATIVIDADE DA DIPEPTIDASE E CARBOXIPEPTIDASE

Ensaios enzimaticos para a verificacdo do efeito do pH sobre a atividade de
dipeptidase e carboxipeptidase de 7. molitor foram realizados, utilizando a dipeptidase
purificada a partir dos tubos digestivos (fragdes 18 19 da eluicao descrita na Figura 5)
a carboxipeptidase presente no conteido luminal deste inseto. As atividades
recuperadas de carboxipeptidase no final da purificacdo descrita (fragdes 22 e 23,
Figura 5) eram insuficientes e instaveis para continuar o estudo.

Estes resultados possibilitaram a obten¢ao de uma curva de atividade em fungao
do pH e a determinagdo do pH 6timo dessas enzimas. O pH o6timo observado para
dipeptidase de 7. molitor foi de 7,6 (figura 7). A carboxipeptidase de 7. molitor possui

atividade em larga faixa de pH entre 6,5 ¢ 7,7 com pH 6timo igual a 7,4 (figura 7).

4.4 — PROPRIEDADES CINETICAS DA DIPEPTIDASE PURIFICADA

A dipeptidase digestiva, purificada a partir de larvas 7. molitor teve a sua
atividade testada sobre os substratos Gly-Leu, Gly-Phe, Leu-Gly, Leu-Leu e Phe-Phe
para determinagao dos parametros cinéticos (tabela 3). Os resultados obtidos mostram
uma clara preferéncia da dipeptidase, determinada pela razdo V,.,/K,,, por substratos
com aminoacidos volumosos em P1 e P1’. A 1,10 fenantrolina é um inibidor nao

competitivo da dipeptidase digestiva de 7. molitor (Ki igual a 062 mM) (Figura8).
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Figura 2 — Perfil cromatografico para aminopeptidase, dipeptidase e carboxipeptidase.
A fragao soluvel do homogeneizado do conteudo luminal do intestino médio de
Tenebrio molitor foi aplicada em coluna em Hitrap Q e eluida com o gradiente de
NaCl entre 0,2 ¢ 0,6 M em tampao piperazina 20 mM pH 9,5. A atividade enzimatica
foi determinada para os substratos LpNA, Gly-Leu e ZGly-Phe. A atividade para
aminopeptidase foi detectada em 410 nm e as atividades para dipeptidase e
carboxipeptidase foram detectadas em 420 nm. AM, aminopeptidase; DI, dipeptidase;

CA, carboxipeptidase.
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Figura 3 — Perfil cromatografico para aminopeptidase, dipeptidase e carboxipeptidase.
O Pool de atividade, formado pela reunido das fragdes 30 até 51 da cromatografia
HiTrap Q, mostrada na figura 1, foi cromatografado em Resource Q com o gradiente
de NaCl entre 0,25 ¢ 0,5 M em tampdo piperazina 20 mM pH 9,5. A atividade
enzimatica foi determinada para os substratos LpNA, Gly-Leu e ZGly-Phe. A
atividade para aminopeptidase foi detectada em 410 nm e as atividades para
dipeptidase e carboxipeptidase foram detectadas em 420 nm. AM, aminopeptidase; DI,

dipeptidase; CA, carboxipeptidase.
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Figura 4 — Perfil cromatografico para dipeptidase e carboxipeptidase. O Pool de
atividade, formado pela reunido das fragcdes 48 até 54 da cromatografia Resource Q,
mostrada na figura 2, foi recromatografado em Resource Q com o gradiente de NaCl
entre 0,25 ¢ 0,35 M em tampao piperazina 20 mM pH 9,5. A atividade enzimatica foi
determinada para os substratos, Gly-Leu e ZGly-Phe. As atividades para dipeptidase e
carboxipeptidase foram detectadas em 420 nm. AM, aminopeptidase; DI, dipeptidase;

CA, carboxipeptidase.
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Figura 5 — Perfil cromatografico para dipeptidase e carboxipeptidase. O Pool de
atividade, formado pela reunido das fragcdes 25 até 28 da cromatografia Resource Q,
mostrada na figura 3, foi cromatografado em Superdex 75 em tampao piperazina 20
mM pH 9,5. A atividade enzimadtica foi determinada para os substratos, Gly-Leu e
ZGly-Phe. As atividades para dipeptidase e carboxipeptidase foram detectadas em 420

nm.
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Figura 6 — SDS-PAGE em gel 12% das fracdes 16 a 24 do eluido da coluna Superdex
75 (figura 4). As amostras aplicadas e PM foram submetidas a fervura antes de serem
aplicadas no gel. Gel corado por prata segundo Blum et al. (1987) para evidenciar
proteinas: PM — padrdoes de peso molecular. O circulo em vermelho indica a
dipeptidase e o circulo em azul a carboxipeptidase. As setas correspondem aos picos

da Figura 5.
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Figura 7 — Efeito do pH sobre a taxa de hidrélise de Gly-Leu (A) e ZGly-Phe (B). Foi

utilizada uma série de tampdes: tampao Mes 0,2 M (pH 5,0; 6,0 e 7,0), tampao Tris-
HC1 0,2 M (pH 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8; 8,0; 8,5 € 9,0) e tampao piperazina 0,2 M (pH

10,0). Tampdes estavam em concentracdo de 0,1 M e os substratos foram usados em

uma concentragdo final de 20mM para Gly-Leu 0.2 mM para ZGly-Phe.
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Tabela 3 — Determinagdo da eficiéncia catalitica da dipeptidase purificada de 7. molitor,

sobre cinco substratos diferentes.

Vmax Km Vmax/Km
Substrato . .
(mU/mg) (mM) (mU.mg mM )

Gly-Leu 244 .4 9.7+0.7 25
Gly-Phe 293.2 45+0.2 65
Leu-Gly 574.4 1.0 £0.1 574
Leu-Leu 4607.7 0.31 +£0.04 14863
Phe-Phe 412.2 0.41 £0.03 1005

A fonte de enzima purificada corresponde as fracdes mais ativas da cromatografia
descrita na Figura 5, ap6s serem reunidas.
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Figura 8 — Inibi¢do por 1,10-fenantrolina da hidrolise de Gly-Leu pela dipeptidase
purificada de intestino da larva de 7. molitor. Os plotes de Lineweaver-Burk foram
feitos para diferentes concentragdes de substrato em cada concentragdo de inibidor (0
mM; 1.5 mM; 3.0 mM e 4.5 mM). Insercdo: replote das inclinagdes calculadas dos

plotes de Lineweaver-Burk versus a concentracao de inibidor.
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5 — DISCUSSAO

5.1 — PURIFICACAO DA DIPEPTIDASE E DA CARBOXIPEPTIDASE PRESENTES NO

CONTEUDO LUMINAL DO INTESTINO MEDIO DAS LARVAS DE 7. MOLITOR

Com o objetivo de purificar a atividade majoritdria da dipeptidase e
carboxipeptidase presentes no conteido luminal do intestino médio das larvas de T.
molitor (j& que pelo resultado de distribuicdo, observamos que estas enzimas
encontram-se majoritariamente no conteudo), optamos comegar por uma
cromatografia de troca idnica, onde a coluna utilizada foi uma HiTrap Q e as proteinas
foram eluidas em gradiente de NaCl de 0,2 a 0,6 M, utilizando o tampao piperazina 20
mM pH 9,5. Uma preparacao de homogeneizado de contedo luminal foi aplicada a
esta coluna e as atividades de aminopeptidase, dipeptidase e carboxipeptidase foram
medidas nas fracdes desta cromatografia (figura 2). A atividade de aminopeptidase foi
medida para diferenciar sua atividade da atividade de dipeptidase, ja que a
aminopeptidase pode clivar substratos dipeptidicos como as dipeptidases (Cristofoletti
e Terra, 1999). Observamos que as enzimas foram eluidas em concentra¢des de NaCl
semelhantes. Em vista disso, mais trés cromatografias de troca-idonica foram
realizadas, seguida por uma filtragdo em gel, cujos dados estdo resumidos na tabela 2.

Os resultados deixaram claro que ha apenas uma dipeptidase e uma
carboxipeptidase soluveis digestivas em 7. molitor que foram resolvidas, embora cada

preparacao de enzima tivesse contaminada por outras proteinas. A carboxipeptidase
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era muito instavel e pouco ativa, impedindo a realizagdo de outros estudos. A
dipeptidase apresentou uma massa molecular de 38,6 kDa e a carboxipeptidase
apresentou uma massa molecular de 31,6 kDa determinados por SDS-PAGE. As
carboxipeptidases de insetos possuem massas moleculares entre 20 e 50 kDa (Terra e
Ferreira, 1994) e Bown e colaboradores (1998) identificaram uma carboxipeptidase em
Helicoverpa armigera com massa molecular de 35,5 kDa. Isso mostra que a banda
mais enriquecida do gel pode ser minha proteina de interesse. Em mamiferos a massa
molecular estimada por filtragdo em gel para dipeptidase varia entre 70 e 100 kDa
(Lenney, 1990; Priestman e Butterworth, 1985). Mayer ¢ Nordwig (1973) relataram
uma dipeptidase de 300 kDa, porém, indicaram que essa alta massa molecular poderia
ser devido a formagdo de agregados. Uma massa molecular de 52,8 kDa de uma
dipeptidase de humano foi determinada por espectrometria de massa, enquanto que a
massa molecular determinada por filtracio em gel mostrou ser igual a 90 kDa,
sugerindo que as dipeptidases formam homodimeros (Teufel er al., 2003), o que
também foi observado em uma dipeptidase presente em no intestino delgado de
macacos (Das e Radhakrishnan, 1973). Essa enzima apresentou uma massa molecular
107 kDa, através de estudos de filtragdo em gel, sendo composta de duas subunidades

identicas de 52 kDa.
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5.2 — PROPRIEDADES CINETICAS DA CARBOXIPEPTIDASE E DIPEPTIDASES

INTESTINAIS DE 7. MOLITOR

O pH 6timo observado para dipeptidase de 7. molitor foi de 7,6 (figura 7). A
dipeptidase de diferentes organismos possuem pH oOtimo bastante variado. Duas
dipeptidases foram purificadas a partir do porco da India e denominadas dipeptidase I,
que possui um pH 6timo igual a 9,0, e dipeptidase 11, que possui um pH 6timo igual a
8,0 (Keane e O’Cuinn, 2002). Em humanos foi verificado uma dipeptidase com
atividade otima em pH alcalino, possuindo um pH o6timo igual a 9,5 (Teufel et al.,
2003). Shao et al. (1997) purificou uma dipeptidase com atividade de prolinase, mas
que também cliva dipeptideos especificos para dipeptidases, presentes em
Lactobacillus helveticus mostrou ter atividade 6tima entre pH 6,0 e 6,5.

A carboxipeptidase de 7. molitor possui atividade em larga faixa de pH entre 6,5
e 7,7 com pH 6timo igual a 7,4 (figura 7). Como j& foi dito, enzimas digestivas
similares a carboxipeptidase A sdo comuns em insetos € a maioria tem pH 6timo entre
7,5 € 9,0 (Terra ¢ Ferreira, 1994). Bown e colaboradores, (1998) também observou
uma carboxipeptidase presente no intestino médio de H. armigera com atividade
ocorrendo em larga faixa de pH entre 7,5 e 10,0 e com atividade maxima observada
em pH 8,0. Uma carboxipeptidase e uma carboxipeptidase B, presentes no
homogeneizado de intestino médio de Trichoplusia ni mostraram atividades em pHs
alcalinos, com faixa de pH 6timo igual a 8,0-8,5 para as duas enzimas (Wang et al.,

2004).
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Como a dipeptidase ndo estava purificada ndo calculamos o valor de K,
porém, foi calculado V,,,,/K,,. Esses resultados mostram que Leu-Gly ¢ clivado com
maior eficiéncia que Gly-Leu (Vy./K maior, ver Fersht, 1999), sugerindo que a
dipeptidase de 7. molitor prefere dipeptideos com aminoacidos de cadeia lateral
grande na posicao P1. Por outro lado, a enzima prefere Leu-Leu a Leu-Gly, indicando
que a ocorréncia de grupo volumoso em P1 também ¢ favorecida. Combinando os
dados, correspondentes a pH o6timo, massa molecular, especificidade ampla para
dipeptidase e baixa sensibilidade a fenantrolina,
discutida de 7. molitor, dentre as dipeptidases melhor conhecida, assemelha-se mais a
dipeptidase de membrana (Barret et al., 2004). Essa enzima (EC. 3.413.19) possui pH
o6timo 7,5, maassa de 45 kDa e Ki de cerca de 1 mM, embora possua ancora de

glicosil-fosfatidil-inositol.

5.3 — ORGANIZACAO DA DIGESTAO FINAL DE PROTEINAS

Terra e Cristofoletti (1996) constataram a existéncia de uma cisteina proteinase
na por¢ao anterior ¢ média do limen do tubo digestivo do 7. molitor, enquanto que a
tripsina e a quimotripsina localizam-se na regido posterior deste, onde encontra-se
também uma aminopeptidase microvilar (Cristofoletti e Terra, 1999). De acordo com
essa distribuicdo, o pH luminal do ventriculo anterior e médio ¢ acido (pH = 5,6) e do

ventriculo posterior ¢ alcalino (pH = 7,9) (Terra et al., 1985). Dessa forma a digestao
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inicial de proteinas comega sob a agdo das cisteina proteinases e finaliza com tripsina e
quimotripsina.

A presente dissertacao confirma e detalha a existéncia de uma carboxipeptidase
A, inicialmente descrita por Ferreira et al., (1990), presente majoritariamente nos dois
tercos finais do lumen ventricular de 7. molitor. Entretanto, levando em conta o pH
luminal e o efeito do pH sobre a atividade de carboxipeptidase, cerca de 60% da
atividade dessa enzima estd no lumen do ventriculo posterior € 25% no médio.

A dipeptidase descrita aqui ¢ majoritariamente luminal, ocorre ao longo de todo o
ventriculo com atividade levemente decrescente. Entretanto, corrigindo as atividades
para aquelas esperadas pelo seu comportamento frente ao pH, o ventriculo posterior
concentra 67% da atividade de dipeptidase.

Desse modo, os peptideos gerados pela hidrolise das endopeptidases luminais sao
atacados  seqiiencialmente, principalmente no ventriculo posterior, pela
carboxipeptidases e aminopeptidase microvilar, finalmente, pelas dipeptidases
soliveis. Os aminodcidos formados na digestdo sdo carreados através de um
contrafluxo para a regido anterior do epitélio do ventriculo, onde supostamente ocorre

a absor¢do (Terra e Ferreira, 1994).
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6 — CONCLUSOES

* As atividades de dipeptidase e carboxipeptidase encontram-se majoritariamente
no conteudo luminal do intestino médio de larvas de 7. molitor,

* A carboxipeptidase de 7. molitor possui pH 6timo 7,4 e massa molecular de
31,6 kDa;

* A dipeptidase digestiva de T. molitor possui massa molecular de 38,6 kDa, pH
6timo 7,6, baixa solubilidade a fenantrolina e parece preferir dipeptideos com
cadeia lateral volumosa na posi¢ao P1 e em menor extensdo também em P1’;

* A digestdo final de proteinas deve ocorrer majoritariamente no ventriculo

posterior de larvas de T. molitor.
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